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ADN Acido desoxirribonucleico

Alfa-MEM Modified Eagle’s Medium, alfa modification

AMO Aspirado de médula ésea

ATCC Coleccién americana de tipos celulares

ATP Adenosina trifosfato

Ba Bario

BLI Bioluminiscencia no invasiva

BMP-2 Proteina morfogenética del hueso-2

BMPs Proteinas morfogenéticas del hueso

BSA Albumina sérica bovina

Ca Calcio

CaCl, Cloruro de calcio

CCD Dispositivo de acoplamiento de carga o charged coupled device
CD105 Endoglina, componente regulador de complejo del receptor TGF-3
CD106 Molécula de adhesién VCAM-1 involucrada en la migracion celular
CD11 Subunidad de la glicoproteina de membrana LFA-1 que promueve la

adhesion célula-célula al interaccionar con la glicoproteina de membrana

ICAM-1
CD14 Proteina de membrana que se une a los lipopolisacaridos bacterianos
CD166 Molécula de adhesion ALCAM
CD18 Molécula de adhesion y sefializacion en el sistema hematopoyético
CD29 Integrina AKAB-1
CD31 Molécula de adhesion celular PECAM-1
CD34 Marcador de adhesién de células troncales presente en los precursores

hematopoyéticos

CD40 Proteina coestimuladora
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CD44 Familia de moléculas de adhesion a la matriz extracelular, formada por
splicing alternativo, que se adhiere al acido hialurénico, colageno, laminina
y fibronectina

CD45 Proteina transmembrana presente en la mayoria de las células
hematopoyéticas

CD54 Molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1)

CD56 Molécula de adhesién neuronal-1 (NCAM-1)

CD71 Receptor de la transferrina

CD73 Proteina ecto-5-nucleotidasa

CD80 Molécula coestimuladora

CD86 Molécula coestimuladora

CD90 Antigeno celular Thy-1

CMV Citomegalovirus

CcO, Didéxido de carbono

CT Tomografia computerizada

CTAs Células troncales adultas

CTEs Células troncales embrionarias

DAB Diaminobencidina

DMEM Dulbeccos modified Eagle’s Medium

DsRed Proteina roja fluorescente

EGFP Proteina verde fluorescente potenciada

FACS Clasificador de proteinas fluorescentemente activadas

FBS Suero bovino fetal

FGF-2 Factor de crecimiento de fibroblastos-2

GFP Proteina verde fluorescente

hAMSCs Células mesenquimales derivadas de tejido adiposo

hBMSCs Células mesenquimales derivadas de médula 6sea

HCI

Acido clorhidrico
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HE
HeBS
hMSCs

HRP

MAPCs

MHC-I

MHC-II

MMP
MOD
MOl
MSCs
MSCs
Na,HPO,
NaCl

Oct-4

P/S

PAMs
PBS
PDGF
PEG
PEG-RGD
PET

PFA

Hematoxilina-eosina

Solucién amortiguadora de hepes

Células mesenquimales humanas

Peroxidasa sérica de cavallo

Intramuscular

Células progenitoras multipotentes adultas

Familia de proteinas de membrana heterodiméricas de unién a péptidos
presentes en todas las células del organismo

Familia de proteinas de membrana heterodiméricas de unién a péptidos
presentes en las células presentadoras de antigenos

Metaloproteasas de la matriz extracelular

Matriz 6sea desmineralizada

Particulas viricas infecciosas/célula

Células mesenquimales

Células mesenquimales

Ortofosfato de sodio dibasico

Cloruro sédico

Factor de transcripcion Octamer-4 perteneciente a la familia POU. Esta
proteina esta relacionada con la auto-renovacion y estado indiferenciado
de las CTEs.

Penicilina/Estreptomicina

Esferas farmacolégicamente activas

Solucién amortiguadora de fosfato

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Polietilenglicol

Polietilenglicol con péptidos RGD covalentemente unidos

Tomografia por emision de positrones

Paraformaldehido
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PHCs Cuentas foténicas

PLGA Copolimero de acido lactico y glicélico

PLuc Luciferasa de Photinus Pyralis

RGD Tripéptido de arginina, glicina y acido aspartico

RLB Solucién de lisado celular

RLuc Luciferasa de Renilla Reniformis

RLUs Unidades relativas de luz

RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

SC Subcutaneo

Stro-1 Proteina de membrana celular expresada por MSCs y precursores
hematopoyéticos

TAC Tomografia axial computerizada

TEOA Trietanolamina

TFC Trifosfato de calcio

TGF-p1 Citocina perteneciente a la superfamilia del transforming growth factor-f

uv Ultravioleta

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana

VSV-G

Proteina de envuelta del virus de la estomatitis vesicular
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En los ultimos afios se ha producido un gran desarrollo de las técnicas relacionadas con
la terapia celular. Actualmente es posible aislar células progenitoras de numerosos
tejidos humanos adultos que pueden dar lugar a multiples linajes celulares.

Ademas, la investigacion en biomateriales ha experimentado una importante expansion,
generando una gran variedad de soportes de diferente naturaleza fisico-quimica. La
combinacion del tipo celular y el biomaterial adecuados, junto con factores de
crecimiento especificos, podria ser una alternativa a las terapias actuales para lograr la
reparacion de determinados tejidos de escasa capacidad de autoregeneracion.

En esta tesis se describe la aplicacion de una plataforma basada en la deteccion de
células, que expresan constitutivamente los genes de la proteina verde fluorescente y la
luciferasa de Photinus Pyralis, mediante procedimientos de bioluminiscencia no invasiva
para la seleccion de los biomateriales que mejor inducen la proliferacion in vivo de las
lineas celulares C3H/10T1/2 y C57BL/6 en un modelo ectépico y para la evaluacién de la
proliferacién y diferenciacion de células mesenquimales humanas (hMSCs), obtenidas de
diferentes tejidos, en un modelo de lesion dsea.

Los resultados obtenidos demuestran que las células sembradas en biomateriales
implantados en ratones inmunodeprimidos pueden ser detectadas durante un minimo de
12 semanas, mostrando una mejor proliferacion en los implantes colocados
intramuscularmente que en los implantes subcutdneos. Este modelo ectépico permitio
seleccionar un biomaterial basado en macromeros de polietilenglicol (PEG) unidos a
péptidos RGD (arg-gly-asp) que potencia la proliferacion celular in vivo. Posteriormente
este material (PEG-RGD) se sembré con hMSCs y se evalu6 en un modelo de lesion
6sea, en el hueso de la boveda craneal de ratones inmunodeprimidos, que mostré una
mejor supervivencia de las hMSCs obtenidas de médula ésea frente a las hMSCs
obtenidas de tejido adiposo. Se observd ademas, mediante tomografia axial
computerizada, que la densidad de los defectos dseos en los que se colocaron implantes

de PEG-RGD aumentd significativamente respecto al grupo control.
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La plataforma desarrollada podria tener una gran utilidad para analizar cuestiones
relacionadas con la utilizacion de las células troncales en la reparacion de tejidos, tales
como el tipo celular 6ptimo, las condiciones de expansion in vitro o la induccion de
diferenciacion. Ademas es un procedimiento simple, altamente sensible y permite
analizar el mismo animal durante largos periodos de tiempo, mejorando asi la

consistencia de los resultados obtenidos y reduciendo el numero de animales utilizados.
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Los datos de la Organizacion Nacional de Transplantes' muestran que en 2006 se

realizaron 15516 transplantes:

Tipo de transplante Numero de transplantes
realizados
Cardiaco 274
Corazon-pulmén 8
Cornea 2806
Cultivos celulares 108
Higado 1051
Intestino 7
Membrana amniética 809
Pancreas 94
Pulmoén 169
Progenitores hematopoyéticos 1974
Renal 2157
Segmentos vasculares 112
Transplante de tejido osteo-tendinoso 5749
Valvulas cardiacas 134
Total 15516

Tabla 1. Transplantes realizados en Espafia en el 2006 segun la Organizacion Nacional de

Transplantes.

Sin embargo, esto datos reflejan so6lo una parte de los pacientes que sufren pérdida o

fallo de 6rganos anualmente, los demas pacientes siguen tratamientos farmacolégicos,

se someten a reconstrucciones quirurgicas o utilizan dispositivos externos como los

dializadores de rifion®.



24 Prélogo

Esto supone un elevado coste para la sanidad, debido al gran numero de intervenciones
quirdrgicas y a los dias de hospitalizacion que requieren los enfermos. Segun el
Ministerio de Sanidad y Consumo?, el 54,46% del gasto anual sanitario (50.053,25
millones de euros en el Ultimo ejercicio) corresponde a la asistencia hospitalaria y a la
asistencia especializada.

Ademas, las terapias actuales para los pacientes que sufren disfuncién de 6érganos,
tienen una serie de limitaciones:

a) Los transplantes dependen de las donaciones y, aunque las donaciones de
6rganos y tejidos aumentan anualmente, y Espafa es el pais en que mas
donaciones se hacen en Europa', éstas siguen siendo insuficientes para tratar a
todos los pacientes que necesitan un transplante.

b) Las reconstrucciones quirurgicas a menudo conllevan problemas a largo plazo y
los dispositivos externos no pueden llevar a cabo todas las funciones de un
organo/tejido y por lo tanto, no pueden detener el progresivo deterioro del

paciente®.

Concretamente, los transplantes de tejido osteotendinoso representan el 37,1% del total
de los transplantes realizados en el 2006 (Tabla 1), siendo el tipo de transplante mas
frecuente’. Las personas hospitalizadas por enfermedades del aparato musculo-
esquelético y de los tejidos conectivos representan el 5,2% de las mujeres y el 4,6% de
los hombres, siendo en ambos la octava (de dieciocho) causa de hospitalizacion?.
Ademas, segun el informe de la salud laboral en Espafia del 2006%, en la estimacion de
los casos incidentes de enfermedades laborales, las enfermedades osteo-musculares

representan el 35%, siendo la causa mas comun de enfermedad laboral.

Los desodrdenes degenerativos relacionados con la edad, como la osteoporosis y la
osteoartritis, tienen un alto impacto socio-econdmico, concretamente 30 millones de

personas sufren estas patologias en Europa. El incremento en la esperanza de vida,
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entre otros factores, ha causado un incremento dramatico en el nimero de personas que
padecen osteoporosis y osteoartritis en las Ultimas décadas. Estudios sobre la
prevalencia de la osteoartritis muestran que el 12% de la poblacion entre 25-74 afios y el

95% de la poblacion que supera los 60-70 afios, la padecen®

Se han producido grandes avances en los tratamientos de fracturas complejas vy
articulaciones y los pacientes con este tipo de lesiones tienen ahora numerosas opciones
terapéuticas, por ejemplo, los injertos de hueso, que representan una de las estrategias
actuales para la reparacion de grandes defectos 6seos y fracturas. Sin embargo, los
tratamientos actuales no permiten la recuperacion completa del tejido, por ejemplo el
riesgo de fractura de un individuo con una fractura osteopordtica previa® es 2,2 veces

mayor que la de un individuo sin dicho antecedente.

Por estos motivos se estan desarrollando nuevos tratamientos, incluyendo el uso de
biomateriales, células troncales y factores de crecimiento como alternativas potenciales a

las terapias actuales’.
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“La ciencia no sirve sino para darnos una idea de cuan vasta es nuestra ignorancia”

Félicité de Lammenais
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1. El tejido éseo

1.1. Composicién, estructura y funcion

El tejido 6seo es el constituyente principal del esqueleto y desempefia importantes
funciones, entre las que destacan: ser el soporte de los tejidos blandos del organismo,
proteger los érganos vitales, alojar a la médula dsea, proporcionar apoyo a los
musculos esqueléticos, constituir un sistema de palancas que amplia las fuerzas
generadas en la contraccion muscular y ser un depdsito de calcio, fosfato y otros
iones®. A pesar de su resistencia y dureza, el hueso es un tejido dinamico, que se
renueva continuamente y que experimenta una constante reconstruccion durante toda
la vida.

El hueso, como el resto de tejidos conjuntivos, esta formado por una matriz
extracelular donde se encuentran los diferentes tipos celulares, pero en este caso, sus
componentes extracelulares estan calcificados. Segun la densidad de esta matriz el
hueso es compacto, de gran densidad, o esponjosog. En el tejido 6seo, ambos tipos de
hueso son adyacentes sin un limite que los separe. Los huesos poseen un
revestimiento, en sus superficies externa (periostio) e interna (endostio), de tejido
conjuntivo compuesto por células osteogénicas. Las principales funciones de estos
dos revestimientos son la nutricion del tejido 6seo y el suministro de células para el
crecimiento y la regeneracion del hueso.

En los siguientes apartados se describen los componentes principales del tejido éseo.

1.1.1. La matriz extracelular

La matriz 6sea tiene una gran durabilidad y estabilidad y esta formada por un
componente organico y uno inorganico. EI componente organico proporciona la forma
del hueso y contribuye a su capacidad para resistir las tensiones, mientras que el

componente inorganico o mineral proporciona la resistencia a la compresién.
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El componente organico esta compuesto principalmente por colageno de tipo | y por
pequefas cantidades de colageno de tipo V y XIl. Los diferentes tipos de colageno
representan el 85-90% de la matriz organica. El 10% restante consiste en otras
glucoproteinas no colagenas especificas del tejido 6seo’

La unidad esencial del colageno esta constituida por tres cadenas polipeptidicas que
forman wuna triple hélice, el tropocolageno (Fig.1). Las macromoléculas de
tropocolageno se agrupan constituyendo las fibras de colageno. Concretamente, el
colageno de tipo | se caracteriza por la composicion de la molécula de tropocolageno
esta constituida por dos cadenas o1 idénticas y una cadena ¢2. Se ha descrito'" que
mutaciones heterozigotas en los genes del colageno tipo IA1 y tipo 1A2, que codifican

respectivamente las cadenas a1 y a2, causan la osteogénesis imperfecta.

Fig. 1. Estructura de la triple hélice de tropocolageno.

El componente organico contiene ademas una variedad de proteinas distintas del
colageno que influencian la organizacion de la matriz, la mineralizacién del hueso y el
comportamiento de las células del tejido 6seo. Estas proteinas incluyen la
osteocalcina, proteinas implicadas en la adhesion celular como la osteonectina y la
sialoproteina del hueso, fosfoproteinas del hueso implicadas en el inicio de la

mineralizacion y pequefios proteoglicanos como el biglicano y la decorina. La matriz
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6sea también contiene factores de crecimiento'?, tales como las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs) y las interleucinas 1 y 6 entre otras, que influencian
la funcion de las células del tejido dseo.

El componente indrganico o fase mineral, sirve de reservorio de iones y
proporciona al tejido éseo la mayor parte de su rigidez y resistencia.
Aproximadamente el 99% del calcio, el 85% del fésforo y entre el 40% y el 60% del
sodio y magnesio del organismo estan asociados a la fase mineral del hueso.

La rigidez la confieren cristales de calcio similares quimicamente a la hidroxiapatita

[Ca1o(PO4)s(OH),] que contienen iones carbonato y grupos HPO,2 ™.

1.1.2. Células del tejido 6seo

Como el resto de tejidos conjuntivos, pero contrariamente a la mayoria de tejidos, el
tejido 6seo contiene pocas células por unidad de volumen'.

Las células del tejido 6seo llevan a cabo las funciones de formacion, reabsorcion y
reparacion del hueso y homeostasis mineral. Se originan a partir de dos linajes
celulares, uno mesenquimal y otro hematopoyético'. El linaje mesenquimal da lugar a
células indiferenciadas o preosteoblastos, osteoblastos, células del borde del hueso y
osteocitos, mientras que el linaje hematopoyético da lugar a preosteoclastos y
osteoclastos.

Los preosteoblastos o células osteogénicas residen en el endostio, el periostio y la
médula ésea'. Tienen una forma irregular y un solo nicleo. Se mantienen en estado
indiferenciado hasta que son estimulados a proliferar y a diferenciarse a osteoblastos,
por ejemplo, después de una fractura.

Los osteoblastos se encuentran en la superficie de los huesos en crecimiento y
cuando estan activos les rodea una laguna de componente organico de la matriz
(osteoide) que los separa de la matriz mineralizada. Son los responsables de la

sintesis y la secrecién de la fase organica de la matriz 6sea'®, produciendo colageno
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de tipo | y glucoproteinas. También pueden concentrar fosfato calcico participando asi
en la mineralizacion de la matriz. Los osteoblastos activos pueden seguir tres destinos:
permanecer en la superficie del hueso, manteniendo una baja actividad sintética, y dar
lugar a las células del borde del hueso, rodearse de matriz mineralizada y dar lugar a
osteocitos, con los que mantienen contacto a través de los canaliculos (Fig. 2) o

desaparecer de los lugares de formacion 6sea’”.

Preosteoblasto

Osteoblasto

Osteoide (matriz
6sea no
mineralizada) [T

Matriz 6sea  |—
calcificada

Procesos
celulares en los
canaliculos

Osteocito

"
10 pm

Fig. 2. Esquema de la diferenciacion de los preosteoblastos o células
osteogénicas en células maduras del tejido éseo.

Las células del borde del hueso, también denominadas osteoblastos inactivos o
osteocitos de superficie, tienen forma alargada y extensiones citoplasmaticas que
penetran en la matriz 6sea y contactan con las extensiones citoplasmaticas de los
osteocitos'®. Estas células, al igual que los osteocitos, tienen menos citoplasma y
organulos que los osteoblastos activos. Su funcion parece ser la de atraer a los
osteoclastos, mediante la reabsorcion del osteoide que cubre la matriz mineralizada®,
a sitios especificos y estimularlos para que lleven a cabo la reabsorcion ésea.

Los osteocitos representan el 90% de las células 6seas en el esqueleto maduro.
Estan alojados en lagunas de matriz 6sea mineralizada y conectados entre si mediante

prolongaciones celulares'®. Las interconexiones entre osteocitos, osteoblastos y



Introduccion 33

células del borde del hueso permiten, a esta red celular, detectar la deformacién del
hueso, entre otros procesos y coordinar la formacion y la reabsorcion del hueso, asi
como el flujo de iones entre la matriz 6sea y los fluidos extravasculares del hueso.

Los preosteoclastos son precursores mononucleares de la médula 6sea que se
encuentran en la médula o en la sangre. Al ser estimulados proliferan, migran al tejido
6seo y se fusionan dando lugar a los osteoclastos multinucleados.

Los osteoclastos que pueden tener entre 20 y 30 nucleos y un gran numero de
mitocondrias y lisosomas se encuentran en los lugares de reabsorcién del hueso?.
Para destruir la matriz 6sea, los osteoclastos se unen a la superficie del hueso,
formando un espacio cerrado entre la célula y el hueso. A la vez, los endosomas que
contienen bombas de protones de membrana, migran a la zona de la célula mas
proxima al hueso y se insertan en la membrana. Esto provoca una bajada del pH de 7

a 4 en el espacio cerrado entre el osteoclasto y el hueso?"?

que solubiliza la fase
mineral del hueso. Para degradar la fase organica del hueso, los osteoclastos secretan
proteasas acidas y fagocitan fragmentos de matriz que degradan en las vacuolas
citoplasmaticas. Una vez los osteoclastos han completado la reabsorcion, se dividen
en células mononucleares, en espera de ser reactivadas para formar nuevos
osteoclastos.

La osteopetrosis es una muestra de los efectos adversos de una inadecuada o
inefectiva funcién de los osteoclastos®. En esta enfermedad, el hueso es

extremadamente denso y duro y la médula 6sea estd mayoritariamente ocupada por

cartilago calcificado, tejido fibroso y tejido 6seo.

1.1.3. Tipos de tejido 6seo

Desde el punto de vista histologico se distinguen dos tipos de hueso: el hueso
compacto y el hueso esponjoso (Fig. 3). Ambos tienen la misma composicién, aunque

difieren en su densidad, el hueso compacto tiene un 10% de porosidad mientras que el
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hueso esponjoso tiene entre un 50 y un 90% de porosidad'®. Al ser la resistencia a la
compresion proporcional a la densidad, ésta es 10 veces mayor en el hueso compacto

que en el hueso esponjoso por unidad de volumen.

Fig. 3. Tinciéon de HE en muestras de tejido 6seo compacto (a) aumento x 198, y esponjoso (b)
aumento x 50. En la fotografia (a) se pueden identificar los sistemas de Havers (H), los
osteocitos (O) y las laminillas de hueso cortical (C,L). En la fotografia (b) se observan las
trabéculas caracteristicas del hueso esponjoso rodeando la médula 6sea.

El hueso compacto forma aproximadamente el 80% del esqueleto adulto'” y rodea la
médula dsea. Este tipo de hueso esta organizado (Fig. 4) en columnas 6seas paralelas
que constan de capas Oseas concéntricas o laminillas dispuestas alrededor de un
canal central que contiene vasos sanguineos, linfaticos y nervios®*.

El hueso esponjoso esta compuesto por una red de trabéculas 6seas separadas por
espacios laberinticos comunicados que contienen la médula dsea. Las células del
hueso esponjoso se encuentran en las trabéculas o en su superficie, pudiendo estar
influenciadas por las células de la médula ésea, a diferencia del hueso compacto
donde la mayoria de las células estd completamente rodeada de matriz?®. Esta
diferente distribucidon celular determina que el hueso esponjoso tenga una tasa
metabdlica y de remodelacion mas elevada que el hueso compacto.

Los huesos también pueden clasificarse segun su morfologia en huesos largos, cortos
y planos.

En los huesos largos (Fig. 5), como el fémur o la tibia, los extremos o epifisis estan

formados por hueso esponjoso con una delgada capa superficial compacta y la parte
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cilindrica o diafisis esta formada casi totalmente por hueso compacto que proporciona
la maxima resistencia a la torsién®®. Los huesos cortos, por ejemplo los carpianos
(huesos de la mano y la mufieca) y los tarsianos (huesos del pie y el tobillo), tienen el
centro compuesto por hueso esponjoso y se encuentran recubiertos en toda su
periferia por una capa de hueso compacto. Los huesos planos, que se encuentran en
las costillas y en el craneo, estan formados por dos capas de hueso compacto

separadas por hueso esponjoso.

Huesa
esponjoso Hueso compacta
. 1 Osteona

Yasos
sanguineos

L Conducto
de Havers

Periastio

Nervio

Fig. 4. Esquema de la estructura del hueso compacto.

Segun la orientacion de las fibras de colageno se diferencian el hueso inmaduro o
primario y el hueso laminar o secundario. El hueso inmaduro forma el esqueleto del
embridn que posteriormente es reabsorbido y reemplazado por hueso laminar. Ambos
tipos de hueso difieren en su formacion, composicion, organizacion y propiedades
mecanicas. En el hueso inmaduro, las fibras de colageno se disponen irregularmente
mientras que en el laminar, las fibras de colageno estan organizadas en laminas de 3
a 7 ym de grosor que pueden permanecer paralelas las unas a las otras o disponerse
en capas conceéntricas en torno a los conductos con vasos, formando los denominados

sistemas de Havers®.
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de los huesos largos en el esqueleto adulto.

El hueso inmaduro tiene una tasa metabdlica superior a la del hueso laminar y un
nimero de osteocitos 4 veces mas elevado por unidad de volumen. Ademas, debido
al alto contenido celular y de agua del hueso inmaduro, éste es mas flexible y elastico
que el hueso laminar.

Pequefias cantidades de hueso inmaduro forman parte de los tendones y ligamentos y
de las suturas de los huesos del craneo. Con estas excepciones, el hueso inmaduro
raramente esta presente en el esqueleto normal humano a partir de los 5 afios. Sin

embargo, puede aparecer en respuesta a lesiones 6seas'®.

1.2. Histogénesis del hueso

1.2.1. Formacion del tejido 6seo

El tejido 6seo se desarrolla por sustitucién de un tejido conjuntivo preexistente. En el
embrién se observan dos tipos de osteogénesis: la osificaciéon intramembranosa, en la

que la formacion del hueso tiene lugar sobre un tejido conjuntivo primitivo y la
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osificaciéon endocondral, en la que la formacion del hueso se realiza sobre tejido

cartilaginoso previo.

1.2.1.1. Osificacion intramembranosa

Este proceso empieza cuando el tejido conjuntivo se condensa en una capa altamente
vascularizada, en la cual las células se unen mediante largas prolongaciones y
depositan fibras de colageno orientadas al azar en el espacio intercelular'’. EI primer
signo de formacion de hueso, consiste en la aparicion de unas bandas de matriz 6sea
mas densa (trabéculas) que tienden a depositarse en puntos equidistantes de los
vasos, formando una estructura reticular. Paralelamente se producen cambios en las
células del tejido conjuntivo vecino, las cuales se situan en la superficie de las
trabéculas y se vuelven basdfilas. Estas células dan lugar a osteoblastos que
depositan nueva matriz 6sea que permite el engrosamiento de las trabéculas. Los
osteoblastos también secretan glucoproteinas de la matriz y moléculas de colageno
que polimerizan extracelularmente y forman una red de fibras de colageno dispuestas
al azar. Este primer hueso formado es el hueso inmaduro o primario. La matriz ésea
depositada por los osteoblastos se mineraliza posteriormente y algunos osteoblastos
dan lugar a osteocitos que quedan atrapados en esta matriz. Sin embargo, estos
osteocitos mantienen contacto con los osteoblastos mediante delgadas
prolongaciones, los canaliculos, que quedan rodeados de matriz 6sea?%’.

En las zonas de hueso inmaduro destinadas a dar lugar a hueso compacto, las
trabéculas contindan engrosandose hasta que desaparecen practicamente los
espacios que rodean los vasos y las fibras de colageno de las capas del hueso
depositadas sobre las trabéculas adquieren una estructura mas ordenada. En las
zonas de hueso inmaduro destinadas a dar lugar a hueso esponjoso, termina el
engrosamiento de las trabéculas y el tejido vascular interpuesto se transforma en tejido

hematopoyético?®?°.
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El tejido conjuntivo que rodea el hueso en crecimiento se condensa formando el
periostio, mientras que los osteoblastos situados en la superficie de las trabéculas dan
lugar a células osteoprogenitoras.

Este es el proceso mediante el cual se forman ciertos huesos planos del craneo como

el frontal, los parietales, los temporales, los occipitales y parte de la mandibula.

1.2.1.2. Osificacién endocondral, crecimiento y remodelado 6seo

En una primera fase, los condrocitos de la parte central del modelo cartilaginoso del
hueso o porcion media del tallo se hipertrofian y acumulan glucégeno en su interior
formando un centro de osificacion endocondral®? (Fig. 6). La matriz cartilaginosa se
reduce y en ella se deposita fosfato de calcio, que provoca la degeneracion y muerte
de los condrocitos hipertroficos®®. Paralelamente se activa la capacidad osteogénica
de las células del pericondrio, membrana de tejido conjuntivo que rodea el cartilago
hialino y elastico, que depositan una delgada capa de tejido 6seo alrededor de la
porcién media del tallo dando lugar al periostio. Los vasos sanguineos del periostio
crecen hacia la diafisis e invaden la matriz cartilaginosa, se ramifican y forman asas
capilares que se extienden hacia los extremos del cartilago calcificado.

Se produce posteriormente la migracion de células progenitoras al interior del
cartilago, las cuales dan lugar a los elementos hematopoyéticos de la médula 6sea o a
osteoblastos®. Los osteoblastos, se disponen sobre las espiculas de matriz
cartilaginosa calcificada y depositan matriz ésea sobre ellas formando trabéculas
oseas.

En una segunda fase, los condrocitos de las epifisis se hipertrofian y dan lugar al
centro de osificacion epifisario. Los vasos sanguineos y el tejido osteogénico
proveniente del pericondrio invaden estas zonas estableciendo los centros
secundarios de osificacion. La expansion de los centros secundarios sustituye todo el
cartilago epifisario con excepcién del que persiste en forma de cartilago articular y de

los discos entre la epifisis y la diafisis (placa epifisaria). El crecimiento en longitud de
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los huesos, es el resultado de la multiplicacion continuada de las células cartilaginosas
de la placa epifisaria que son sustituidas por hueso a medida que se alejan de la
diafisis®*®. Al final del periodo de crecimiento, la proliferacién de los condrocitos
disminuye hasta cesar. Esto produce una continua sustitucion del tejido cartilaginoso
por hueso que concluye con la eliminacion de la placa epifisaria.

Los huesos de la base del craneo, de la columna vertebral, de la pelvis y de las

extremidades se forman por este proceso de osificacion.

Fig. 6. Diagrama del desarrollo de un hueso largo tipico, cortes longitudinales (A-J) y cortes
transversales (A’-D’). Azul pdlido: cartilago, purpura: cartilago calcificado, negro: hueso, rojo:
arterias. A: modelo cartilaginoso o tallo. B: collar éseo peridstico anterior a la calcificacion del
cartilago. C: calcificacién del cartilago. D: los vasos sanguineos penetran en la matriz del
cartilago calcificado y la dividen en dos zonas de osificacion (E). F: los vasos sanguineos
entran en el cartilago epifisario superior y desarrollan un centro de osificacion epifisario (G). H:
desarrollo de un centro de osificacion en el cartilago epifisario superior. A medida que el hueso
crece en longitud desaparece primero la placa epifisaria inferior (1) y después la superior (J).
Entonces la cavidad medular del hueso se hace continua en toda su longitud y se unen los
vasos sanguineos de la di&fisis, y las epifisis.
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Aunque los huesos en crecimiento cambian continuamente su organizacion interna,
retienen aproximadamente la misma forma externa desde un momento temprano del
desarrollo fetal hasta la vida adulta. La forma externa se mantiene gracias a un
continuo remodelado de la superficie, que implica el depédsito de hueso en algunas

zonas y la reabsorcion en otras®.

1.2.2. Mineralizacion del tejido 6seo

La mineralizacion Osea, que se desarrolla en cuatro etapas, no se produce
inmediatamente después de la sintesis de la matriz ésea.
a) Primera etapa: modificacion de la matriz
Antes de la aparicién de los primeros cristales minerales, se produce un aumento
en la concentracion extracelular de calcio y fosfato y en la sintesis de
fosfoproteinas, glucoproteinas y sialoproteinas®*¢. También aumenta la actividad
de la fosfatasa alcalina y de los enzimas relacionados con la hidrdlisis del fosfato
organico, pirofosfato y nucledsido trifosfato y el transporte de fosfato.
b) Segunda etapa: nucleacion
Se produce un cambio de estado de las diferentes formas de fosfato calcico
presentes en la matriz, controlado, entre otros factores, por el componente
mayoritario de la fase organica, el colageno de tipo |. Se forman varios
intermediarios de la hidroxiapatita, como el trifosfato de calcio amorfo y el fosfato
de octacalcio, que posteriormente se ensamblan jerarquicamente dando lugar a
hidroxiapatita'® .
c) Tercera etapa: crecimiento
La concentracion local de calcio y fosfato disminuye en esta etapa. Una vez
formados los primeros cristales de hidroxiapatita o de otros fosfatos de calcio, se

forman cristales adicionales de hidroxiapatita en la superficie de los primeros
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cristales formados. La orientacién de estos cristales queda determinada por la
organizacion de la matriz de colageno'.

d) Cuarta etapa: remodelacion

La actividad de los osteoclastos permite la remodelacion del hueso y el
mantenimiento de su estructura. Este proceso esta controlado por: hormonas
reguladoras del calcio, como la hormona paratiroidea y la 1,25-di-hidroxi-vitamina
D, hormonas sistémicas, como la tiroxina, la insulina y los glucocorticoides,
factores de crecimiento, como el epidérmico y el derivado de plaquetas y factores

locales producidos por las células del tejido 6seo, como las prostaglandinas®.

1.2.3. Reparacion del tejido 6seo

Después de una fractura se produce una hemorragia local por lesion de los vasos
sanguineos, destruccion de la matriz y muerte de las células 6seas. El coagulo
formado por la hemorragia se organiza mediante tejido conjuntivo que se vuelve mas
denso. Este tejido conjuntivo da lugar a cartilago y fibrocartilago que constituyen el
callo fibrocartilaginoso que llena la fisura entre los extremos de la fractura'. La
formacion del hueso, que terminara por unir los extremos de la fractura, comienza al
activarse las células osteoprogenitoras del periostio y el endostio®'. Estas células
depositan matriz 6sea que forma una red de trabéculas (callo 6seo) alrededor del callo
cartilaginoso. Como ocurre en la formacion endocondral del tejido 6seo, la osificacion
del callo cartilaginoso se realiza mediante su sustitucion gradual por hueso.
Posteriormente, las formaciones de hueso esponjoso de los dos fragmentos se unen y
se produce una reorganizacion y reconstruccién interna que dan lugar a hueso
compacto.

En ciertos lugares, donde el tejido conjuntivo carece de capacidad osteogénica, la
reparacion de las fracturas tiene lugar sin formacion de callo fibrocartilaginoso?”. Si hay

buena aproximacion de los fragmentos de la fractura, el hueso se une sin necesidad
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del callo. Si la aproximacion es deficiente o no existe, la reparacién puede tener lugar

solamente en forma de unioén fibrosa relativamente débil.

1.3. Tratamientos utilizados en las lesiones del tejido
6seo

Debido a su compleja estructura y a las funciones que realiza, se producen una gran
cantidad de lesiones en el tejido éseo®. Algunas de estas lesiones se subsanan
espontaneamente, mediante el proceso natural de reparacion del tejido 6seo, mientras
que otras necesitan tratamientos mas o menos complejos.

Algunas fracturas que no se curan espontaneamente, especialmente aquellas
relacionadas con la clavicula, escapula, humero, mufieca, mano y pie, se pueden
tratar sin cirugias, utilizando métodos de fijacion externa. En los casos en que este tipo
de tratamiento no es suficiente, se recurre a la fijacién interna utilizando clavos,
alambres, clavijas y placas de osteo-sintesis para estabilizar el hueso®.

Entre un 5 - 10% de las fracturas necesitan un tratamiento posterior, debido a la
interposicion de tejidos blandos, fijacion incorrecta de la fractura, pérdida de masa
6sea, suministro de sangre dafiado e infeccion. En otros casos hay que eliminar un
gran volumen de tejido 6seo a causa de tumores, osteomielitis, etc’ que debe ser

reemplazado por un implante o sustituto de hueso.

1.3.1. Injertos de hueso

La reconstruccion de grandes defectos 6seos y el tratamiento en casos de escasa
regeneracion tisular requieren el uso de injertos®. EI material éptimo para el injerto es
el propio tejido 6seo del paciente (transplante autdlogo), obtenido por ejemplo de la
cresta iliaca. Este tipo de injertos se caracterizan por ser*’:

a) Osteoconductivos: proporcionan un material donde las células 6seas pueden

proliferar.
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b) Osteoinductivos: inducen a las células progenitoras a proliferar y a
diferenciarse a osteoblastos.
c) Osteogénicos: son un reservorio de células progenitoras que pueden formar
tejido 6seo nuevo.
Esta estrategia presenta varios aspectos negativos ya que se produce dolor al obtener
el tejido 6seo de la cresta iliaca, hay riesgo de infeccién, la mayor parte del
componente celular (osteogénico) no sobrevive al transplante y tiene las limitaciones,
inherentes al tratamiento, en pacientes muy jovenes o de edad avanzada*'. Ademas,
durante la obtencién del hueso se producen complicaciones en un 8 - 20% de los
casos incluyendo formacién de hematomas, pérdida de sangre, lesiones en nervios y
arterias y formacién de hernias y fracturas*.
Los injertos 6seos de donantes humanos o alogénicos y los de origen animal o
xenogeénicos (por ejemplo de hueso bovino) procesados se usan cuando el transplante
autélogo es imposible. Las propiedades de estos dos tipos de injertos son parecidas a
las del propio hueso en lo que a estabilidad mecanica y elasticidad se refiere, aunque
la falta de capacidad osteogénica, la inmunoreactividad y la posible transmisién de
patdégenos son una limitacién, incluso cuando los factores osteoinductivos se han

preservado durante el procesado®.

1.3.2. Sustitutos de hueso

La alternativa a los injertos de hueso es la utilizacion de materiales naturales o
sintéticos capaces de reproducir las caracteristicas del tejido autélogo. Estos
materiales deben ser osteoconductivos, osteoinductivos, biocompatibles, de estructura
similar a la del hueso, de facil manejo, biodegradables y de una produccién asequible.
Actualmente se utiliza una gran variedad de materiales en la reconstrucciéon de
defectos 6seos. Los mas utilizados hasta el momento se comentan a continuacion y

sus principales caracteristicas se especifican en la tabla 2.
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1.3.2.1. Materiales osteoconductivos

El sulfato de calcio (CaSO,) ha sido ampliamente utilizado en su forma hidratada, al
mezclarse con agua, inicia una reaccion exotérmica que lleva a la recristalizacion del
sulfato de calcio en forma sdlida. EI mayor inconveniente de este proceso, es la
formacion de cristales de tamarios y formas no controlables, lo que produce una gran
variabilidad en sus caracteristicas de solubilidad, porosidad y propiedades mecanicas.

La produccion controlada de sulfato de calcio cristalino ha permitido su uso en la
clinica*. Un ejemplo es Osteoset” (AMT Aromando) un material en forma de granulos

o polvo, que se disuelve in vivo en 4-8 semanas.

Los materiales ceramicos, basados en fosfatos y carbonatos de calcio, han sido
ampliamente utilizados y comercializados debido a su semejanza quimica y estructural
con la matriz 6sea y a su biocompatibilidad. El fosfato de calcio mas utilizado es la
hidroxiapatita (Fig. 7), tanto para recubrir implantes como para llenar defectos*.

A partir del coral se han desarrollado también diversos materiales para la regeneracion
6sea’®, ya que poseen una estructura, formada por carbonato de calcio, similar a la
estructura del tejido éseo. A continuacion se comentan materiales derivados de coral
mas utilizados:

a) Corales naturales: usados directamente en la forma de carbonato de calcio.

b) Corales tratados con detergentes para eliminar la fase organica y esterilizados
posteriormente: se han utilizado en forma de granulos y bloques.

c) Corales sometidos a procesos quimicos para transformarlos en fosfatos de
calcio y obtener hidroxiapatita. Estos procesos, basados en reacciones de
intercambio  hidrotérmico en estado sodlido, preservan la porosidad
interconectada del coral.

d) Hibridos de fosfato de calcio (hidroxiapatita) y carbonato de calcio. El proceso

consiste en depositar una capa, de grosor controlable, de fosfato de calcio
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sobre una estructura de carbonato de calcio. Con estos hibridos se han

obtenido resultados satisfactorios en la reconstruccién de hueso esponjoso®.

Fig. 7. Imagenes de variantes morfologicas de hidroxiapatita obtenidas mediante microscopia
electronica.

El trifosfato de calcio (Ca3(PO4);) es un material ceramico bioabsorbible y
biocompatible. Sin embargo, por su inadecuada porosidad y su rapida disolucion (6
semanas) no es buen candidato como sustituto de hueso. Para paliar estas
deficiencias, se han desarrollado variantes como el B-trifosfato de calcio, que tiene un
rango de porosidad interconectada que oscila entre 1ym y 1mm y una estructura
similar a la del hueso esponjoso*”*®.

El colageno (Fig. 8), uno de los componentes mayoritarios de la matriz 6sea, ha sido
ampliamente utilizado en la regeneracion del tejido dseo. El colageno esta implicado

en la deposicion mineral, el crecimiento de vasos y la unién de factores de

crecimiento®.

Fig. 8. Imagenes de soportes de coldgeno obtenidas mediante microscopia electronica.
Soporte de colageno sin (a) y con células endoteliales humanas (b).
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Como aspectos negativos del colageno destacan una potencial respuesta inmune y la
necesidad de un soporte estructural adicional a dicho material. A pesar de esto, se han
obtenido buenos resultados al utilizar materiales compuestos por fibras de colageno y
fosfato de calcio poroso (formado por diferentes proporciones de hidroxiapatita y

trifosfato de calcio) en relacién 1:1%.

Tipo Injerto Osteo- Osteo- Osteo- Ventajas

conduccién | induccién génesis

Hueso Antélogo 3 2 2 “Mejor opcion”
Alogénico 3 1 0 Gran

disponobilidad

Derivados MOD 1 2 0 Mantiene BMPs
del tejido Colageno 2 0 0 Buen vehiculo
6seo para liberar

moléculas
Materiales TFC 1 0 0 Biocompatible
ceramicos Hidroxiapatita | 1 0 0 Biocompatible
Injertos TFC/AMO 3 2 2 Gran disponibilidad
compuestos

Tabla 2. Materiales utilizados como sustitutos de hueso. Puntuacién: 0 (nada) a 3 (excelente).
MOD: matriz 6sea desmineralizada, BMPs: proteinas morfogenéticas del hueso, TFC: trifosfato
de calcio, AMO: aspirado de médula 6sea.

1.3.2.2. Agentes osteoinductivos

La matriz 6sea desmineralizada, preparada a partir de hueso alogénico o
xenogénico, es un material osteoinductivo que induce la proliferacién de las células
progenitoras y su diferenciacién a células del tejido 6seo®'. Este material, se obtiene al
tratar hueso compacto con HCI diluido que elimina la fase inorganica de la matriz ésea

y mantiene el colageno tipo |, las proteinas no colagenas y los factores de crecimiento
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del tejido 0seo®. La matriz 6sea desmineralizada se utiliza habitualmente en
combinacion con otros materiales como la hidroxiapatita y el tejido 6seo humano para
mejorar sus propiedades mecanicas.

La combinacion de biomateriales y factores de crecimiento estd empezando a ser
utiizada en pacientes. Clinicamente se utiliza el plasma rico en plaquetas, que
contiene ademas del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) diferentes
factores dependiendo del procesado®. También se ha utilizado la proteina BMP-2 que
pertenece a una familia de proteinas (BMPs) descritas como un factor osteoinductivo
relevante en la matriz 6sea desmineralizada, en combinacion con diversos

materiales®.

Aunque se estan utilizando diferentes tipos de materiales, el injerto autdlogo, cuya
gran limitacion es la cantidad de tejido disponible, es todavia insustituible. Las futuras
terapias de regeneracion Osea requieren el desarrollo de nuevos materiales
combinados con células y factores capaces de estimular la regeneracion del tejido

6seo.
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2. Ingenieria de tejidos

La necesidad de encontrar nuevas terapias para mejorar el funcionamiento de los
tejidos lesionados ha hecho emerger un campo multidisciplinar de investigacion. Este
nuevo campo que requiere la integracion de conocimientos de biologia celular, ciencia
de los materiales, ingenieria, fisica y matematicas, pretende disefiar y construir en el
laboratorio tejidos funcionales que puedan ser usados para el mantenimiento,
regeneracion y reemplazo de tejidos dafiados*®.

Entre las estrategias existentes para desarrollar tejidos funcionales destacan las
siguientes:

a) Transplante celular. El objetivo es aislar un tipo celular concreto e implantarlo
con el fin de reemplazar las células cuya funcién ha cesado. Los principales
inconvenientes son el fallo de las células para mantener sus funciones en el
huésped y el rechazo inmunoldgico que puedan producir.

b) Utilizacién de substancias inductoras. Esta estrategia se basa en el aislamiento
de moléculas que puedan ser inoculadas o incorporadas en materiales con el
propédsito de estimular la regeneracion del tejido. El éxito depende de la
disponibilidad y produccién de las moléculas sefializadoras apropiadas (por
ejemplo determinados factores de crecimiento) y de la existencia de métodos
para la administracion de estas moléculas a sus dianas.

c) Crecimiento de células en biomateriales. Cualquier tipo de tejido esta formado
basicamente por células y matriz extracelular. La matriz actia en los tejidos
como un soporte bioldgico tridimensional para las células, proporcionandoles
un ambiente especifico®®. La finalidad de esta estrategia es implantar un
biomaterial de una estructura similar a la del tejido a regenerar, sembrado con
un tipo celular que pueda dar lugar a las células del tejido dafiado (Fig. 9). El

posible rechazo inmunoldgico puede ser evitado mediante medicamentos o
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utilizando células del propio paciente. Los soportes pueden ser materiales

naturales como el colageno o polimeros sintéticos®.

Fig. 9. Esquema de la estrategia de desarrollo de un tejido funcional basada en el crecimiento
de células sobre biomateriales. Las células aisladas del paciente se expanden in vitro y se
siembran sobre el material de eleccion, posteriormente se implanta el material sembrado en la
lesién a tratar.

La tercera estrategia es probablemente la mas adecuada para la regeneracion del
tejido 6seo. Para su oOptima aplicacion es necesaria la seleccion previa de un tipo
celular y un biomaterial capaces de estimular esta regeneracion. En los siguientes
apartados se exponen los tipos celulares y los biomateriales mas utilizados hasta el

momento y los mas prometedores en la ingenieria del tejido éseo.

2.1. Tipos celulares

Se ha utilizado una gran variedad de células en la ingenieria de tejidos. Los primeros
trabajos se realizaron con células maduras aisladas de tejido adulto. Estas células
tienen la ventaja de evitar problemas inmunoldgicos al ser células autélogas, pero
tienen una tasa de crecimiento baja y un alto grado de senescencia. Se han empleado

también células fetales ya comprometidas a mesodermo, endodermo o ectodermo,
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que han demostrado una mayor capacidad proliferativa y menor senescencia que las
células adultas®.

Posteriormente empezaron a utilizarse células troncales (stem cells), caracterizadas
por auto-renovarse, diferenciarse a multiples linajes y tener la capacidad de reconstruir
tejidos in vivo. Las células troncales se clasifican en dos grupos, las células troncales
embrionarias (CTEs), que forman una poblacion celular capaz de dar lugar a la
mayoria de tipos celulares y tejidos®” y las células troncales adultas (CTAs), que
residen en los tejidos adultos y dan lugar a las células diferenciadas especificas de
cada tejido. Estas Ultimas son las responsables de la capacidad regenerativa de los

tejidos y generalmente tienen un rango de diferenciacion mas limitado que las CTEs.

2.1.1. Células troncales embrionarias (CTESs)

Una vez el oocito ha sido fertilizado, las células resultantes de las dos primeras
divisiones son totipotentes y posteriormente constituyen el embridén y la membrana que

dara lugar a la placenta.
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Fig. 10. Diagrama que muestra el desarrollo y la implantacién de un embriéon humano durante
primeras etapas posteriores a la fertilizacion del oocito. Las CTEs se obtienen de la masa
celular interna del blastocisto.
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El cuarto dia se forma la moérula (Fig. 10) y el sexto dia las células que integraban la
morula se compactan formando la masa celular interna (blastocisto) que dara lugar al
embridn. De esta masa celular se derivan las CTEs.

Para la obtencién de las CTEs, la masa celular interna aislada del blastocisto se
disgrega y se siembra en una placa cubierta normalmente de fibroblastos de raton
inactivados (feeder layer) en la que se forman colonias (Fig. 11) que contienen tipos
celulares del mesodermo, endodermo y ectodermo distribuidos aleatoriamente®®. El
cocultivo de estas células con células maduras o tejidos, induce la diferenciacion de
las células embrionarias.

Las CTEs se mantienen en estado indiferenciado mientras se cultiven en
determinadas condiciones de confluencia, si se permite la formacion de
conglomerados, las células se diferencian espontaneamente. A partir de CTEs se han
derivado células secretoras de insulina, cardiomiocitos, células hematopoyéticas,

células endoteliales, osteoblastos, hepatocitos y tejido neuronal®®.

Fig. 11. Agregado de CTEs de ratén sobre una capa de fibroblastos.

Existen algunas limitaciones importantes para el uso terapéutico de estas células:

a) Las poblaciones de CTEs no son homogéneas y se requieren estrategias de
seleccion para obtener poblaciones con un potencial de diferenciacion
especifico.

b) Cuando se utilizan células obtenidas de individuos diferentes al paciente,

pueden dar lugar a una respuesta inmunolégica. Recientemente se ha
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propuesto un procedimiento para evitar este problema basado en la utilizacién
de técnicas de transferencia nuclear somatica. De esta forma se podrian
generar embriones autologos de los que aislar la masa celular interna y asi
obtener CTEs autdlogas.

c) El cultivo prolongado de estas células conlleva cambios genéticos y
epigenéticos®® que podrian potenciar su capacidad de producir tumores.

d) Restricciones legales y éticas.

2.1.2. Células troncales adultas (CTAS)

Las células maduras de cada tejido provienen de un conjunto de CTAs residentes en
la mayoria de organos y tejidos del organismo. Se observd, que después de
transplantes de médula dsea, en los que el sexo del donante y del receptor eran
diferentes, las células del donante se podian encontrar en multiples érganos del
receptor, adoptando el fenotipo de las células del tejido donde se encontraban®'. Esto
sugirio la existencia de células troncales migratorias del donante que anidarian en los
tejidos del huésped.

Muchos tejidos adultos contienen células troncales que tienen la capacidad de
dividirse tras lesiones, enfermedades o debido al envejecimiento, cuya funcion es la
regeneracion del tejido. Estas células pueden encontrarse también en otros tejidos que
sirven como reservorios, por ejemplo, aunque la médula 6sea es la mayor fuente de
células troncales hematopoyéticas, los precursores hematopoyéticos pueden

encontrarse también en otros tejidos®.

2.1.2.1. Células mesenquimales (MSCs)
En la médula ésea existe una poblacion heterogénea de células no hematopoyéticas

que constituyen el estroma de la médula 6sea. Este esta integrado por células
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mesenquimales, células del tejido conectivo, componentes de la matriz extracelular y
factores de crecimiento®.

En 1970 se demostrdé in vitro la existencia, entre las células del estroma, de
precursores que formaban colonias con una elevada heterogeneidad morfoldgica, de
tamafio y capacidad proliferativa®. Esta heterogeneidad condujo a la hipétesis de la
existencia, de una organizacion jerarquica en el estroma, controlada por un tipo celular
pluripotente (capaz de diferenciarse a tejidos de origen mesodérmico, ectodérmico y
endodérmico®®>% (Fig. 12)) y con capacidad de auto-renovacién, que se denominé

bone marrow stromal stem cell o mesenchymal stem cell (MSC) (Fig. 13).
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Fig. 12. Esquema de las vias de diferenciacién mas comunes que pueden seguir las MSCs.

Las MSCs se caracterizan®® por la ausencia de los marcadores hematopoyéticos
CD45, CD34, CD14, CD11 y las moleculas coestimuladoras CD80, CD86, CD40,

CD31 (PECAM-1), CD18 (LFA-1) y CD56 (molécula de adhesion neuronal-1). Y
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aunque se han identificado un gran nimero de marcadores de superficie (CD90 (Thy-
1), CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44, CD71, Stro-1) y de moléculas de adhesién
(CD106 (VCAM-1), CD166 (ALCAM), ICAM-1, CD29) que las MSCs pueden expresar,
no existe una caracterizaciéon fenotipica bien conservada de una poblaciéon pura de
estas células. La expresion de moléculas de superficie en las MSCs varia segun la
especie de la cual son aisladas, por ejemplo, mientras las MSCs de rata y humanas

son negativas para CD34, se ha descrito una expresion variable de este antigeno en

las MSCs murinas.

Fig. 13. Imagen de MSCs aisladas de médula ésea humana
en cultivo.

Se ha descrito que las MSCs confieren tolerancia al sistema inmune. Segun algunos
estudios®® las MSCs, no sélo son capaces de evadir el sistema inmune, sino que
ademas pueden suprimir la respuesta inmune dirigida a un tercer tipo celular. Se ha
demostrado®® también que estas células inhiben la activacion de las células T ex
Vivo.

El potencial de diferenciacion de las MSCs las hace buenas candidatas para el uso
clinico en la regeneracion de tejidos, en particular para la reparacion de hueso,
cartilago, tendén y musculo esquelético. Sin embargo, la obtencion de MSCs de
médula 6sea, conlleva sufrimiento para el paciente y es de bajo rendimiento. La baja

concentracion de MSCs en la médula ¢sea®*®5%

(1 de cada 10° células) implica un
proceso posterior de expansion in vitro que puede alterar las caracteristicas de estas

células. Estos inconvenientes han motivado el interés por aislar MSCs de otros tejidos.
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El tejido adiposo contiene células de fenotipo mesenquimal, capaces de diferenciarse
a células adiposas, condriogénicas, miogénicas, osteogénicas y neuronales’"’?,
representando asi una alternativa para al aislamiento de MSCs de la médula ésea. Las
MSCs de tejido adiposo comparten la mayoria de los marcadores de superficie que
caracterizan a las MSCs de médula 6sea y su morfologia. Estas células se aislan
siguiendo el mismo protocolo partiendo, en este caso, de un lipoaspirado™, cuya
obtencion solo requiere la aplicacion de anestesia local al paciente y tiene un
rendimiento 2-4-10° células/mm?® de lipoaspirado.

También se han aislado células multipotentes de la dermis de humanos y ratones.
Estas células son capaces de diferenciarse in vitro mediante estimulos especificos a
neuronas, glia, musculo liso, adipocitos y a células hematopoyéticas in vitro e in vivo™
y mantienen su multipotencialidad durante tiempos de cultivo largos. Las células
multipotentes de la dermis difieren de las MSCs de médula 6sea en su morfologia (ya

que generan esferas flotantes similares a las neuroesferas) y en su rapida capacidad

de induccién a la produccion de proteinas neuronales.

2.1.2.2. Células progenitoras multipotentes adultas (MAPCs)

Estas células progenitoras son un tipo de CTAs derivadas de tejidos como la médula
6sea, el musculo y el cerebro’™. Son multipotentes, es decir, una sola célula inyectada
en un blastocisto puede contribuir a todos los tejidos del embrién, incluyendo musculo
esquelético, musculo cardiaco, higado, pulmon, intestino, sistema nervioso central,
piel, bazo y sangre. Las MAPCs son capaces de diferenciarse in vitro en varios tejidos
de origen mesodérmico, ectodérmico y endodérmico.

Los clones de MAPCs son capaces de proliferar in vitro mas de 120 divisiones
celulares sin aparente envejecimiento ya que manifiestan niveles altos de telomerasa
durante todo el tiempo de cultivo. Se ha descrito que estas células no expresan CD34,

CD44, MHC I, MHC Il y CD45, mientras que expresan entre otros Oct4, un factor de
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transcripcion requerido para el mantenimiento del estado de indiferenciacion en las

CTEs, a un nivel similar al de éstas’®.

2.1.2.3. Células de corddn umbilical

En las ultimas décadas, la sangre de cordon umbilical ha sido explorada como una
fuente, alternativa a la médula 6sea, de células para transplantes y terapia celular,
debido a sus componentes hematopoyéticos y no hematopoyéticos (mesenquimales).
Contrariamente al proceso de aislamiento de la médula 6sea, la sangre de corddn
umbilical se obtiene durante el nacimiento mediante un proceso simple, seguro e
indoloro. Desde finales de los afios 80, se ha utilizado la sangre de cordon umbilical en
transplantes de células troncales hematopoyéticas para tratar algunos desoérdenes
hematolégicos’”.

Sin embargo existe controversia, posiblemente resultante de diferencias
metodoldgicas, en relacion a la presencia de MSCs en el cordon umbilical, mientras
algunos grupos han aislado MSCs de sangre de cordén que han podido expandir y

caracterizar in vitro, otros grupos dudan de su existencia’""®"°.

2.1.3. Células troncales cancerosas

Recientemente se ha especulado sobre la existencia de una relacion entre las células
troncales y las células tumorales.

La observacién en los tumores de células que poseen las caracteristicas de células
troncales®®, tales como la capacidad de diferenciarse a otros tipos celulares®’, ha
llevado a la hipotesis de la existencia de células troncales tumorales responsables del
mantenimiento de los tumores.

También se ha sugerido recientemente que el cultivo in vitro y la implantacion ectépica
de las células troncales puede inducir defectos genéticos y epigenéticos que pueden

conducir a su transformacién (Fig. 14), dando lugar a algunas de las poblaciones
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celulares observadas en muchos tumores®'. Ademas se conoce que la implantacién de

57

CTEs en animales de experimentacibn o en pacientes puede dar lugar a
teratomas®2%3.
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Fig.14. Modelo del desarrollo de células cancerosas a partir de células troncales y células
progenitoras.

En particular, diversos grupos han observado que la expansién in vitro y la

implantacion, en animales inmunocomprometidos, de MSCs aisladas de médula 6sea
murina da lugar a sarcomas®®. Sin embargo, a pesar de la existencia de varios

estudios, no se ha descrito la formacidon de tumores por inoculacion de MSCs
humanas®?’.

2.2. Biomateriales

Los materiales candidatos a ser utilizados en la ingenieria de tejidos tienen la doble

funcién de dirigir la morfogénesis in vivo y servir de soporte para la estructura y funcion

del implante durante su integracién en los tejidos del huésped.
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El material o soporte ideal para la regeneracién tisular debe tener una serie de
propiedades®":

a) Estar compuesto por un material biocompatible, es decir, que no sea
citotéxico.

b) Actuar como soporte para el crecimiento del tejido en tres dimensiones.

c) Poseer una red de poros interconectados con un diametro que exceda de los
100 ym y permita de este modo la penetracion de las células, la formacion de
tejido nuevo y su vascularizacion.

d) Integrarse al tejido huésped sin la formacién de cicatriz.

e) Tener una textura superficial y composicién quimica que promuevan la
adhesioén celular y la adsorcion de moléculas biolégicas como los factores de
crecimiento.

f) Eliminarse a la vez que se repara el tejido danado, generando productos de
degradacion no toxicos que puedan ser facilmente excretados.

g) Poderse producir en formas que se ajusten a las del defecto a tratar.

h) Tener propiedades mecanicas adaptadas a las necesidades del tejido a
regenerar.

i) Poderse producir comercialmente bajo las regulaciones existentes y con un
coste que permita su uso rutinario en clinica.

j) No alterar el potencial clonogénico y proliferativo de las células troncales que

se siembren en el material.

2.2.1. Materiales para la reparacion del tejido 6seo

Un gran numero de materiales con estructuras moleculares y superficies controladas
estdn siendo desarrollados para la reconstruccion del tejido 6seo. La estrategia

general consiste en usar materiales que copian las caracteristicas biologicas de las
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matrices extracelulares y asi controlar el ambiente de las células troncales que se
sembraran en el biomaterial®.

Las investigaciones de un gran numero de grupos han dado como resultado una larga
lista de materiales con propiedades osteoconductivas. Los avances mas recientes
incluyen la formacion de bloques mediante el ensamblaje de pequefias moléculas
entrelazadoras que permiten generar redes nanofibrilares.

A continuacién se describen los tipos de materiales mas relevantes en la ingenieria del

tejido dseo.

2.2.1.1. Materiales metalicos

El titanio es uno de los metales mas utilizados en tratamientos clinicos. Esto es debido
a que posee una excelente biocompatibilidad, buena resistencia a la corrosion, gran
resistencia mecanica, un espesor reducido y un precio relativamente asequible. La
aleacion de titanio mas empleada en medicina contiene aluminio y vanadio (TicAl:V) y
tiene una gran cantidad de aplicaciones médicas, en prétesis de cadera y rodilla,
tornillos &seos, implantes dentales, valvulas cardiacas y marcapasos. El principal
defecto de este material es la falta de biodegradabilidad®®.

In vitro, los soportes fibrilares de titanio permiten la adhesion y la diferenciacion de
células progenitoras de médula 6sea. In vivo, se ha observado que este material es
osteoconductivo sélo cuando se implanta ortotopicamente. La adicién de células
osteoprogenitoras a los soportes de titanio y el recubrimiento con fosfato de calcio

aumentan la formacion de tejido 6seo en los implantes®™.

2.2.1.2. Materiales ceramicos
Los materiales ceramicos (capitulo1.3.2.) han sido los mas utilizados hasta el
momento para el tratamiento de lesiones oOseas. La utilizacion de ceramicas

(materiales basados en fosfatos y carbonatos de calcio) para la reconstruccion 6sea se
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basa en su semejanza estructural con la fase mineral del hueso. Estos materiales
tienen una alta fragilidad, no obstante, poseen algunas propiedades fisicas iguales o
mejores que las de las aleaciones metalicas como por ejemplo resistencia al calor, a la
corrosion y al desgaste.

Las bioceramicas basadas en sales de calcio han inducido la formacion de tejido 6seo
tanto in vitro como in vivo en modelos ortotdpicos y ectépicos®”.

Una variedad de material ceramico son los biovidrios, de los que existen diversos tipos
como los vidrios de silicio, que a pesar de ser altamente bioactivos tienen una tasa de
reabsorcion lenta, los vidrios de fosfato, que pueden ajustarse a la composicion de la
fase mineral del hueso, lo que permite modular la velocidad de degradacion en un
amplio rango® y los vidrios basados en combinaciones de 6xidos de silicio, calcio,
sodio y fosfato, que han demostrado la formacion de uniones con el tejido 6seo debido
a que estos materiales desarrollan, en la interfase de union con el tejido, una capa
biolégicamente activa de hidroxiapatita carbonatada muy similar quimica y
estructuralmente a la fase mineral del hueso®. Los biovidrios son ademas
osteoinductivos, capacidad atribuida a la liberaciéon de productos disueltos en ellos,

que estimulan en las células osteogénicas la sobreexpresion de ciertos genes®.

2.2.1.3. Polimeros

Mientras que los biomateriales metalicos y ceramicos son poco degradables en un
ambiente bioldgico y la variabilidad de sus caracteristicas fisico-quimica es limitada,
los polimeros se pueden disefiar con gran flexibilidad pudiéndose variar su estructura y
composicion segln las necesidades™. La biodegradabilidad se puede modular
mediante disefio molecular, asi en algunos polimeros se pueden incluir enlaces
quimicos a medida, susceptibles de hidrdlisis en medio acuoso o mediante enzimas
presentes en el entorno celular.

Dentro de los polimeros biodegradables utilizados en aplicaciones biomédicas (Fig.

15) podemos distinguir los polimeros naturales y los sintéticos. A continuacion se
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detallan los materiales mas ampliamente desarrollados dentro de estos dos grupos de

polimeros biodegradables.

Polimeros biodegradables
I

Naturales Sintéticos
I I
[ ] [ ]
I Polisacaridos:
De naturaleza proteica: Acido hialurénico Polianhidridos Policarbonatos

Albdmina ‘A i

- Alginato Poliéteres Polifosfacenos
Colageno Carboxicelulosa Poliortoésteres Poliésteres alifaticos
(';:Itlmtr']a Dextrano Poli-alfa-aminoacidos

elatina
Glicosaminoglicanos
Quitina
Quitosano Policaprolactona

Polidioxanona
Poli-alfa-hidroxiacidos

Poliglicolico J

Polilactico

Fig. 15. Clasificacion de los polimeros biodegradables de uso mas generalizado en
aplicaciones biomédicas.

2.2.1.3.1. Polimeros naturales

El uso de polimeros naturales constituye una importante area de investigacién, a pesar
del gran desarrollo producido durante los ultimos afios en el campo de los polimeros
de origen sintético. Los polimeros de origen natural tienen la ventaja de ser mas
biocompatibles que los polimeros sintéticos, se obtienen méas facilmente y de forma
econdmica, son faciimente modificables quimicamente, poseen estructuras por las que
las células tienen afinidad y son, por lo tanto, un estimulo positivo para la adhesién y el
crecimiento celular. Tienen la desventaja de poder ser inmunogénicos y poder
transmitir enfermedades, ademas al ser poco manipulables se tiene un control
reducido sobre sus propiedades mecanicas, de biodegradabilidad y de

reproducibilidad®®.
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Los polimeros naturales se clasifican dependiendo de que posean una naturaleza

proteica o de tipo carbohidrato.

a) Polimeros de naturaleza proteica:

El colageno es una proteina fibrosa, formada por la uniéon de moléculas de
tropocolageno (formado por tres cadenas polipeptidicas), que constituye el
principal componente de la matriz extracelular de muchos tejidos. Una vez en
el organismo, el coldgeno es degradado por las colagenasas y reabsorbido.
Debido a sus propiedades mecanicas y su baja estabilidad generalmente se
mezcla con otros compuestos (ceramicos por ejemplo) para aplicaciones
biomédicas”. Ha sido utilizado ampliamente como soporte para el crecimiento
celular, aunque solo el colageno tipo | y tipo Il promueven la diferenciacion de
células progenitoras a osteoblastos in vivo. Se han estudiado los copolimeros
de colageno y otras estructuras como los glucosaminoglucanos y se ha
observado que estos copolimeros poseen cualidades convenientes para su
aplicacién en la ingenieria de tejidos, por ejemplo, pueden ser esterilizados por
diversos tratamientos, sus tasas de degradacion pueden ser ajustadas y su
porosidad controlada®.

La fibrina es una proteina fibrosa formada a partir del fibrindgeno
(glucoproteina plasmatica formada por 3 pares de polipéptidos) por accién de
la trombina (Fig. 16). Las ventajas mas importantes de este polimero proteico
son la posibilidad de obtener fibrina del propio paciente, evitando asi
reacciones inflamatorias®, y que su degradacién es parte de un proceso
fisiolégico normal llevado a cabo por una proteina presente en sangre, la
plasmina. La fibrina se utiliza como reemplazo tisular temporal, ya que puede
ser administrada como un precursor liquido de dos componentes que al

mezclarse forman un hidrogel en los lugares de aplicacion'®.
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.—O—. Fibrinogena

+ Accién de la trombina

Fibrina

Fig. 16. Formacion una red de fibrina mediante el ensamblaje de fibrinbgeno e imagen
tomada por microscopia electrénica de una red de fibrina.

e La gelatina (Fig. 17) es una forma procesada del colageno que habitualmente
se obtiene de piel de origen porcino mediante una maceracion acida seguida
de una extraccion de la gelatina (gelatina tipo A) o de piel de origen bovino
mediante una maceracién basica y una posterior extraccion de la gelatina
(gelatina tipo B). La gelatina es una proteina fibrosa hidrolizada por las
gelatinasas y, como el colageno, tiene una baja estabilidad, por lo que
frecuentemente se utilizan agentes estabilizantes como el glutaraldehido, que
sin embrago pueden disminuir su biocompatibilidad'®'. Este polimero ha sido
muy estudiado como agente encapsulante para la fabricacion de sistemas de

liberacion de farmacos, como apésito para heridas y como adhesivo en cirugia.

CHOH
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Fig. 17. Estructura quimica de la gelatina.

En diversos estudios se ha demostrado que los soportes de gelatina tienen
potencial para su aplicacién en ingenieria de tejidos'®, no obstante, tienen el
inconveniente del escaso conocimiento existente sobre las propiedades

mecanicas de este material, a pesar de que su capacidad para soportar el
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b)

crecimiento y diferenciacion de células progenitoras ha sido comprobado por

diversos grupos'®1%.

Polimeros de tipo carbohidrato:

Los polimeros basados en acido hialurénico son cadenas de disacaridos N-
acetil glucosamina y acido glucurénico (Fig. 18) y han sido utilizados por
diversos grupos para la reconstruccion de los tejidos dseo y cartilaginoso'®.
Este acido, que se encuentra en la matriz extracelular de muchos tejidos, esta
cargado negativamente y sus propiedades de viscosidad y elasticidad lo hacen
un candidato ideal para la distribucion de proteinas, farmacos y péptidos'® in

vivo, ademas, el acido hialurénico es degradado por las hialuronidasas.
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Fig. 18. Estructura quimica de la unidad repetitiva basica del acido hialurénico.

El acido hialurénico se emplea en el tratamiento de la osteoartritis, por ejemplo,
mediante la inyeccion directa de este polisacarido en la rodilla del paciente'”.
Debido a su gran biocompatibilidad y a su presencia en la matriz extracelular
de los tejidos, ha aumentado la investigacién para la aplicacion del &cido
hialurénico en ingenieria tisular.

El alginato engloba una familia de copolimeros polianionicos, derivados de las

algas marinas Phaeophyceae, formados por dimeros de acido manurénico

(unidos por enlaces 31,4) y dimeros de acido glucurénico (unidos por enlaces o
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1,4) (Fig. 19) en proporciones variables. Estos polisacaridos soportan la
proliferacién de los condrocitos in vitro e in vivo'®. Uno de los compuestos
derivados de alginato mas utilizados es el alginato de sodio, que es soluble en
soluciones acuosas y forma geles estables a temperatura ambiente en la
presencia de ciertos cationes divalentes (Ca, Ba...) (Fig. 20) a concentraciones

no citotdxicas'®.

Fig. 19. Estructura quimica de la unidad basica del alginato, formada por un dimero de
acido glucurénico (G-G) y un dimero de acido manuronico (M-M).

Fig. 20. Ensamblaje de polisacaridos de
alginato de sodio y formacién de un gel de alginato
en presencia de calcio.

La degradacion del polimero se produce a medida que se disocian los cationes
divalentes. Este material se ha utilizado en una gran variedad de aplicaciones
médicas como la encapsulacion de células, la estabilizacion de medicamentos
y la implantacion de geles de alginato sodico polimerizados con calcio tanto en

humanos como en animales para inducir la regeneracion tisular''®.
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El quitosano es un copolimero lineal (Fig. 21) de N-acetil glucosamina y
glucosamina en una proporcién del 20% y el 80% respectivamente. Es un
polisacarido biocompatible, biofuncional, no téxico y degradable por las
lisozimas'"". El quitosano se obtiene Unicamente a través de la desacetilacién
de la quitina de caparazones de determinados crustaceos. El grado de pureza

con que se obtiene actualmente permite su utilizacion en aplicaciones

biomédicas.

Fig. 21. Estructura quimica del quitosano.

Este material ha sido evaluado, entre otras aplicaciones, como tratamiento
contra el colesterol, como agente hemostatico, como vehiculo liberador de
farmacos, como membrana de hemodialisis y como coadyuvante en injertos de
piel. El quitosano promueve la adhesion, la proliferacion e induce la
diferenciacion de células progenitoras sembradas en el material, ademas
provoca una reaccion minima al ser implantado. Los soportes de quitosano son
osteoconductivos y promueven la formacion de tejido éseo tanto in vitro como
in vivo. Sin embargo, este material es mecanicamente débil e inestable'"?, por

este motivo se producen materiales hibridos de quitosano y acido polilactico,

entre otros.

2.2.1.3.2. Polimeros sintéticos

Las ventajas mas importantes de estos polimeros son la flexibilidad en el disefio de

sus propiedades fisico-quimicas y mecanicas y la reproducibilidad en su produccion®.



Introduccion 67

Los polimeros sintéticos mas relevantes por su aplicacion biomédica se describen a

continuacion.

Dentro del grupo de los poliésteres, los poli-alfa-hidroxiacidos que incluyen el
acido polilactico, el poliglicélico y el copolimero de ambos, son los polimeros
sintéticos mas usados en ingenieria del tejido éseo. El acido polilactico es un
polimero semi-cristalino que se sintetiza mediante la polimerizacién producida
por la apertura de anillo del diéster ciclico del acido lactico (Fig. 22). Este
polimero ha sido ampliamente estudiado en aplicaciones tales como la
liberacion controlada de farmacos, suturas biodegradables, diferentes
implantes para la fijacién de suturas y como soporte para el crecimiento de

células en la ingenieria de tejidos'">.
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Fig. 22. Sintesis del acido polilactico.

El acido poliglicolico (Fig. 23) es el poliéster alifatico lineal mas simple y se
obtiene mediante la dimerizacion por apertura del anillo del acido glicélico. Las
fibras obtenidas a partir del acido poliglicélico se caracterizan por su fuerza y se

utilizan como mecanismo de fijacién 6sea y como suturas.
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Fig. 23. Estructura del 4cido poliglicélico.
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Los acidos polilactico y poliglicélico se degradan por hidrélisis y los respectivos
monomeros liberados se metabolizan a través de la ruta metabdlica del acido
citrico. Los acidos polilactico y poliglicolico y el copolimero de ambos se han
utilizado como biomateriales en suturas biodegradables en los ultimos 40 afos.
Las matrices de estos poliésteres son biocompatibles, hidréfobas vy
biodegradables. Se han fabricado micro y nanoesferas de diferentes tamafios
de aplicacion en la liberaciéon de farmacos'™. Recientemente, el cultivo de
células sobre soportes de estos poliésteres ha permitido el desarrollo de
sustitutos para tejido 6seo y cartilaginoso'"®.

Los hidrogeles sintéticos estan siendo usados para distribuir células y como
soportes inyectables en ingenieria de tejidos, un ejemplo son los hidrogeles de

polietilenglicol (PEG), el poliéter comercial mas importante.

0o
H ~OH

Fig. 24. Estructura del polietilenglicol (PEG).

El PEG (Fig. 24) se produce por la interaccion de 6xido de etileno con agua,
etileno glicol o oligdmeros de etileno glicol y se caracteriza por tener un
contenido acuoso y propiedades mecdnicas similares a las de los tejidos
blandos'®. Los hidrogeles de PEG son redes hidréfilas de excelente
biocompatibilidad, altamente resistentes a la adsorcién de proteinas y muy
poco inflamatorias, lo que ha permitido su amplia utilizacion en medicina. Sin
embargo, el PEG es un polimero inerte que no permite la adhesién celular, por
lo que, recientemente, se han sintetizado hidrogeles de PEG que incorporan
moléculas de adhesion celular como el péptido RGD (arginina-glicina-

aspartico). Este péptido es una secuencia de unién a las integrinas, derivada
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de la fibronectina, que promueve la adhesion celular y la invasion del hidrogel
por las células (Fig. 25). La degradacion de este hidrogel se puede controlar
mediante el uso de péptidos de union entre los macromeros de PEG disefiados
para que sean sensibles a enzimas secretados por las propias células, como
por ejemplo las metaloproteasas (MMPs). Esto hace que el hidrogel sea
estable durante meses, y que su degradacién tenga lugar progresivamente a

medida que el gel es colonizado por las células'"'*®.

Péptidos Sembrado
de union

de células

-
A

Hidrogel
Péptidos RGD 3

-

Fig. 25. Hidrogel de PEG-RGD (a) Al afiadir al macrémero de PEG los péptidos RGD y
de union se forma una red de macromeros de PEG que da lugar al hidrogel de PEG-
RGD. Al sembrar las células en el hidrogel, éstas se unen al péptido RGD y migran
mediante la degradacién de los péptidos de unién por la acciéon de metaloproteasas.
Fibroblastos humanos en un soporte de fibrina sembrado en hidrogeles de PEG-RGD
(b), se aprecia como los fibroblastos migran del soporte de fibrina e invaden el hidrogel
de PEG-RGD adyacente.

2.3. Cultivo in vitro del implante

El desarrollo de un implante, compuesto por células sembradas en un material de
soporte, implica casi siempre una etapa in vitro que permite examinar el material y

realizar controles especificos (de proliferaciéon y diferenciacion celular) antes de la
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implantacion. Sin embargo, el cultivo in vitro tiene el inconveniente de no poder imitar
el ambiente fisioldgico ni las cargas mecénicas del tejido natural durante su
generaciéon'’®. Debido a que las fuerzas mecanicas sirven como reguladoras de la
funcién celular e influencian profundamente la arquitectura del tejido en formacion y
teniendo en cuenta que se busca mimetizar las condiciones de los tejidos in vivo, se
han disefiado biorreactores especiales para esta etapa in vitro. Los biorreactores (Fig.
26) son dispositivos para la realizacién de procesos biolégicos y/o bioquimicos en los
que las condiciones de pH, temperatura, presion y concentracion de nutrientes estan

altamente controladas'®.
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Fig. 26. Biorreactores utilizados para el cultivo celular. a) Durante el sembrado las células son
transportadas hacia el soporte y durante el cultivo el movimiento circular permite la mezcla de
nutrientes, puede generar turbulencias. b) Este tipo de movimiento proporciona un ambiente
dinamico al cultivo con bajas turbulencias y alta homogeneizacién del medio.

La utilizacién de biorreactores en la fase in vitro de desarrollo de un implante permite
controlar el sembrado celular y realizarlo de una forma homogénea. Ademas, a

diferencia de los cultivos estaticos, el medio se mezcla continuamente, manteniéndose

asi una concentracion uniforme de oxigeno y de nutrientes en todo el cultivo.
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3. Monitorizacién del implante

3.1. Monitorizacion in vitro

Con el fin de evaluar el potencial de un biomaterial para ingenieria de tejidos, se
realizan habitualmente estudios de sus caracteristicas fisico-quimicas y

2

108112 ytilizando técnicas de espectroscopia’'?.

mecanicas Ademas se estudia la

interaccion de las células con el material, mediante histologia y microscopia

91,109,121

electrénica y el comportamiento de las células en presencia de medios de

crecimiento o de diferenciacion, analizando sus caracteristicas bioquimicas'®, los

70,82
R 0,8:

genes que se expresan, por ejemplo por RT-PC y su estado de diferenciacion

mediante histologia e inmunohistoquimica'®'?" 122,

Dada la dificultad técnica, la duraciéon y el costo de estos estudios, solo es posible
analizar un numero limitado de materiales y tipos celulares a la vez, resultando dificil
extrapolar los resultados obtenidos o llegar rapidamente a conclusiones sobre que
material y que tipo celular seria el mas adecuado para la regeneracién de un tejido
concreto.

Recientemente se han empezado a utilizar métodos que permiten la sintesis o el
analisis de un gran numero de materiales al mismo tiempom, su interaccion con

diferentes tipos celulares'* 12°

, su comportamiento en la diferenciacion celular y la
interaccion entre células y pequefas moléculas adheridas en polimeros
biodegradables%. Estos procedimientos, llamados de microarrays de biomateriales,
se basan en la producciéon de una multitud de variantes de biomateriales, dispuestos
sobre soportes, tratados posteriormente con los tipos celulares a estudiar. Esta
metodologia permite el analisis simultaneo en todos ellos de alguna propiedad de

interés, como por ejemplo, la capacidad de adhesion, proliferacién y diferenciaciéon de

los diferentes tipos celulares sobre los biomateriales sintetizados'?®'?’ (Fig. 27).
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Fig. 27. Esquema de la produccién y utilizacion de
un microarray de biomateriales. En un primer paso se
sintetizan los biomateriales a estudiar y se depositan
automaticamente sobre soportes determinados.
Posteriormente se siembran las células y se estudian
sus caracteristicas de adhesién, proliferacion y
diferenciacion segun el material.

En un estudio de este tipo'® se pudo discriminar la diferente capacidad de adhesién y
diferenciacion de células troncales humanas promovida por 1700 mezclas diferentes

de polimeros (Fig. 28, 29).

Fig. 28. Detalle de un microarray de biomateriales donde crecen células troncales
embrionarias humanas (a) y el analisis del crecimiento de estas células sobre los diferentes
polimeros utilizados (b).
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Fig. 29. Detalle de la diferenciacion de células troncales embrionarias humanas, sembradas en
un microarray de biomateriales, a células epiteliales. La diferenciacion se aprecia por la
expresion de citoqueratina (verde), los nucleos estan tefidos de azul.

3.2. Monitorizacion in vivo, técnicas de imagen

Aunque los ensayos in vitro son necesarios y aportan informacion preliminar sobre la
respuesta de las células a determinados materiales, no proporcionan una informacion
real sobre la eficacia de los materiales para promover la proliferacion y la
diferenciacion de dichas células en la regeneracion de un determinado tejido in vivo.
Esto es debido a que in vitro no podemos reproducir adecuadamente la complejidad
de las interacciones que tienen lugar en los tejidos. Asi después de los estudios in
vitro que permiten preseleccionar materiales y tipos celulares, es necesario realizar
estudios in vivo que demuestren la utilidad real de las combinaciones de materiales y
células preseleccionadas para la regeneracion de tejidos.

Las técnicas de imagen que revelan, de forma no invasiva, informacién acerca de la
viabilidad celular en el contexto del organismo vivo, pueden acelerar el desarrollo de
nuevos métodos que prolonguen la supervivencia de los injertos y promover asi el
avance en la regeneracion de tejidos'?. La aparicion de este tipo de procedimientos se
debe principalmente a los avances en técnicas de biologia celular y molecular, al uso
de animales transgénicos como modelos, a la disponibilidad de sondas altamente
especificas y al fructifero desarrollo de instrumentos para la captacion de imagenes en
animales de experimentacion'®. Las técnicas de imagen abren la posibilidad de

desarrollar métodos no invasivos para visualizar procesos celulares tales como la
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proliferacién, la expresion génica™® y las interacciones entre proteinas. Las técnicas
de imagen no invasiva permiten alcanzar estos objetivos rapida, cuantitativa y
repetidamente en el mismo animal bajo diferentes condiciones y estimulos,
permitiendo una valoracion temporal en los animales sin necesidad de sacrificarlos.
Las tecnologias de imagen existentes difieren en cinco aspectos principales: la
resolucion espacial y temporal, la profundidad de penetracién, la energia necesaria
para generar las imagenes, la dependencia de sondas inyectables y biocompatibles, y
el umbral de deteccion de las sondas.

En los siguientes apartados se describen las principales técnicas de imagen utilizadas

en la ingenieria de tejidos.

3.2.1. Tomografia por emisidon de positrones (PET)

La tomografia por emision de positrones o PET se basa en la deteccion, controlada en
el tiempo, de dos rayos y emitidos en direcciones diametralmente opuestas como
resultado de la reaccion de un electrén y un positron, éste ultimo emitido por un
radioisétopo incorporado en la molécula trazadora. La direccién y el calculo de la
diferencia de tiempo de llegada de los dos rayos y permite generar imagenes
tridimensionales de la fuente emisora™'.

La sensibilidad del PET es relativamente alta, en el rango de 107'°-10"2 mols/L, y
debido a la gran energia de los rayos v es independiente de la profundidad a la que se
encuentre el trazador marcado'®. Con esta tecnologia se pueden generar imagenes
en tres dimensiones con una resolucion de Tmm®.

Se ha utilizado esta técnica para localizar MSCs, que expresan la timidina kinasa, en
ratones'® y se esta aplicando con éxito con este mismo propdsito en otros modelos
como el cerdo (Fig. 30).

Una importante limitacién de esta técnica es que todos los isétopos que se utilizan

resultan en dos rayos y de la misma energia, por lo que si dos moléculas, cada una
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con un iso6topo diferente, se inyectan a la vez, no es posible distinguirlas mediante los
detectores de PET'®. Otros problemas son la dificultad en el desarrollo de nuevos

trazadores, el elevado coste del equipo y el espacio necesario para albergarlo.

Fig. 30. Imagen de PET de un cerdo, 30 horas después de una inyeccién intramiocardica de
MSCs porcinas modificadas para la expresion de un reportero de PET (datos no publicados).

3.2.2. Tomografia computerizada (CT)

Esta técnica se basa en la capacidad que tienen los tejidos de absorber de forma
diferencial los rayos X. Se utiliza una fuente de rayos X de baja energia y un detector
de alta resolucién que gira alrededor del cuerpo del animal a la vez que toma
imagenes. El posterior procesamiento computerizado de las imagenes permite generar
mapas tridimensionales de las estructuras internas.

El CT se ha desarrollado para obtener en poco tiempo imagenes de alta resolucion
espacial. Asi, el rastreo de un ratén entero a una resolucion de 100 um requiere un
tiempo de 15 minutos''. Esta técnica se ha utilizado para monitorizar el crecimiento
tumoral y la regeneracion 6sea'** en pequefios animales.

Debido al poco contraste de los tejidos blandos es frecuentemente necesario aplicar
un agente de contraste, habitualmente basado en yodo o bario, sin embargo, la
irradiacion de estos compuestos provoca un efecto ionizante que produce lesiones por
liberacion de superéxidos y radicales libres. Ademas, debido a que la sensibilidad y la
resolucion espacial de la tomografia computerizada dependen del tiempo de
exposicion y de la cantidad de contraste usado, la posibilidad de tomar imagenes

repetidas del mismo animal queda limitada.
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3.2.3. Técnicas opticas de imagen

El fundamento de estos procedimientos es la utilizacién de los fotones emitidos por un
trazador para obtener medidas de parametros biolégicos. Se distinguen dos tipos de
fendmenos fisico-quimicos en los que se basan estas técnicas: la fluorescencia y la

luminiscencia.

3.2.4.1. Fluorescencia

La fluorescencia es la emision de fotones que tiene lugar como consecuencia del
regreso al estado basal de energia, de una sustancia (fluoréforo) previamente excitada
a un nivel de energia superior mediante la absorcion de fotones excitantes (395-
600nm, Fig. 31), de mayor energia que los emitidos. El tiempo entre la excitacion y la

emision es del orden de milisegundos.

TIp? d_e, Rayos gamma | Rayos X | UV Infrarrojo | Microondas Ondas de radio
radiacion
Longitud de < 1nm 100nm < 1mm 1im  Miles de metros
onda
Luz visible
Amarillo
Violeta Azul Cian Verde | Naranja Rojo
Longitud de
onda (nm) 380 430 SO0 560 GO0 650 750

Fig. 31. Representacion del espectro electromagnético.

En los casos que nos conciernen, los fluoroforos son generalmente proteinas que se
expresan como trazadores en células genéticamente modificadas para ello. La
deteccion de fotones de la correspondiente longitud de onda es evidencia de la

presencia del trazador. Un ejemplo bien conocido de fluoréforo es el de la proteina
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verde fluorescente (GFP), obtenida de la medusa Aequorea victoria. Esta proteina
emite luz verde (a 509nm) cuando es excitada con luz violeta (395nm)"*°. Destaca la
variante de la proteina verde fluorescente EGFP, que tiene un desplazamiento del
espectro de excitacion hacia longitudes de onda mas largas y su intensidad es 35
veces superior a la de la GFP nativa'®. También se ha utilizado la proteina roja
fluorescente (DsRed) en la quantificacion no invasiva del crecimiento de tumores y

metastasis'® (Fig. 32).

Fig. 32. Imagen ventral de fluorescencia de zona del abdomen y las extremidades, a las dos
semanas de haber implantado en la préstata un tumor primario de células PC3 que expresan
DsRed, las flechas indican las metastasis.
Los trazadores fluorescentes tienen ventajas importantes en algunos estudios ya que
no precisan de la acicidon de un sustrato para generar fotones. Sin embargo, tienen
también desventajas:
a) La luz excitante debe llegar, a través de los tejidos que son generalmente
muy absorbentes a estas longitudes de onda, hasta los fluoréforos.
b) La luz emitida ha de atravesar los mismos tejidos que la luz excitante, hasta
llegar al detector.
c) Muchos componentes de los tejidos, como por ejemplo el colageno, son
fluorescentes, generando fotones que contaminan la sefial de interés.
En resumen, la fluorescencia que es generalmente de un elevado rendimiento
cuantico, es de gran utilidad para el seguimiento de trazadores en secciones de tejidos
y mucho menos util para generar imagenes de modo no invasivo en animales vivos a

los que se les han implantado células que expresan un determinado fluoréforo.
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3.2.4.3. Luminiscencia

La luminiscencia es la produccion de fotones de luz como producto de una reaccion
quimica'® y concretamente, en el caso de la bioluminiscencia los fotones son el
producto de una reaccion de oxidacion de un sustrato catalizada por una enzima.

El ejemplo mejor conocido es el de la luciferasa de Photinus Piralis (PLuc) que cataliza

la reaccion de oxidacion de la luciferina (Fig. 33).

Luciferina \—I>LuciferyI.AMP

'S

Fotones

a Oxiluciferina + AMP.

Fig. 33. Estructura de la luciferina, sustrato de algunas luciferasas como la PSUC (a). Reaccion
catalizada por la PLuc en la cual se obtienen fotones a partir de luciferina y ATP (b).
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Fig. 34. Espectros de emision de diferentes luciferasas: PLuc (verde), RLuc (lila), luciferasa de
Pyrophorus plagiophalamus (rojo).
Sin embargo, existen muchos tipos de luciferasas (Fig. 34) ampliamente distribuidas
en el reino animal desde los protozoarios a los insectos, que utilizan diferentes
sustratos. Las luciferasas que emiten un gran porcentaje de los fotones del rojo al

infrarrojo (600-900nm) son mas ventajosas, ya que la atenuacién tisular de los fotones
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se minimiza en esta region del espectro. Las luciferasas que utilizan D-luciferina como
sustrato, PLuc y luciferasas de algunos escarabajos, han sido muy utilizadas (Fig. 35)
ya que su espectro de emision esta entre 540 y 615nm y, por lo tanto, contiene una
fraccion de fotones emitidos a longitudes de onda superiores a 600nm™®. Las
luciferasas que usan coelenterazina como sustrato, la de Renilla reniformis (RLuc) y la
de Gaussia princeps, se han utlizado en cultivo celular y en animales de
experimentacion. Estas luciferasas se usan en situaciones donde la dependencia de
ATP y la poca estabilidad térmica de la PLuc pueden ser un problema. Sin embargo,
estas luciferasas tienen una gran limitacion, ya que sus picos espectrales estan en la
zona azul. Concretamente en la RLuc, el pico esta a 481nm y aproximadamente sélo
el 3% de los fotones emitidos tienen longitudes de onda superiores a 600nm'™°.
Recientemente se ha desarrollado la luciferasa roja a partir de Pyrophorus

plagiophalamus que emite a 613nm.

Fig. 35. Imagen ventral de bioluminiscencia de la zona superior de un ratén BALB/c nu/nu,
tomada inmediatamente después de haber inyectado intravenosamente, 25.000 células
troncales adultas de tejido adiposo que expresan la PLuc. Las células se localizan en los
pulmones después de la inyeccion intravenosa.

Como en el caso de la fluorescencia, la emisién de fotones es evidencia de la
presencia del trazador. Las luciferasas tienen multiples ventajas como trazadores:

a) Se pueden introducir genéticamente en las células con lo que no se diluyen con

la proliferacion de éstas.
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b) La cantidad de fotones producidos es proporcional a la cantidad de trazador
expresado por las células. Esto permite cuantificar el nUmero de células en
funcion del numero de fotones.

c) Los mamiferos carecen casi por completo de reacciones quimioluminiscentes,
por lo que la contribucién del organismo al ruido de fondo es practicamente
nula.

d) Los instrumentos de deteccion de fotones, ademas de ser extraordinariamente
sensibles, pueden detectar del orden de decenas de fotones y producen
respuestas lineales, es decir, directamente proporcionales al numero de
fotones en un rango de 6 6rdenes de magnitud*.

La principal desventaja de las luciferasas como trazadores es la necesidad de
administrar el sustrato, al animal de experimentacion, para que la emision de fotones

tenga lugar.

En resumen, mientras que los procedimientos de fluorescencia estan bien adaptados
para estudios in vitro (secciones histoldgicas, cultivos celulares) donde el ruido de
fondo es bajo, para la generacion de imagenes en animales vivos, los trazadores
bioluminiscentes son claramente superiores.

Los instrumentos para la generacion de imagenes no invasivas comprenden una caja
oscura o receptaculo hermético, impermeable a los fotones, provisto en la parte
superior de una camara de video de alta sensibilidad generalmente equipada con un
dispositivo de acoplamiento de carga (CCD) enfriado, como detector de fotones, y un
objetivo que permite enfocar a diferentes distancias. Este equipo estd acoplado a un
ordenador encargado de la digitalizacion, almacenamiento y administracion de las
imagenes.

Debido a la pequefia cantidad de luz que logra pasar a través de los tejidos, es preciso
utilizar instrumentos de deteccion de fotones altamente sensibles''. Los instrumentos

utilizados, para generar imagenes fotonicas no invasivas, se basan en detectores
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(charge coupled device = CCD) muy parecidos a los de las camaras de video, pero
mucho mas sensibles. Estos detectores consisten esencialmente en matrices de
fotodetectores en estado solido que acumulan electrones generados por el impacto de
un foton proveniente del trazador. La imagen se genera mediante la lectura del numero
de eventos acumulados en la matriz del CCD que se vuelca en la memoria de un
ordenador. Debido a que la respuesta del CCD es muy lineal respecto a los fotones
incidentes, los CCDs son excelentes instrumentos de medida. Estos dispositivos
pueden detectar un nimero muy bajo de fotones con un rendimiento del 90%, por lo
que el principal limite de sensibilidad es el ruido de fondo electrénico del aparato.
Debido a que éste es proporcional a la temperatura, los CCDs trabajan en un rango de

temperaturas que varia entre los -80 y los -120°C'%.

Las técnicas oOpticas de imagen requieren que las células implantadas en los animales
a estudiar expresen el gen trazador para su posterior seguimiento in vivo. Una de las
estrategias mas utilizadas para la incorporacién de tales genes, por ejemplo la PLuc,
ha sido el uso de vectores viricos. Durante mucho tiempo se han utilizado vectores
derivados de los retrovirus para introducir genes que se integran en el genoma de las
células, una caracteristica esencial para la expresion a largo plazo. Sin embargo, los
vectores retroviricos solo permiten transducir células en division, lo cual limita su uso
en células no proliferativas como los hepatocitos, miofibras y células troncales
hematopoyéticasm. Recientemente, otra clase de retrovirus, los vectores lentiviricos
(derivados del virus de la inmunodeficiencia humana, VIH), han sido modificados para
la transferencia génica. La habilidad de los vectores lentiviricos para transducir todo
tipo de células, incluidas las que no estan en division, los hace especialmente utiles
para introducir material genético en células troncales adultas'.

El diagrama de la figura 36 resume la estrategia utilizada en la plataforma de analisis,
basada en procedimientos de bioluminiscencia no invasiva (BLI), desarrollada en esta

tesis.
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Fig. 36. Las construcciones que contienen los genes trazadores son empaquetadas y los virus
formados se utilizan para marcar las células. Posteriormente estas células se seleccionan, se
siembran en materiales que son implantados en animales de experimentacion y se monitoriza
su proliferacién mediante procedimientos de BLI.
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El objetivo principal de esta tesis doctoral fue establecer una plataforma de analisis in

vivo, utilizando ratones inmunodeprimidos, que permitiera analizar de una forma no

invasiva el comportamiento de diferentes combinaciones de materiales y células para

su aplicacion en terapia celular o ingenieria de tejidos.

Para lograr este objetivo, se plantearon las siguientes etapas:

1.

Caracterizar una linea celular (C3H/10T1/2) como modelo de células
progenitoras mediante diferenciaciones in vitro.

Marcar dicha linea celular con la EFGP y la Pluc mediante vectores viricos,
seleccionar las células con mayor expresion de estos trazadores y seguir la
expresion de PLuc en estas células in vitro.

Establecer un modelo ectdpico en ratones inmunodeprimidos para analizar
diferentes tipos de materiales y células mediante procedimientos de BLI.
Analizar diferentes tipos de materiales, sembrados con la linea celular
caracterizada previamente, en dicho modelo ectopico y seleccionar el
material/es que promuevan mejor la proliferacion de las células sembradas.
Establecer un modelo de lesion 6sea en ratones inmunodeprimidos para
analizar el material/es en los que se haya obtenido la maxima proliferacion en
el modelo ectopico.

Obtener células progenitoras humanas de diferentes tejidos y caracterizarlas
segun su capacidad de proliferacién y su potencial de diferenciacion in vitro.
Marcar las células progenitoras humanas con la EFGP y la PLuc mediante
vectores viricos, seleccionar las células con mayor expresion de estos
trazadores y seguir la expresion de PLuc en estas células in vitro.

Analizar el comportamiento de diferentes tipos de células progenitoras
humanas, con el material/es seleccionados previamente, en un modelo de

lesion 6sea y evaluar su proliferacion y diferenciacion in vivo.
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“A mouse is an animal that, if killed in sufficiently many and creative ways, will generate
a PhD”

Marcellin Boule.

Materiales y Métodos
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1. Tipos celulares

1.1. Células C3H/10T1/2

Linea celular embrionaria de raton (ATCC, Rockville, EEUU) con morfologia
fibroblastica.
Medio de cultivo:

DMEM D7777 (Sigma, Steinheim, Alemania) suplementado con

1,5 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma)

50 unidades/ml de penicilina/estreptomicina (P/S) (Sigma)

10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma)
Las células C3H/10T1/2 crecen a 37° C y una concentracion del 5% de CO,.
Esta linea fue utilizada entre los pases 5 y 15 para testar su crecimiento sobre
diferentes tipos de materiales in vivo. Se comprobd su pluripotencialidad induciendo su

diferenciacion in vitro a cartilago, hueso y tejido adiposo.

1.2. Células C57BL/6

Linea celular de fibroblastos embrionarios de raton (ATCC), obtenidos de embrién de
14 dias.
Medio de cultivo:
DMEM 4500 glucosa (Sigma) suplementado con
4 mM L-glutamina (Sigma)
50 u/ml P/S
10% FBS
Las células C57BL/6 crecen a 37° C y a una concentracion del 5% de CO..
Estas células fueron utilizadas entre los pase 4 y 6 para evaluar su crecimiento in vivo

una vez sembradas en el hidrogel peptidico BD Puramatrix® (BD Biosciences,
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Erembodegem, Bélgica), ya que previamente se habia demostrado su crecimiento in

vitro en este material'*.

1.3. Células BMC-9

Linea celular de médula 6sea de ratdon generada por James E Dennis (Case Western
Reserve University, Cleveland, EEUU) a partir de un ratén transgénico para el
antigeno T de SV-40 bajo el control del promotor MHC de clase II.
Para su optimo crecimiento, las células BMC-9 han de mantenerse a 33° C y una
concentracion del 5% de CO; en el siguiente medio de cultivo:

Alfa-MEM (Sigma) suplementado con

2 mM L-glutamina

50 u/ml P/S

0,025 mg/ml amfotericina B (Sigma)

10% FBS
La linea celular BMC-9 fue utilizada entre los pases 8 y 10 para testar su capacidad de
crecimiento y transformacion in vivo. Se comprobd su pluripotencialidad induciendo su

diferenciacion in vitro a cartilago, hueso y tejido adiposo.

1.4. Células mesenquimales de médula 6sea humana

(hBMSCs)

Estas células fueron aisladas de muestras de médula 6sea de pacientes pediatricos
por la Dr.Dimitriou (University of Crete Medical School, Heraklion, Grecia). Se aislo la
fraccion de células mononucleares utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma).
Esta fraccion se sembrd en placas de cultivo que se mantuvieron a 37° C y una
concentracion del 5% de CO,. Las células adheridas al plastico se tripsinizaron y se

resembraron a una densidad de 5000 células/cm? en:
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MEM (Invitrogen, Carlsbad, EEUU) suplementado con

2 mM L-glutamina

50 u/ml P/S

10% FBS

1 ng/ml FGF-2 (Abcys SA, Paris, Francia)
El medio se cambid 2 veces por semana hasta llegar a la confluencia. A partir de ese
momento las células se sembraron a una densidad de 1000/cm?.
Las hBMSCs se sembraron (en el pase 7) en un material de PEG con péptidos RGD
covalentemente unidos (PEG-RGD) para evaluar su crecimiento y diferenciacion en
una lesiébn o6sea in vivo. Se comprobd su pluripotencialidad induciendo su

diferenciacion in vitro a hueso y tejido adiposo.

1.5. Células mesenquimales de tejido adiposo humano

(hAMSCs)

Para la obtencion de las hAMSCs se utilizaron muestras de tejido procedentes de
intervenciones de liposuccién. Estas muestras se lavaron en PBS 1X y se incubaron
en un volumen de solucion de colagenasa | (Sigma) a 37° C durante 30 minutos con
agitacion. Se afadio un volumen de DMEM 4500 glucosa suplementado con 10% de
FBS y la suspension celular se centrifugd a 450 g durante 10 minutos. El precipitado
celular se lavé en Ringer buffer (Sigma) y se resuspendié en 10 ml de cloruro de
amonio (Sigma) a 0,16 M, incubandose en estas condiciones durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadieron 40 ml de lactato de Ringer a la suspension
celular y se centrifugd durante 10 minutos a 450 g. Las células se sembraron a una
concentracion de 5000/cm? y se mantuvieron a 37° C y a una concentracion del 5% de
CO; en el siguiente medio de cultivo:
DMEM 4500 glucosa suplementado con

2 mM L-glutamina
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50 u/ml P/S

10% FBS
Las hAMSCs se sembraron (en el pase 7) en un material de PEG-RGD para evaluar
su crecimiento y diferenciacion en una lesion dsea in vivo. Se comprobd su

pluripotencialidad induciendo su diferenciacion in vitro a hueso y tejido adiposo.

1.6. Células 293 GPG

Linea celular cedida por el Dr. D Ory (Washington University, Washington, EEUU). Las
células 293 GPG derivan de células hepaticas de embriones humanos y expresan la
proteina de la envuelta del virus de la estomatitis vesicular G (VSV-G) bajo el control
del promotor de citomegalovirus (CMV), el cual se encuentra regulado por tetraciclina.
Las células se mantuvieron a 37° C y a una concentracion del 5% de CO,.
Medio de cultivo:

DMEM 4500 glucosa suplementado con

2 mM L-glutamina

50 u/ml P/S

10% FBS

1 pg/ml tetraciclina (Sigma)

2 ug/ml puromicina (Sigma)

0,3 mg/ml neomicina (Invitrogen)

Estas células se utilizaron para la produccién de retrovirus.

1.7. Células 293 T

Linea celular derivada del epitelio renal humano embrionario (ATCC). Estas células
permiten la replicacién episomal de plasmidios y expresan el antigeno SV40 large T

que les proporciona la propiedad de ser altamente transfectables con cloruro de calcio.
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Las células 293T se utilizaron para la produccion de lentivirus y se mantuvieron a 37°
C y a una concentracién del 5% de CO,.
Medio de cultivo:

DMEM 4500 glucosa suplementado con

2 mM L-glutamina

50 u/ml P/S

10% FBS

25 mM Hepes (Sigma)
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2. Diferenciacion de las células en cultivo

Para testar la capacidad de los tipos celulares utilizados de diferenciarse a uno o mas
linajes in vitro, se sembraron las células a concentraciones definidas y se mantuvieron
durante 21 dias en cultivo con medios de diferenciacion especificos para tejido

adiposo, cartilaginoso y 6seo.

2.1. Diferenciacion a tejido adiposo

Se sembraron las células a diferenciar en placas de 24 pocillos en el medio de cultivo
de cada tipo celular, a una densidad de 8:10* células/cm?, excepto en el caso de las
BMC-9 que se sembraron a 5-10° células/cm? debido a su gran capacidad proliferativa.
Al dia siguiente se cambio el medio de cultivo por medio de diferenciacion:

DMEM segun el medio del tipo celular

20% FBS

0,5 mM isobutilmetilxantina (Sigma)

10® M dexametasona (Sigma)

100 nM roziglitazone (Caiman Chemical, Ann Arbor, EEUU)

Se cambio el medio cada 3 dias durante 3 semanas.

2.2. Diferenciacion a hueso

Se sembraron las células a diferenciar en placas de 24 pocillos en el medio de cultivo
de cada tipo celular, a una densidad de 1,5:10* células/cm?, excepto en el caso de las
BMC-9 que se sembraron a 2:10° células/cm?.
Al dia siguiente se cambié el medio de cultivo por medio de diferenciacion:

DMEM segun el medio del tipo celular

10% FBS

2 mM B-glicerolfosfato (Sigma)
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50 pg/ml acido L-ascorbico (Sigma)
107 M dexametasona

Se cambid el medio cada 3 dias durante 3 semanas.

2.3. Diferenciacion a cartilago

La diferenciacion a tejido cartilaginoso se realizd con células en placa (células
C3H/10T1/2) y con microrecipitado.

Para la diferenciacion de células en placa se sembraron las células C3H/10T1/2 en
placas de 24 pocillos a una densidad de 5-10* células/cm? en su medio de cultivo. Al
dia siguiente se cambié el medio de cultivo por medio completo de diferenciacion.

La diferenciaciéon del microprecipitado se realizé con 2,5:-10° células del tipo celular a
diferenciar y se mantuvo 3 semanas con medio completo de diferenciacién. El
microprecipitado se obtuvo segun el siguiente protocolo:

- Se tripsinizaron las células a diferenciar, se centrifugaron a 350 g durante 5 minutos y
se resuspendieron en medio incompleto.

- Se centrifugaron a 350 g durante 5 minutos y se resuspendieron las células en medio
completo a una concentracion de 5-10° células/ml.

- Se depositaron 500ul de la suspension celular (2,5-10° células) en tubos de 15 ml.

- Se centrifugd a 350 g durante 5 minutos para formar el precipitado celular en el fondo
del tubo, creando asi el microprecipitado. Se dejaron los tubos a 37° C y a una
concentracion del 5% de CO, con el tapén un poco desenroscado para permitir el
intercambio de gases.

- Al dia siguiente se golped suavemente el fondo del tubo para separar el
microprecipitado del tubo.

- Se cambid el medio cada 2-3 dias hasta el dia 21.
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Medio incompleto:
DMEM segun el medio del tipo celular
1 mM dexametasona
0,1 M piruvato de sodio (Sigma)
17 mM &cido L-ascorbico
35 mM prolina (Sigma)
2 pl/ml solucién de insulina-transferrina-selenio 100X (ITS) (Sigma)
Medio completo:
Afadir al medio anterior BMP-2 (Prepotech, London, Inglaterra) a 100 ng/ml o

TGF-p1 (Prepotech) a 10 ng/ml.
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3. Produccion virica y marcaje

Para incorporar establemente los genes de las proteinas trazadoras EGFP y PLuc en
los tipos celulares a estudiar con la finalidad de poder monitorizarlas mediante BLI, se
utilizaron vectores viricos. Estos vectores permiten la incorporacion estable de los
genes, asi como una alta eficiencia de transduccion del tipo celular.

La finalidad de este doble marcaje era poder monitorizar la transduccién viral mediante

la EGFP vy la proliferacion celular in vivo mediante la PLuc.

3.1. Marcaje retrovirico

El marcaje celular de la linea C3H/10T1/2 se realizé con el vector retrovirico (prEGFP-
CMV-PLuc) (Fig. 37) que contenia la secuencia de la proteina EGFP bajo el control del
LTR en posicion 5 del vector retrovirico y la secuencia de la proteina PLuc bajo el
control del promotor de CMV. Para la construccion de este vector, se obtuvo el gen de
la PLuc del vector pSP-luc+ (Promega Corporation, Madison, EEUU) y se clon6 en el
vector pRC/CMV (Invitrogen). Posteriormente, el promotor CMV y el gen de la PLuc se

insertaron en el vector pSFB91EGF (cedido por el Dr. C. Baum).

3.1.1. Produccion de particulas retroviricas

- Se ftripsinizaron las células 293 GPG y se sembraron en placas de 6 cm, a una
concentracion de 3,5:-10* células/cm?, el dia antes de la transfeccion para que al dia
siguiente la confluencia fuera del 90-95%.

- Se mezclaron (por placa) 4 ug de la construccién de la que queremos obtener los
virus con 16 pl de Plus reagent (Invitrogen) y se llevé a un volumen de 150 pl con
DMEM. Se mezcl6 e incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos.

- Se anadieron a la mezcla 150 pl de Lipofectamine (Invitrogen), diluida al 8% en

DMEM y se incub6 15 minutos mas a temperatura ambiente.
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- Se aspird el medio de las placas y se lavé dos veces con DMEM. A partir de este
paso el medio utilizado no contenia tetraciclina para asegurar la expresion de la
proteina de la envuelta VSV-G.

- Se afadio 1,2 ml de DMEM a la mezcla de Lipofectamine y se repartié en cada placa.
Se dejo durante 8 horas a 37° C y a una concentracion del 5% de CO,.

- Se aspird el medio el medio y se anadio 1,5 ml de DMEM con 20% de FBS y 2 mM
de L-glutamina por placa.

- Se cambié el medio al dia siguiente, por DMEM con 10% FBS y 2 mM de L-glutamina
y se recogi6 el sobrenadante cada 24 horas hasta las 120 horas.

- Los sobrenadantes recogidos se filtraron, para no arrastrar células 293 GPG, con un
filtro de 0,45 ym (Sartorius, Goettingen, Alemania) y se congelaron en alicuotas de 1

ml a -80°C.

\-
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Fig. 37. Esquema del vector retrovirico prEGFP-CMV-Pluc.

3.1.2. Produccion de células establemente marcadas con genes de

interés

- Se sembraron 3:10° células/cm? en placas de 12 pocillos el dia previo a la
transduccion.
- Se mezclé una alicuota de sobrenadante retrovirico (preferentemente del obtenido

entre las 48 y 96 horas) con 100 pl de sulfato de protamina (Sigma) a 0,05 mg/ml, se
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afnadio esta mezcla a cada pocillo y se dejé durante 8 horas a 37° C y a una
concentracion del 5% de CO..

- Se retird el medio y se afadié el medio de cultivo del tipo celular a marcar.

- Se repitid la transduccion con sobrenadante virico los dos dias siguientes.

- Se observo la proporcién de células marcadas dos dias después de la transduccion.
Las células se observaron con un microscopio de fluorescencia Leica DMIRE2 (Leica,
Wetzlar, Alemania) utilizando el canal de deteccion de EGFP (excitacion: 515 - 560

nm, emision: 590 nm).

3.2. Marcaje lentivirico

Debido a que se detectdé que el marcaje retrovirico no se mantenia estable a lo largo
del tiempo y, que ademas, sdlo es util para marcar células que proliferan activamente,
se decidi6 utilizar en su lugar el marcaje lentivirico que permite transducir las células
aunque no estén en fase proliferativa. Este marcaje se utilizd con las lineas celulares
C57BL/6 y BMC-9 y con los cultivos primarios de hBMSCs y hAMSCs.

El vector lentivirico que se utilizo (Fig. 38), contenia el gen de la EGFP bajo el control
del promotor del virus de simio 40 (SV40) y el gen de la PLuc bajo el control del
promotor CMV. La construccion se realizé clonando ambos genes trazadores con sus
respectivos promotores entre los lugares Clal y BamHI del vector lentivirico Plox/Twgfg
cedido por el Dr. D Trono (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne,

Switzerland).

3.2.1. Produccidén de particulas lentiviricas

- Se trataron las placas de 10 cm? de diametro, donde se iban a sembrar las células
293T, con poli-D-lisina (Sigma) diluida al 1% en agua estéril durante 30 minutos.

- Se lavaron las placas con PBS 1X dos veces.
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- Se tripsinizaron las células 293T y se sembraron células a una concentraciéon de
5,5-10* células/cm? en placas previamente tratadas. Se dejaron con medio de cultivo
293T.
- A las 24 horas se cambi6 el medio (2 horas antes de la transfeccion).
- En la transfeccidn se emplearon tres construcciones:
1. pLOX SIN — vector de expresion del gen de interés que contiene:
las secuencias del VIH en cis necesarias para el empaquetamiento
del virus, la transcripcion reversa y la integracion (Fig. 35).
2. pMD-G-VSV-G env — plasmido que expresa la proteina de envuelta
del virus bajo el control del promotor CMV.
3. pCMVDRS8.2 — plasmido que expresa todas las proteinas del VIH-1

en trans.

Fig. 38. Esquema del vector lentivirico pLOX SIN.

Se mezclaron (por placa) 15 ug del vector 1, 5 ug del vector 2, 10ug del vector 3,
450 pl de agua y 50 pl de cloruro de calcio (Sigma) a 2,5 M y se afiadié la mezcla a
500 pl de HeBS 2X (NaCl (Merck, Darmstadt, Alemania), Hepes y Na,HPO, (Sigma)) a
pH7. Se dej6é a temperatura ambiente 20 minutos.

- Se afiadié esta mezcla a las células 293T y se dej6 durante 16 horas a 37° C y 5%

CO,.
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- Se lavaron las células con PBS y se mantuvieron en medio de cultivo sin FBS.

- Después de 48 horas de cultivo, el medio se recogio y se centrifugé a 1200 rpm
durante 10 minutos.

- El sobrenadante obtenido se filtr6 mediante un filtro de 0,45 um y se ultra-centrifugd a
26000 rpm y a 4° C durante 90 minutos con el rotor SW41.Ti en una ultracentrifuga L-
100XP (Beckman Coulter, California, EEUU).

- El precipitado correspondiente a los virus, se resuspendié en PBS 1X (50 ul por cada
placa transfectada) y se congelo en alicuotas de 50-100 ul a -80°C.

- Se realizd la titulacion virica mediante el kit HIV-1 p24 antigen EiA (Beckman

Coulter).

3.2.2. Produccién de células establemente marcadas con genes de

interés

- Se sembraron 3-10° células/cm? en placas de 12 pocillos el dia previo a la
transduccion.

- Se mezclé un volumen de los virus resuspendidos en PBS 1X (MOI (particulas
viricas infecciosas/célula) = 21) con 1 ml del medio de cultivo del tipo celular a marcar
que contenia 10 pg/ml de polybrene (Sigma) y se afiadio a cada pocillo.

- Se cambid el medio 48 horas mas tarde por medio fresco y se dejaron crecer las
células.

- Se observo la eficiencia de transduccién virica a los 2 dias usando un microscopio de

fluorescencia.

3.3. Seleccion de las células marcadas

Para tener una buena sensibilidad en los ensayos in vivo, es decir, para poder detectar

un pequefio numero de células en los animales mediante procedimientos de BLI es
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esencial un alto rendimiento en el marcaje. Es por ello que se seleccionaron las
células mas marcadas (usando la expresion de EGFP) mediante un clasificador de
proteinas fluorescentemente activadas (fluorescence-activated cell sorter, FACS).
Dependiendo del tipo celular y de su capacidad proliferativa la seleccion de la
poblacion celular fluorescente fue mas o menos estricta, variando en los diferentes

tipos celulares entre un 5y un 35%.

3.4. Curvas estandar in vitro

Para determinar la actividad luciferasa de las células marcadas se hicieron curvas
estandar a partir de homogeneizados celulares conteniendo numeros de células
conocidos, segun el siguiente protocolo:

- Se tripsinizaron las células marcadas y se contaron 2:10° células. Se centrifugaron,
se resuspendieron en 200 pl de Reporter Lysis Buffer 1X (RLB) (Promega) y se
congelaron a -20° C.

- Se descongel6 el lisado y se hicieron diluciones para tener en 20 ul de lisado el
equivalente a 10, 50, 250, 500 y 1000 células.

- Se mezclaron 20 pl de lisado con 100 pl de luciferina (Promega) y se midi6 la
produccién de luz en un lumindmetro (Berthold detection systems, Pforzheim,
Alemania) durante un tiempo de 10 segundos.

Las medidas de luz se expresaron en unidades relativas de luz (RLUs). La capacidad
de produccion de luz in vitro de los diferentes tipos celulares se determind como la

pendiente de la curva estandar al representar las RLUs respecto al numero de células.

3.5. Seguimiento del marcaje in vitro

Para poder relacionar el numero de células con la luz obtenida después de implantar
las células en los animales, es muy importante que la expresion de PLuc se mantenga

estable. Es por ello que después de marcar cada tipo celular se mantuvo un cultivo in
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vitro paralelamente al experimento in vivo para monitorizar la produccién de PLuc del
cultivo a lo largo del tiempo, segun el siguiente protocolo:

- Se ftripsinizé cada 15 dias el cultivo celular, se contaron 2:10° células, se
resuspendieron en 200 ul RLB 1X 'y se congelaron los lisados a -80° C.

- Se determin6 la actividad luciferasa (apartado 3.4.) y la concentracion de ADN
(apartado 3.5.1) de una alicuota de cada lisado.

- Se represento el logaritmo de las RLUs/ng de ADN, frente a tiempo de cultivo.

3.5.1. Cuantificacion de ADN de cultivo celular

Para cuantificar el ADN en los lisados celulares se uso el kit Quant-iT DNA Broad-
Range (Invitrogen).

- Se prepard la solucién de trabajo diluyendo Quant-iT DNA BR 1:200 en Quant-iT
DNA BR buffer y se dispensaron 200 pl de esta solucién en cada pocillo de una placa
de 96.

- Se anadié a cada pocillo 10 ul de los estdndares que incluye el kit o 10 pl de la
muestra de la que queriamos cuantificar el ADN y se mezclo sin hacer burbujas.

- Se midié la fluorescencia con un lector de placas (Wallac VICTOR?, PerkinElmer,
Massachussets, EEUU) usando méaximos de excitacion/emision = 510/527 nm.

- Se realiz6 una curva estandar con las medidas de fluorescencia de los patrones y se

calculé la cantidad de ADN en los lisados celulares.
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4. Biomateriales de soporte para el crecimiento

celular

Se utilizaron una serie de materiales con diferentes caracteristicas quimicas y
estructurales para investigar cual de ellos permitia la mayor proliferacion y

diferenciacién de las células sembradas.

4.1. Hidrogel de gelatina-glutaraldehido

Este hidrogel ha sido desarrollado y cedido por el grupo de la Dra. E Livne (Faculty of

190751 mezclando una solucién acuosa

Medicine, Haifa, Israel). El material se prepar6
estéril al 10% de gelatina bovina (Nitta Gelatin Co., Osaka, Japén) a pH 5,0 con
glutaraldehido a 12,5 mM durante 24 horas a 4° C en placas de 6, 24 o 96 pocillos. El

material se liofilizo y esterilizo en las placas antes de sembrar las células.

Protocolo de sembrado:

- Se tripsinizaron las células a sembrar y se resuspendieron 10° células en 200 ul de
medio de crecimiento (volumen para un hidrogel de 2,3 cm de diametro).

- Se depositd la solucion celular gota a gota sobre el hidrogel liofilizado y se dejé la
placa que contenia el hidrogel durante 40-50 minutos a 37° C y a una concentracion
del 5% de CO..

- Se afiadié medio hasta llenar el pocillo.

- A las 24 horas el hidrogel habia incorporado gran parte del volumen de medio y se

afadié mas. Se cambié el medio cada 2-3 dias.

4.2. Hidrogel peptidico de RAD16-I

Este hidrogel se preparé a partir del péptido comercial BD™ Puramatrix™ (BD

Biosciences). El péptido, con la secuencia AcN-(RADA),-CONH, (RAD16-l), se
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autoensambla al entrar en contacto con una soluciéon que contenga electrolitos, como

por ejemplo el medio de cultivo™®

. Al autoensamblarse el péptido RAD16-1 pasa de un
estado liquido a formar un hidrogel de nanofibras de varios um de longitud y 6-8 um de
grosor.

Protocolo de sembrado:

- Se prepararon soluciones de sacarosa al 10 y al 20% y se esterilizaron por filtracion.
- Se tripsinizaron las células a sembrar y se resuspendieron en sacarosa al 10%
(Sigma), quedando a una concentracion de 2:10* células/pl.

- Para facilitar la formacion del hidrogel, se colocé en cada pocillo de una placa de 12,
un pocillo de 12 mm de diametro con una membrana en la parte inferior tratada para el
crecimiento celular (inserto) (Millipore, Billerica, EEUU) *.

- Se sonico el péptido durante 10 minutos.

- Se mezcld (por hidrogel de 150 pl a formar): 75 yl de péptido sonicado**, 60 ul de
sacarosa al 22% y 15 yl de la suspension celular en sacarosa al 10%.

- Se colocaron 150 ul de la mezcla anterior en cada inserto e inmediatamente se
anadieron 300 yl de medio entre el inserto y el pocillo, de manera que la mezcla del
inserto estaba en contacto con el medio de cultivo por la parte inferior. Se dejo a 37° C
y a una concentracion del 5% de CO, durante 10 minutos.

- Se cambio el medio de exterior del inserto y se afiadioé sobre el hidrogel formado 200
pl de medio. Se dejé a 37° C y a una concentracion del 5% de CO, durante 20
minutos.

- Se cambid el medio interior y exterior del inserto y se dejé a 37° C y a una
concentracion del 5% de CO, durante 30 minutos.

- Se cambié el medio interior y exterior del inserto.

- A las 24 horas se hizo otro cambio de medio y a partir de este momento se cambio

cada 2 o 3 dias segun la proliferacion celular.
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*En algunos casos en este paso se colocé en el fondo del inserto el material biorubber
para proporcionar un soporte estructural al hidrogel de RAD16-1. El biorubber es una
estructura porosa de poli(diol citrato) sintetizada por David Horna (Institut Quimic de
Sarria, Barcelona). El primer paso de la sintesis es la formacion de un pre-polimero al
mezclar cantidades equimolares de acido citrico (Sigma) y de 1,8-octanediol (Sigma) y
mantener la mezcla a 100° C durante 6 minutos con agitacion. El segundo paso
consiste en incubar poliestireno (Goodfellow, Huntington, Inglaterra) a 100° C 2
minutos. A continuacion el pre-polimero se afiade al poliestireno y se mantiene a 120°
C al vacio durante 4 dias para crear el biorubber. El poliestireno se extrae mediante
tolueno (Sigma). Finalmente el biorubber se esteriliza mediante lavados con PBS y
etanol al 70% durante 2 dias.

**Se utilizé el péptido RAD16-1 comercial para las implantaciones en ratones BALB/c
nu/nu y para facilitar su deteccion en las implantaciones en ratones BALB/c, se utilizd
dicho péptido tratado con biotina (RAD16-Ib). La concentracion final de biotina en el

péptido RAD16-Ib era del 0,5%.

4.3. Hidrogel de PEG

El macrémero de PEG (H(OCH,CH;),OH) es un polimero biocompatible. El hidrogel de
PEG se forma al mezclar 1:1 una solucion de PEG-Acrylate (Nektar Therapeutics,
Huntsville, AL, EEUU) al 15% con una solucion de PEG-Thiol (Nektar Therapeutics) al
7,5%.

Protocolo de sembrado:

- Se preparo una solucion acuosa de Triethanolamine (TEOA) (Fluka, St.Gallen, Suiza)
a 0,3 My pH 8,5y se esterilizé por filtracion

- Se prepard una solucién de PEG-Acrylate en TEOA al 15% y otra de PEG-Thiol en
TEOA al 7,5%. Se pipeted hasta disolver y se centrifugd a 1200 rpm durante 2

minutos.
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- Se pasaron estas soluciones tres veces a través de una jeringa de insulina.

- Se ftripsinizaron las células a sembrar y se resuspendieron en medio para tenerlas a
una concentracion de 1,8:-10° células/ml.

- Se depositd en cada pocillo de una placa de 48, 110 ul de suspension celular.

- Se mezclaron 1:1 las soluciones de PEG-Acrylate y PEG-Thiol e inmediatamente se
repartieron 300 pl por pocillo.

- Se dejo la mezcla a temperatura ambiente 5 minutos y luego a 37° C y una
concentracion del 5% de CO, durante una hora para que acabara de gelificar.

- Se afiadié medio hasta llenar el pocillo. Se cambié el medio cada 2 o 3 dias.

4.4, Hidrogel de PEG-RGD

Este hidrogel'®® ha sido desarrollado por el grupo del Dr. JA Hubbell (Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne, Suiza). Consiste en macrémeros de
polietilenglicol de 4 brazos (Fig. 39) funcionalizados con péptidos de unién sensibles a
MMPs y con péptidos RGD que permiten que las células invadan el material. La
migracion celular depende de la actividad proteasa sobre los péptidos de union que
unen las moléculas de PEG.

Se recibieron, del grupo del Dr. JA Hubbell, alicuotas de PEG-RGD al 7% y alicuotas

del péptido de union liofilizadas y estériles.

H-@OCH;CH;J{P O—GCH;CH;O%—nH
H%OCH;CH;—}n—O

Fig. 39. Estructura y composicion del polietilenglicol de 4 brazos.

Protocolo de sembrado:

- Se preparo una solucién acuosa de TEOA (Fluka) a 0,3 M y pH 8 y se esterilizé por

filtracion.
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- Se tripsinizaron las células a sembrar y se resuspendieron en medio de cultivo a una
concentracion de 15:-10° células/ml.

- Se sumergieron dos portas (por hidrogel a formar) en Sigmacote (Sigma) tres veces,
dejando secar los portas antes de sumergir de nuevo.

- Se limpiaron brevemente los portas con etanol al 70%.

- Se unieron cinco cubres (dos juegos de cinco cubres por hidrogel a formar) con cinta
adhesiva. Se dejo preparado un porta con Sigmacote y encima un juego de cinco
cubres unidos en cada extremo del porta de manera que la parte central del porta
quedaba libre.

- Se puso en hielo una alicuota de PEG-RGD 7%, una alicuota de péptido de unién, el
TEOA, PBS 1Xy se realizo la siembra siempre sobre hielo y deprisa.

- Se anadieron 20 pl de PBS 1X a la alicuota de PEG-RGD al 7%, se vortexd y se dejo
otra vez en hielo.

- Se afiadieron 49,6 pl de TEOA a la alicuota del péptido de unién, se vortexod y se
dejé en hielo.

- Se afadieron 20 pl de la suspension celular al péptido de union resuspendido.

- Se afiadieron 132 ul del PEG-RGD resuspendido en el tubo del péptido de unién, se
mezclé y se depositdé todo el volumen obtenido en el centro del porta previamente
preparado. *

- Se cubrié el porta con el otro porta tratado con Sigmacote y se aseguré con una
pinza en cada extremo. Se dejé a 37° C y a una concentracion del 5% de CO; durante
15 minutos.

- Se retir6é el hidrogel formado con una espatula y se deposité en un pocillo de una
placa de 12 con 1 ml de medio. Se dej6 a 37° C y a una concentracion del 5% de CO,
durante 30 minutos.

- Se hicieron pequefios geles, a partir del hidrogel formado, con la ayuda de un Biopsy
Punch (Stiefel, Madrid, Espafia) y se depositaron en pocillos de una placa de 96 con

medio de cultivo. Se cambid el medio cada dos o tres dias.
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* La mezcla, en lugar de depositarse en el porta, puede ser directamente inyectada en
el animal de experimentacion, la solidificacién del hidrogel tiene lugar en 5 minutos

aproximadamente.

4.5. Esferas de alginato

Las gotas gelificadas de alginato se forman al entrar en contacto una solucién que
contenga NaCl con otra de CaCl,.

Protocolo de sembrado:

- Se prepararon soluciones acuosas de NaCl (Sigma) al 0,15 M y CaCl, (Sigma) al 100
mM vy se esterilizaron por filtracion.

- Se prepard una solucion de alginato (Low-viscosity alginate, Sigma) al 1,2% en NaCl
al 0,15 My se esteriliz6 por filtracion.

- Se ftripsinizaron las células a sembrar y se resuspendieron en la solucion de
alginato/NaCl para que quedaran a una concentracién de 4-10° células/ml.

- Se paso la suspension celular a través de una jeringa con una aguja de 23G y se
dejo caer gota a gota sobre la solucion de CaCl,. Se mantuvieron las gotas en la
solucion de CaCl, durante 10 minutos para que las esferas polimerizaran
completamente.

- Se lavaron las esferas en la solucion de NaCl cuatro veces.

- Se lavaron las esferas en medio de cultivo una vez y se dejaron con medio fresco a
37° C y a una concentracion del 5% de CO,. Se cambi6 el medio dos o tres veces en

semana segun la proliferacion celular.

4.6. Esferas Cytodex™ 3

Las esferas Cytodex™ 3 (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia) son
esferas transparentes que miden entre 141-211 ym y poseen una capa de colageno

porcino desnaturalizado sobre la superficie de la matriz porosa.
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Protocolo de sembrado:

e Hidratacion y esterilizacion
- Se mezclaron 50-100 ml de PBS 1X por gramo de Cytodex™ 3 y se
mantuvieron 3 horas a temperatura ambiente con agitacion.
- Se lavaron las esferas con PBS 1X.
- Se lavaron 2 veces con etanol al 70%.
- Se incubaron las esferas 24 horas con etanol al 70%.
- Se lavaron con PBS 1X estéril 3 veces y una vez con medio de cultivo.

e Equilibrio
- Se colocaron las esferas hidratadas en medio de cultivo fresco 30 minutos a
37° C y a una concentracion del 5% de CO, antes de sembrarlas.

e Siembra del material
- Se colocaron las esferas hidratadas en 1/3 del volumen final de cultivo (0,5-5
mg/ml).
- Se tripsinizaron las células a sembrar y se afiadieron a las esferas quedando
a una concentracion de 4,6-10° células/mg Cytodex™ 3. Se mantuvo el cultivo
en agitacion continua (40-60 rpm) a 37° C y a una concentracion del 5% de
CO:..
- Se anadio el resto del medio a las seis horas del inicio del cultivo.

- Se cambio el 50% del medio cada tres dias.

4.7. Esferas PAMs

Las esferas farmacolégicamente activas (pharmacologically active microcarriers
PAMs'®), desarrolladas y cedidas por el grupo de la Dr. CN Montero-Menei (Centre
Hospitalier Universitaire, Angers, Francia), tienen un diametro aproximado de 60um.
Estan compuestas de acido poli (D,L-lactico-co-glicdlico) (PLGA) y recubiertas con una

mezcla de poli-D-lisina (3,5 pg/cm?) y de fibronectina (5 pg/cm?).
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Se recibieron del grupo de la Dr. CN Montero-Menei las esferas PAMs liofilizadas y
estériles.

Protocolo de sembrado:

- Se tripsinizaron las células a sembrar y se lavaron dos veces en medio sin FBS.

- Se ariadieron las células a las esferas PAMs, a una concentracion de 10° células por
mg de PAMs, en un eppendorf.

- Se coloco el eppendorf en un agitador orbital, a 37° C y a una concentracion del 5%
de CO,, y se mantuvo a 6 rpm durante dos horas.

- Se centrifugé a 10000 rpm durante 15 segundos para separar las células no unidas a
las PAMs.

- Se retir6 el sobrenadante y se resuspendio el precipitado con medio suavemente. Se
colocaron las PAMs sembradas con una punta de pipeta recortada en pocillos de una
placa de 24 para continuar el cultivo.

- Se cambio el medio cada dos o tres dias.

4.8. Soporte de quitosano

El material basado en quitosano'®'®°

utilizado, fue desarrollado y facilitado por el
grupo del Dr. NM Neves (University of Minho, Braga, Portugal). Este material esta
compuesto por quitosano (obtenido a partir de quitina animal) y por poli(butileno
succinato) en una proporcion del 50% cada uno. Se caracteriza por tener una
porosidad del 80%.

Se recibieron del grupo del Dr. NM Neves matrices de quitosano en forma de cubos y

discos esterilizados.

Protocolo de sembrado:

- Se sumergieron las matrices, el dia antes de sembrar las células, en 30 ml de medio
sin FBS en un falcon de 50 ml y se eliminé el aire generando vacio.

- Se dejaron las matrices en medio sin FBS 12 horas.
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- Se tripsinizaron las células a sembrar y se resuspendieron en medio para obtener
una concentracion de 25:-10° células/ml.

- Se colocaron las matrices en placas no tratadas para el cultivo celular.

- Se depositaron 10-20 pl de la suspensién celular en la superficie de cada matriz. Se
pipeted el volumen de suspension que difundia a través de la matriz y se volvio a
depositar sobre la misma. Se repitié hasta que todo el volumen fue absorbido por la
matriz.

- Se colocaron las placas a 37° C y a una concentracion del 5% de CO, durante 1-2
horas.

- Se colocaron las matrices sembradas en pocillos de una placa de 24 y se anadio
medio hasta que la matriz quedo totalmente cubierta.

- Se cambio el medio cada 2 o 3 dias.

4.9. Monitorizacién de la proliferacién celular en los

biomateriales in vitro

La proliferacion celular in vitro se observd mediante microscopia de fluorescencia
utilizando el microscopio de fluorescencia Leica DMIREZ2 (Leica, Wetzlar, Alemania) y
el canal de deteccion de EGFP (excitacion: 515 - 560 nm, emision: 590 nm).

En algunos casos en los que no se podian visualizar las células de esta forma, debido
a la elevada auto-fluorescencia de los materiales, se utilizd microscopia confocal para
observar la distribucion tridimensional de las células en los materiales antes y/o
después de su implantacién. En este caso se utilizdé el microscopio Leica DMIRE2
(Leica) y las condiciones de la microscospia confocal fueron:

- Objetivo 63 X sin zoom

- Laser de color verde, canal GFP: excitacién = 515 - 560 nm y emisién = 590 nm.
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5. Modelos animales

Para evaluar el crecimiento de las células sembradas sobre los diferentes
biomateriales, su capacidad para regenerar una lesion 6sea y el comportamiento de
las células del huésped en esta lesion, se desarrollaron dos modelos en ratones, un
modelo ectdpico (subcutaneo (SC) y/o intramuscular (IM)) y un modelo de lesién 6sea.
Para evaluar la posible alteracion oncogénica del tipo celular BMC-9 se utilizé un

modelo de transformacion celular.

5.1. Tipos de ratones utilizados

Para seguir la proliferacion, diferenciacion y transformacion de células sembradas en
biomateriales in vivo se utilizaron ratones BALB/c nu/nu (Charles-River, Wilmington,
EEUU), los cuales se mantuvieron en un ambiente libre de patégenos. Estos ratones'®®
tienen una mutacion genética que consiste en la disrupcién del gen FOXN1, no tienen
timo y por ello su sistema inmune esta inhibido ya que tienen un numero muy reducido
de células T. Estos ratones pueden ser transplantados con diferentes tipos de tejidos o
tumores ya que no producen rechazo.

Para determinar la biocompatibilidad de algunos materiales se utilizaron ratones
BALB/c (Charles-River), los cuales se mantuvieron en condiciones estandar. Estos
ratones son consanguineos, albinos e inmunocompetentes.

En el estudio del comportamiento de las células del huésped en una lesién ésea se
utilizaron ratones C57BL/6 transgénicos para la expresion de la GFP. Los ratones
C57BL/6 son ratones consanguineos e inmunocompetentes y por tanto se
mantuvieron en condiciones estandar.

Todos los protocolos animales utilizados en esta tesis fueron aprobados previamente
por el comité ético del Centro de Investigacion Cardiovascular (CIC) y por el Gobierno

de Catalufia.
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5.2. Modelo ectépico

5.2.1. Sequimiento de células sembradas en biomateriales

Para el seguimiento de las células implantadas in vivo se usaron ratones BALB/c nu/nu
de 6 semanas de edad.

Se realizd un modelo ectépico SC, en el cual se colocaron 3 implantes
subcutaneamente en la espalda de cada animal, y un modelo ectépico SC e IM. En
este ultimo, se colocaron cuatro implantes por animal, dos SC en la espalda y dos IM,
uno en cada muslo. Asi en cada raton se probaron dos materiales uno en la parte
derecha y otro en la izquierda, con dos localizaciones diferentes de cada material, la
SCy laIM.

Protocolo:

- Se anestesiaron los animales, mediante una inyeccién intraperitoneal (IP), con 100
mg/kg de ketamina (Merial, Duluth, EEUU) y 3,3 mg/Kg de xilacina (Henry Schein,
Melville, EEUU).

- Se administr6 analgesia, mediante una inyecciéon SC, con 0,05 mg/kg de
buprenorfina (Schering-Plough, Kenilworth, EEUU).

- Se inmovilizaron los animales boca abajo y se aplicd un antiséptico (povidone-iodine,
Braun, Melsungen, Alemania) en las zonas donde se iban a colocar los implantes.

- Se realiz6 una incision en la piel de la espalda (implante SC) o en el muslo, donde se
realizd un pequefio “bolsillo”.

- Se introdujo el material sembrado con células (volumen de 30ul aproximadamente)
con una punta de pipeta recortada, excepto el hidrogel de PEG-RGD que se inyecté
directamente (ya que estaba en forma liquida y polimerizaba una vez implantado en el
animal de experimentacion) y el soporte de quitosano que se introdujo con la ayuda de
unas pinzas.

- Se cosi6 el musculo primero y luego la piel (implante IM) o bien la piel (implante SC)

con suturas de seda trenzada 5-0 Mersilk (Ethicon, New Brunswick, EEUU).
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El control consistié en inyectar en localizaciones SC e IM, en un volumen de 50 pl, las
células marcadas usadas para sembrar los materiales implantados, resuspendidas en

medio sin FBS.

5.1.2. Biocompatibilidad de materiales

En la determinacion de la biocompatibilidad de algunos materiales, se utilizaron
ratones BALB/c de 6 semanas de edad.

El protocolo utilizado fue el mismo que en el apartado anterior, excepto que antes de
aplicar el antiséptico se afeité la zona donde se iba a colocar el implante y que el

biomaterial implantado no estaba sembrado con ningun tipo celular.

5.2. Modelo de lesion 6sea

5.2.1. Sequimiento de células sembradas en biomateriales

Con la finalidad de monitorizar las células sembradas en biomateriales implantados en
una lesion 6sea se realizaron lesiones en el hueso de la boveda craneal de ratones
BALB/c nu/nu de 12 semanas de edad, ya a partir de las 8 semanas las lesiones de
profundidad total producidas en el craneo no se regeneran espontaneamente'®.
Protocolo:

- Se anestesiaron los animales, mediante una inyeccién IP, con 100 mg/kg de
ketamina (Merial) y 3,3 mg/Kg de xilacina (Henry Schein).

- Se administr6 analgesia, mediante una inyeccion SC con 0,05 mg/kg de buprenorfina
(Schering-Plough) antes de la operacién y cada 12 horas durante las 48 horas
siguientes a la operacion.

- Se inmovilizaron los animales boca abajo y se aplicé un antiséptico (povidone-iodine,
Braun) en la zona superior de la cabeza.

- Se realizd una incisidon en la piel, justo antes de la base externa de los oidos, de

extremo a extremo de la cabeza.
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- Se cortd el periostio con unas tijeras y se dejo expuesto el hueso de la béveda
craneal.

- Se realizaron uno o dos defectos de 5 mm de diametro en el hueso de la boveda
craneal con una broca esterilizada acoplada a un taladro (Dremel, Racine, EEUU). A
medida que realizaba la lesion se iba limpiando con suero fisiolégico frio (Braun). Se
taladré el hueso hasta llegar a la duramadre sin lesionarla.

- Se rellenod el defecto con el material sembrado con células.

- Se aseguro el material en la lesidon aplicando una pequena cantidad de cola
quirargica (Glubran2, GEM, Viareggio, Italia) alrededor del implante.

- Se cosio la piel con suturas de seda trenzada 5-0 Mersilk (Ethicon).

Los controles consistieron en dejar el defecto vacio para observar la regeneracién
llevada a cabo por el propio animal, o bien rellenar el defecto con el material sin

sembrar para ver el efecto del material por si solo.

5.2.2. Comportamiento de las células del huésped

Para evaluar el papel de las células del huésped en la regeneraciéon de una lesion
6sea en la que se ha colocado un implante, se utilizaron ratones C57BL/6 transgénicos
para la expresion de GFP de 6 semanas.

El protocolo utilizado fue el mismo que en el apartado anterior, excepto que antes de
aplicar el antiséptico se elimind el pelo de la zona superior de la cabeza y que el

biomaterial implantado no estaba sembrado con ningun tipo celular.

5.2.2.1. Generacion de la colonia de ratones C57BL/6 transgénicos

Con este proposito se cruzaron 3 machos C57BL/6 transgénicos heterozigotos para la
expresion de GFP (cedidos por el Dr. Okabe, Osaka University, Osaka, Japon) con 10
hembras C57BL/6 (Charles-River), realizando cruces de dos semanas con un macho y

dos hembras. Después del cruce las hembras se aislaron en jaulas diferentes. Las
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crias se destetaron y se separaron segun el sexo 3 semanas después de su
nacimiento. Se comprobaron los animales transgénicos mediante la exposicion

ultravioleta con una lampara de wood (Luxo, Oslo, Noruega).

5.3. Modelo de transformacion celular

Para este modelo se usaron ratones BALB/c nu/nu de 6 semanas de edad.

Protocolo:

- Se anestesiaron los animales, mediante una inyeccién IP, con 100 mg/kg de
ketamina (Merial) y 3,3 mg/Kg de xilacina (Henry Schein).

- Se tripsinizaron las células a testar y se resuspendieron en medio sin FBS.

- Se inyectaron 1,5-10° células en un volumen de 50 pl en localizaciones IM y SC.
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6. Bioluminiscencia no invasiva (BLI)

6.1. Metodologia

Para evaluar el comportamiento de las células sembradas en biomateriales in vivo, se
utilizod BLI. Esta técnica consiste en marcar células con el gen de la PLuc, sembrarlas
en biomateriales, implantar los biomateriales sembrados en animales de
experimentacion y monitorizar el crecimiento celular a través de una reaccion
catalizada por la PLuc en la que se liberan fotones. Para que la reaccién tenga lugar
hay que administrar previamente el sustrato de la reaccién, la luciferina, a los
animales. Para realizar la BLI, se siguid el siguiente protocolo:

- Se anestesiaron los animales, mediante una inyeccién IP, con 100 mg/kg de
ketamina (Merial) y 3,3 mg/Kg de xilacina (Henry Schein) y se inmovilizaron.

- Se inocularon 50 pl de luciferina (Promega) a 16,7 mg por ml en PBS 1X SC en la
espalda o en la zona de la béveda craneal o IM en los muslos.

- Las imagenes se realizaron inmediatamente después de la inoculacion de luciferina.
Se tomd una imagen del campo claro con una fuente de iluminacion interna de la
camara de deteccion al 3% durante 125 milisegundos con un binning de 1X1.

- Con el animal en la misma posicién, se tomd una imagen durante 5 minutos en
oscuridad total con un binning de 8X8.

- Se realizaron imagenes los dias 0, 7, 15, 30, 45 y 90 post implantacién del material.

Para tomar las imagenes, los animales se situaron a una distancia de 247 mm del
objetivo de la camara (HFP-Schneider Xenon 0,95/25 mm) de deteccion del sistema
de imagen de alta eficiencia ORCA-2BT (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City,
Japon). El diafragma del objetivo de la camara se coloc6 en la posicion de maxima
apertura. Dicho sistema de imagen esta dotado con una camara C4742-98-LWG-MOD
que lleva conectado un CCD que guarda 230.000 electrones/pixel y se encuentra a

una temperatura de -80° C cuando la camara esta en funcionamiento para reducir el
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ruido de fondo. EI CCD responde a la luz de longitudes de onda entre los 300 y los 900
nm con un rendimiento del 90% para longitudes de onda entre los 500 y los 700 nm.
Para aumentar la sensibilidad de la deteccion, el ruido de la sefal detectada se redujo

registrando los eventos luminicos en arrays de 8 X 8 pixels adyacentes (binning 8X8).

6.1.1. Imagenes adquiridas

Se dan importantes diferencias entre los datos guardados en la memoria de imagen
(para cada pixel) del CCD y la manera en la cual estos datos son representados por el
ordenador en pantalla (en forma de imagenes). Mientras la memoria de imagen puede
guardar 65.535 niveles de eventos luminicos correspondientes al numero de eventos
luminicos captados por el CCD, las imagenes del ordenador so6lo pueden mostrar 256
niveles (de gris o color) por cada pixel. Es por ello que las imagenes correspondientes
a imagenes que en memoria contienen mas eventos luminicos que los niveles
disponibles por el ordenador, no pueden ser representadas con exactitud. Asi hay que
hacer una eleccion entre mostrar los niveles de baja intensidad (y mostrar los de alta
intensidad saturados) o mostrar diferentes niveles de alta intensidad (y no mostrar los
de baja intensidad). Para las imagenes de esta tesis se decidid representar con
exactitud los niveles de baja intensidad para poder detectar si habia o no sefial, de
esta manera a partir de un cierto numero de células, es decir a partir de un cierto

numero de eventos luminicos, las imagenes aparecen saturadas.

6.2. Cuantificacion de las imagenes y analisis

Para cuantificar y analizar los fotones detectados en las tomas de imagenes, se utilizd
el software de analisis de imagen Wasabi (Hamamatsu Photonics).

Los eventos luminicos se expresan como cuentas foténicas (photon counts, PHCs).
Para calcular el nuimero de PHCs de una zona de una imagen, se extrae de la

memoria de la imagen el nimero de PHCs captados. La media del numero de
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PHCs/pixel es calculada automaticamente por el software (media A), también se
calcula la media del numero de PHCs/pixel de una zona donde no se habian
implantado células (media B). Asi el niumero neto de PHCs en el area de interés se
calcula segun la formula:

[ (media A de PHCs/pixel) - (media B de PHCs/pixel)] x (numero de pixels en A)
A: zona de interés, donde hemos implantado las células.
B: zona sin implante.
En los experimentos realizados, se normalizaron todos los valores de PHCs respecto a
los del dia 0 (dia de implantacién) para compensar las diferencias en el sembrado de
los materiales.
Los datos de los experimentos se representaron como el nimero de PHCs
normalizados (la media de todos los ratones de la toma) respecto al tiempo desde que

se inocularon las células o el implante celular.

6.3. Curvas estandar in vivo

Para poder relacionar el numero de células transplantadas y los PHCs se realizaron
curvas estandar para los diferentes tipos celulares estudiados.

Se inocularon en localizaciones SC o IM 5-10%, 10%, 5-10%, 10, 5:10%, 10° y en algunas
ocasiones también 5 o 2,510° células resuspendidas en medio sin FBS.
Inmediatamente después se inyectd la luciferina y se realizaron las imagenes.

Se calcularon los PHCs como se ha explicado anteriormente y se representaron frente
al numero de células inoculadas. La capacidad de produccién de luz in vivo de los
diferentes tipos celulares se determind como la pendiente de la curva estandar al

representar los PHCs respecto al numero de células.
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7. Tomografia axial computerizada (TAC)

7.1. Metodologia

Con el fin de determinar la densidad del defecto realizado en la béveda craneal se
realizaron tomografias, mediante el tomégrafo de tercera generacién TAC EXEL 2400
ELITE (Philips, Madrid, Espafa), a todos los animales operados en el Hospital Clinic
Veterinari (Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Espafia). Las mediciones se
hicieron los dias 2, 47 y 92, para tener una medida de la densidad al inicio, mitad y
final del experimento.

Protocolo:

- Se anestesiaron los animales, mediante una inyeccién IP, con 100 mg/kg de
ketamina (Merial) y 3,3 mg/Kg de xilacina (Henry Schein) y se inmovilizaron boca
abajo.

- Las imagenes se realizaron colocando el animal en el tomdgrafo, situando la linea
que marcaba el lugar de la imagen sobre la zona de la lesién.

- Se realiz6 una imagen de 2,5 mm sin contraste. Las condiciones de la imagen
fueron:120 kv, 315 mA/segundo, diametro de escaneado de 240 mm, 2,1

segundos/imagen, zoom de 5,00.

7.2. Cuantificacion de las imagenes y analisis

Se utilizé la ventana spine para visualizar las imagenes y se seleccioné la funcion ROI
que indicaba la densidad de las diferentes zonas de la imagen. Asi se calculd la
densidad de los defectos tanto tratados como sin tratar. Posteriormente, se realizé la
media de las medidas de densidad de todos los ratones de los cuatro grupos
analizados y se represent6 dicha densidad media respecto al tiempo desde que se se

habia implantado el material sembrado con células o sin sembrar.
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8. Preparacion de explantes y migracion celular

8.1. Obtencidén de los explantes

Para analizar las células C3H/10T1/2 implantadas después de la fase in vivo, se
sacrificaron los animales por dislocacion cervical y se obtuvieron muestras de los
muslos donde se habian colocado los implantes.

Se aislé un musculo de cada grupo de animales (con materiales diferentes), se lavd
con PBS 1X y se hicieron pequefios fragmentos del tejido muscular aislado. Los
fragmentos se depositaron en placas de cultivo y se cubrieron con una fina capa de
medio de crecimiento C3H/10T1/2 suplementado con 2% de P/S y 1% de amfotericina
B. Al dia siguiente se afhadié6 medio fresco y se continué el cultivo hasta que se
observaron, mediante microscopia de fluorescencia, células GFP positivas migrando
de los explantes. Dichas células fueron tripsinizadas, sembradas en medio fresco y
expandidas hasta que hubo suficientes para hacer determinaciones de fluorescencia

(mediante FACS) y de la actividad luciferasa (luminométricamente).

8.2. Migracioén celular. Metodologia

Con la finalidad de detectar si hubo migraciéon de las células implantadas desde el
lugar donde se implantaron a otros 6rganos y tejidos, se siguio el siguiente protocolo:

- Se pesaron los tubos de plastico donde se depositarian los diferentes tejidos y se
colocaron en hielo.

- Se sacrificaron los animales mediante dislocacion cervical y se aislaron: los
pulmones, el bazo, las costillas, el higado, el cerebro y los ganglios axiales, lumbares
e inguinales (juntos o por separado). Se colocaron los 6rganos en los tubos y se

congelaron a -20° C.
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- Se pesaron los tubos con el tejido congelado y se calculé el peso del tejido. Se
anadieron por tubo 1 pl de RLB 1X por mg de tejido, manteniendo los tubos en hielo.
En el caso de los ganglios se afiadié RLB 1X con albumina (Sigma) al 10%.

- Se limpié el homogeneizador ULTRA — TURRAX T- 25 (IKA Werke, Staufen,
Alemania) haciendo varios pulsos con etanol al 70% y agua destilada.

- Se ftriturd el tejido, en hielo, con el homogeneizador a una velocidad de 16000 rpm
haciendo pulsos de 10 segundos.

- Se centrifugo el tejido homogeneizado a 12000 rpm y 4° C durante 50 minutos.

- Se recogié el sobrenadante obtenido y se mantuvo en hielo. Si el sobrenadante
estaba todavia turbio se centrifugé nuevamente en las mismas condiciones durante 15
minutos.

- Se mezclaron 20 pl del sobrenadante con 100 pl de luciferina y se midio la

produccioén de luz en un lumindémetro durante un tiempo de 10 segundos.

8.2.1. Calculo del numero de células en los 6rganos/tejidos

Si la lectura de los sobrenadantes de los lisados, obtenida con el luminédmetro, era
superior al blanco (20 pl de RLB 1X o RLB 1X al 10% de albamina con 100 pl de
luciferina) se procedia al calculo de las células presentes en el tejido en cuestion.

Para el célculo de las RLUs totales en el tejido, se tuvo en cuenta que las RLUs
obtenidas en el luminédmetro se referian a 20 pl y que el volumen total del tejido
/érgano era el doble del volumen anadido para homogeneizar (ya que el volumen
afnadido era igual al peso del tejido). Las RLUs totales obtenidas se ajustaron segun el
factor de apantallamiento de cada 6rgano o tejido, es decir, se corrigieron segun el

porcentaje de luz que queda absorbida en cada tejido.
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9. Técnicas histologicas

9.1. Muestras de diferenciaciones in vitro

Con el fin de poner de manifiesto el resultado de las diferenciaciones in vitro (apartado
2) a cartilago, hueso y tejido adiposo, se lavaron las células con PBS 1X y se fijaron
con paraformaldehido (PFA) (Sigma) al 4% al menos durante una hora y media.
Después se lavaron con PBS 1X y se realizé la tinciéon especifica.

En el caso de la diferenciacion a cartilago con microprecipitado, el dia 21 se lavaron
los microprecipitados en PBS 1X y se dejaron 24 horas con PFA al 4%. Al dia
siguiente se lavaron en PBS 1X y se incluyeron en 50ul de agarosa low melting (FMC
BioProducts, Rockland, EEUU) al 1,5% en PBS 1X. Una vez solidificada la agarosa,
los bloques se incluyeron en parafina usando un procesador de tejidos (Shandon
Citadle 2000, Thermo Scientific, Waltham, EEUU) y luego se hicieron bloques de
parafina usando un dispensador de parafina (EG1150H, Leica). Se hicieron cortes de 5
um de los bloques previamente preparados con un micrétomo (Jung RM2055, Leica) y
los cortes se pusieron unos segundos en un bafo (HI1210, Leica) y luego se dejaron
secar sobre portas (Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemania) silanizados*. Una vez

secos los portas, se realizaron las tinciones especificas.

* Silanizacién de portas:

- Se limpiaron los portas con etanol al 70% y se secaron.

- Se mantuvieron los portas durante 4 minutos en una mezcla de (3-
Aminopropil)triethoxy-silane (Sigma) y acetona (Panreac, Castellar del Vallés,
Espaia), 10 ml de silane y 240 ml de acetona.

- Se realizaron dos lavados de 4 minutos en acetona.

- Se realizaron dos lavados de 4 minutos en agua destilada.

- Se dejaron secar a temperatura ambiente y después se mantuvieron 12 horas a 37°

C.
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9.1.1. Tinciéon de Von Kossa para hueso sobre células en placa

Esta tincion se basa en la sustitucion de los iones de calcio intratisulares en forma de
fosfatos o carbonatos, por iones de plata en solucién acuosa sometidos a un proceso
de exposicion a la luz. Los depdsitos iniciales de calcio se colorean de marron-
negro'®.

Después de que las células fueran fijadas y lavadas se siguio el siguiente protocolo:

- Se lavaron las células con agua destilada durante 5 minutos dos veces.

- Se incubaron durante 1 hora con nitrato de plata (Sigma) al 2% en agua destilada
bajo una fuente de luz de 70 W.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos 2 veces.

- Se incubaron con tiosulfato de sodio (Panreac) al 5% en agua destilada durante 5
minutos, para parar la reaccion del nitrato de plata.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

- Se contra-tifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 2-3 minutos.

- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

9.1.2. Tincidén de Rojo de Alizarina S para hueso sobre células en

placa

Esta técnica se fundamenta en la formacién de complejos poco solubles y coloreados
entre algunos colorantes, como el rojo de alizarina S, y metales en estado i6nico como
el calcio. En este proceso, el pH de la solucién colorante es critico para asegurar la
identificacion positiva de las sales de calcio, y debe encontrarse entre 4,1y 4,3'%,
Después de que las células fueran fijadas y lavadas se siguio el siguiente protocolo:

- Se lavaron las células con agua destilada durante 5 minutos dos veces.

- Se tifieron con una solucion de rojo de alizarina S (Ferosa, Barcelona, Espafia), al

2% en agua destilada y un pH de 4,1 — 4,3, durante 2 - 4 minutos.
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- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos 3 veces.
- Se contra-tifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 2 - 3 minutos.
- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

9.1.3. Tincion de oil red O para lipidos sobre células en placa

El oil red O es un lisocromo, un colorante neutro que tifie especificamente los lipidos,
muy soluble en lipidos neutros (triglicéridos). Debido a sus caracteristicas de
solubilidad se une a los triglicéridos y a algunas proteinas ligadas a lipidos, dandoles
una coloracion rojiza.

Después de que las células fueran fijadas y lavadas se siguio el siguiente protocolo:

- Se lavaron las células con isopropanol (Panreac) al 60% durante 1 minuto.

- Se tifieron con solucion de trabajo Oil Red O * (Sigma) durante 5 minutos.

- Se lavaron con isopropanol al 60% durante 1 minuto dos veces.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

- Se contra-tifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 2 - 3 minutos.

- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

* Solucion stock: solucion saturada de Oil Red O en isopropanol al 100%.

Solucioén de trabajo: 60 ml de solucion stock y 40 ml de agua destilada.

9.1.4. Tincion de Azul de Alcian para cartilago sobre células en

placa

El azul alcian esta compuesto por un dtomo de cobre central rodeado de cuatro anillos
aromaticos nitrogenados. Al ser una sustancia basica, se une a los grupos acidos de
los mucopolisacaridos dando lugar a la formacion de un compuesto salino de color

azul, cuando el nivel de pH es suficientemente bajo'®.
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Después de que las células fueran fijadas y lavadas se siguié el siguiente protocolo:

- Se lavaron las células con agua destilada durante 5 minutos dos veces.

- Se lavaron con acido clorhidrico a 0,1 mol/l.

- Se tifleron con solucion de azul alcian (Fluka) al 1% (2 gr de azul alcian, 97 ml de
agua destilada y 100 ml de acido acético glacial) y pH 1 durante una hora y media.

- Se lavaron con acido clorhidrico a 0,1 mol/l durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.

- Se contra-tiferon con nuclear fast red solution (Sigma) entre 5 y 10 minutos.

- Se lavaron con agua destilada.

9.1.5. Tincion de Azul de Toluidina para cartilago sobre cortes

Esta técnica se basa en el mismo principio que la técnica del azul alcian.
Después de obtener los cortes de los bloques de parafina que contenian los
microprecipitados se siguio el siguiente protocolo de tincién:
- Se dejaron los portas con los cortes a 50° C durante 2 horas.
- Se desparafinaron en xilol entre 10 y 15 minutos.
- Se rehidrataron: 3 minutos en etanol absoluto dos veces
3 minutos en etanol al 95% dos veces
3 minutos en etanol al 70% dos veces
5 minutos en agua destilada
- Se tifieron con azul de toluidina (Sigma) al 1% (1gr de azul de toluidina, 20 ml de
etanol al 96%, 80 ml de agua destilada y 1 ml de acido acético glacial) durante 5
minutos.
- Se lavaron con agua destilada y posteriormente con dioxano (Fluka).
- Se lavaron con etanol al 96%.
- Se deshidrataron con etanol al 95% durante 2 minutos y posteriormente con etanol

absoluto durante 2 minutos.
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- Se lavaron con xilol durante 5 minutos.

- Se montaron con histomount (National Diagnostics, Atlanta, EEUU).

9.2. Muestras de animales

Dependiendo del experimento se aislaron muestras musculares, subcutdneas y 6seas,

donde se habian implantado materiales sembrados con células o sin sembrar.

9.2.1. Inclusion en OCT vy preparacion de bloques vy cortes

Se incluyeron en OCT (tissue-tek, Sakura, Zoeterwoude, Holanda) muestras
musculares donde habian sido implantados materiales sembrados con células
C3H/10T1/2, segun el siguiente protocolo:

- Se sacrificaron los animales por dislocacion cervical.

- Se realizé una incision en la piel, se retird y se diseccion6 el muslo del hueso.

- Se colocd un soporte plano de metal sobre nieve carbdnica y sobre él pequefios
soportes de plastico para incluir las muestras.

- Se coloco un poco de OCT en el soporte de plastico e inmediatamente después se
colocé la muestra en el soporte. Se cubrié la muestra con OCT.

- Se dejaron los bloques de OCT a -20° C hasta relizar los cortes.

- Se realizaron cortes de 5 ym con un criostato (Jung CM3000, Leica).

9.2.2. Inclusién en parafina

Se incluyeron en parafina muestras musculares, subcutaneas y del hueso de la
boveda craneal segun el siguiente protocolo:

- Se sacrificaron los animales por dislocacion cervical.

- Se realiz6 una incision en la piel, se retird y se diseccion6 el musculo, el hueso o el

implante subcutaneo.
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- Se lavaron las muestras en PBS 1X y se mantuvieron en PFA al 4% a 4° C al menos
24 horas.

- Se decalcificaron las muestras si era neceario.

- Se lavaron en PBS 1X.

- Se incluyeron en parafina y se realizaron cortes histolégicos como se ha explicado

anteriormente para los bloques de agarosa de los microprecipitados.

9.2.2.1. Decalcificacion

Las muestras musculares se decalcificaron suavemente por si habian quedado restos
6seos segun el siguiente protocolo:

- Se coloco en un vaso de precipitados un 20% del volumen del recipiente de resina de
intercambio i6nico (Amberlite, Sigma) y sobre ella una gasa. Se colocé sobre la gasa
la muestra a decalcificar.

- Se cubrid la muestra con acido férmico (Sigma) al 10% en agua destilada y se dejo a
temperatura ambiente.

- Se reviso diariamente la consistencia de la muestra y se mantuvo en acido férmico
hasta que perdié su dureza, generalmente entre 24 - 48 horas fueron suficientes.

- Se lavo con PBS 1X antes de incluir las muestras en parafina.

Las muestras 6seas de la boveda craneal se decalcificaron con TBD-2 (Thermo)
segun el siguiente protocolo:

- Se lavaron brevemente las muestras en PBS 1X y se depositaron en un vaso de
precipitados de vidrio o plastico.

- Se anadio al vaso de precipitados un volumen de TBD-2 igual a 20 veces el volumen
de la muestra y se dejo a temperatura ambiente con agitacién durante 24 horas.

- Se lavo con PBS 1X antes de incluir las muestras en parafina.
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9.2.3. Tinciones histoldgicas basicas

Los portas con cortes de OCT se tuvieron 1 hora a 37° C antes de tefiir, luego se

fijaron con acetona absoluta a 4° C durante 5 minutos y se dejaron secar al aire.

9.2.3.1. Hematoxilina-eosina (HE)

Esta técnica se utilizd sobre secciones de implantes IM y SC embebidos en parafina o
bien incluidos en OCT.

Esta tincion consta de una fase en la que se colorean los nucleos con hematoxilina y
otra fase de contraste citoplasmatico y de los componentes extracelulares coloreados
con eosina. La hematoxilina es un colorante natural basico muy selectivo para colorear
la cromatina nuclear. La eosina, un colorante acido que contiene dos (eosina B) o
cuatro (eosina Y) atomos de bromo, se difunde facilmente en los tejidos y debido a su
caracter acido se une vy tifie las proteinas tisulares al ser atraida hacia los radicales
basicos de determinados aminoacidos'>.

Protocolo de tincion:

- Se lavaron los portas con cortes de OCT en agua destilada durante 5 minutos.

- Se desparafinaron y se rehidrataron los portas con cortes de parafina como se ha
explicado anteriormente.

- Se tifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

- Se tifieron con eosina durante 20 segundos. La eosina se preparé mezclando 0,5 g
de eosina B (Serva, Heidelberg, Alemania) y 1,5 g de eosina Y (Serva) en 500 ml de
etanol al 96%.

- Se deshidrataron y se montaron como se ha explicado anteriormente.
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9.2.3.2. Tricromico de Masson

Esta técnica se utilizd sobre secciones de implantes intramusculares embebidos en
parafina. Mediante esta tincion se tifien de forma diferencial los nucleos celulares, el
tejido epitelial y el tejido conjuntivo. Sin embargo, en esta tesis, esta tincién se utilizd
por su capacidad para eliminar la auto-fluorescencia del tejido muscular, debida
sobretodo al colageno. La auto-fluorescencia se elimina al quedar tefiidas las fibras de
colageno, lo cual se debe en gran medida a la accién del acido fosfomolibdico.

Protocolo de tincién:

- Se desparafinaron y se rehidrataron los portas con cortes de parafina como se ha
explicado anteriormente.
- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.
- Se tifleron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 5 minutos.
- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.
- Se lavaron con agua acética (1 ml de acido acético y 99 ml de agua destilada)
durante 5 minutos.
- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.
- Se tifieron con fucsina de ponceau durante 5 minutos. Esta fucsina se realizé con las
soluciones:
e A:1gde silidina de ponceau (Sigma) en 100 ml de agua acética al 0,5%.
e B: 1 gde fuccina acida (Sigma) en 100 ml de agua acética al 0,5%.
Se mezclaron 2 partes de la solucidon A y una parte de la solucion B para obtener la
fuccina de ponceau.
- Se lavaron con agua corriente durante 1 minuto.
- Se lavaron con agua acética durante 1 minuto.
- Se trataron con acido fosfomolibdico (1 g en 100 ml de agua destilada) durante 5
minutos.

- Se lavaron con agua aceética durante 1 minuto.
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- Se tifieron con azul de anilina durante 5 minutos. Para obtener el azul de anilina, se
prepardé una solucion saturada de azul de anilina (Sigma) en acido acético al 2,5%.
Posteriormente, se mezclaron 2,5 ml de dicha solucién saturada con 97,5 ml de agua
destilada.

- Se lavaron con agua corriente durante 1 minuto.

- Se lavaron con agua acética durante 1 minuto.

- Se lavaron con agua corriente durante 1 minuto.

- Se deshidrataron y se montaron como se ha explicado anteriormente.

9.2.4. Tinciones de immunohistoquimica

9.2.4.1. Tincién de deteccién de biotina

Esta tincion se utilizé para poder detectar el material RAD16-lIb sobre secciones de
implantes musculares del material embebido en parafina, ya que el hidrogel es
transparente. La deteccion de la biotina se basa en la fuerte e irreversible reacciéon que
tiene lugar entre las moléculas de avidina y biotina, en este caso la avidina estaba
conjugada con peroxidasa. Posteriormente se detectd la peroxidasa afiadiendo el
sustrato de ésta, la diamiobenzidina (DAB).

Protocolo de tincion:

- Se desparafinaron y se rehidrataron los portas con cortes de parafina como se ha
explicado anteriormente.
- Se preparo el reactivo ABC (Vector Labs, London, Inglaterra):
- Se afadio a 2,5 ml de PBS 1X una gota de la solucion A y se vortexo.
- Se afiadio a la mezcla anterior una gota de la solucion B y se vortexo.
- Se mantuvo la mezcla final inmovil y protegida de la luz durante un minimo de
30 minutos.
- Se permeabilizaron las muestras con PBS-Tween al 0,1% durante 10 minutos.

- Se lavaron con PBS 1X durante 5 minutos, tres veces.
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- Se trataron con el reactivo ABC preparado, durante 30 minutos en total oscuridad.

- Se lavaron con PBS 1X durante 5 minutos, tres veces.

- Se reveld la tincion con diamiobenzidina (DAB, Vector Labs) diluida 1:10 en el
sustrato DAB durante 1 - 5 minutos.

- Se lavaron los portas con agua corriente.

- Se lavaron con agua destilada.

- Se contra-tifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 2 minutos.

- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua destilada.

- Se deshidrataron y se montaron como se ha explicado anteriormente.

9.2.4.2. Tincion de deteccion de EGFP

Esta técnica se realizd para detectar las células sembradas en los materiales
implantados en los ratones, a través de la deteccion de la proteina EGFP. Se utilizaron
secciones de implantes colocados en el hueso de la boveda craneal embebidos en
parafina.

Protocolo de tincion:

- Se colocaron los portas en una camara humeda y se realizaron dos lavados de 10
minutos con PBS 1X.
- Se bloguearon con una solucién de 45 ml de metanol (Panreac) y 5 ml de agua
oxigenada durante 30 minutos.
- Se permeabilizaron con PBS - Tween al 1% durante 5 minutos.
- Se bloquearon con PBS — BSA 2% - Tween 0,1% durante 30 minutos.
- Se anadidé el anticuerpo primario: goat polyclonal anti eGFP (Abcam, Cambrigde,
Inglaterra).

e Control: PBS — BSA 1% - Tween 0,1%

e Muestra: PBS — BSA 1% - Tween 0,1% con el anticuerpo primario a una

dilucion final de 1:100.
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Se colocaron 200 pl encima de los portas, se cubrieron con parafilm y se
dejaron a 37° C con agitacion suave durante 2 horas.
- Se lavaron los portas con PBS — Tween 0,1% durante 5 minutos cuatro veces.
- Se afadid el anticuerpo secundario: rabbit polyclonal anti goat I1gG antibody
conjugated to horseradish peroxidase (HRP) (Abcam). Se realiz6 una dilucion del
anticuerpo al 1:200 en PBS — BSA 1% - Tween 0,1% y se colocaron 200 ul en cada
porta. Se cubrieron con parafilm y se dejaron a 37° C con agitacion suave durante 1
hora.
- Se lavaron con PBS 1X durante 5 minutos cuatro veces.
- Se revelo la tincion con DAB diluida al 1:10 en sustrato DAB durante 1 - 5 minutos.
- Se lavaron los portas con agua corriente.
- Se lavaron con agua destilada.
- Se contra-tifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma) durante 2 minutos.
- Se lavaron con agua corriente durante 5 minutos.
- Se lavaron con agua destilada.

- Se deshidrataron y se montaron como se ha explicado anteriormente.
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“Huye de esos estudios cuyo resultado muere con el que los hace”

Leonardo da Vinci.

Resultados
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En los ultimos afios se ha desarrollado un gran numero de materiales para regenerar
diferentes tejidos. La mayoria tiene un buen comportamiento in vitro, potenciando el
crecimiento y la diferenciacion de las células sembradas en ellos. Sin embargo, las
observaciones in vitro no son un indicador fiable del comportamiento in vivo de
combinaciones de materiales y células. Por esta razon, se quisieron estandarizar
modelos in vivo, basados en técnicas de bioluminiscencia, para evaluar el
comportamiento de biomateriales sembrados con células progenitoras de una forma
no invasiva.

En este apartado, organizado en tres capitulos, se detallan los resultados obtenidos
utilizando dos modelos in vivo. En el primer capitulo, se muestra un modelo ectoépico
que permite seleccionar un determinado biomaterial en funcién de su capacidad para
potenciar la proliferacion de las células sembradas. En el segundo capitulo, se expone
un modelo de regeneracion 6sea con el que se evalua la capacidad de proliferacion y
diferenciacion de diferentes tipos celulares en un tejido concreto. En el tercer capitulo,
se describe una combinacién concreta de un biomaterial y un tipo celular que lleva a la

formacion de tumores al implantarse ectopicamente.
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Capitulo |

Modelo de analisis del comportamiento de combinaciones
de células progenitoras y materiales in vivo.
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1. Analisis del comportamiento de las células

C3H/10T1/2 sembradas en biomateriales

1.2. Caracterizacion de las células C3H/10T1/2

Este tipo celular ya descrito en la seccion de materiales y métodos se utilizd como
modelo de MSCs para seleccionar in vivo el material que mejor permitiera su
crecimiento. Para verificar que poseian la capacidad de diferenciarse a diferentes
linajes, caracteristicos de las MSCs®, se indujo su diferenciacion in vitro a hueso,
cartilago y tejido adiposo mediante el tratamiento con medios especificos de
diferenciacion. La diferenciacion de las células C3H/10T1/2 a los diferentes linajes se

puso de manifiesto mediante tinciones histologicas especificas de cada tejido (Fig. 40).

Fig. 40. Tinciones histologicas de Von Kossa (a), oil Red O (b) y azul alcian (c) sobre células
C3H/10T1/2 tratadas con medios de diferenciacion especificos. Objetivo (20X/0,5)

Asi, el tratamiento de las células con medio osteogénico, indujo la deposicion de sales
de calcio. En la tincion de Von Kossa, los iones de calcio en forma de fosfatos o
carbonatos son sustituidos por iones de plata que al ser expuestos a la luz, se reducen
a plata metdlica que forma un deposito de tonalidad marrén-negra (Fig. 40 a). En
medio adipogénico, las células diferenciadas a adipocitos, acumularon vacuolas de
lipidos que se tifieron con oil red O de color rojo (Fig. 40 b). Finalmente, las células

mantenidas en medio condriogénico sintetizaron matriz extracelular rica en
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proteoglicanos acidos que fueron detectados mediante la tinciéon con azul alcian, en la

cual a un pH especifico, este tipo de proteoglicanos se tifien de color azul (Fig. 40 c).

1.2. Produccion de luz de las células C3H/10T1/2

1.2.1. Produccién de luz in vitro

Una vez verificada la capacidad de diferenciacion de esta linea celular, se marcaron
las células con vectores retroviricos para la expresion constitutiva de las proteinas
trazadoras EGFP y PLuc. Después del marcaje, se selecciono el 7% de células mas
fluorescente (G-Luc-C3H/10T1/2) mediante FACS y se expandié el cultivo de células in
vitro.

Para determinar la cantidad de luz generada por las células G.Luc-C3H/10T1/2 en
cultivo, se midi6 la actividad de luciferasa en lisados celulares utilizando un
lumindmetro. La figura 41 muestra la curva estandar de produccion de luz expresada

como RLUs frente al nimero de células presentes en los lisados.
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Fig. 41. Luminiscencia in vitro de las células G-Luc-C3H/10T1/2. La grafica muestra la

capacidad de produccion de luz de 10, 50, 250, 500 y 1000 células. R = coeficiente de
correlacion.

La pendiente de la recta de regresion, es decir, el numero de RLUs producidas por una

célula G-Luc-C3H/10T1/2 fue de 213 RLUs/célula.
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1.2.2. Produccion de luz in vivo

Con el fin de determinar la capacidad de deteccion de las células in vivo y el efecto
atenuante de los tejidos, se inyectaron 5:10%, 10°, 5-10°, 10*, 5-10*, 10° y 5:10° células
G-Luc-C3H/10T1/2 en los muslos de ratones BALB/c nu/nu y se tomaron imagenes
después de la administracion SC in situ de luciferina. Se utilizé esta via de

administracion del sustrato para incrementar la sensibilidad de la deteccion.
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Fig. 42. Detecciéon de las G-Luc-C3H/10T1/2 in vivo. Imagenes tomadas inmediatamente
después de la inoculacion de las células y la administracion de luciferina (a). Curva estandar de
los PHCs detectados respecto al numero de células inyectadas (b). R = coeficiente de
correlacion.

El numero de PHCs detectados, extraido de las imagenes registradas (Fig. 42 a) se
representd frente al nimero de células inoculadas (Fig. 42 b), una vez se hubo
sustraido el ruido de fondo correspondiente a una area de la imagen donde no se
habian inyectado células.

Los datos muestran que se requiere un minimo de 5.000 células G-Luc-C3H/10T1/2

para poder detectar la sefal de bioluminiscencia en los ratones. Ademas la relacion
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lineal observada entre el nUmero de células inyectadas y los PHCs registrados indica
que se puede cuantificar el nimero de células y que el tejido tiene un efecto lineal en
el apantallamiento de los fotones transmitidos. La pendiente de la recta de regresion

indica que el numero de PHCs detectados no invasivamente/célula fue de 23,4.

1.3. Proliferacion de las células G:Luc-C3H/10T1/2 in

vitro

Para determinar la capacidad de los diferentes materiales para sostener la
proliferaciéon celular, se sembraron las células G-Luc-C3H/10T1/2 en diferentes tipos
de materiales: hidrogeles de gelatina-glutaraldehido, hidrogeles de PEG, hidrogeles de
PEG-RGD, esferas de alginato, esferas Cytodex™ 3, esferas PAMs y soportes de
quitosano.

Una parte de cada material se implanté en localizaciones SC e IM, en ratones BALB/c
nu/nu, como ya se ha descrito en materiales y métodos y la otra parte se mantuvo in

vitro para observar el crecimiento celular y el comportamiento del material.

Fig. 43. Microfotografias de células G.Luc-C3H/10T1/2 sembradas en los biomateriales.
Hidrogel de PEG (a,d), hidrogel de PEG-RGD (b,e) y esferas de alginato (c,f). Imagenes
obtenidas con un microscopio de contraste de fase (a, c, d, f) (objetivo: 20X/0,4) con (d, f) o sin
fluorescencia (a, c). Imagenes obtenidas con un microscopio confocal (b, e) (objetivo 63X/1,3)
con (e) o sin fluorescencia (b).



Resultados 145

Se observé que la morfologia de las células dependié del material en que se
sembraron. Asi mientras las células sembradas en el hidrogel de PEG, el hidrogel de
PEG-RGD vy las esferas de alginato mantuvieron una morfologia esférica (Fig. 43), las
que se sembraron en el hidrogel de gelatina-glutaraldehido, el soporte de quitosano,
las esferas PAMs y las esferas Cytodex™ 3 adoptaron una morfologia fibrobastica a

las pocas horas de la siembra (Fig. 44).

Fig. 44. Microfotografias de células G.Luc-C3H/10T1/2 sembradas en biomateriales. G.Luc-
C3H/10T1/2 sembradas en un hidrogel de gelatina-glutaraldehido (a, e€), en un soporte de
quitosano (b, f), en esferas PAMs (c, g) y en esferas Cytodex™ 3 (d, h). Imagenes obtenidas
con un microscopio de contraste de fase (b-d, f-h) (objetivo: 20X/0,4) con (f-h) o sin
fluorescencia (b-d). Imagenes obtenidas con un microscopio confocal (a, €) (objetivo 63X/1,3)
con (e) o sin fluorescencia (a).

El comportamiento de los materiales in vitro no fue el mismo en todos los casos. La
mayoria de materiales mantuvieron su estructura durante 4 meses en cultivo, excepto
el hidrogel de gelatina-glutaraldehido que se disolvié en 8 semanas y el hidrogel de

PEG que se degrado en una semana.
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1.4. Proliferacion de las células G-Luc-C3H/10T1/2 in
vivo

La capacidad de los diferentes materiales para mantener la proliferacion de las células
G-Luc-C3H/10T1/2 in vivo, en los dos ambientes fisiologicos (SC e IM), fue analizada
mediante imagenes de BLI de los materiales sembrados con dichas células e
implantados en ratones BALBc nu/nu. La figura 45 muestra las imagenes mas
representativas de cada material a lo largo del experimento. Los datos cuantitativos de
la proliferacion celular, obtenidos de los PHCs extraidos de las imagenes, estan
graficamente representados en la figura 46.

Las imagenes y los correspondientes datos cuantitativos extraidos de ellas, muestran
que las células G-Luc-C3H/10T1/2 sembradas en los materiales son facilmente
detectables in vivo tanto en las localizaciones SC como en las IM hasta 3 meses
después de su implantacion.

Se observé una clara preferencia a la proliferacion de las células G-Luc-C3H/10T1/2
en los implantes IM en comparacion con los implantes SC para la mayoria de los
materiales probados. En los implantes SC, tanto las células sembradas en materiales
como las células inyectadas sin soporte, fueron generalmente incapaces de proliferar y
la mayoria desaparecieron, sélo en 4 de las 48 implantaciones SC se detectaron
células al final de los 3 meses de experimento. Por el contrario, las células
implantadas IM mostraron una mayor capacidad de supervivencia y al final del periodo
de implantacién se detectaron células en 22 de las 48 implantaciones.

Se observo una fase de crisis del crecimiento durante la primera semana, para las
células inyectadas sin soporte y las células sembradas en algunos materiales (hidrogel
PEG-RGD, esferas Cytodex™ 3 e hidrogel de gelatina-glutaraldehido), seguida de una

fase de recuperacion.
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Fig. 45. Proliferacion de las células G-Luc-C3H/10T1/2 implantadas en ratones BALB/c nu/nu.
Imagenes de los fotones emitidos por las células implantadas (color) en localizaciones IM y SC
superpuestas sobre las imagenes del campo claro del ratén los dias 0,7,12,30,45 y 90 post
implantacion (a). Diagrama de la ubicacion de los implantes en los ratones (b). Escala de color
estandar de la intensidad de la luz emitida por las células (c) (maxima intensidad=rojo;
minimo=azul).

Los materiales implantados IM mostraron diferentes capacidades para soportar la
proliferacion de las células sembradas. Asi la comparacién de la luz producida por las
células implantadas en los 90 dias mostré que el nimero de células inyectadas sin
soporte, tras la crisis inicial de crecimiento, tendié a mantenerse constante. Las células

sembradas en el hidrogel de gelatina-glutaraldehido y en las esferas de alginato

tuvieron un comportamiento parecido al de las células inyectadas sin soporte. Las
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células sembradas en el hidrogel de PEG y en las esferas PAMs dejaron de proliferar y
s6lo se pudieron detectar células en algun raton de estos grupos hasta la mitad del
experimento, sobre el dia 45. Las células sembradas en el soporte de quitosano, no

pudieron ser detectadas a partir del dia 15.
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Fig. 46. Analisis cuantitativo de los PHCs detectados en las imagenes. Después de la
sustraccion del ruido de fondo de todas las implantaciones SC (a) e IM (b), los PHCs se
representaron frente al tiempo post-inoculacion. Para compensar las diferencias en el
sembrado de los materiales, los PHCs se representan también normalizados respecto a los
PHCs del dia 0 (c, d). Los diferentes simbolos representan las medias de cada grupo en los
tiempos de medicion. Las barras representan la desviacion estandar. El asterisco representa
las diferencias estadisticamente significativas.

Aunque las células sembradas en esferas de Cytodex™ 3, aparentemente parecieron
proliferar mas que los controles sin soporte, esto sélo se observé en dos de los seis
ratones del grupo. Finalmente, las células sembradas en el hidrogel de PEG-RGD
fueron detectadas en todos los ratones del grupo a los 90 dias y proliferaron hasta
producir en promedio 40 veces mas luz que en el momento de la implantacion. Esta

diferencia en la proliferacion celular de las células sembradas en el hidrogel de PEG-

RGD respecto a los otros materiales fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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Ademas, las células implantadas SC en este material fueron detectadas en 3 de los 6
ratones del grupo al final del experimento, y en estos casos los materiales estaban

muy vascularizados.

1.5. Migracion de las células implantadas

Aunque no se detectd en las imagenes, las células G-Luc-C3H/10T1/2 sembradas en
los materiales, podrian haber emigrado desde los lugares de implantacion y colonizado
otros organos. Sin embargo, el analisis luminométrico de la actividad luciferasa en
homogeneizados de tejido de cerebro, higado, bazo, pulmones, hueso y ganglios
linfaticos, un procedimiento mas sensible que la BLI, no demostré la presencia de
células. El limite inferior de deteccion del procedimiento es de 10 células en los

ganglios linfaticos y de entre 50 y 100 células en el resto de los érganos utilizados.

1.6. Examen macro y microscépico de la zona de
implantacién

A lo largo del experimento no se detectd ninguna alteracidén en los animales excepto
en aquellos en los que se implantd el soporte de quitosano. El 100% de estos ratones
expulsaron el material implantado SC y un 30% expulsaron el material implantado IM.
Tras la expulsion del material el tejido cicatrizd espontaneamente.

A los 90 dias de implantacion se sacrificaron los animales y se analizo el lugar de
implantacion. Aunque no se detecto evidencia de inflamacién macroscopicamente, en
la mayoria de las secciones histoldgicas analizadas se observo infiltracion de linfocitos
(Fig. 47) en los lugares en que se habian implantado materiales sembrados con
células. No se detecto infiltracién de linfocitos en los animales en los que se habian

inyectado células sin soporte.
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Fig. 47. Secciones histolégicas de las implantaciones IM en los ratones BALB/c nu/nu tefiidas
con H-E. Remanente de un hidrogel de gelatina-glutaraldehido (estrella), 20X (a). Remanente
de una esfera de alginato en el tejido muscular infiltrado por linfocitos 10X (b). Ampliacién de
(b), 20X (c). Seccion de tejido muscular colindante al lugar de implantacion de las esferas de
alginato, 20X (d). Ampliacién de la infiltracion celular encontrada en las esferas de alginato,
20X (e). Remanente de un hidrogel de PEG-RGD (estrella), 20X (f, h). Hidrogel de PEG-RGD
rodeado de tejido muscular, 10X (g). (Objetivos: 10X/0,3 y 20X/0,5).

Solo se pudieron obtener los soportes de quitosano no expulsados y los hidrogeles de
PEG-RGD (el unico material que permitié una alta proliferacion celular), el resto de
materiales no se pudieron recuperar para examinarlos visualmente, asumiendo asi su
degradacioén in vivo.

Macroscépicamente, los hidrogeles de PEG-RGD, se encontraron parcialmente

degradados y muy vascularizados (Fig. 48), formando parte del tejido SC o IM donde

se habian implantado.
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Fig. 48. Aspecto de un hidrogel de PEG-RGD sembrado
con células G-Luc-C3H/10T1/2 recuperado de una
implantacion subcutanea después de 90 dias. El material
se encontraba adherido a los tejidos adyacentes y rodeado
de capilares.

1.7. Recuperacion de las células de los implantes y

estabilidad de la expresién de EGFP y PLuc

Al final de los 3 meses del test in vivo, se aislaron muestras del tejido muscular donde
se habian implantado materiales sembrados con células marcadas, se hicieron
explantes y se cultivaron durante 20 dias hasta que se observaron células EGFP
positivas saliendo de los explantes. Las células G-Luc-C3H/10T1/2 recuperadas fueron
detectadas por microscopia de fluorescencia y por BLI con el sistema de imagen Orca
2BT (Fig. 49), demostrando que las células seguian expresando EGFP y PLuc.

Una vez recuperadas, las células se expandieron, se seleccionaron diferentes
fracciones positivas por FACS y se analizaron dichas fracciones luminométricamente.
Como se puede observar en la figura 50, las células recuperadas de los explantes se
distribuian en dos poblaciones diferentes, ambas menos fluorescentes que las mismas
células en el momento del sembrado de los materiales. Ademas, el andlisis
luminométrico de estas poblaciones, mostré que la capacidad de produccion de
fotones de las células recuperadas de los explantes habia disminuido durante el

periodo de implantacion in vivo mas su posterior recuperacién y expansion.



152 Resultados

Recientemente se ha descrito que los genes introducidos en células mediante vectores
retroviricos pueden sufrir silenciamiento por metilacién de sus zonas promotoras'®*.

Aunque no fue posible averiguar si la pérdida de expresion observada tenia lugar in
vivo, se intentdé determinar si el cultivo in vitro de las células contribuia de modo
significativo a ello. Con este propodsito, se mantuvo un cultivo de células G-Luc-
C3H/10T1/2, del mismo pase que las sembradas en los materiales, durante 3 meses in
vitro y cada 2 semanas se analizaron alicuotas del cultivo para determinar su
capacidad de produccion de luz por ng de ADN. La figura 51 muestra una grafica de la
produccién de luz/ng de ADN frente al tiempo de cultivo en la que se observa una clara

disminucion de la expresion de PLuc desde las primeras semanas de cultivo in vitro.

Fig. 49. Recuperacion de las células G-Luc-C3H/10T1/2 de los implantes. Células
fluorescentes saliendo de un explante (la autofluorescencia verde del explante se debe al
colageno muscular), 20X (a, b). Aspecto de las células durante la expansion posterior, 20X (c,
d). Imagen mostrando la produccién de fotones por las células recuperadas del explante (e).
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Fig. 50. Cambios en la fluorescencia y luminiscencia de las células G-Luc-C3H/10T1/2 tras la
implantacion in vivo y el posterior cultivo in vitro. Analisis por FACS de las células G-Luc-
C3H/10T1/2 (a, b). Las graficas muestran la intensidad de la fluorescencia (eje X) en referencia
al niumero de células (cuentas). Células G-Luc-C3H/10T1/2 usadas para sembrar los materiales
(a). Células G-Luc-C3H/10T1/2 recuperadas tras la implantacion y la expansion posterior (b).
(R3=células no fluorescentes; R8=fraccion celular poco fluorescente; R4=fracciéon celular muy
fluorescente). Superposicion de las graficas de (a) linea verde y (b) linea roja y de células
C3H/10T1/2 control no transducidas (linea azul) (c). Actividad luciferasa (RLUs/célula) de las
fracciones celulares R4 y R8 de (a) y (b), (d).
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Fig. 51. Expresion de la Pluc in vitro. Log(RLUs/ngDNA) de los lisados celulares obtenidos
frente al tiempo de cultivo.
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2. Analisis de la proliferacion de células C57BL/6

en un soporte de estructura nanofibrilar

El péptido RAD16-I forma, al autoensamblarse, un hidrogel de estructura
tridimensional de nanofibras que imita el ambiente de la matriz extracelular y por tanto
deberia facilitar el crecimiento, la migracion y la diferenciacién de las células
sembradas en el hidrogel in vivo.

Debido a que el hidrogel de RAD16-| tiene poca rigidez mecanica, para estudiar la
proliferacion celular en este analogo de la matriz extracelular, se decidi6 valorar a la
vez la utilizacion de un soporte mixto compuesto por RAD16-I y biorubber (cedido por
el Dr.Borros, Institut Quimic de Sarria, Barcelona), un polimero sintético de porosidad
controlable y de rigidez superior a la del hidrogel RAD16-I. Para ello se sembraron
células C57BL/6, una linea celular similar a la C3H/10T1/2 utilizada anteriormente, que
previamente habia demostrado (Dr. Semino, MIT, Boston) una buena proliferacion en

el hidrogel peptidico de RAD16-I in vitro™“.

2.1. Produccion de luz de las células C57BL/6

2.1.1. Produccion de luz in vitro

Debido a que el marcaje con vectores retroviricos puede promover el silenciamiento de
los genes trazadores, las células C57BL/6 se marcaron con vectores lentiviricos para
la expresion constitutiva de EGFP y PLuc. Para facilitar su deteccion, se seleccion6
por FACS el 30% de las células mas fluorescente (G-Luc-C57BL/6) y se expandieron
las células. Inmediatamente antes del sembrado de las células (en el pase 10) se
realizé una curva estandar de produccioén de luz in vitro para determinar la cantidad de
luz generada por las células (Fig. 52 a). La pendiente de la recta de regresion, es
decir, el nimero de RLUs producidas por una célula G-Luc-C57BL/6, que se obtuvo

fue de 7,6 RLUs/célula.
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Ademas, para determinar la estabilidad de los transgenes, se siguié la expresion de
luciferasa en estas células en cultivo durante 3 meses (Fig. 52 b). Se observd que
durante este periodo, la expresion de la PLuc (expresada como RLUs/ng ADN) se

mantuvo estable.

a
14000 -
12000 1 ¥ = 7.6104x - 217,17 °
R? = 0,983
1]
=]
)
[v4
b
6 -
5 - > r'Y 5 'Y >

Log (RLUs/ngADN)
w

0 : : T T ; )
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (semanas)

Fig. 52. Luminiscencia in vitro de las células G-Luc-C57BL/6. Capacidad de produccién de luz
de 10, 50, 250, 500 y 1000 células (a). Expresion de la PLuc in vitro representada com el Log
(RLUs/ngADN) frente al tiempo de cultivo (b). R = coeficiente de correlacion.

2.1.2. Produccion de luz in vivo

Para determinar la sensibilidad de la deteccion de las células marcadas in vivo, se
inyectaron 5-10%, 10%, 5-10% 10% 5-10% 10° y 5:10° células G-Luc-C57BL/6 en los
muslos de ratones BALB/c nu/nu y se tomaron imagenes después de inocular la
luciferina en el sitio de inyeccion de las células. El numero de PHCs detectados en las

imagenes (Fig. 53 a) se represento frente al nimero de células inyectadas (Fig. 53 b)
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una vez se hubo sustraido el ruido de fondo utilizando un area de la imagen donde no

se habian inyectado células.
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Fig. 53. Deteccion de las células G-Luc-C57BL/6 in vivo. Imagenes tomadas después de la
inoculacion de las células y la administracion de luciferina en el mismo lugar de inyecciéon de
las células (a). Recta patron de los PHCs detectados respecto al nimero de células inyectadas
(b). R = coeficiente de correlacion.

La grafica de la figura 53 muestra que se puede detectar un minimo 10° células G-Luc-

C57BL/6 inoculadas IM y que in vivo los PHCs detectados por célula eran 24,8.

2.2. Cultivo in vitro de las células G-Luc-C57BL/6

sembradas en los soportes

Para determinar la compatibilidad de las células G-Luc-C57BL/6 y los biomateriales
RAD16-1 y biorubber, se sembraron células G-Luc-C57BL/6 en hidrogeles de RAD16-I
o en hidrogeles de RAD16-I con biorubber, como se describe en materiales y métodos.

Para analizar la distribucion de las células en estos materiales, se hicieron tinciones
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histolégicas de secciones de hidrogeles, de RAD16-1 y de RAD16-I+biorubber
previamente sembrados con células G-Luc-C57BL/6 y cultivados in vitro (Fig. 54).

Como se puede observar (Fig. 54 a, b), las células proliferaron preferentemente en el
hidrogel peptidico, donde después de varios dias formaron agrupamientos celulares,

pero fueron incapaces de penetrar y colonizar el biorubber (Fig. 54 c, d).

Fig. 54. Cultivo in vitro de células G-Luc-C57BL/6 sembradas en hidrogeles de RAD16-1 o de
RAD16-I+biorubber. Tincion HE de células G-Luc-C57BL/6 sembradas en un hidrogel
compuesto de RAD16-1 y biorubber (estrella) (a, b). Tincion HE de células G-Luc-C57BL/6
sembradas en un hidrogel de RAD16-I (c). Deteccion de biotina en hidrogeles RAD16-Ib
sembrados y cultivados in vitro (d). Escala = 100um.

2.3. Proliferacion de las células G-Luc-C57BL/6
sembradas en hidrogeles RAD16-l o RAD16-I+biorubber
in vivo

Durante 12 semanas se analizé la capacidad de proliferacion de las células G-Luc-

C57BL/6 sembradas en hidrogeles de RAD16-1 o de RAD16-I+biorubber, implantados

en localizaciones IM y SC en ratones BALB/c nu/nu, mediante procedimientos de BLI.
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En la figura 55 se muestran las imagenes de un ratén representativo de cada grupo de
6 ratones y en la figura 56 los datos cuantitativos de la evolucion de la proliferacion de

las células G-Luc-C57BL/6 sembradas en los geles implantados.

Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 90
Células sin
soporte ﬂr‘
RAD16-
I+biorubber
/ RAD16-I

Fig. 55. Imagenes de bioluminiscencia generadas por las células G-Luc-C57BL/6, sembradas
en hidrogeles RAD16-1 o RAD16-I+biorubber, implantadas SC e IM en ratones BALB/c nu/nu.
El panel superior corresponde las células implantadas sin soporte (controles). El panel inferior
corresponde a células sembradas en hidrogeles de RAD16-l (parte derecha del raton) o de
RAD16-I+biorubber (parte izquierda del ratén).

El dia 0 (implantacion), las células G-Luc-C57BL/6 inyectadas sin soporte y los
hidrogeles RAD16-1 sembrados fueron facilmente detectables en todos los animales.
Sin embargo, las células sembradas en hidrogeles RAD16-I + biorubber sélo se
detectaron en 2 de 5 implantaciones SC y en 3 de 5 implantaciones IM. Estas
diferencias estan probablemente relacionadas con los resultados obtenidos in vitro,
mostrando que aunque el biorubber no es toxico para las células, tampoco permite su
colonizacion (presumiblemente debido al tamafio de los poros y a la falta de
comunicacion entre ellos).

Las implantaciones SC de células G-Luc-C57BL/6 tanto sin soporte como sembradas
en los materiales, tendieron a desaparecer como ya se habia descrito para otros tipos
celulares y materiales’. Sélo una implantacion SC, del grupo RAD16-1+G-Luc-

C57BL/6, era visible al final del experimento.
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Fig. 56. Analisis cuantitativo de los PHCs detectados en las imagenes después de sustraer el
ruido de fondo utilizando un area sin células. Representacion de los PHCs detectados en las
implantaciones SC (a) e IM (b) frente al tiempo post-inoculacion. Para compensar las
diferencias en el sembrado de los materiales, los PHCs se representan normalizados para cada
tiempo respecto a los PHCs del dia 0 (c, d). Los diferentes simbolos representan las medias de

cada grupo

en los tiempos de medicion.

estadisticamente significativas.

El

asterisco

representa las

diferencias

Las células G-Luc-C57BL/6 inyectadas IM sin soporte sufrieron una primera crisis a los

7 dias, seguida de una fase de recuperacién, para empezar a disminuir otra vez a los

45 dias.

Las células G-Luc-C57BL/6

sembradas

en

RAD16-I+biorubber

desaparecieron en 4 de los 5 animales implantados y proliferaron en uno. Las células

sembradas en RAD16-I proliferaron desde el principio en 4 de los 5 animales del

grupo. El crecimiento de las células G-Luc-C57BL/6 en el hidrogel RAD16-I fue

estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con el crecimiento de las células sin

soporte y el crecimiento de las células sembradas en RAD16-I+biorubber.
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2.4. Migracion de las células implantadas

Un aspecto importante en la ingenieria tisular es el destino y la bioseguridad de las
células implantadas. El analisis luminométrico, mediante la deteccion de la actividad
luciferasa, de homogeneizados de tejido (cerebro, bazo, pulmones, hueso, ganglios e
higado) obtenidos al final del periodo in vivo de los ratones BALB/c nu/nu, no demostré

la existencia de niumeros de células G-Luc-C57BL/6 detectables en estos tejidos.

2.5. Respuesta de los ratones BALB/c a los materiales

implantados

Para detectar una posible reaccion adversa a los materiales utilizados en este estudio,
se implanté RAD16-Ib y RAD16-Ib+biorubber IM y SC. Se utilizé RAD16-Ib (RAD16-I
modificado con biotina) debido a la dificultad para detectar RAD16-I en los tejidos. Se
obtuvieron muestras de la zona del implante y se procesaron para su posterior analisis
histolégico. En el examen macroscépico no se observo inflamacion en las zonas de
implantacion, el musculo o la cavidad SC de los ratones y los nddulos linfaticos

presentaron tamafo y aspecto normales.

Fig. 57. Tincion HE de las secciones musculares de los lugares de implantacion de RAD16-
Ib+biorubber. Muestras obtenidas el dia 15 (a, c) y el dia 45 (b, d) post-implantacién. Se
observa una capsula fibrosa alrededor del RAD16-lb+biorubber implantado (flecha). Escala,p, =
500um, escalag 4= 100um.
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En las secciones obtenidas (Fig. 57) no fue posible identificar el material RAD16-Ib,
por lo que se asumi6 que el hidrogel peptidico habia sido degradado antes del dia 15.
Por el contrario, se pudo observar que el biorubber se mantuvo sin degradar durante
las 12 semanas del experimento y que estaba encapsulado por tejido fibroso sin

infiltracién de linfocitos.

2.6. Analisis histolégico de los implantes en ratones

BALB/c nu/nu

Para estudiar la respuesta de los ratones BALB/c nu/nu a los hidrogeles de RAD16-1 y
RAD16-I+biorubber sembrados con células G-Luc-C57BL/6 y la posible distribucion de
estas células, se realizaron analisis histoldgicos de la zona de implantacion al final de
las 12 semanas del periodo de observacioén in vivo. La secciones (10um) del tejido
aislado se tifieron con tricromico de Masson, para poder localizar las células EGFP
positivas en el tejido muscular, ya que esta tincion reduce sustancialmente la auto-
fluorescencia de fondo propia del colageno presente en el tejido muscular, o con HE
para determinar la localizacién y el estado del implante (Fig. 58).

La tincion con tricromico de Masson permitio la localizacion de algunas células EGFP
positivas, con diferentes morfologias, en el tejido muscular colindante al implante (Fig.
58 a-d).

En las tinciones de HE, se observé que el biorubber no se habia degradado y que a su
alrededor se habia formado una capsula fibrosa, ademas de la presencia de células en
el interior de dicho material (Fig. 58 e, f). Estos resultados concuerdan con los
observados en las histologias de los ratones BALB/c, en los que se habian implantado

hidrogeles de RAD16-1b y de RAD16-Ib+biorubber sin células sembradas.
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Fig. 58. Analisis histoldgico de los implantes en ratones BALB/c nu/nu. Imagenes de secciones
musculares tefidas con tricromico de Masson, obtenidas con un microscopio de contraste de
fase con luz normal (a, b) o con luz UV (c, d). Las flechas indican las células G-Luc-C57BL/6.
Imagenes de secciones musculares tefiidas con HE (e, f), las flechas indican el tejido fibroso
alrededor del implante. Escala = 200um.
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Capitulo |

Aplicacion de células mesenquimales humanas sembradas
en un hidrogel de polietilenglicol en la regeneracion 6sea.
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1. Analisis de la implantacion de hMSCs en un

modelo de lesion Osea.

Los resultados obtenidos en el modelo ectépico de comparacion de diferentes tipos de
materiales, indican que las observaciones in vitro del comportamiento de
combinaciones de células y materiales no son, en general, un reflejo valido de su
futuro comportamiento in vivo. Ademas se observd, que la evolucion de las
combinaciones de células y materiales es muy dependiente del lugar de implantacion,
y que uno de los parametros mas determinantes es la capacidad de vascularizarse.
Estas observaciones reafirmaron la necesidad de generar un modelo clinicamente
relevante, para el analisis in vivo del comportamiento de combinaciones de células y
materiales, mediante un procedimiento de imagen no invasivo. En particular, se
decidié comparar la capacidad de regeneracion del tejido 6seo de dos tipos celulares
potencialmente interesantes para este fin, las células hMSCs derivadas de médula
Osea y de tejido adiposo. Se considerd la utilizacion de estos dos tipos celulares por su
capacidad de diferenciacion a tejido 6seo y su posible aplicacion autdloga.

En estudios previos (Resultados, Capitulo 1) se observé que el hidrogel de PEG-RGD y
el hidrogel peptidico RAD16-1 eran los materiales que permitian una mayor
proliferacion de las células sembradas in vivo. Debido a las caracteristicas fisicas y
estructurales de ambos materiales se opté por el hidrogel de PEG-RGD para la
implantacion de células hAMSCs y hBMSCs marcadas mediante vectores viricos en

un modelo de lesion 6sea.

1.1. Caracterizacion de las células hMSCs in vitro.

El patrén de crecimiento in vitro de las hMSCs obtenidas de pacientes jovenes tanto
de tejido adiposo (hAMSCs) como de médula 6sea (hBMSCs) se caracterizoé por una

primera fase de un crecimiento rapido (tiempo de duplicacion de 5 dias) que duré 20
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pases en las hAMSCs y 9 en las hBMSCs. A partir de este momento se ralentizé el
crecimiento, el tiempo de duplicacion se incrementé a 8 dias para las hAMSCs durante
el resto del tiempo de cultivo y a 10 dias para las hBMSCs durante 2 pases (en el pase

12 estas células dejaron de proliferar).

Fig. 59. Diferenciacién de las células G-Luc-hAMSCs y G-Luc-hBMSCs. Tincioén oil red O para
lipidos (a, c). Tincién rojo de alizarina S para dep6sitos de calcio (b, d). Células G-Luc-hAMSCs
(a, b) y células G-Luc-hBMSCs (c, d).

Durante el pase 2, ambos tipos celulares se marcaron con vectores lentiviricos para la
expresion constitutiva de EGFP y PLuc. Se seleccion6 mediante FACS el 5% mas
fluorescente de las hAMSCs (G:-Luc-hAMSCs) y el 35% mas fluorescente de las
hBMSCs (G-Luc-hBMSCs). Posteriormente se expandieron las células hasta el pase
7, durante el cual se sembraron en el hidrogel de PEG-RGD descrito anteriormente y
se trataron con medios de diferenciacién especificos para tejido 6seo y adiposo. Se
determiné que, in vitro, las células retenian su capacidad de diferenciaciéon hacia
ambos tejidos (Fig. 59) detectada mediante las tinciones de rojo de alizarina S para

tejido 6seo y oil red O para tejido adiposo.
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1.2. Produccioén de luz por las células G-Luc-hAMSCs y

G:Luc-hBMSCs.

1.2.1. Produccioén de luz in vitro

La capacidad de las células para producir luz (actividad de la PLuc) en cultivo se midio

en lisados celulares mediante un luminémetro. La figura 60 (a, b) muestra las curvas

estandar de produccion de luz frente al nimero de células para cada tipo celular.

La pendiente de cada recta de regresion indica la capacidad de produccion de

luz/célula, que correspondié a 144,9 RLUs/célula para las G-Luc-hAMSCs y a 27,2

RLUs/célula para las G-Luc-hBMSCs.
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Fig. 60. Capacidad de produccion de luz in vitro de las células G-Luc-hAMSCs y G-Luc-
hBMSCs. Rectas de regresion mostrando la actividad luciferasa (RLUs) frente al nimero de
células para las células G-Luc-hAMSCs (a) y las G-Luc-hBMSCs (b). Estabilidad en el tiempo
de la expresion de PLuc in vitro en las G-Luc-hAMSCs (c) y las G-Luc-hBMSCs (d). R =

coeficiente de correlacion.

Para determinar la estabilidad de la expresion de la PLuc a lo largo del tiempo, las

células G-Luc-hAMSCs y G-Luc-hBMSCs se mantuvieron en cultivo durante 3 meses y
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cada dos semanas se obtuvieron lisados celulares en los que se midi6 la actividad
luciferasa. Como ya se habia observado con las células G-Luc-C57BL/6 (también
marcadas con vectores lentiviricos), se observo que la cantidad de luz/ng de ADN no

disminuia tanto para las células G-Luc-hAMSCs como para las G-Luc-hBMSCs (Fig.

60 c, d).
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Fig. 61. Sensibilidad de la luminiscencia in vivo de las células G-Luc-hAMSCs y G-Luc-
hBMSCs. Imagenes post inoculacion de las células y la luciferina (a) (maxima intensidad=rojo,
minima=azul). Rectas de regresion de los PHCs captados frente al numero de células
inoculadas (b, c). R = coeficiente de correlacion.

1.2.2. Produccioén de luz in vivo

Para determinar la capacidad de deteccion de las células G-Luc-hAMSCs y G-Luc-
hBMSCs in vivo, se inocularon SC sobre el hueso de la boveda craneal de ratones

BALB/c nu/nu, 5-10% 10°% 5-10% 10% 510*y 10° células G-Luc-hAMSCs o G-Luc-
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hBMSCs y se adquirié6 una imagen (Fig. 61 a) inmediatamente después de inocular
luciferina SC en la zona de implantacion.

Se observo una relacion lineal entre los PHCs extraidos de la imagenes y el numero
de células inoculadas en los ratones (Fig. 61 b, c) para los dos tipos celulares. Las
imagenes obtenidas (Fig. 61 a) mostraron que el numero minimo de células que se
podian detectar con el sistema de imagen Orca era de 1.000 células G-Luc-hAMSC y
5.000 células G-Luc-hBMSC. ElI numero de PHCs por célula detectados no
invasivamente (las pendientes de las rectas de regresion, Fig. 61 (b, ¢) fueron 137,28

para las células G-Luc-hAMSC y 45,27 para las células G-Luc-hBMSC.

1.3. Analisis de la capacidad de proliferacién de las

células G-Luc-hAMSCs y G-Luc-hBMSCs in vivo.

Para analizar la capacidad de proliferacién de estos dos tipos celulares en una lesion
6sea se implantaron en defectos producidos en el hueso de la béveda craneal de 20
ratones BALB/c nu/nu dos de los siguientes implantes:

a) hidrogel de PEG-RGD sembrado con células G-Luc-hAMSCs

b) hidrogel de PEG-RGD sembrado con células G-Luc-hBMSCs

c) hidrogel de PEG-RGD sin células

d) defecto sin implante (control)
Se monitorizé la produccion de luz de las células implantadas durante 12 semanas in
vivo mediante BLI.
La observacion previa a la implantacion de los hidrogeles sembrados, por microscopia
confocal, demostré6 una distribucion tridimensional muy similar de los dos tipos
celulares en el material (Fig. 62).
La figura 63 muestra las imagenes mas representativas de cada grupo de ratones:
- Grupo 1: 10 ratones portadores de un defecto vacio y de un defecto con un implante

de hidrogel de PEG-RGD sembrado con células G-Luc-hAMSCs.
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- Grupo 2: 10 ratones portadores de un defecto con un implante del hidrogel de PEG-
RGD sembrado con células G-Luc-hBMSCs y otro defecto con un implante del hidrogel

de PEG-RGD sin células.

Fig. 62. Observacion de los hidrogeles PEG-RGD sembrados antes de la implantacion en los
ratones BALB/c nu/nu. Después de sembrar el material se cultivaron los hidrogeles durante 10
dias y antes de la implantacion se observaron dos hidrogeles representativos sembrados con
G-Luc-hAMSCs (a, b) e hidrogeles sembrados con G-Luc-hBMSCs (c, d) mediante un
microscopio confocal (objetivo:63X/1,3). Campo claro (a, ¢). Imagenes tomadas con iluminacion
por un laser verde para EGFP (b, d).

El analisis de las imagenes mostré que 4 de los 10 hidrogeles sembrados con células
G-Luc-hAMSCs y 7 de los 10 sembrados con células G-Luc-hBMSCs, tenian células
que producian luz a los 3 meses de la implantacion. Para cuantificar la proliferacion de
las células sembradas en los hidrogeles, se sustrajo el ruido de fondo de los PHCs
extraidos de las imagenes (Fig. 63) y se representaron estos valores frente al tiempo
post implantacion (Fig. 64).

El analisis cuantitativo de la produccién de luz durante los 3 meses de implantacion in
vivo, muestra que los dos tipos celulares sembrados siguieron patrones de crecimiento
similares. Este patron se caracterizd por una crisis de crecimiento en las primeras 4
semanas, seguida por una estabilizaciéon en el numero de células hasta el final del

experimento (Fig. 64 c,d). Sin embargo, mientras que se produjo un descenso de un

63% en las células G-Luc-hBMSCs respecto a las implantadas el dia 0, las células
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G-Luc-hAMSCs sufrieron una crisis mas pronunciada durante el mismo periodo,

sobreviviendo so6lo un 5% de las células inicialmente implantadas (p = 0,0543).

Intensidad de luz relativa

Fig. 63. BLI de un ratdn representativo de cada grupo. Imagenes de los fotones detectados de
las G-Luc-hAMSCs y de las G-Luc-hBMSCs superpuestos sobre la correspondiente imagen de
campo claro (a) (maxima intensidad=rojo, minima=azul). Esquema de la localizacion de los
implantes en el hueso de la béveda craneal de los diferentes grupos (b): defecto vacio (1),
PEG-RGD+G-Luc-hAMSCs (2), PEG-RGD sin células (3), PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs (4).

1.4. Tomografia axial computerizada (TAC)

Paralelamente al andlisis de BLI, se evalu6 el cambio en la densidad de los defectos
experimentales. Para ello se realizaron imagenes de rayos X a los ratones BALB/c
nu/nu implantados al principio, mitad y final del periodo experimental, utilizando un
tomégrafo de tercera generacion (TAC EXEL 2400 ELITE). Posteriormente estas
imagenes se analizaron utilizando el software incorporado en el tomografo. La figura
65 muestra una imagen de rayos X del dia 0, en la que se observa que los defectos

6seos experimentales comprendian todo el grosor del hueso de la boveda craneal.
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Se calcularon ademas las densidades del hueso contiguo a los defectos, la densidad
del aire y la de la masa cerebral. La densidad del hueso contiguo oscilaba entre 170 y

230, la densidad del aire era de -1000 y la del cerebro oscilaba entre -3 y -10.
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Fig. 64. Analisis cuantitativo de los datos de bioluminiscencia. PHCs detectados de las
imagenes de PEG-RGD+G-Luc-hAMCSs (a) y de PEG-RGD+G-Luc-hBMCSs (b), después de
sustraer el ruido de fondo, representados frente al tiempo post-inoculacion. Para facilitar el
analisis los PHCs detectados normalizados respecto a los valores del dia 0 fueron también
representados frente al tiempo post-inoculacion (c, d). La linea soélida representa la media del
grupo para cada tiempo.

El cambio medio en la densidad de los defectos para cada grupo en funcion del tiempo
se representa en la figura 65 b. Aunque la densidad de los defectos aumentd en todos
los grupos, en ninguno de ellos se llegd a alcanzar la densidad del hueso adyacente
normal. El aumento de densidad observado en los defectos en los que se implantaron
hidrogeles de PEG-RGD sembrados con G-Luc-hAMSCs o con G-Luc-hBMSCs fue
superior al aumento de densidad de los defectos en los que se implant6 el hidrogel

PEG-RGD sin células (p = 0,09). El incremento en la densidad de los defectos en los

que se implantaron el hidrogeles PEG-RGD tanto sembrados como sin sembrar fue
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estadisticamente significativo (p<0,05) respecto al incremento en la densidad de los
defectos control sin implante. Sin embargo, los defectos sin implante, mostraron un

aumento de densidad pequefio aunque detectable a lo largo del experimento.
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Fig. 65. Analisis por TAC de la densidad en los defectos 6seos. Imagen longitudinal tipica de
un TAC del dia 0 mostrando los defectos (flechas) (a). El circulo situado en la zona oscura
(tejido cerebral) bajo los defectos 6seos es el cursor para definir la zona de analisis de la
densidad. Media de las densidades registradas para cada grupo frente a los dias post-
inoculacion (b). Defecto control sin implante (¢#), PEG-RGD sin células (A ), PEG-RGD+G-Luc-
hAMSCs (*), PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs (m). (n=10)

Estos resultados muestran que, en lo referente al incremento de densidad del tejido
reparado en los implantes, medido por rayos X, los implantes de PEG-RGD
sembrados fueron superiores a los implantes sin sembrar y en éstos Ultimos la
reparacion fue superior a la de los defectos control. EI hecho de que los implantes de
PEG-RGD sin células produzcan un aumento de densidad mayor que los defectos
control, podria ser consecuencia de la colonizaciéon de los implantes por células del
tejido 6seo o de la dura madre adyacentes. No se observaron diferencias
significativas, en el aumento de la densidad de los defectos implantados con

hidrogeles PEG-RGD entre los sembrados con hAMSCs o con hBMSCs.
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1.5. Migracién de las células implantadas

Para determinar si las células implantadas se dispersaban de los hidrogeles de PEG-
RGD a través de la dura madre, se midi6 la actividad luciferasa luminométricamente
en lisados cerebrales de todos los ratones. Solamente un lisado cerebral, de un ratén
implantado con PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs, mostr6 una ligera luminiscencia de 1.540
RLUs sobre un fondo de 150 RLUs, correspondiente a aproximadamente 60 células,

probablemente resultantes de una lesion de la dura madre al realizar el defecto éseo.

1.6. Histologia

Para evaluar histolégicamente el comportamiento de las células sembradas en los
hidrogeles de PEG-RGD, al finalizar el periodo in vivo, el dia 90 post-implantacion, se
aislaron muestras de los implantes que producian y que no producian luz. Se hicieron
secciones (5um) de dichos implantes y se tifieron con HE y Von Kossa para detectar la

colonizacion celular y la mineralizacién respectivamente (Fig. 66).
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Fig. 66. Histologia de los implantes. Secciones tefidas con H-E de PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs
(a), PEG-RGD+G-Luc-hAMSCs (b) y PEG-RGD sin células (c). Secciones tefidas con Von
Kossa de PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs (d), PEG-RGD+G-Luc-hAMSCs (e) y PEG-RGD sin
células (f). Imagenes de las tinciones tomadas a 100X.
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Fig. 67. Analisis histolégico de los defectos 6seos. Secciones teiidas con HE (a-d). Defecto sin
implante mostrando el borde del hueso (flecha) (a), 100X. Defecto con PEG-RGD sin células
(estrella) y zonas con apariencia de hueso (flecha) (b), 100X. Defecto con PEG-RGD+G-Luc-
hAMSCs (estrella) y zona con apariencia de hueso (flecha) (c), 100X. Defecto con PEG-
RGD+G-Luc-hBMSCs y zona con apariencia de hueso (flecha) (d), 100X. Deteccién de células
EGFP positivas, por inmunohistoquimica, en la proximidad de (e) un PEG-RGD+G-Luc-
hAMSCs y de (f) un PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs, 400X. Microscopia confocal después de 90
dias in vivo de (g) un PEG-RGD+G-Luc-hAMSCs y de (h) un PEG-RGD+G-Luc-hBMSCs
(objetivo:63X/1,3).

La observacion de las secciones tefiidas mostréo que los hidrogeles de PEG-RGD
sembrados mantuvieron su estructura y contenian células (Fig. 66 a, b), mientras que
los hidrogeles no sembrados habian sido extensivamente colonizados por células del
huésped y parecian parcialmente degradados (Fig. 66 c). La tincion de Von Kossa de
las secciones, indico la presencia de sales de calcio en los hidrogeles de PEG-RGD
sembrados con los dos tipos celulares, pero no en los hidrogeles de PEG-RGD sin
células.

Los defectos dseos control sin implante no mostraron signos de regeneracioén (Fig. 67

a). Ocasionalmente, en la region circundante a los defectos implantados con

hidrogeles PEG-RGD tanto con células como sin ellas, se observaron estructuras con
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caracteristicas de tincion semejantes a las del tejido 6seo (Fig. 67 b-d). También se
detectaron células EGFP positivas en el margen exterior de algunos implantes con
células (Fig. 67 e, ).

La observacion al microscopio confocal de los implantes que se utilizaron para las
tinciones antes de la fijacion, reveld la presencia de células EGFP positivas con
diferentes morfologias en los implantes sembrados que producian luz el dia 90 (Fig. 67
g, h). En los implantes que no producian luz el dia 90 se detectaron muchas menos

células EGFP positivas en correlacion con los resultados de BLI.

1.7. Migracioén de las células del huésped

La observacion de que los implantes sin células hubieran sido colonizados por células
del huésped que no formaban estructuras con depdsitos de sales de calcio, sugiere
una posible implicacion de la interaccion, entre las células del huésped y las células
hMSCs implantadas, en la mineralizacién observada en los implantes.

En un experimento preliminar destinado a analizar el comportamiento de las células
del huésped que colonizan los implantes, se generaron defectos dseos en ratones
C57BL/6 transgénicos para la proteina EFGP, en los que se implantaron hidrogeles de
PEG-RGD o de gelatina-glutaraldehido sin células. Estos hidrogeles se examinaron
por microscopia confocal a las 4 y 12 semanas post implantacion.

Como indica la figura 68, mientras que las células del huésped que colonizaron los
hidrogeles de gelatina-glutaraldehido conservaron una morfologia esférica hasta las 12
semanas post-implantacion, las células que colonizaron los hidrogeles de PEG-RGD
adoptaron una morfologia fibroblastica.

En futuros experimentos se utilizara esta estrategia sembrando hidrogeles con células
MSCs, marcadas con luciferasa, extraidas de ratones C57BL/6 EGFP negativos, para
analizar la interaccion entre ambos tipos celulares y su implicacion en la mineralizaciéon

de los implantes.
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Fig. 68. Migracion de las células del huésped (C57BL/6 transgénico heterozigoto para la
EGFP) al interior de los geles implantados en el hueso de la boveda craneal. Hidrogel de
gelatina-glutaraldehido (a, b). Hidrogel de PEG-RGD (c, d). Un mes post implantacion (a, c).
Tres meses post implantaciéon (b, d). Imagenes obtenidas por microscopia confocal (objetivo

63X sin zoom, 0,5um entre cortes).
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Capitulo Il

Células progenitoras y transformacion celular.
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1. Analisis de la proliferacién de las células BMC-
9 in vivo

Para el desarrollo de una plataforma de analisis bioluminiscente no invasivo destinada
a la evaluacion de las interacciones célula progenitora/biomaterial, se considero la
conveniencia de disponer de lineas celulares, capaces de diferenciarse a los linajes de
interés, entre ellos el osteoblastico. Aunque idealmente se deberian utilizar células
progenitoras primarias, las inevitables variaciones individuales entre donantes, debidas
a la disponibilidad, edad del donante, estado de salud, género, longitud telomérica, etc,
son factores cuya influencia en el proceso regenerador es todavia desconocida en su
mayor parte y constituyen un obstaculo considerable que dificulta el analisis. Por ello,
se considerd la utilizacion de lineas celulares establecidas, de comportamiento mas
uniforme y documentado.

Uno de los tipos celulares estudiado en esta tesis fue la linea celular BMC-9. Se trata
de una linea celular mesenquimal de médula 6sea, capaz de diferenciarse a tejido
adiposo, cartilago y hueso entre otros, derivada del raton denominado
“Immortomouse”. Este es un ratdn transgénico, portador de la construccion H-2K®-
tsA58, que expresa una version del antigeno T del virus SV40 sensible a la
temperatura, creado con el fin de facilitar el establecimiento de lineas celulares'®. La
expresion del antigeno T esta bajo el control del promotor del complejo mayor de
histocompatibilidad H-2K®, un promotor activo en la mayoria de los tipos celulares que
induce transformacion. Sin embargo, estos ratones no producen tumores
espontdneamente. Asi, a la temperatura permisiva, el antigeno T estéd activado y las
células derivadas de este ratdon transgénico se comportan en cultivo como lineas
celulares estables.

La linea celular BMC-9, derivada de un clon obtenido de la médula o6sea del

“Immortomouse”, habia dado buenos resultados de proliferacion in vitro sobre soportes
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de quitosano. Este material, a pesar de no haber mostrado una gran capacidad de
promover la proliferacion celular en los experimentos iniciales (capitulo 1) atribuida a la
rugosidad del soporte, es un polisacarido biodegradable cuya capacidad como material

biocompatible ha sido demostrada en numerosos estudios'’.

1.1. Produccion de luz de las células BMC-9

Las células BMC-9 se marcaron con vectores lentiviricos para la expresion constitutiva
de EGFP y Pluc como se ha explicado previamente y se seleccioné mediante FACS el
2% mas fluorescente (G-Luc-BMC-9), que se caracterizo para la produccion de luz. La
figura 69 a muestra que cada célula produce 28,9 RLUs (pendiente de la curva
estandar). Para determinar la estabilidad de la expresion de los transgenes en este
tipo celular, se siguid la produccion de luz en un cultivo de G-Luc-BMC-9 durante 3
meses. Para ello se realizaron lisados celulares cada dos semanas en los que se
midié el contenido de ADN vy la actividad luciferasa. La grafica de la figura 69 b
muestra una tendencia a la disminucién del Log (RLUs/ngDNA) frente al tiempo en el

cultivo in vitro.
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Fig. 69. Luminiscencia in vitro de las células G-Luc-BMC-9. Curva estandar de la capacidad de
produccién de luz de 10, 50, 250, 500 y 1000 células G-Luc-BMC-9 (a). La pendiente de la
recta es el niumero de RLUs/célula. R = coeficiente de correlacion. Estabilidad de la expresion
de PLuc en las células G-Luc-BMC-9 a lo largo de 12 semanas in vitro (b).
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1.2. Proliferacion de las G-Luc-BMC-9 in vivo

Con el fin de determinar el comportamiento in vivo de las células G-Luc-BMC-9, se
sembraron 5-10° células del pase 9 en discos de quitosano. Después de una semana
en cultivo, los discos sembrados se implantaron SC en 3 BALB/c nu/nu (3 discos por
animal) y se siguio la proliferacién celular mediante BLI. Como en casos anteriores se
observo que durante la primera semana las células sufrieron una crisis de crecimiento
que se remonto progresivamente hasta el final del experimento (Fig. 70y 71).

Dia 0 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 90

R1
R2 ;
.i-.‘_-l"
e
R3

Fig. 70. Imagenes de BLI de los discos de quitosano sembrados con células G-Luc-BMC-9 e
implantados subcutaneamente durante 90 dias. La escala de color representa la intensidad
relativa de la luz producida por las células (maxima intensidad=rojo, minima=azul).
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o

PHCs

0 20 40 60 80 100

Dias post-inoculacion Dias post-inoculacion

Fig. 71. Analisis del numero de PHCs detectados en las imagenes de bioluminiscencia (Fig.
70). PHCs totales representados frente al tiempo post-inoculacién (a). PHCs normalizados
respecto a los PHCs detectados el dia 0, representados frente al tiempo post-inoculacién (b).
La linea de cada grafico representa la media de todos los implantes.
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Entre las semanas 4 y 8, los ratones expulsaron 4 de los 9 implantes a través de la
piel. El tejido cicatrizé posteriormente de forma espontanea. Entre las semanas 6 y 8
se observd que algunos implantes tenian el doble de volumen que al principio del
experimento y que éste iba aumentando con el tiempo generando un crecimiento

anormal semejante a un tumor.

1.3. Migracion de las células implantadas

Al final de los 3 meses del seguimiento in vivo, se sacrificaron los animales y se
aislaron diferentes 6rganos (bazo, higado, pulmones, cerebro, costillas y ganglios). Se
hicieron homogeneizados de estos tejidos y se midio la actividad luciferasa
luminométricamente. No se detectd en ningun érgano un niumero de RLUs por encima

del valor del blanco.

Fig. 72. Tumores observados en los ratones en los que se implantaron células G-Luc-BMC-9
sembradas en discos de quitosano, después de 90 dias de la implantacion.

1.4. Explantes

Para estudiar las células que constituian las tumoraciones alrededor del implante (Fig.
72), se hicieron explantes del tejido tumoral y se sembraron en placas de cultivo. Se
observo que todos los explantes producian luz en presencia de luciferina (Fig. 73) y
por consiguiente dicho crecimiento provenia de las células G-Luc-BMC-9 implantadas.

Esto se comprobé en homogeneizados de diferentes muestras de los crecimientos
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observados alrededor de los implantes al medir la actividad luciferasa
luminométricamente, asi se vio que 20 pl de lisado producian un gran numero de
RLUs, concretamente entre 1,4-10° y 2.2:10° RLUs, correspondientes a un minimo de
45.000 y 75.000 células respectivamente (Fig. 69).

Se aislaron células de los explantes y se expandieron, generando las células G-Luc-
BMC-9 derivadas de explantes. Se observé que estas células tenian una tasa de

crecimiento mas elevada que las células G-Luc-BMC-9.

Fig. 73. Imagen de BLI de los explantes obtenidos de los tumores observados en los ratones.
La imagen, tomada inmediatamente después de afadir la luciferina a la placa, se adquirié con
binning 1X1 durante 5 minutos.

Fig. 74. Secciones de la masa celular formada alrededor de los implantes tefiidas con HE. Se
observaron vasos (a, flechas) en algunas secciones y nucleos de grandes proporciones (b,
flechas) en la mayoria de las secciones. Escala: 25 pym (a), 10 uym (b).
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1.5. Histologia

Se aislaron muestras de la masa celular que rodeaba el implante y una vez lavadas se
fijaron con PFA, se decalcificaron (ya que dicha masa tumoral tenia una estructura de
apariencia calcificada) y se embebieron en parafina. La evaluacion histologica de las
secciones de parafina tefidas con HE (Fig. 74) revel6 la existencia de sarcomas
formados por células poco diferenciadas. Las caracteristicas de las células
neoplasicas incluian la presencia de figuras mitéticas aberrantes y atipia nuclear con
nucleos de grandes proporciones (cariomegalia). Se observo también en diferentes

cortes la presencia de vasos.

2. Analisis del potencial oncolégico de las

células BMC-9 in vivo

Aunque no se ha descrito que las células BMC-9 produzcan tumores, se ha sugerido
que pequefios cambios en el nivel de expresion del gen tsA58 podrian alterar el
crecimiento celular'.
Segun los resultados obtenidos con las células G-Luc-BMC-9, se quiso:
- Caracterizar las células BMC-9 y ver si realmente tenian un potencial
oncolégico y/o metastatico.
- Investigar si el marcaje lentivirico podria haber provocado la

transformacion de dichas células.

2.1. Caracterizacion de las células BMC-9

Para comprobar si el marcaje lentivirico o la generacion de tumores afectaba a la
pluripotencialidad de las células BMC-9, se indujo mediante medios especificos la

diferenciacion in vitro, de células BMC-9, células G-Luc-BMC-9 y células G-Luc-BMC-9
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derivadas de explantes, a cartilago, hueso y tejido adiposo. Se observd mediante
tinciones especificas que los tres tipos celulares se diferenciaban a cartilago en un
grado similar (Fig. 75 g-i). Sin embargo, las células BMC-9 mostraron mayor capacidad
de diferenciacién a hueso que las G-Luc-BMC-9 o las G-Luc-BMC-9 derivadas de
explantes (Fig. 75 d-f). En cuanto a la diferenciacion a tejido adiposo, ésta sélo fue

positiva para las células BMC-9 (Fig. 75 a-c).

. si'l_:'.r

Fig. 75. Induccion a la diferenciacion in vitro de las células BMC-9 (a, d, g), G-Luc-BMC-9 (b, e,
h) y G-Luc-BMC-9 derivadas de explantes (c, f, i). Tratamiento de las células con medio
adipogénico y tinciéon posterior con oil red O (a, b, c¢). Tratamiento de las células con medio
osteogénico y tincion posterior con rojo de alizarina S (d, e, f). Formacién de microprecipitado y
tratamiento con medio condrogénico, tincion posterior con azul de toluidina (g, h, i). Objetivo
20X/0,5.

2.2. Potencial oncoldégico y/o metastatico de las células

BMC-9

Para analizar el potencial oncoldgico y/o metastatico de las células BMC-9, se
inocularon SC e IM en ratones BALB/c nu/nu 10° células BMC-9, G-Luc-BMC-9 o

G-Luc-BMC-9 aisladas de explantes.
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La proliferaciéon de las células G-Luc-BMC-9 y G-Luc-BMC-9 derivadas de explantes
implantadas, se siguid6 mediante BLIl. Los ratones en los que se inocularon células
BMC-9 no marcadas se siguieron visualmente. Las células inyectadas SC (BMC-9,
G-Luc-BMC-9 y G-Luc-BMC-9 derivadas de explantes) no proliferaron vy
desaparecieron entre las 3-4 semanas como ya se habia observado anteriormente
para otros tipos celulares (capitulo 1). Por el contrario, las células inyectadas IM
proliferaron y formaron tumores visibles antes de los tres meses en todos los casos.
Concretamente, las células G-Luc-BMC-9 derivadas de explantes formaron tumores
intramusculares 3 semanas después de la inoculacién, mientras que las células BMC-
9y G-Luc-BMC-9 tardaron entre 8 y 9 semanas en formar tumores visibles.

Al finalizar los 3 meses del experimento de implantacion in vivo, se aislaron diferentes
6rganos (bazo, pulmones, cerebro, higado, costillas y ganglios linfaticos), se hicieron
homogeneizados de dichos odrganos y se midi6 la actividad luciferasa
luminométricamente. En ningdn caso se observdo la presencia de células
luminiscentes, ya que en ninguna muestra las RLUs producidas fueron superiores a
las del blanco.

Asi, se comprobé que el marcaje con vectores lentiviricos, no es responsable de la
formacion de tumores, ya que las células no marcadas forman tumores al ser
inyectadas IM. Por otra parte, se pudo comprobar que las células G-Luc-BMC-9
derivadas de explantes de tumores eran mas eficaces que las células BMC-9 sin
marcar o las G-Luc-BMC-9 en la formacion de tumores, lo que sugiere que la
implantacion de las células promociona un proceso de oncogenizacion, quizas iniciado
durante el cultivo de las células in vitro'®.

Por lo que se refiere al potencial metastatico, en este modelo no se detecté metastasis
a los 6rganos mencionados, por lo tanto podriamos pensar que estas células forman
un sarcoma IM y no migran a otros érganos o tejidos.

La histologia de los tumores formados IM mostr6 sarcomas con las mismas

caracteristicas que los observados SC al implantar células G-Luc-BMC-9 con el
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soporte de quitosano. En los sarcomas IM se observd ademas la capacidad de de las

células neoplasicas de invadir el tejido muscular adyacente (Fig. 76).

Fig. 76. Seccién de un sarcoma intramuscular formado al inyectar células G-Luc-BMC-9
derivadas de explantes, tefiido con HE. Las flechas indican las células neoplasicas que invaden
el tejido muscular adyacente. Escala 10 ym.
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El objetivo de esta tesis fue desarrollar una plataforma de imagen no invasiva basada
en bioluminiscencia, asociada a un proyecto europeo de regeneracion del tejido
conjuntivo mediante técnicas de terapia celular. EI cometido de la plataforma de
imagen fue evaluar el comportamiento de diferentes tipos de biomateriales y células en
animales. Esto se consider6 necesario debido a que frecuentemente los
procedimientos in vitro no proporcionan una informacién relevante sobre el
comportamiento de biomateriales y células en un entorno fisiolégico. Ademas, el
seguimiento de la distribucion, supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las
células implantadas es esencial para comprender su biologia y bioseguridad. En
estudios previos de comparacion in vivo de diferentes tipos de materiales sembrados
con células®'" la determinacion del comportamiento celular se realizaba
histolégicamente al final de los experimentos y, como no se marcaban las células
implantadas, era dificil discernir entre la contribucion de las células sembradas y las
células del huésped a la proliferacion y diferenciacion durante la formacién de tejido
nuevo.
La plataforma desarrollada consiste en:
a) Transducir establemente las células utilizando vectores viricos, para la
expresion constitutiva de la EGFP y la PLuc.
b) Seleccionar la subpoblacion celular de mas alta expresion de las proteinas
trazadoras mediante FACS.
c) Sembrar las células marcadas en biomateriales.
d) Implantar el biomaterial sembrado.
e) Seguir el comportamiento del material sembrado in vivo mediante BLI durante
un periodo de tiempo significativo.
La plataforma descrita se utilizd en dos etapas diferentes, una de seleccion, que
consistia en implantar ectépicamente (SC e IM) biomateriales sembrados con células,
con la que se pretendia evaluar de forma preliminar la eficacia de diferentes

combinaciones de biomateriales y células, y una etapa de evaluaciéon en un modelo de
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lesién Osea, en la que se determind la contribucion de las mejores combinaciones

obtenidas, en la etapa de seleccion, a la regeneracion de este tejido.

Tipos celulares

a)

c)

Células C3H/10T1/2. Esta linea embrionaria de raton se utilizé en la etapa de
seleccion debido a la facilidad en marcaje y la expansion celular. Ademas eran
un buen modelo de MSCs ya que se diferenciaban a cartilago, hueso y tejido
adiposo

Células C57BL/6. Esta linea de fibroblastos embrionarios de raton se utilizé en
la etapa de seleccion por su facil marcaje y expansion. Se sembraron en
hidrogeles de RAD16-l, ya que se habia descrito su proliferacion y
diferenciacion a hueso, in vitro, en este material'*.

Células BMC-9. Esta linea de médula dsea obtenida de un ratén transgénico
para la construccion H-2K"-tsA58 (Resultados: Capitulo 1ll) se utilizé en la
etapa de seleccidon debido a resultados previos que habian demostrado su
capacidad de proliferaciéon en soportes de quitosano in vitro. Esta linea se
diferencia a cartilago, hueso, musculo liso y tejido adiposo. Estas células
dieron lugar a tumores tanto implantadas en soportes de quitosano como solas
e independiente de marcaje. Se podria considerar este resultado como un
“ejemplo modelo” de lo que podria ocurrir durante un proceso de terapia
celular si inadvertidamente se incluyesen células transformadas, resultantes,
por ejemplo, de su expansion in vitro.

Células hMSCs. Las células mesenquimales humanas se utilizaron en la etapa
de evaluacion en un modelo de lesion dsea ya que serian probablemente las
células de eleccion para la terapia celular de tejido conjuntivo en pacientes.

- hBMSCs: células mesenquimales humanas de médula 6sea. Se caracterizan

por diferenciarse a cartilago, hueso y tejido adiposo. Su aislamiento conlleva
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sufrimiento para el donante y un bajo rendimiento en la obtenciéon de las
células.
- hAMCSs: células mesenquimales humanas de lipoaspirado. Muestran unas
caracteristicas fenotipicas y de diferenciacion muy similares a las hBMSCs, y
por lo tanto son una alternativa a estas células para su aplicacion médica.
Ademas, su aislamiento es un proceso mucho mas sencillo que en el caso de
las hBMSCs y el rendimiento es muy superior.
Los dos tipos celulares utilizados, de médula ésea y tejido adiposo se marcaron
con facilidad, se pudieron diferenciar a los linajes 6seo y adiposo y mostraron el
comportamiento proliferativo descrito en la literatura.
Sin embargo, no se utilizaron durante la etapa de seleccién debido a que siendo
cultivos primarios, tienden a cambiar durante el periodo de expansién. Es mas,

sus caracteristicas pueden depender del paciente del cual se han extraido.

Marcajes viricos

En las etapas iniciales de esta tesis se utilizaron vectores retroviricos debido a que se

habia descrito ampliamente'®®'®"

su eficacia en los marcajes celulares tanto in vitro
como in vivo. Se observd que la utilizacion de vectores retroviricos no afectaba al
potencial de diferenciacion ni inducia la transformacion de las células marcadas, las
C3H/10T1/2. Sin embargo, se detecté que células extraidas de los lugares de
implantacion, después de 12 semanas, presentaban una menor fluorescencia y
bioluminiscencia que las células utilizadas para sembrar los biomateriales. Ademas, el
seguimiento de un cultivo de G-Luc-C3H/10T1/2, durante 12 semanas in vitro, mostré
que la expresion de Pluc disminuia considerablemente con el tiempo de cultivo. Por
otra parte, los vectores retroviricos solo permiten el marcaje de células con una alta
proliferacién, como la mayoria de lineas celulares.

Debido a las variaciones en la expresion de los transgenes detectadas tanto in vitro

158,162

como in vivo para los vectores retroviricos y teniendo en cuenta que las MSCs
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tienen una tasa de crecimiento baja, se decidi6 utilizar vectores lentiviricos para el

marcaje de los demas tipos celulares utilizados en esta tesis. Este tipo de vectores
permiten el marcaje de las células que se dividen activamente y de aquellas que tienen
una tasa de proliferacion mas baja. Se observé que la utilizacion de los vectores
lentiviricos no afectaba al potencial de diferenciacion ni inducia la transformaciéon de
las células marcadas. Se detectd también la estabilidad en la expresion de los

transgenes in vitro, a excepcion de la linea celular BMC-9, que descendia ligeramente.

Deteccion de las células

Se realizaron curvas estandar in vitro para detectar la expresion de la Pluc en los
cultivos celulares y se calculd el numero de RLUs/célula para cada tipo celular. La
relacion de RLUs/célula en una suspension permitia el calculo del numero de células
presentes en los homogeneizados de los tejidos aislados de los animales.

Se realizaron también curvas estandar in vivo, para cada tipo celular (tabla 3), para
poder relacionar los fotones detectados por bioluminiscencia con el nimero de células
implantadas (PHCs/célula). Esta curva no se realizd para la linea celular BMC-9
debido a que se habia observado previamente in vitro una disminucién de la expresion
de PLuc a lo largo del tiempo de cultivo y debido a que estas células formaban

tumores rapidamente in vivo.

Tipo celular PHCsl/célula
G-Luc-C3H/10T1/2 23,4
G-Luc-C57BL/6 24,8
G-Luc-hAMSCs 137,3
G-Luc-hBMSCs 45,3

Tabla 3. PHCs/célula obtenidos in vivo para cada tipo celular.
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Evidentemente, debido a que la absorcién de luz por los tejidos depende de su

densidad, grosor y color, esta curva estandar seria necesaria para cada localizacion

de las células si se pretendiese hacer un estudio cuantitativo estricto.

Comportamiento de los biomateriales in vitro e in vivo

Los diferentes biomateriales utilizados mostraron comportamientos caracteristicos,

tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, se observé que ninguno de ellos producia una

reaccion de toxicidad sobre las células en cultivo.

a)

b)

c)

d)

Hidrogel de gelatina-glutaraldehido. Este material se utiliz6 en la fase de
seleccion de biomateriales. La degradacion in vitro se produjo a la sexta
semana de cultivo aproximadamente, por lo tanto, no se pudo detectar a nivel
macroscopico al final de las 12 semanas de implantacién. En este tiempo no se
observd ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo, aunque se detectd
mediante técnicas histolégicas la presencia de células mononucleares y
linfocitos'®. Se detectd también la infiltracion de células del huésped en
hidrogeles de gelatina-glutaraldehido no sembrados'3*"%.

Hidrogel peptidico de RAD16-I. Este hidrogel se utilizo en la fase de seleccion
de biomateriales. Mientras que en 16 semanas no se observé degradacion in
vitro, el material no se pudo detectar in vivo después de 2 semanas de
implantacion. No se observé ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo
macroscopicamente.

Biorubber+RAD16-l. Se utilizd6 esta combinacion, en la fase de seleccion de
biomateriales, para obtener un soporte de mayor consistencia que el hidrogel
RAD16-l. No se observo degradacion del biorubber ni in vitro ni in vivo. No se
observé ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo macroscopicamente,
aunque se detectd histologicamente la formacién de una capsula fibrosa''2.
Hidrogel de PEG. Este hidrogel se utilizo en la fase de seleccion de

biomateriales. In vitro su degradacion se produjo durante la primera semana de
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e)

f)

9)

h)

cultivo e in vivo no se pudo detectar el material al final de las 12 semanas de
implantacion. No se observd ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo
macroscopicamente.

Hidrogel de PEG-RGD. Este hidrogel se utiliz6 en la fase de seleccién y en la
fase de evaluacion en el modelo de lesion dsea. In vitro no se observo la
degradaciéon del material después de 16 semanas en cultivo, mientras que in
vivo se detectd un cierto cambio de consistencia y una notable vascularizacion
a las 12 semanas de implantacion. No se observd ninguna reaccion
inflamatoria ni de rechazo macroscépicamente, aunque se detecté mediante
técnicas histolégicas la presencia de células mononucleares y linfocitos'®®. Se
detectd también la infiltracion de células del huésped en hidrogeles de PEG-
RGD sin sembrar'3+'64,

Esferas de alginato. Estas esferas se utilizaron en la fase de seleccion de
biomateriales. In vitro se observé un cambio en la transparencia de las esferas
durante las 16 semanas de cultivo, mientras que in vivo no se pudieron
detectar a nivel macroscoépico después de 12 semanas de implantacion. No se
observé ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo macroscopicamente,
aunque se detecté mediante técnicas histologicas la presencia de células
mononucleares y linfocitos'® en las zonas de implantacion.

Esferas Cytodex™3. Estas esferas se utilizaron en la fase de seleccion de
biomateriales. No se observd degradacion en la fase de cultivo in vitro, aunque
in vivo no se pudieron detectar después de 12 semanas de implantacion. No se
observo ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo macroscopicamente.
Esferas PAMs. Estas esferas se utilizaron en la fase de seleccion de
biomateriales. No se observo degradacion en la fase de cultivo in vitro, aunque
in vivo no se pudieron detectar después de 12 semanas de implantacion. No se

observo ninguna reaccion inflamatoria ni de rechazo macroscopicamente.
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i) Soporte de quitosano. Este soporte se utilizd en la fase de seleccion de
biomateriales. No se observd su degradacién ni in vitro ni in vivo. In vivo se
detectd una reaccion de rechazo de los implantes en el 50-60% de los casos y
una gran vascularizacion al sembrarse con células BMC-9. Histolégicamente

se detectd la presencia de células mononucleares y linfocitos'®*.

FASE DE SELECCION DE BIOMATERIALES

Inicialmente se realizd un analisis de la proliferacién in vivo de las células G-Luc-
C3H/10T1/2 sembradas en varios tipos de materiales: hidrogel de gelatina-
glutaraldehido, hidrogel de PEG, hidrogel PEG-RGD, esferas de alginato, esferas de
CytodexTMS, esferas PAMs y soporte de quitosano. Posteriormente, los buenos
resultados in vitro de las células C57BL/6 en soportes peptidicos de RAD16-I nos
llevaron a realizar, en colaboracién con los grupos del Dr. Borros 1QS y el Dr. Semino
MIT, el analisis in vivo de la proliferacién de estas células sembradas en dos tipos de

soportes, el hidrogel RAD16-1 y el hidrogel RAD16-I+biorubber.

Analisis con células G:Luc-C3H/10T1/2

Para analizar la proliferacién in vivo de las células G-Luc-C3H/10T1/2 sembradas en
biomateriales se utilizé un modelo ectépico que consistia en implantar los
biomateriales sembrados IM y SC en ratones inmunodeprimidos y monitorizar el
comportamiento de las células mediante un procedimiento de bioluminiscencia no
invasivo.

Con esta metodologia se pudieron detectar las células sembradas en los biomateriales
implantados durante 3 meses. Se observd que las células G-Luc-C3H/10T1/2
sembradas mostraban una mayor proliferacion en las implantaciones IM respecto a las
SC. Concretamente, sélo se detectaron células en 4 de las 48 implantaciones SC

realizadas, mientras que en 22 de las 48 implantaciones IM se detectaron células al
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final de los 3 meses del periodo in vivo. Este podria ser uno de los motivos por los
cuales en trabajos previos'®, en que implantaban SC materiales sembrados con
células que expresaban establemente EGFP y Pluc, no se distinguia la sefal de las
células por bioluminiscencia a las 2 semanas de implantacion.

Las células sembradas no se comportaron del mismo modo en todos los biomateriales
utilizados, aunque se observé una evolucion similar de las G-Luc-C3H/10T1/2
inoculadas sin soporte y las sembradas en hidrogel de PEG-RGD, esferas Cytodex™ 3
e hidrogel de gelatina-glutaraldehido, en estos casos las células pasaron una crisis de
proliferacién durante la primera semana y posteriormente volvieron a proliferar. La
sefal de las células implantadas se mantuvo mas o menos estable para las células sin
soporte y las sembradas en el hidrogel de gelatina-glutaraldehido, las esferas
Cytodex™3 y las esferas de alginato, mientras que se observé una desaparicion total
de las células sembradas en el hidrogel de PEG, las esferas PAMs y el soporte de
quitosano. Se observo que las células G-Luc-C3H/10T1/2, sembradas en el hidrogel
de PEG-RGD, proliferaban significativamente (p<0,05) comparadas con las sembradas
en los demas biomateriales utilizados. La capacidad del hidrogel de PEG-RGD de
inducir el crecimiento celular de las células G-Luc-C3H/10T1/2 se correlacioné con su
asociacion a los tejidos circundantes y con la presencia de vasos. Este material

ademas fue el unico que se detecto al final del experimento tanto IM como SC.

Analisis con células G-Luc-C57BL/6

Para analizar la proliferacion in vivo de las células G-Luc-C57BL/6 sobre biomateriales
se utilizd el modelo ectépico desarrollado para el analisis de la proliferacién de las
células G-Luc-C3H/10T1/2. Asi se monitorizd el comportamiento IM y SC de las
células G-Luc-C57BL/6 sembradas en el hidrogel peptidico RAD16-l o en el RAD16-
I+biorubber mediante un procedimiento de BLI. Como ya se habia descrito para las
células G-Luc-C3H/10T1/2, se pudieron detectar las células sembradas en los

biomateriales implantados durante 3 meses y se observé que las células G-Luc-
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C57BL/6 sembradas mostraban una mayor proliferacién en las implantaciones IM
respecto a las SC. Asi sélo se detectaron células en 1 de las 11 implantaciones SC de
G-Luc-C57BL/6, mientras que en 7 de las 11 implantaciones IM se detectaron células
al final de los 3 meses del periodo in vivo.

Como se habia observado previamente, las células G-Luc-C57BL/6 sembradas no se
comportaron del mismo modo en todos los biomateriales utilizados. Se detectdé una
tendencia al decrecimiento de la sefial de las células inyectadas sin soporte, que
sufrieron una crisis de proliferacion durante la primera semana, y las sembradas en
RAD16-I+biorubber. Sin embargo, se observé que las células G-Luc-C57BL/6
sembradas en el hidrogel de RAD16-l proliferaban significativamente (p<0,05)
comparadas con las células inyectadas sin soporte o sembradas en RAD16-
I+biorubber.

Una cuestion importante en la utilizacion de células progenitoras para la regeneracion
de tejidos y en la aplicacion de la terapia celular en general es el destino de las células
implantadas. En los experimentos llevados a cabo dentro del modelo ectdpico con los
dos tipos celulares, G-Luc-C3H/10T1/2 y G-Luc-C57BL/6, se observé la desaparicion
celular de numerosas implantaciones, sobretodo SC, sugiriendo una posible migracién
de estas células. Sin embargo, no se detectaron otras zonas de produccion de luz en
los animales aparte de aquellas en las que se habian implantado materiales
sembrados. Posteriores analisis luminométricos de homogeneizados de diferentes
tejidos mostraron que no habia actividad PLuc en el bazo, cerebro, higado, huesos,
pulmones o ganglios, después de 12 semanas de implantacion, teniendo en cuenta el
limite de deteccidn de la técnica. En los ensayos luminométricos realizados es posible
detectar un minimo de 10 células marcadas en los ganglios y un minimo de 50 células

marcadas en el resto de los érganos.
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FASE DE EVALUACION EN UN MODELO DE LESION OSEA

En esta fase se utiliz6 un modelo de lesion 6sea en el hueso de la boveda craneal
para implantar hAMSCs y hBMSCs. Los objetivos de este modelo eran monitorizar de
una forma no invasiva la proliferacién de estos dos tipos de células progenitoras
humanas sembradas en un biomaterial, el hidrogel de PEG-RGD, que previamente
habia demostrado la capacidad de promocionar la proliferacion de la linea G-Luc-
C3H/10T1/2"® y la regeneracién de tejido 6seo', y monitorizar al mismo tiempo la
regeneracion del tejido 6seo mediante el analisis de las lesiones por rayos X. Para
alcanzar estos objetivos se marcaron las hAMSCs y las hBMCSs con un vector
lentivirico para la expresion constitutiva de la EGFP y la PLuc, se seleccionaron y se
sembraron en un hidrogel de PEG. Este hidrogel consistia en macromeros de PEG de

cuatro brazos, con péptidos RGD unidos covalentemenete''®""”

, unidos por péptidos
que contenian una secuencia sensible a las MMPs flanqueada por dos cisteinas. La
observacion de los hidrogeles sembrados por microscopia confocal mostré que la
distribucién tridimensional de los dos tipos de MSCs en este biomaterial era muy
similar.

Los hidrogeles de PEG-RGD sembrados con G-Luc-hAMCSs y G-Luc-hBMSCs se
implantaron en defectos de 4 mm, realizados en el hueso de la béveda craneal de
ratones inmunodeprimidos BALB/c nu/nu, y se monitorizaron mediante un
procedimiento de BLI durante 12 semanas. El analisis de las imagenes adquiridas
mostréo que las G-Luc-hBMSCs sobrevivian mejor que las G-Luc-hAMCSs al ser
implantadas en esta localizacion. Se observé también que ambos tipos celulares
siguieron un patron de proliferacion similar. Tanto las G-Luc-hAMCSs como las G-Luc-
hBMSCs sembradas se caracterizaron por una crisis de crecimiento durante el primer
mes a la que siguié una fase de estabilizacion en el nimero de células detectadas en
los implantes. Sin embargo, mientras 7 de 10 implantes sembrados con G-Luc-
hBMSCs emitian luz al final del experimento, sélo se detectaron 4 de 10 implantes

sembrados con G-Luc-hAMCSs. La cuantificacion de los fotones detectados en las
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imagenes mostré que aproximadamente el 37% de las G-Luc-hBMSCs producian luz
el dia 90 post inoculacion, mientras que la proporcion de las G-Luc-hAMCSs
inicialmente implantadas que habian sobrevivido era de un 5%. Estos datos sugieren
que las hBMCSs serian mas utiles que las hAMSCs en la regeneracion del tejido éseo
en este modelo y con el biomaterial de PEG-RGD. Sin embargo, es probable que
utilizando otros materiales y aumentando el nimero de células sembradas inicialmente

asi como afiadiendo determinados factores de crecimiento '8

se pudiera conseguir
una mayor supervivencia de las hAMSCs sembradas en soportes e implantadas en el
tejido 6seo.

Para monitorizar de forma no invasiva la regeneracién 6sea se realizaron TACs de los
animales al dia siguiente de la operacién, a la mitad y al final del experimento. Esta
determinacién indirecta de la regeneracion 6sea ya habia sido utilizada previamente
por otros grupos en modelos de reparacion del tejido 6seo femoral'® y de la boveda
craneal™. El analisis de las imagenes de rayos X realizadas mostré que en los
defectos en los que se implantaron hidrogeles de PEG-RGD, independientemente de
si habian sido sembrados con células o no, se producia un aumento de densidad
significativamente (p<0,05) superior al observado en los defectos control (sin
implante). También se observaron diferencias, aunque menores (p<0,1) entre el
aumento de densidad de los defectos en que se implantaron hidrogeles de PEG-RGD
sembrados o sin sembrar. No se observaron diferencias significativas entre las
densidades de los defectos en los que se habian implantado hidrogeles PEG-RGD
sembrados con G-Luc-hAMCS o con G-Luc-hBMSCs. Se observé un aumento en la
densidad de los defectos en todos los grupos, incluido el grupo control, sin embargo, el
aumento en la densidad del grupo control fue muy inferior al de los otros tres grupos y
podria ser debido a la regeneracién del periostio y a la formacion de tejido fibroso.

El analisis histologico de los implantes mostré que se habia producido mineralizacién
en los hidrogeles de PEG-RGD sembrados con G-Luc-hAMCS o con G-Luc-hBMSCs,

mientras que en los hidrogeles sin sembrar no se observaron depdsitos de plata en la
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tincion de Von Kossa. Por otra parte, en los hidrogeles de PEG-RGD sin sembrar
implantados se observo la presencia de células del huésped en concordancia con
datos previos'*'®. En experimentos posteriores con ratones transgénicos para la
EGFP se comprobd esta colonizacion de los hidrogeles PEG-RGD por células del
huésped, que a las 4 semanas tenian una morfologia esférica mientras que a las 10
semanas su morfologia era fibroblastica.

El andlisis histologico de los defectos 6seos mostrd que en los defectos control no se
habia producido regeneracion 6sea aunque si se detecto la presencia de tejido fibroso
como se habia descrito previamente' "%, En los defectos en que se implanté el
hidrogel PEG-RGD con o sin células se observaron estructuras que se tefiian de forma
similar al tejido dseo aunque no se detectd claramente tejido dseo en los implantes, a
pesar de que en diferentes trabajos se ha descrito la formacion de tejido 6seo in vivo
en el hueso de la béveda craneal utilizando hBMSCs'"""'"2 0 hAMSCs'"®"""'"3 con
diferentes tipos de materiales. La presencia de mineralizacion en los hidrogeles
sembrados indica que probablemente, la utilizacion de factores como el BMP-2 o el
acido retinoico, el cambio de las condiciones de cultivo de las células antes de su
sembrado e implantacion'™ y el doble sembrado de hMSCs con otro tipo celular, como
por ejemplo células endoteliales'®, habria conllevado una mayor estimulacién de las
hMSCs sembradas y de las células del huésped que invadieron el hidrogel provocando

la formacion de tejido 6seo.

BIOSEGURIDAD

Las MSCs han sido derivadas a numerosos tipos celulares y utilizadas con éxito, en
animales de experimentacion, en la regeneracion del tejido cartilaginoso y el tejido
6seo entre otros. Sin embargo, frecuentemente los tratamientos basados en la terapia
celular requieren la utilizacion de una cantidad de células progenitoras muy superior a
la obtenida de los donantes, haciendo necesaria la expansion in vitro de estas células

antes de su utilizacion terapéutica. Esta expansion puede conllevar dafios en el
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genoma de las células progenitoras, que podrian provocar su transformacion

oncogénica. Estudios recientes han descrito la formacién de sarcomas en ratones

83,84 176,177

inmunodeprimidos por la implantaciéon de MSCs murinas o humanas aisladas
de médula 6sea y expandidas in vitro.

En los experimentos expuestos en el capitulo Ill, en los que se utilizaron células BMC-
9 marcadas con vectores lentiviricos para la expresiéon de la EGFP y la Pluc (G-Luc-
BMC-9) en combinaciéon con un soporte de quitosano en un modelo ectopico SC en
ratones inmunodeprimidos, se observd también la formacién de sarcomas. La
proliferaciéon de las células G-Luc-BMC-9 se caracterizé por una crisis de crecimiento
durante la primera semana seguida de una fase de proliferacién exponencial.

Se comprobd, inyectando IM células sin marcar, marcadas y derivadas de los
sarcomas formados, que la transformacion observada no dependia de la transduccion
lentivirica, ya que los tres tipos celulares formaban sarcomas. Concretamente, se
observé que tanto las BMC-9 como las G-Luc-BMC-9 formaban sarcomas en el mismo
intervalo de tiempo. Sin embargo, sélo se detectaron sarcomas SC al implantar las
G-Luc-BMC-9 sembradas en los soportes de quitosano.

El analisis luminométrico de homogeneizados de bazo, cerebro, higado, huesos,
pulmones y ganglios, de ratones que habian desarrollado sarcomas, en los que no se
detectaron células G-Luc-BMC-9, descartd el potencial metastatico de las estas
células.

El andlisis histoldgico de los sarcomas, tanto IM como SC, mostrd la presencia de
vasos asi como una elevada concentracion de células con nucleos de grandes

proporciones. En el caso de los sarcomas IM se detecté ademas la capacidad de las

células G-Luc-BMC-9 de invadir el tejido muscular'’®.
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“La vida es el arte de llegar a conclusiones a partir de evidencias insuficientes”

Samuel Butler.

Conclusiones
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e Las células C3H/10T1/2, C57BL/6 y BMC-9 fueron marcadas establemente con
la EGFP y la PLuc, seleccionadas y caracterizadas por su potencial de
diferenciacion como modelo de MSCs.

e Las células hAMSC y las hBMSC fueron marcadas establemente con la EGFP
y la PLuc, seleccionadas y caracterizadas in vitro. Se comprobd previamente a
su sembrado e implantacion, en un modelo de lesion 6sea, su capacidad de
diferenciacion a hueso.

e Se desarrollaron dos modelos animales, un modelo de implantacion ectépica
para seleccionar el comportamiento de combinaciones de biomateriales y tipos
celulares en dos ambientes fisiologicos diferentes (IM y SC) y un modelo de
lesion 6sea en el hueso de la béveda craneal para evaluar la proliferacion y
diferenciacion de células hMSC de diferentes tejidos.

e En la fase de seleccion de materiales se observd, tanto para las G-Luc-
C3H/10T1/2 como para las G-Luc-C57BL/6, que la proliferacién celular era muy
superior en las implantaciones IM comparadas con las implantaciones SC.

e Las células G-Luc-C3H/10T1/2 se mantuvieron estables in vivo al ser
inyectadas sin soporte o sembradas en el hidrogel de gelatina-glutaraldehido,
las esferas de alginato y las esferas Cytodex™3, dejaron de proliferar al ser
sembradas en el hidrogel de PEG, las esferas PAMs y el soporte de quitosano
y proliferaron significativamente al ser sembradas en el hidrogel PEG-RGD.

e Las células G-Luc-C57BL/6 dejaron de proliferar in vivo al ser inyectadas sin
soporte o sembradas en el hidrogel RAD16-I+biorubber, mientras que al ser
sembradas en el hidrogel de RAD16-I proliferaron significativamente.

e En el modelo de lesion dsea, las G-Luc-hBMSCs subsistieron mejor que las
G-Luc-hAMCS al ser sembradas en un hidrogel de PEG-RGD. Ambos tipos de
implantes se mineralizaron pero no se detectd en ellos la formacion de tejido

6seo.



210

Conclusiones

El aumento de la densidad de los defectos 6seos en los que se colocaron
implantes, tanto sembrados con células como sin sembrar, fue
significativamente superior al aumento de la densidad de los defectos control
(sin implante).

En el modelo de lesién 6sea con ratones transgénicos para la EGFP se
observd la migracion de células del huésped a implantes del hidrogel de
gelatina-glutaraldehido y del hidrogel de PEG-RGD.

La implantacion SC de células G-Luc-BMC-9 sembradas en soportes de
quitosano produjo la formacién de sarcomas. Estos también se detectaron al
inocular IM células BMC-9, G-Luc-BMC-9 y G-Luc-BMC-9 derivadas de
sarcomas SC. No se detectaron metastasis a bazo, cerebro, ganglios, higado,
hueso o pulmones.

Los procedimientos de BLI no invasiva desarrollados han permitido detectar un
minimo de 10® - 5-10° células in vivo dependiendo del tipo celular y seguir su
proliferacion durante un minimo de 12 semanas.

La plataforma descrita basada en procedimientos de BLI no invasiva ha
demostrado ser una herramienta altamente Util para la seleccion de materiales

y su evaluacion en un modelo de lesion 6sea in vivo.
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Abatido, mirando al cielo,

tras la tormenta,

en el silencio...

Esperaba la muerte

que alcanzé a otros primero.

Y recordo las personas,

los momentos y los suafios,

que le llenaron la vida,

y transformaron en un cuento,

la locura de su huida.

Y cerrd los ojos,

y miré dentro,

y se sintio repleto de esos momentos.
Se serenod y penso feliz

que habia vivido el dolor y lo bello!
Que la alegria le acompario6 cual gemelo!

Y que morir era soélo otro cuento.
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en cuenta que mi expediente académico no era algo espectacular.
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a los 3 porque lo cierto es que aquellas eran unas cenas muy agradables y se les
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hecha de menos. Volvamos al tema, después de la comida con Alex y sus amigos
fui a hablar con el Dr. Joan Manyosa y la verdad es que todo acabé resultando
mucho mas sencillo de lo que habia pensado y finalmente el dia 1 de octubre
empezaba a trabajar en el Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars (ICCC) en el

Hospital de Sant Pau.

Cuando aterricé en el ICCC en el grupo del Dr. Jeronimo Blanco, ademas de él
habia una postdoc semi-codirectora semi-secretaria general del grupo llamada
Nuria Rubio y una doctoranda rebotada del mundo vegetal llamada Marta Vilalta.
Aunque Jerénimo y Nuria asustaban un poco en la entrevista haciéndote traer
todas las libretas y preguntandote casi donde hiciste la primera comunién,
resultaron ser unos muy buenos jefes que me han ayudado en todo momento. La
verdad es que, cuando llegué al ICCC no tenia la menor intencion de hacer
amistades, y ahora no penséis que soy una borde (vale, un poco si!), pero es que
consideraba que con los de la UAB y anteriores ya tenia suficiente y que yo alli
habia ido a trabajar. El caso es que como dicen el roce hace el carifio y teniendo
en cuenta que compartia el laboratorio con Marta V como Unico ser vivo (ademas
de los tronquitos, pero ellos no hablan!) pues el trabajar codo con codo y cantar los
éxitos de M80 hizo que Marta V se convirtiera en una de mis mejores amigas. —
Marta, treballar amb tu ha sigut realment enriquidor, tant a nivell professional com
personal. Si hagués d’escriure aqui tot el que voldria agrair-te necessitaria unes
cuantes pagines... Gracies per haver-me ajudat sempre quan sorgien problemes al
lab y quan els problemes eren personals, sera molt dificil anar a treballar a un altre
lloc i que no hi siguis. Només espero que el mail y I'skype ens mantinguin unides
per més que ens allunyem fisicament-. A través de Marta V conoci a Javi F (si, jo
no tenia ni idea de que estaveu junts, no m’entero de res...contents?!!) que resulté
ser también una persona encantadora dispuesto siempre a solucionar problemas y

a hacer unas cenas riquisimas!!.
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Hacia la mitad de mi estancia en el ICCC llegé Juli al grupo, con sus imitaciones de
Torrente y su devocion por la familia Pantoja! Y sobretodo con unas inagotables
ganas de trabajar. Lo que nos hemos llegado a reir con él! Hace pocos meses que
ha llegado Eli, una gaditana muy graciosa, que ya se esta peleando con las células
mesenquimales que da gusto!

A parte de los miembros de nuestro grupo, en el ICCC hay muchos otros, pero
muchos muchos! De hecho hay tantos que como un 20% no se ni quienes son! Y
no porque viva en una cueva sino porque en vez de venir de 1 en 1 vienen de 5 en
5 y como nadie te los presenta... Pero bueno, ademas de los diferentes ejércitos
clonicos de técnicos y post-docs que han llegado ultimamente, hay una serie de
personas (que si se como se llaman!) con las que he vivido muy buenos
momentos. En nuestro piso hemos compartido risas y balanzas con el grupo de
fisiologia celular, donde sobretodo montan jaleo Cristina y Jordi! Yo personalmente
tengo que agradecer a Oriol y M2 Angeles, integrantes del servicio de histologia,
toda la ayuda que me han prestado con mis dudas histolégicas. También
agradecer a Oriol que se jugara la vida con las altas esferas dejandome su mesa y
a M2 Angeles las agradables charlas que hemos compartido y ese afan por ayudar
siempre, ha sido un verdadero placer teneros cerca. Una vez pasado el ascensor
del piso 2 esta el confocal y el cortador de rodajas??!! donde viven en penumbra y
temperatura variable Esther y Maribel. Quiero agradecer a la primera sus intentos
de proporcionarme siempre una sesion de confocal aunque éste estuviera a punto
de explotar y a Maribel su simpatia y sus comentarios estadisticos. El grupo de
Pilar Rivera con DIF (trobo que aquest nom et queda molt bé, no?!!) como becario
también habita en el piso 2 y comparten con nosotros la masificada sala 106 de
cultivos, - vinga David, que quan marxi et deixaré les meves hores de cultius!-. Al
final del piso esta Pablo cristalero (que seguro no es tu apellido pero te viene

fenomenall) con Rosa -que se pasa el dia arriba y abajo del pasillo criando
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bacterias- y las becarias Maria y Elena, tan dicharacheras como currantes y es que
tienen el record de horas trabajadas en el centro sin ningun tipo de dudas!

Hasta hora he hablado soélo de la gente del piso 2, o sea, los otros, o es que en
algun otro piso fallan los sistemas de calefaccion y aire acondicionado con tanta
insistencia? Seguro que no, yo estoy convencida de que nos quieren liquidar, pero
que tengan claro que somos un hueso duro de roer y es que mala hierba...!!!

En la planta baja estda Maria que siempre te saluda con una sonrisa al abrir la
puerta y todo un monton de secretarios/as, contables y comunicadores que te
hacen preguntarte si aquello es en realidad un centro de investigacion! Alli abajo
ademas de direccion y gerencia hay 3 laboratorios donde recuerdo especialmente
a Xevi, Montse, Rodrigo (con quien he compartido penas en el estabulario! —ya
todo va mejor, no?, me alegro!-), Blanca...

En la primera planta la densidad de becarios por unidad de espacio aumenta
considerablemente y es que alli se encuentran el LOX lab con Ana (I'abella més
chic de la historia), Olivier (dale una hora y te llena el incubador de células!), Javi F
(y sus problemas proteinicos, -ja veuras que acabara sortint-), Javi C (el
citometro&residuos man, siempre con una broma y una pregunta personal a
punto!), Silvia (la técnico mas eficiente del mundo), Maria (la burgalesa loca que se
corta dedos con un hacha india de plastico!), Maurizio (un currante de pies a
cabeza que nos ha hecho reir infinidad de veces -ciao!-)... y el lab del grupo de
Vicenta con Sandra, Laura, Paula (la chica lumindémetro!!), Jose... En este piso
esta también el servicio de cultivos, dirigido con mano férrea por Nia y sus pupilas
Patri y Sonia. Que te voy a decir Sonia que no te haya dicho ya! Nos hemos
contado media vida entre cambio de medio y limpieza de incubador! Tu simpatia y
tu alegria son dificiles de encontrar! Aunque Patri esta cogiéndole también el pulso
al curro y la queremos a pesar de sus notas inquisidoras!! (si, yo también lleno la

sala 106 de notas, y que?!)
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En el piso 4 o biblioteca hay otro montén de gente, me llevo un recuerdo especial
del sector ping-pong-escritura tesis integrado por Judith, Sandra, Marta V y Maria
con quienes he compartido 2 m? y 4 conexiones a internet (ICCC en lluita!) y
muchas horas, ha sido agradable interaccionar con vosotras, sobretodo con las 2
primeras porque casi no lo habiamos hecho en los 3 afos anteriores. También
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grapadora y dejarme echarle los rollos de mis historias de la tesis!, a Gemma por
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encantadora y adentrarme en el arte de la cria de ratones - espero que tu préxima
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tantas cada dia, a Marta M por dejarme el atril, a Ana por dejarme el cargador del
portatil... Me dejo a mucha gente pero es que con algunos solo he cruzado unas
pocas palabras! De todas maneras la fauna de la biblio es genial!

No he acabado con el ICCC todavia! Como voy a olvidarme de la gente del
estabulario??! Quiero agradecer especialmente a Sonia —que se ha ido
recientemente- su capacidad infinita para soportarnos, sus servicios de chofer de
ratones a la UAB y esas conversaciones tan entretenidas que nos brindaba (eso si,
mi mail te agradece que hayas dejado de mandar 10 mails por dia!!), también a
Pablo y a Angel que cuidan con carifio a nuestros queridos ratones, muchas
gracias! Un beso para Fanny, una mujer que ha vivido un montén de cosas y que
ama a los animales con locura y la persona que mas y mejor limpia de mundo,
podriamos comer en el suelo del estabulario y peinarnos utilizandolo de espejo!
Quiero recordar a los que se fueron antes que yo, a Marta O que era el angel de
cultivos, a Berta que te sorteaba una célula aunque tuviera que amenazar de
muerte al laser GFP, a Monica “tubos” (no te enfades!) que aunque ponia las
puntas a su ritmo era muy entretenida, a Jose Luis que nos dedicé unas bonitas

lineas en su despedida y a Lluis que acabd la tesis cuando yo empezaba a
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escribirla y que esta infinitamente mas contento desde hace un par de meses
(porqué sera??!!).

Seguro que me he dejado a mucha gente, no me lo tengais en cuenta, ya sabéis
que soy un poco despistada! Tengo que deciros — y no lo reconoceré en publico-
que ha sido un placer trabajar con todos vosotros, espero que a todos os vaya

genial y que la vida os brinde una alegria tras otra!

Paralelamente a las diferentes fases académicas de mi vida he encontrado a otras
personas. Quiero destacar a mis amigos del pueblo, que seria de mi vida sin todos
vosotros?? No beberia tan bien ni de lejos! Quiero agradecer a todos ellos su
compafia, amistas y apoyo durante todos estos afios que hace que nos
conocemos, a mi hermano que es el abuelo del grupo y me deja —gracias al sefior-
las llaves debajo del felpudo, a Miguel que aunque te hace comentarios chungos a
veces y es un “brasas” es una gran persona, a Fer que a pesar de que no le gusta
ningun juego de mesa nos monta unas fiestas de disfraces de impresion!, a Juan
que es un artista atrapado en el cuerpo de un teleco que colabora con pefia
chunga disefiando cosas para aviones de guerra (que ya se que no!), a kike que es
el mcgyver del grupo (te monta una antena con una patata y un tenedor y un grifo
que saca espuma que te pasas!) y con quien me he contado casi toda mi vida y
sobretodo a las chicas. Agradeceré una vez mas al azar o al destino o a lo que sea
que me haya cruzado con las SB: Marta (la directora banquera que nunca llama ni
contesta los mails —aunque si los lee!- y que ha puesto del revés su vida en unos
meses, di que si!), Silvia (la SB menos diplomatica, pero sea lo que sea te lo dice
con tanto carifio que como te vas a enfadar...es una currante nata y sin lugar a
dudas acabara consiguiendo lo que se proponga), Maria (mi primi, cuantas noches
sin llaves hemos dormido juntas, eh?! Es sobrecogedora la forma en la quiere a
practicamente todo el mundo y ese afan infinito por el didlogo que posee), Pati (la

peque del grupo, yo me siento especialmente protectora con ella y con una
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empatia muy fuerte, deseo y mucho que se cumplan todos tus suefios) y Elena (mi
novia odontdéloga, te acuerdas cuando quedabamos con Pati clandestinamente
para ir a ver la Sirenita?!! Que risas. Elena hace las caras mas graciosas del
mundo y aunque parece la mas dura, luego es un trozo de pan). Y es que hace ya
mucho que nos lavavamos el pelo en el rio para que nos quedara mas brillante o
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Abstract

Recent developments in stem cell research have promoted a flourishing of new biomaterials and scaffolds for tissue repair. However,
there is a scarcity of procedures to monitor the performance of scaffold-stem cell combinations implanted in live animals, avoiding the
inherent artefacts associated with in vitro assay conditions. We report the implementation of a procedure based on the use of the
luciferase gene as a cell proliferation tracer to monitor, by in vivo non-invasive imaging, the performance of stem cell-biomaterial
combinations used for tissue regeneration. In a model system using immunodepressed mice we show preference of a mouse embryonic
mesenchymal cell line (C3H/10T1/2) for specific implantation sites and biomaterials during a prolonged in vivo growth period (3 months).
Moreover, we analyzed the safety of implanted cells using a sensitive luminometric procedure and showed that the implanted cells did not
spread to other organs. Our results demonstrate the utility of this simple and resource-saving procedure in the development and screening

of biomaterials for tissue engineering.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The shortage of donor tissue and organs for transplants
has promoted a large research and development effort
aimed at generating alternative therapeutic solutions, for
the millions of patients that suffer each year from organ
failure [1].

There are multiple cell types with potential for tissue
regeneration [2]. Autologous adult stem cells derived from
specific organs, e.g. the bone marrow and fat, are capable
of differentiating to adipose tissue, bone and cartilage and
appear as ideal candidates for cell therapies [3-11],
avoiding problems associated with immune rejection,
pathogen transmission and ethical issues. Scaffolds [12]
are three-dimensional delivery vehicles, providing physical,

*Corresponding author. Tel.: +34935565905; fax: +34935565559.
E-mail address: jblancof@csic-iccc.santpau.es (J. Blanco).

0142-9612/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biomaterials.2007.02.011

chemical and biological information that directs stem cell
proliferation and differentiation towards the desired cell
types and structural organizations [13]. Additionally,
scaffolds should be non-toxic, non-inflammatory, non-
immunogenic and should disappear once their function
cesses to be required.

In practice, scaffold design is an empirical process of
trial and error directed at achieving a defined objective,
that is, a well-structured and functional tissue. The scaffold
designer must be able to analyze the capacity of materials
already existing or designed with specific functionalities in
mind to sustain cell implantation, proliferation and to
direct appropriate cell differentiation [14,15]. Thus, the
capacity to monitor in vivo the functional state, e.g.
proliferation and differentiation, of cells seeded in scaffolds
is of great importance for scaffold design.

Photinus pyralis luciferase (Pluc) catalyzes the oxidation
of luciferin in the presence of ATP and coenzyme A,
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producing light and O,. Due to an almost complete
absence of endogenous photons in mammalian cells, except
for very low-intensity luminescence resulting from some
redox reactions [16], the existence of highly sensitive light
measuring instruments allowing detection of the enzyme at
a concentration of 1 x 107" mol/l and the lack of require-
ment for post-translational modification, Pluc is a very
convenient and quantifiable cell reporter [17].

Despite the apparent opacity of tissues, light can be used
to probe physiologic functions and structures at depths of
several millimeters [18,19]. These optical properties of
tissues allow the generation of images of cells implanted in
live organisms. Light from genetically manipulated cells
expressing Pluc has been used in the past to non-invasively
monitor gene activity in tissues of small animals, such as
mammalian embryos [20,21]. In larger animals such as
mice, Pluc fused to the human immunodeficiency virus
promoter has been used to report on the activity of the
promoter transgene [22], to study the clearance rate of a
Pluc-expressing HeLa ascites tumor during antineoplastic
drug treatment [23], for non-invasive in vivo quantification
of Pluc-labeled tumor metastases [24], and for monitoring
expression of osteocalcin during bone formation [25].

In the present work we report the implementation of a
well-defined assay platform, based on non-invasive ima-
ging, to monitor the proliferation behavior of Pluc
expressing cells seeded in biomaterial scaffolds implanted
in live animals, which should be of general application in
scaffold design and regenerative medicine.

2. Materials and methods

2.1. Retrovirus

Retroviral vector prEGFP-CMV-Pluc, used for cell labeling contains
the enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene sequence under
control of the 5LTR and the Pluc gene coding region under control of the
cytomegalovirus (CMV) promoter. The Pluc gene was excised from the
pSP-luc+ vector (Promega Corporation, Madison, WI) and cloned into
the pRC/CMYV vector (Invitrogen, San Diego, CA). To generate the vector
prEGFP-CMV-Pluc, the CMV promoter and the Pluc gene were inserted
in the pSFBI1EGF vector (provided by Dr. C. Baum) [26].

2.2. Cell culture and viral transduction

Human embryonic kidney cells 293GPG (provided by Dr. D. Ory) [27]
were used for packaging of viral particles. The cells were grown in
Dulbecco’s Modified Eagle Media-high glucose (DMEM-hg) (Sigma,
Steinheim, Germany), 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)
(Sigma), 2mM L-glutamine (Sigma), 50 units/ml penicillin/streptomycin
(Sigma), 1pg/ml tetracycline (Sigma), 2pg/ml puromycin (Sigma)
and 0.3mg/ml G418 (Sigma). Cell cultures were trypsinized and plated
the evening prior to transfection. The following day, tetracycline was
removed and the cells, now 90-95% confluent, were transfected with the
prEGFP-CMV-Pluc construct using lipofectamine and plus reagent
(Invitrogen). The culture supernatants were collected every 24h until
120 h and used to transduce the C3H/10T1/2 mouse embryonic cell line
(ATCC, Rockville, Maryland).

C3H/10T1/2 cells were grown in DMEM D7777 (Sigma) supplemented
with 1.5 g/L sodium bicarbonate (Sigma), 1% penicillin/streptomicin and
10% FBS and were plated at a density of 10* cells/well in 12 well plates the

day prior to transduction. For transduction, 1ml of the 48-96h
supernatants supplemented with 100l of protamine sulfate (Sigma)
50 pg/ml was added to the cells and incubated for 8h, after which the
media was replaced with fresh media and the cells were allowed to
continue growing. This process is repeated during a 3-day period. The
higher 6% EGFP expressing cells (C3H/10T1/2.Pluc) were selected by
FACS, expanded and used for seeding in the scaffolds.

2.3. Luciferase assays

Luciferase activity results in the generation of light in the green region
of the spectrum, wavelengths 500-650 nm.

Light production capacity of C3H/10T1/2.Pluc cells was measured
using a standard curve generated with 10, 50, 250, 500 and 1000 lysed
C3H/10T1/2.Pluc cells in reporter lysis buffer (RLB) (Promega). To
determine luciferase activity, 100 pl of luciferin (Promega) were added to
the cell lysates (20 ul) and following a 2 s delay measured in a luminometer
(Berthold detection systems, Pforzheim, Germany) using a 10s integration
period. Light measurements were expressed as relative light units (RLUSs).

2.4. Seeding of scaffolds

Three materials were tested in the present study: a polyethylenglycol
(PEG) hydrogel cross-linked to a RGD peptide (hydrogel-1) [28], a
gelatine-glutaraldehyde hydrogel (hydrogel-2) [29] and calcium alginate
beads. To prepare hydrogel-1, 20 ul of PBS were added to a pre-made
7% PEG-RGD frozen aliquot (mix 1). In a different tube, 49.6pul of
triethanolamine (Fluka, St.Gallen, Switzerland) 0.3 m pH 8 were added to
a pre-made aliquot of lyophilized matrix metalloproteinase (MMP) cross-
linker and then mixed with 20 ul of medium containing 4 x 10> C3H/10T1/
2.Pluc cells (enough for 4 implantations). Then 132 ul of the re-suspended
PEG-RGD (mix 1) were added to the MMP cross linker mix. For
hydrogel-2, 200l of medium containing 7 x 10° cells (enough for 4
implantations) were poured drop wise over the upper surface of the pre-
made and lyophilized scaffold material, and placed for 45min in a 37°C
CO, incubator, after which 1ml of medium was added and cultivation
continued. To prepare alginate beads 3.5 x 10° cells were suspended in
400l of a 1.2% low-viscosity alginate (Sigma) solution in NaCl 0.15m.
The suspension was added drop wise through a 23-gauge needle to a
100mm CacCl, solution, where the drops were allowed to gel for 10 min.
The formed beads were then washed four times in NaCl 0.15m and once in
C3H/10T1/2 medium. Each bead contained approximately 8.5 x 10* cells.
Two beads were implanted in each site. Cell seeding was done 5 days in
advance of the implantation for hydrogel-2 and alginate, or the same day
of implantation for hydrogel-1. C3H/10T1/2.Pluc cells without scaffold
(control) were trypsinized, suspended in media without FBS and 50 pl
containing 1.5 x 10° cells were inoculated per site.

2.5. Inoculation of scaffolds in nude mice

Six-week-old BALB/c homozygous nude (nu/nu) mice were purchased
from Charles-River (Wilmington, MA) and maintained in a specific
pathogen-free environment throughout the experiment. All animal-related
procedures were performed with the approval of the animal care
committee of the Cardiovascular Research Center and the Government
of Catalonia. Four implantations were performed symmetrically in each
animal: two subcutaneous (SC) on the back and one intramuscular (IM) in
each thigh. Each material was tested in 6 mice, each mouse receiving one
material in its left side and a different one in its right side. Cells without
scaffold were also injected SC and IM. Before scaffold implantation, the
animals were anesthetized by an intraperitoneal injection with 100 mg/kg
ketamine (Merial, Duluth, GA) and 3.3mg/kg xilacine (Henry Schein,
Melville, NY) and immobilized. To implant hydrogel-1 the material
components were mixed with the cells, as described, and immediately 25 pl
were injected in each site. The mixture gels inside the animal within 10 min.
To implant hydrogel-2 and alginate scaffolds, a puncture was made
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through the mouse skin (SC) or skin plus thigh muscle (IM) using a 16 G
needle and then, 30 pl of the gelled material was implanted using a syringe
fitted with a bevel ended pipette tip. Finally, the perforations were sealed
with 3M Vetbond™ (3M Animal Care Products, St Paul, MN) surgical
glue. To implant no-scaffold controls, cells suspended in medium without
serum were directly injected in each site.

2.6. In vivo non-invasive imaging and image analysis

In vivo optical imaging of engrafted nude mice was performed as
described previously [30]. Mice were anesthetized and 50 ul of luciferin
(16.7mg/ml in PBS) were injected in situ and images were acquired during
a 5min period, starting 5 min post luciferin inoculation. For imaging, the
animals were placed at 247 mm from the camera objective (HFP-Schneider
Xenon 0.95/25mm) using the maximal diaphragm aperture, in the
detection chamber of a high-efficiency ORCA-2BT Imaging System
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan) provided with a
C4742-98-LWG-MOD camera fitted with a 512 x 512 pixel, charge couple
device (CCD) storing 230.000e” /pixel, cooled at —80°C. The CCD
responds to light of 300-900nm with a quantum yield of 90% for
wavelengths between 500 and 700 nm. Immediately after image acquisi-
tion, while the animal remained in the same position, a second image of
the animal was obtained using a white light source inside the detection
chamber. To increase detection sensitivity the reading noise of the
recorded signal was reduced by adding together the light events registered
by arrays of 8 x 8 adjacent pixels (binning 8 x 8) of the camera CCD. Mice
were imaged at days 0, 7, 14, 30, 45 and 90 post-implantation.

Quantification and analysis of photons recorded in images was done
using the Wasabi image analysis software (Hamamatsu Photonics). In
order to establish the correlation between the number of transplanted cells
and the emitted light, a standard curve was generated by grafting 5 x 102,
10°, 5 x 103, 10%, 5 x 10%, 10, 5 x 10° C3H/10T1/2.Pluc cells suspended in
DMEM-hg in the thigh of nude mice. The animals were imaged the same
day of the injection as previously described.

Light measurements were expressed as photon counts (PHCs). Data is
represented as the number of PHCs versus number of grafted cells. The
slope of the linear regression curve is the number of in vivo PHCs per
transplanted cell. Color images were generated using an arbitrary color
palette representing standard light intensity levels (blue = lowest; red-
highest). To calculate the number of PHCs from a selected area of interest,
the number of recorded PHCs is extracted from the image memory
and the average number of PHCs/pixel is calculated using the Wasabi
image analysis software (average PHCs/pixel). The same operation is
performed for an area of the mouse image memory containing no
implanted cells (average background PHCs/pixel). Net number of PHCs in
the area of interest = [(average PHCs/pixel)—(average background PHCs/
pixel)] x (number of pixels in the area of interest).

2.6.1. Display of acquired images

There are important differences between the way data is stored in the
image memory for each pixel of the recording device, the CCD, and
the way in which such data is represented by the computer graphics in the
monitor. While the image memory can store 65535 different light levels
corresponding to the number of light events reaching the CCD’s pixels, the
computer graphics can only display 256 different gray or pseudo color
levels for each pixel. Thus, the printed images corresponding to memory
images that contain more light levels than the available computer display
levels will either be unable to represent low intensity levels, or conversely,
will represent well the low intensity levels but will be saturated for the
higher intensity levels. In the current work, we have decided to bias the
representation towards low intensity levels, which results in saturated high
intensities, red color in the scale.

2.7. Cell migration

To determine migration of cells implanted within scaffolds to other
organs, after the 3-month period of in vivo growth, two animals from each

test set (the ones producing most light at the implantation site) were
chosen. Target organs (brain, liver, spleen, lungs, hip bone and lymph
nodes) were harvested, homogenized and assayed to determine Pluc
activity using a very sensitive luminometric procedure as described [31],
capable of revealing the presence of 50100 cells per organ.

2.8. Histology

At the end of the in vivo phase of the experiments, for each of the test
groups, one of the IM implantation zones was selected, harvested, washed
with PBS and after de-boning included in OCT. Sections of 5pum were
prepared using a cryostat (Leica, Wetzlar, Germany) and stained with
hematoxylin (Merck, Darmstadt, Germany) and eosin (Sigma).

2.9. Recovery of cells from implanted scaffolds

At the end of the 90-day in vivo growth period, a thigh muscle from one
mouse of each test group was harvested, washed with PBS and minced.
The tissue fragments were placed on a tissue culture plate and covered
with a thin layer of C3H/10T1/2 medium plus 2% penicillin/streptomicyn
and 1pg/ml fungizone (Sigma). The following day fresh medium was
added and cultivation was continued until EGFP positive cells were
observed migrating out of the tissue fragments. Cells freed from the tissues
were trypsinized, seeded in fresh medium and cultivated until there were
enough cells for fluorescence intensity and Pluc activity determinations.

2.10. Statistical analysis

The average of net PHCs normalized to those of day 0 was used to
compare the behavior of the labeled cells seeded on the different scaffolds.
The data were analyzed using SPSS version 14 software using the General
Lineal Models (GLM) method. To evaluate the effect of the scaffold type
on the cell proliferation a two-way ANOVA was performed (significance
was assumed when p <0.05).

3. Results
3.1. Light production by C3H/10T1/2.Pluc cells in vitro

To determine the amount of light generated by the C3H/
10T1/2.Pluc cells in culture, Pluc activity was measured in
lysates generated from predetermined numbers of cells.
Fig. 1 shows a standard plot of light production, expressed
as RLUs, versus the number of cells in the lysates. The
slope of the linear regression plot, the number of RLUs
generated by a single cell, was 213 RLUs/cell.

3.2. Non-invasive detection of intramuscularly implanted
C3H/10T1/2. Pluc cells

Predetermined numbers of C3H/10T1/2.Pluc cells were
inoculated in the tights of nude mice and imaged as
described. The number of detected PHCs, extracted
from the recorded images (Fig. 2a), was plotted versus
the number of inoculated cells (Fig. 2b), following
subtraction of the background noise, from an image area
devoid of implanted cells. The data shows that a minimum
number of 5000 cells were required for detection. More-
over, the linear relationship between cell number and
PHCs indicates that the intervening tissue has a linear
quenching effect on transmitted light photons. The slope of
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Fig. 1. In vitro luminescence from C3H/10T1/2.Pluc cells. The graph . Ea_Ch scaffold material had_ a characterlstlc. behavpr
shows the light production capacity of 10, 50, 250, 500 and 1000 cells. i vitro. Hydrogel-1 and alginate beads retained their
Light production is expressed as relative light units (RLUs). The slope of integrity throughout a 4-month period while hydrogel-2
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Fig. 2. In vivo detection of C3H/10T1/2.Pluc cells. (a) 5 x 10%, 10, 5 x 10>, 10*, 5 x 10%, 10°, 5 x 10° C3H/10T1/2.Pluc cells were inoculated in the tights of
nude mice and directly imaged after addition of luciferin. (b) Photon counts (PHCs) recorded in the images were plotted, after subtraction of background
PHCs, versus the number of cells inoculated. The slope of the regression line is the number of PHCs/cell. R = correlation coefficient.
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Fig. 3. Light microscope images of hydrogels-1, -2 and alginate beads seeded with C3H/10T1/2.Pluc cells. Images of hydrogel-1 (A, D) and hydrogel-2
(B, E) were obtained using a confocal microscope (objective: 63 x /1.3, eyepiece:10 x /20,) and images of alginate beads (C, F) were obtained using a
standard phase contrast microscope (objective: 20 x /0.4, eyepiece: 10 x /20). (A—C) White light images, (D—F) fluorescence light images.

3.4. Proliferation of C3H/10T1/2.Pluc cells in vivo

The capacity of the different scaffold materials to sustain
proliferation of C3H/10T1/2.Pluc cells in vivo, in two
different physiological environments (SC and IM), was
analyzed by non-invasive photonic imaging of seeded
scaffolds implanted in nude mice. Fig. 4 shows pseudo-
color series of representative “halve mouse’ images, each
representing a different scaffold material, throughout the
experiment period. The remaining images are included as
supplementary data. Quantitative data on cell proliferation
was obtained by counting image-recorded PHCs from the
scaffold regions and subtracting background PHCs from a
representative equivalent area devoid of scaffold (Figs. 5a
and b). To account for inevitable differences in the seeding
efficiency of scaffolds, data is represented as total PHCs
and as PHCs normalized to those of day 0 (Figs. 5¢c and d).

The images (Fig. 4) and the corresponding quantitative
data (Fig. 5) extracted from them show that luciferase
expressing cells in the scaffolds are easily detectable and
remain detectable even 3 months post inoculation.

There was a clear preference for proliferation of cells in
the IM sites relative to the SC sites when compared in the
same animal and independently of the scaffold material.

Seeded scaffolds and cells without scaffold implanted SC
were generally unable to proliferate and mostly disap-
peared, only 3 mice of 24 showed some cells at SC implants
by the end of the experiment. Conversely, cells in IM
sites were mostly successful and showed a clear tendency
to survive and by the end of the experiment 20 of the
23 IM implantation sites were still populated by cells.
Cells implanted without scaffolds went through a pro-
nounced growth crisis, also observed in some of the
scaffold implants that took place in the first week post-
implantation and was followed by a recovery phase by the
second week.

Individual materials implanted at IM sites had char-
acteristic proliferation behaviors. Thus, comparison of the
amount of light produced by the implanted cells at days
0-90 showed that cells in the “no-scaffold” control, after
an initial growth crisis, tended to barely maintain their
number through the experiment, and those in hydrogel-2
and alginate remained stable showing little or no net
growth. However, cells in hydrogel-1 clearly proliferated.
The difference in performance of the cell-scaffold combi-
nations during the experiment was found statistically
significant (p<0.05). Hydrogel-1 was also the best perfor-
mer at SC sites.
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Hydrogel 1

Hydrogel 2

Alginate

No scaffold

Fig. 4. Proliferation of C3H/10T1/2.Pluc cells seeded in scaffolds implanted in nude mice. (a) Composite images of photons from C3H/10T1/2.Pluc cells
(color) at subcutaneous (SC) and intramuscular (IM) sites, at days 0, 7, 14, 30, 45 and 90 post-implantation, overlaid on the corresponding white light
images of mice. (b) Diagram showing the location of SC and IM implants. (c) Standard rainbow color scale used to depict relative light intensities

(red = highest; blue = lowest).

3.5. Cell migration

Cells implanted within the scaffolds could have migrated
from it and colonized other organs. However, lumino-
metric analysis of Pluc activity in tissue homogenates of
brain, liver, spleen, lungs, hipbone and lymph node failed
to show the presence of any significant number of
luminescent cells from the scaffolds, within the detection
limit of the instrument (10 cells/lymph node or 50-200 cells
for the rest of the tested organs).

3.6. Examination of the implanted scaffolds

At the end of the experiment, the animals were sacrificed
and the scaffold implantation sites were analyzed to
determine the fate of the scaffold material. There was no
detectable evidence of inflammation in the tissue surround-
ing the implantation sites, although in histological sections
big lymphoid follicles could be detected surrounding the
implant sites (Fig. 6) but not in the control animals (muscle
without implant) showing that these follicles are developing

an active immune response. The hydrogel-2 and alginate
scaffolds were macroscopically degraded during the 90
days of the experiment and had disappeared. However
hydrogel-1 material, the most successful, was only partially
degraded in the same time period, showed clear vascular-
ization (Fig. 7) and had attached to the skin and muscle
tissue layers.

3.7. Recovery of cells from scaffolds and stability of
luciferase expression

At the end of the 3-month in vivo test period, the scaffold
implantation sites from one mouse of each test batch was
excised from the thigh muscle, minced and cultivated in
C3H/10T1/2 medium during 20 days to allow EGFP
cells to escape from the explants. The recovered C3H/
10T1/2.Pluc cells were detected by fluorescence microscopy
(Figs. 8B and D) and also with the Orca 2BT Imaging
System (Fig. 8E), showing that the cells were still
expressing luciferase. These cells were then expanded
during 20 days, sorted by FACS and the EGFP positive
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Fig. 5. Quantitative analysis of photon data recorded in scaffold images. After subtraction of background photon counts (PHCs) from all the
subcutaneous (a) and intramuscular (b) implant images were plotted versus the elapsed time post-implantation. To compensate for differences in the
seeding of scaffolds, PHCs were normalized relative to those at day 0 (c, d). Dots represent the average value at each time point. Bars represent standard

deviation.

fraction was analyzed luminometrically to determine their
light production capacity (RLU/cell). As can be observed
in Fig. 9 the cells recovered from the explants were
distributed into two distinct populations (Fig. 9B), both of
which fluoresce with lower intensity than the same cells at
the time of implantation (Fig. 9A). Moreover, lumino-
metric analysis showed that during the period encompass-
ing in vivo growth plus rescue of cells from explants, the
light production capacity of the cells had also diminished.

4. Discussion

In the present work we show the use of non-invasive
imaging to monitor the performance of scaffolds seeded
with model progenitor cells, engineered to express the Pluc
gene, implanted in live animals.

In vitro, mouse embryonic C3H/10T1/2.Pluc cells tagged
by infection with retroviral constructs for the expression of
Pluc and EGFP produced large quantities of photons,
213 RLU/cell, in linear proportion with the number of
cells assayed. The analysis of images from live mice
inoculated in the thigh, with a known number of C3H/
10T1/2.Pluc cells showed that, as few as 5000 cells could be
detected (23.4 PHCs/cell) with the Orca system. Implanted

C3H/10T1/2.Pluc cells produced large quantities of light
during the 12-week period of growth in vivo. Attempts to
quantify the amount of light produced per cell, at the end
of the experiment, required an additional 40 days growth
period in culture to rescue the C3H/10T1/2.Pluc cells from
implantation sites and generate enough quantities for
sorting and light measurement. FACS analysis of cells
rescued from the scaffolds indicated a decrease in the
fluorescence relative to that of the cells originally used
for seeding the scaffolds, which was also accompanied
by a decrease in cell luminescence. We presume that the
observed changes in reporter protein expression took
place in vitro and are likely due to known gene silencing
mechanisms such as promoter methylation and/or histone
acetylation frequently affecting retroviral vectors [32]. In
support of these, further tests to determine stability of light
production in vivo showed that C3H/10T1/2.Pluc cells
implanted without scaffold in syngenic C3H mice produced
increasing amounts of light with time during a 16-week
test period (data not shown). Thus, it would appear that
implantation of the cells in vivo has a stabilizing effect
against the decrease in gene expression.

We tested the capacity of the scaffold materials to
support cell growth in vivo by implanting hydrogels-1,
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Fig. 6. Histological sections of tissue from intramuscular implantation sites stained with H-E. hydrogel-1 remnants (star) and a part of a lymphoid follicle
(bottom), 20 x (a). Alginate scaffold remnants (large box), section of a lymphoid follicle (small box) and normal muscle tissue, 10 x (b). Alginate scaffold
remnants, 20 x (c). Expanded muscle tissue section from (b), 20 x (d). Expanded lymphoid follicle from (b) 10 x (e). Hydrogel-1 remnants (star) and
section of lymphoid follicle, 20 x (f). Hydrogel-1 remnants (centre), lymphoid follicle and normal muscle tissue, 10 x (g). Hydrogel-1 remnants (star) and
normal muscle tissue, 20 x (h). Objectives: 10 x /0.3 and 20 x /0.5, eyepiece: 10 x /25.

-2 and alginate scaffolds seeded with the C3H/10T1/2.Pluc
cells, as well as the cells without scaffold (control) in two
different physiological environments, SC (skin of the back)
and IM (thigh muscle) of nude mice.

Our results show that the C3H/10T1/2.Pluc cells were
unable to survive in any of the scaffolds or without scaffold
(control) at the SC implantation sites, where, after the
12-week experiment, only 3 of 23 mice retained some cells
at the implantation site.

C3H/10T1/2.Pluc cells implanted IM survived consider-
ably better than when implanted SC, in a scaffold or
without (control). At IM sites, 20 of the 23 implanted mice
retained cells after 12 weeks. However, each of the samples

behaved differently. Cells without scaffold and some
implanted scaffolds suffered a pronounced growth crisis
within the first week post implantation from which they
progressively recovered, finally reaching a number similar
to that originally implanted. Cell numbers in hydrogel-2
and alginate implants showed a tendency to remain stable
throughout the experiment. Hydrogel-1 was the scaffold
material that showed best capacity to support cell growth,
and by the end of the experiment, 12 weeks, cells in
hydrogel-1 had increased in number relative to the original
implant.

The capacity to support cell growth of hydrogel-1 correlated
with the induction of associations with surrounding tissues,
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Fig. 7. Appearance of a representative hydrogel-1 scaffold seeded with
C3H/10T1/2.Pluc cells recovered from a subcutaneous implantation site
after 90 days in vivo. The material found adhered to the surrounding tissue
was penetrated by capillary vessels.

the presence of a vascular network, the attachment to the
muscle tissue layer and the persistence of the scaffold material
(which was only partially degraded) by the end of the
experiment, neither of which was detected at the implantation
site of the other materials. Although no visual signs of
inflammation were detected in association with any of the
scaffolds, lymphocyte infiltration was observed in histological
sections of all of the scaffolds from IM implantation sites.

An important issue related to the use of stem cells for
tissue regeneration is the fate of the implanted cells.
Frequently, cell based therapies will require the use of
quantities of stem cells considerably larger than those
directly obtainable from the donors, the necessary cell
expansion in vitro resulting in an increased risk of genomic
damage.

In the current experiments, the disappearance of cells
from SC and IM implantation sites suggested the
possibility of their migration to other organs. However,
our images showed no light-producing areas in the mice,
other than those bearing the implants. Moreover, further
luminometric analysis of tissue homogenates, a more
sensitive procedure to detect luminescent cells, showed
that after 12 weeks post-implantation there was no
luciferase activity in lymph nodes, liver, brain, bones,

Fig. 8. Recovery of luminescent cells from scaffold implants. Images showing C3H/10T1/2.Pluc cells leaving a scaffold recovered from an intramuscular
implantation site and incubated in growth medium (bulk green fluorescence is due to muscle collagen) (A, B) and after replating (C, D). Composite image
showing luciferase photons from a culture of the recovered cells overlaid on the corresponding white light image of the plate (E). Light microscope and
fluorescence images: magnification of A-D: objective: 20 x /0.4, eyepiece: 10 x /20; luminescence images were obtained using the Orca 2BT Imaging

System.
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lungs and spleen, indicating that the implanted cells had
very little or no tendency to colonize other organs.

5. Conclusions

We demonstrate a methodological platform comprising
viral expression vectors, stem cells and in vivo non-invasive
imaging procedures to analyze stem cell-biomaterial
combinations used for tissue repair in real life conditions.
The approach is based on the use of non-invasive imaging
to monitor the behavior of photoprotein-expressing
progenitor cells seeded in scaffolds, which are then
implanted in nude mice. The procedure is simple, sensitive
and easy to implement. The possibility to perform repeated
images of the same animal during extended periods
of time and to analyze different material-cell combina-
tions in the same animal improves data consistency and
animal welfare, also resulting in savings of resources. This
approach should facilitate the screening and development
of scaffold materials, avoiding the difficulties associated

with in vitro assays, for the development of cell based
therapies.
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Abstract

A combined strategy using bioluminescence imaging, bone densitometry and histology was used to analyze the bone regeneration
capacity of human bone marrow (hBMSC) and adipose tissue (hRAMSC) mesenchymal stem cells, seeded in an osteoconductive
arginine—glycine—-aspartate (RGD) crosslinked hydrogel scaffold, implanted in a mouse calvarial bone defect. We show that firefly
luciferase labeled stem cells can be monitored in vivo through a prolonged 90 days period, during which hBMSCs survive better than
hAMSCs and that the density of scaffold bearing defects increased significantly more than that of defects without scaffolds.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Severe bone defects are still one of the skeletal tissue
disorders without adequate treatment, a situation resulting
from the lack of autologous bone for repair and insufficient
clinically tested scaffold materials. Scaffolds not only
provide adhesive substrates and physical supports for cells,
but offer also the possibility of customization with cell
signaling molecules and surface properties such as rough-
ness, hydrophobicity, charge and chemical composition
known to affect cell adhesion and function [1]. The ideal
material for bone regeneration should be osteoconductive
with three-dimensionally interconnected pores to support
cell colonization, communication, and bone formation [2].
Although a large number of materials for bone engineering
have been developed [3-5], only a few are currently being
tested in critical size defects (CSD) [6] in suitable in vivo

*Corresponding author. Tel.: +34935565905; fax: + 349355 65559.
E-mail address: jblancof@csic-iccc.santpau.es (J. Blanco).

0142-9612/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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location. Polyethylene glycol (PEG)-based hydrogels have
good biocompatibility in many situations [7,8] and have
been shown to sustain bone formation [9,10], with control
of porosity [l1] and good mechanical integrity. Of
particular interest is the possibility of introducing pendant
and crosslinking molecules provided with ligand function-
alities, e.g., pendant arginine—glycine—aspartate (RGD)
peptide for specific integrin surface receptors or cross-
linking matrix metalloproteinase (MMP)-sensitive peptides
to allow cell-specific proteolytic degradation [22].

Several studies have shown that the implantation of
certain progenitor cell-scaffold combination can lead to
better results in bone regeneration than the implantation of
the scaffolds without cells [12,13]. Although stem cells
isolated from other tissues have demonstrated osteogenic
potential [14], human bone marrow mesenchymal stem
cells (h(BMSCs) are ideal candidates for autologous bone
repair due to their proven capacity to differentiate to bone,
abundance and ease of isolation. Recently, it has been
demonstrated that human adipose-derived mesenchymal
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stem cells (hAMSCs) [15] have bone differentiation
capacity similar to that of hBMSCs, with the added
advantage of higher abundance and easier extraction.

Currently available non-invasive imaging procedures, such
as magnetic resonance imaging (MRI), positron emission
tomography (PET) and bioluminescence imaging (BLI),
among others, are allowing researchers to continuously asses
the behavior of stem cells in vivo, facilitating the development
of stem cell-scaffold combinations for therapy. BLI proce-
dures [16-19] based on the generation of visible light photons
by luciferase (Luc) reporters [21] introduced in live cells [20]
provide excellent signal-to-noise ratios, due to the very low
intrinsic bioluminescence of mammalian tissues and have
already been used to asses the viability of stem cell-scaffold
combinations. We have previously tested the use of BLI
procedures to quantitatively analyze the proliferation beha-
vior of a mouse embryonic mesenchymal cell line C3H/10T1/
2 seeded in a RGD-containing, MMP substrate peptide-
crosslinked PEG hydrogel implanted in nude mice [24].

In the present work we extend the use the BLI procedure
to non-invasively analyze the proliferation capacity of
hBMSCs and hAMSCs seeded on a RGD-containing,
MMP-substrate peptide-crosslinked PEG hydrogel [22]
implanted in a nude mice calvarial bone defect as a model
of bone repair.

2. Materials and methods
2.1. Lentivirus production

The lentiviral vector, containing the enhanced green fluorescent protein
(eGFP) gene under the control of the simian virus SV40 promoter and the
Luc gene (Promega Corporation, Madison WI) under the control of the
cytomegalovirus promoter, was constructed by cloning a cassette contain-
ing both promoter/reporter-gene pairs between the Clal and BamHI sites
of the lentiviral vector Plox/Twgfg, a gift of Dr. D. Trono (Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne, Switzerland).

Human embryonic kidney cells 293T were used for viral production.
Packaging cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium-high
glucose (DMEM-hg) (Sigma, Steinheim, Germany), 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) (Sigma), 2mM L-glutamine (Sigma), 50 units/ml
penicillin/streptomycin (P/S) (Sigma), and 2mm hepes (Sigma). The day prior
to transfection, 3 x 10° cells were seeded on 10cm? poly p-lysine (Sigma)
coated plates. For transfections, 15pg of lentiviral vector DNA were mixed
with 5ug of viral envelope plasmid, 10 pg of packaging construct, 450 ul of
water and 50pl of 2.5m CaCl,, added to 500 pul of hepes-buffered saline
solution 2X pH 7 and incubated at room temperature (RT) for 20 min. This
DNA mixture was then added to the 293T cells and incubated at 37 °C and
5% CO, for 16 h. Cells were then washed with PBS and grown in the same
medium without serum. After 48h the culture medium was collected,
centrifuged at 2000 rpm and filtered trough a 0.45 um filter (Corning, Bath,
UK). The filtered medium was ultra-centrifuged using the SW41.Ti rotor at
26,000 rpm at 4 °C for 90min in a L-100XP (Beckman Coulter, Fullerton,
CA) ultracentrifuge. Pelleted virus were suspended with 50 pl of PBS 1X per
each transfected plate and kept at —80°C. Viral titration was performed
using the HIV-1 p24 antigen EiA (Beckman Coulter) 96 test kit.

2.2. hAMSCs and hBMSCs isolation and viral transduction

hAMSCs were isolated, with patient consent, from human adipose
tissue remnants discarded after cosmetic liposuction procedures. Lipoas-
pirates were rinsed in PBS 1X, suspended in one volume of collagenase I

(Sigma) solution and incubated at 37°C for 30min with agitation.
Subsequently, one volume of DMEM-hg supplemented with 10% FBS
was added and the cell suspension centrifuged at 450 g for 10min. The
pellet was washed in 50 pl of Ringer’s buffer (Sigma), suspended in 10 ml
of 0.16 M ammonium chloride (Sigma) and incubated 10 min at RT. Then,
40 ml of Ringer’s lactate were added to the cell suspension and the solution
was centrifuged at 450 g. Cells were plated at 5000 cells/cm? in DMEM-hg
supplemented with 10% FBS, 2mm L-glutamine, 50 units/ml P/S.

To isolate hBMSCs, remnant bone marrow samples, extracted for
analytical purposes from young children, were layered over Ficoll-
Hypaque (Sigma) gradients in order to isolate mononuclear cells. The
plastic adhering cells were harvested and replated at 5000 cells/cm’ in
25cm? T-flasks (Corning) in MEM without nucleotides (Invitrogen)
supplemented with 10% FBS, 200mwm L-glutamine, 100 U/ml P/S and
Ing/ml fibroblast growth factor-2 (FGF, Abcys SA, Paris, France).
Medium changes were performed twice per week. When the culture
became confluent, cells were trypsinized and replated at 1000 cells/cm?
with the same medium. The day prior to viral transduction, both cell types
were plated at a density of 6.5 x 107 cells/cm? in 12 well plates.

For transduction an aliquot of viral particles (50ul) prepared as
described above was diluted in 1 ml of growth medium containing 10 pg/
ml polybrene (Sigma) and added to the cells, MOI = 21 (infectious viral
particles/cell). After 48 h in culture, virus containing medium was replaced
by fresh medium and cells were allowed to grow. The highest 5% eGFP
expressing hAMSCs (G.Luc-hAMSCs) and the highest 29% eGFP
expressing hBMSCs (G.Luc-hBMSCs) was selected by FACS, expanded
and used for seeding the scaffolds.

2.3. In vitro cell growth and differentiation

An aliquot of each cell type was maintained in culture to monitor cell
growth and stability of Luc expression during the course of the
experiment. To determine Luc expression, every 15 days cells were
trypsinized, counted and an aliquot containing 2 x 10° cells was re-
suspended in reporter lysis buffer (RLB) 1X (Promega) and frozen at
—80 °C. At the end of the experiment the collected samples were used to
determine Luc activity and DNA concentration. To assess the differentia-
tion potential, cells were induced with the corresponding differentiation
medium and then assayed by tissue-specific staining. For osteogenic
differentiation, cells were plated at a density of 1.5 x 10%cells/cm® and
cultured with growth medium supplemented with 50 pg/ml L-ascorbic acid
(Sigma), 0.15mm sodium phosphate dibasic (Sigma) and 107" m dex-
amethasone (Sigma). For adipogenic differentiation, cells were plated at a
density of 8 x 10*cells/cm® and cultured with growth medium supple-
mented with 10% FBS, 0.5mwm 3-isobutyl-1-methylxanthine (Sigma),
60 pm indomethacin (Sigma), 10~°m dexamethasone and 100 nm rozigli-
tazone (Caiman Chemical, Ann Arbor, Michigan). Medium was changed
every 3 days during a 21 days period, after which cells were fixed and
stained.

2.4. Luciferase assays

To determine Luc activity, 100 ul luciferin (Promega) and 20 pl of cell
lysate were mixed and following a 2s delay, light production was
measured using a bench top luminometer (Berthold Detection Systems,
Pforzheim, Germany) during a 10s integration period. Light measure-
ments were expressed as relative light units (RLUs). In vitro light
production capacity per cell was determined as the slope of the standard
curve of RLUs vs. predetermined numbers of cells (10, 50, 250, 500
and 1000).

2.5. DNA quantification

DNA quantification was performed using the Quant-iT DNA Broad-
Range Assay Kit (Invitrogen) following manufacturers instructions.
Briefly, a working solution was prepared by diluting Quant-iT DNA BR
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reagent 1:200 in Quant-iT DNA BR buffer and 200 pl of this solution were
loaded in microplate wells. Next, 10pul of either Quant-iT DNA BR
standard or test DNA sample were added to separate wells and mixed.
Fluorescence was measured using a microplate reader (Wallac VICTOR?,
PerkinElmer, Waltham, Massachusetts) using excitation/emission maxima
~510/527 nm.

2.6. Seeding of scaffolds

Hydrogels were prepared as published [23]. Briefly, 20 ul of PBS were
added to a pre-made 7% PEG-RGD frozen aliquot (mix 1). In a different
tube, 49.6 ul of triethanolamine (Fluka, St. Gallen, Switzerland) 0.3 m pH
8 were added to a pre-made aliquot of lyophilized MMP peptide
crosslinker and then mixed with 20 pl of either medium (scaffolds without
cells), medium containing 2.5 x 10® G.Luc-hAMSC or 2.5 x 10° G.Luc-
hBMSC cells. Following this, 132 pl of the re-suspended PEG-RGD (mix
1) were added to the MMP peptide crosslinker mix, pipetted on a
Sigmacote (Sigma) coated slide, covered with a second coated slide and
held with clamps. The construct was placed in an incubator for 15 min at
37 °C, after which the hydrogel was removed from the cast, placed in fresh
medium and incubated for 30min at 37°C. The scaffolds were then
cultivated in growth medium during a 5 days period followed by 5
additional days in osteogenic medium, and then implanted.

2.7. Mice and scaffold implantation

Six-week-old BALB/c homozygous nude (nu/nu) mice were purchased
from Charles-River (Wilmington, MA) and maintained in a specific
pathogen-free environment throughout the experiment. All animal
procedures were performed with the approval of the animal care
committee of the Cardiovascular Research Center and the Government
of Catalonia. Twelve-week-old nude mice were prepared for surgery by
intraperitoneal injection of 100 mg/kg ketamine (Merial, Duluth, GA) and
3.3mg/kg xilacine (Henry Schein, Melville, NY), and a subcutaneous
analgesic injection of 0.05mg/kg buprenorphine (Schering-Plough, Kenil-
worth, NJ). The surgical site was cleaned with povidone-iodine (Braun,
Melsungen, Germany). A sagital midline incision was performed on the
skin and the periosteum was then cut, exposing the calvarial bone. Two
defects of 4mm diameter (CSD) were performed in the calvarial bone of
each mice using a sterile drill bit (Dremel, Racine, WI), avoiding
perforation of the dura. The surgical area was cleaned with saline and
each defect was filled, or not, with a 3.5mm diameter x | mm thickness
hydrogel scaffold (previously cut from a stock scaffold using a 3.5mm
biopsy punch (Stiefel, Madrid, Spain) and attached with 3M Vetbond™
(3M Animal Care Products, St Paul, MN). The incision was closed using
absorbable sutures.

Twenty surgically treated mice were divided in two groups of 10 each.
In each group of mice, one defect was filled with a cell seeded scaffold and
the contralateral one was either filled with an un-seeded scaffold or it was
left empty, as indicated in the diagram in Fig. 4. After 12 weeks the
animals were sacrificed by cervical dislocation and samples of the defect
area were harvested for analysis.

2.8. In vivo non-invasive BLI and image analysis

In vivo non-invasive BLI of engrafted nude mice was performed as
described previously [24]. Briefly, mice anesthetized with ketamine/xilacine
were subcutaneously (sc) inoculated with 50 pl of p-luciferin (100 mg/kg,
Promega) in the calvaria. The anesthetized mice were placed in the
detection chamber of a high-efficiency ORCA-2BT Imaging system
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan) provided with a
C4742-98-LWG-MOD camera and a 512 x 512 pixel, charge couple
device (CCD) cooled at —80 °C at a distance of 247 mm from the camera
objective (HFP-Schneider Xenon 0.95/25mm). Two images were gener-
ated from each mouse, one using a light source inside the chamber to
register the animal position and a second one, in total darkness, during

Smin to acquire photons from the light emitting cells. Imaging was
performed routinely Smin after substrate inoculation.

To correlate the number of photon counts (PHCs) in images with the
corresponding number of cells in live animals, a standard plot of PHCs vs.
cell number was generated for each cell type by imaging predetermined
numbers of cells (5 x 102,103, 5 x 103, 10%, 5 x 10%, 105) sc implanted in the
calvaria of nude mice. The slope of such standard plots represents the
number of PHCs acquired/implanted cell.

2.9. Computerized axial tomography (TAC) imaging and analysis

To determine calvarial defect density, 2.5mm TAC images without
contrast were acquired using a third generation TAC EXEL 2400 ELITE
tomograph (Philips, Madrid, Spain). Imaging conditions were 120 Kv,
315mA/s, 240mm scanning diameter, 2.1s/image, 5.00 zoom. Defect
density was calculated using the spine window and the ROI function,
which provides the density of the image under the cursor, and compared
with surrounding bone density. Bone defect densities at the indicated times
(days 2, 47 and 92), were used to evaluate bone healing in the four test
conditions (no scaffold, hydrogel without cells, hydrogel+G.Luc-
hAMSCs and hydrogel + G.Luc-hBMSCs).

2.10. Cell migration

To determine migration of cells implanted within scaffolds to other
tissues, mice brains were harvested after the 12 weeks in vivo period,
homogenized and assayed to determine Luc activity as previously
described [20].

2.11. Histology and immunostaining

In vitro induction of cell differentiation to the osteogenic and
adipogenic pathways was determined by Alizarin red S and Oil red O
staining, respectively, as previously described [25].

Calvarial bones, including the test defects, were harvested, washed with
PBS, fixed in 4% formaldehyde (freshly made from paraformaldehyde,
Merck), decalcified in 10% formic acid (Merck) using an ion-exchange
resin (Amberlite IR-120, Sigma) for 24h at room temperature and then
embedded in paraffin. Some of the implants were separated from the bone,
washed, fixed and embedded in paraffin. Hematoxylin—eosin and Von
Kossa stained sections (5pm thick) were prepared from samples of
bone +implant and implants alone [26]. For immunostaining of eGFP
expressing cells, tissue sections were deparaffinized, rehydrated and
washed in PBS. After blocking non-specific antibody binding sites, the
sections were incubated 2h at RT with the primary antibody (goat
polyclonal anti eGFP, Abcam, Cambrigde, UK) at a 1:100 dilution in PBS
containing BSA 1% and Tween-20 0.1%. The washed sections were
incubated with a secondary rabbit polyclonal anti goat IgG antibody
conjugated to horseradish peroxidase (HRP) (Abcam) at a 1:200 dilution
for 1h at RT. HRP activity was detected with diaminobenzidine.

2.12. Statistical analysis

Data from defect densities and images were analyzed by a two-way
ANOVA test using StatView version 5.0 (values of p<0.05 were
considered significant).

3. Results

3.1. In vitro behavior of G.Luc-hAMSCs and
G. Luc-hBMSCs

The in vitro population doubling pattern of the labeled
mesenchymal stem cells was characterized by a fast
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growing phase of 5 days for both cell types G.Luc-
hAMSCs and G.Luc-hBMSCs that lasted for 20 and 9
passages, respectively. This was followed by a replication
slowdown to 8 days for G.Luc-hAMSCs during the rest of
the cultivation period, while for G.Luc-hBMSCs duplica-
tion time increased to 10 days during two passages after
which cells stopped growing. At passage 7 both cell types,
G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs, retained their os-
teogenic and adipogenic differentiation potential (supple-
mentary data Fig. 1) and were used for seeding the
PEG-RGD scaffolds.

3.2. Light production in vitro

The light production capacity of cells in culture was
measured in lysates from predetermined numbers of cells.
Figs. 1(A) and (B) show standard plots of light production
vs. cell number for each cell type. The slopes of the linear
regression plots, the light production capacity/cell, ex-
pressed in RLUs corresponded to 144.9 and 27.2 RLUs/cell
for G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs, respectively.

3.3. Stability of luciferase expression in vitro

To determine the stability of Luc expression, cell samples
were regularly collected during a 12-week period of in vitro
culture and assayed for light production as previously
indicated. Figs. 1C and D show that light production
capacity, expressed as the log (RLUs/ng of cell DNA)
vs. cultivation time, was stable for both cell types G.
Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs.
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3.4. Light detection capacity in vivo

Mice were sc inoculated in the calvaria with predeter-
mined numbers of Luc expressing cells and used for
imaging. Plots of PHCs extracted from the images vs. the
number of implanted cells (Figs. 2B and C) were linear
(G.Luc-hAMSCs, R*> = 0.9636 and G.Luc-hBMSCs, R> =
0.885). Images (Fig. 2A) showed that a minimum of 1000
G.Luc-hAMSCs and 5000 G.Luc-hBMSCs were needed
for cell detection with the ORCA imaging system. The
number of PHCs/cell that could be non-invasively detected
(the slopes of the linear regression plots) was 137.28 for
G.Luc-hAMSCs and 45.27 for G.Luc-hBMSCs.

3.5. Bioluminescence imaging ( BLI)

Combinations of scaffold with and without labeled
mesenchymal stem cells and no scaffold were implanted
in the mouse calvarial defect, as described, and monitored
during a 12-week period to analyze their light producing
behavior. Prior to implantation, seeded scaffolds were
observed by confocal microscopy to monitor the three-
dimensional cell distribution (Fig. 3). Representative head
images, from each test group are shown in Fig. 4 (the whole
image set is in Figs. 2 and 3, supplementary data). Analysis
of the images showed that four out of 10 scaffolds seeded
with G.Luc-hAMSCs and seven out of 10 scaffolds seeded
with G.Luc-hBMSCs, retained light producing cells by the
end of the experiment. To quantify the proliferation
behavior of cells in the scaffolds, PHCs extracted from
the recorded images were background subtracted and
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Fig. 1. In vitro light production capacity of G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs. Predetermined numbers, 10, 50, 250, 500 and 1000 of G.Luc-hAMSCs
(A) and G.Luc-hBMSCs (B) were lised, mixed with luciferin and analyzed for luciferase activity using a bench top luminometer, as described in methods.
Light production is expressed as relative light units (RLUs). (Slope of regression plot = number RLUs/cell.) Stability of luciferase (Luc) expression in vitro
(C,D). Cell samples from a continuous culture were collected every 2 weeks during a 12-week period and analyzed for Luc activity and DNA contents.

G.Luc-hAMSCs (C) and G.Luc-hBMSCs (D). R = correlation coefficient.
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Fig. 2. In vivo detection sensitivity for G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs luminescence. (A) To determine the minimum number of detectable cells and

the linearity of detected photons vs. number of cells, 0.5 x 10%,

1x10% 5% 10%, 1x10% 5x10% 1x10° cells from each cell type were inoculated

subcutaneously in the calvaria of mice and imaged after injection of luciferin using a high sensitivity imaging system (Hamamatsu Photonics) as described.
Lowest intensity = blue, highest intensity = red. (B,C) the plots show photon counts (PHCs) recorded in the images, after background subtraction, versus
the number of inoculated cells. Slope of regression plot = number PHCs/cell. R = correlation coefficient.

plotted, vs. post implantation time, directly and after
normalization (relative to PHCs at time=0) (Fig. 5).
Normalization was used to facilitate visualization of data
and to take into consideration variability in the number of
cells seeded in the scaffolds. Analysis of light production
during the experiment shows that in both groups of
implanted mice, cells followed qualitatively similar growth
patterns, characterized by a growth crisis during the first 30
days that was followed by stabilization in the number of
cells until the end of the experiment. However, while for
G.Luc-hBMSCs the initial growth crisis resulted in a
overall drop of 63% in the number of surviving light
producing cells relative to that originally implanted,
G.Luc-hAMSCs suffered a considerably more pronounced
growth crisis during the same time, with only 5% of the
initially implanted cells surviving (p = 0.0543).

3.6. TAC imaging

Bone healing was quantitatively evaluated by densito-
metric analysis of changes in the X-ray images of
experimentally induced bone defects, using TAC EXEL
2400 ELITE software that includes cursor and a ROI

function to define areas of interest. Fig. 6A is a typical
X-ray image. The image shows that the bone defects
spanned the full-thickness of the calvarial bone. Density
values are expressed relative to air (—1000), brain tissue
densities were between —3 and —10 and contiguous bone
densities were between 170 and 230. Mean densities in each
test groups, calculated and plotted vs. time are shown in
Fig. 6B. Although defect density increased in all tested
groups, none of them reached the original bone density at
the end of the experiment. Bone defect density increases
induced by G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs seeded
scaffolds were similar and slightly higher than those
produced by scaffolds without cells (p = 0.09). However,
mice bearing cell seeded and unseeded scaffolds showed
significantly different density increases in comparison with
mice without scaffolds (p<0.05). Defects left without
scaffold showed the lowest, however detectable, density
changes of all groups.

3.7. Cell migration

To determine if cells disperse from the scaffolds across
the dura, brain lysates from the 20 mice were assayed for
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Fig. 3. Monitoring of PEG-RGD hydrogel scaffold seeding by confocal microscopy. Following seeding and cultivation in vitro but prior to implantation
in the mice calvaria, representative PEG-RGD hydrogel + G.Luc-hAMSCs (A,B) and PEG-RGD hydrogel + G.Luc-hBMSCs (C,D) were imaged using a
confocal microscope to determine cell density and homogeneity of distribution in the scaffolds (objective: 63 X/1.3, eyepiece: 10 X/20). (A,C) White light
images, (B,D) fluorescence images (fluorescence microscopy excitation range for eGFP was from 515 to 560 nm and emission was at 590 nm).

Luc activity. Only one brain lysate, from a mouse bearing
hydrogel + G.Luc-hBMSCs, showed marginal (1540
RLUs) luminescence over background, corresponding to
approximately 60 cells [27]. We presume this resulted from
surgical failure with injury to the dura membrane.

3.8. Histology

At the end of the monitoring period, samples of light
producing and non-producing implants were removed from
calvarial bones and processed for histology. Sections were
processed for hematoxylin—eosin and Von Kossa staining
to detect cell colonization and mineralization (Fig. 7).
Microscope observation of stained sections showed that
the cell seeded scaffolds retained their structure and
contained cells (Figs. 7A and B), while un-seeded scaffolds
were extensively infiltrated by host cells and appeared more
degraded (Fig. 7C). Von Kossa stained sections from both
G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs seeded gels showed
abundant dark stained silver precipitates, indicative of
phosphate deposition (Figs. 7D and E), which were mostly
absent in sections from un-seeded gels (Fig. 7F).

Bone defects that had not been filled with scaffolds
showed no signs of regeneration (Fig. 8A). There were no
clear indications of newly formed bone in calvarial defects
filled with cell seeded scaffolds. However, scaffolds that
had been seeded or not with cells showed structures with
bone-like staining characteristics (Figs. 8B-D), possibly
remnants of pre-existing bone. Immunostaining of the
tissue sections also showed very rare eGFP positive cells in
the vicinity of the seeded scaffolds (Figs. 8E and F).

Fluorescence confocal microscope observation of the
samples before fixation revealed extensive colonization by
green fluorescent cells having varied morphologies in the
light emitting implants (Figs. 8G and H), however, few
fluorescent cells were detected in implants that produced
little or no light, in correlation with the in vivo BLI results.

4. Discussion

The aim of the current work was to develop a non-
invasive BLI-based approach in combination with a model
of calvarial bone repair to analyze the in vivo bone
regeneration capacity of Luc expressing G.Luc-hAMSCs
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Fig. 4. Non-invasive BLI of representative nude mice calvarial deffects with and without PEG-RGD hydrogel implants. (A) Composite images of
photons from G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs, overlaid on the corresponding white light images of mice. Lowest intensity = blue, highest = red. (B)
Diagram showing location of the PEG-RGD hydrogel implants in the mouse calvarial bone: control, no scaffold (1), hydrogel+ G.Luc-hBMSCs (2),
hydrogel without cells (3), hydrogel + G.Luc-hAMSCs (4). The whole data set (20 mice) can be found as supplementary data. The color bar shows the
relative light intensity.
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Fig. 5. Quantitative analysis BLI data. Recorded photon counts (PHCs) extracted from bioluminescence images of hydrogel + G.Luc-hAMSCs (A) and
hydrogel + G.Luc-hBMSCs (B) were background subtracted and plotted versus time post-implantation. To facilitate analysis, PHCs were also plotted
after normalization relative to those of day 0 (C,D). The solid line represents the average group value for each time point.
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ROI function used to define area of interest.) (B) Average of the recorded densities from each group of tested defects versus time.

L 8

Fig. 7. Histological analysis of implants. (A—C) Hematoxylin—eosin stained sections from hydrogel + G.Luc-hBMSCs (A), hydrogel + G.Luc-hAMSCs (B)
and un-seeded hydrogel (C). (D-F) Von Kossa stained sections from hydrogel + G.Luc-hBMSCs (D), hydrogel + G.Luc-hAMSCs (E) and un-seeded

hydrogel (F). Images magnification 100 x .

promoters, respectively, to label hAMSCs and hBMSCs for
hydrogel scaffold. constitutive reporter expression. We show that in vitro both

We used a double reporter lentiviral vector containing G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs generate quantities
eGFP and Luc genes under the control of SV40 and CMV  of photons (144.9 and 27.2, respectively) that correlate

and G.Luc-hBMSCs, respectively using a PEG-RGD
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Fig. 8. Histological analysis of the calvarial bone defect. (A-D) Hematoxylin—eosin stained sections. (A) Bone defect without implant showing the edge of
the calvarial bone (arrow), 100 x . (B) Bone defect with un-seeded hydrogel (star) showing bone like structure (arrow), 200 x . (C) Bone defect including
hydrogel + G.Luc-hAMSCs (star) and bone like structure (arrow), 100 x . (D) Bone defect including hydrogel + G.Luc-hBMSCs (star) and bone like
structure (arrow), 100X. (E,F) Immunohistochemical detection of eGFP expressing cells. (E) eGFP positive cells in the edge of a hydrogel + G.Luc-
hAMSCs implant, 400 x . (F) eGFP positive cells in the host-hydrogel + G.Luc-hBMSCs interface, magnification 400 x . (G,H) Confocal microscopy of
seeded scaffolds after 90 days of implantation. (G) Hydrogel + G.Luc-hAMSCs. (H) Hydrogel + G.Luc-hBMSCs (objective: 63 X/1.3, eyepiece: 10 X/20.
Fluorescence microscopy excitation range for eGFP was from 515 to 560 nm and emission was at 590 nm).

linearly with the number of cells analyzed. Thus, light
emission could be used reliably to measure cell population
densities.

Continuous monitoring of light production by cells in
parallel cultures kept throughout the 90 days duration
of the in wivo experiment showed that there was no
reduction in the expression of the Luc reporter, indicating

that lentiviral vectors could be convenient labeling
agents for stable long-term use, and that light production
could be used to monitor and quantify the number of
cells surviving in live animal implants. In contrast, cells
labeled with Luc using retroviral vectors have shown a
tendency to loose expression capacity after prolonged
cultivation [24].
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By BLI of predetermined numbers of cells sc implanted
in the calvaria of nude mice it was possible to establish
lower detection sensitivity limits of as few as 1000 and 5000
cells for implanted G.Luc-hAMSCs and G.Luc-hBMSCs,
respectively, and that there was a good linear correlation
(R* = 0.9636 and 0.885, respectively) between the number
of implanted cells and the number of PHCs recorded in the
images. Thus, BLI could be used to quantify changes in the
number of cells implanted in the calvaria of mice.

To compare their bone regeneration capacity, G.Luc-
hAMSCs and G.Luc-hBMSCs were seeded, in vitro, in
RGD-containing, MMP substrate peptide-crosslinked
PEG hydrogel scaffolds (RGD-PEG). This scaffold,
consisting of four arm PEG macromers functionalized
vinylsulfones, crosslinked with a peptide containing two
cysteine residues flanking an MMP substrate sequence and
also functionalized with a cysteine-containing RGD pep-
tide [22], had previously shown good capacity to support
bone repair [23]. The cell seeded scaffolds were implanted
in 4mm diameter bone defects, generated in the calvarial
bone of immunodepressed mice and imaged throughout
a 90 days period. Analysis of the acquired images
showed that G.Luc-hBMSCs survived better than G.
Luc-hAMSCs. In agreement with this, plots of image
photon counts vs. time showed a common pattern of time
related changes for both G.Luc-hAMSCs and G.
Luc-hBMSCs, characterized by a cell growth crisis, during
the first 30 days in vivo, that was followed by a stabilization
of the number of surviving cells. However, while approxi-
mately 37% of the G.Luc-hBMSCs produced light until the
end of the experiment, a clearly smaller proportion (5%) of
the initially inoculated G.Luc-hAMSCs survived in vivo in
the same time interval (p = 0.058), suggesting that the
former could be a more effective tool for bone repair.

Since differentiating cells replicate slowly, the observed
stabilization of light production by the implanted cells
could indicate a transition in the differentiation stage.
Thus, TAC scans, performed throughout the monitoring
period, indicated that the calvarial bone defect regions
containing the scaffolds, regardless of whether they had
been seeded with cells or not, were significantly (p<0.05)
more dense than the calvarial defects left empty. There
were also differences, however less significant (p<0.1),
between the densities of defects that had been implanted
with cell seeded scaffolds and those implanted with
scaffolds without cells. No significant differences were
found between defects implanted with G.Luc-hAMSCs and
G.Luc-hBMSCs seeded scaffolds. The density increase
observed in defects without scaffolds is likely the result of
fibrous tissue filling the space and regenerated periosteum
as no bone like structures were detected.

Histological examination of the scaffold material alone
or the defect area, including the scaffold material, when
applicable, showed that G.Luc-hAMSCs and G.Luc-
hBMSCs implanted scaffolds that produced light until
the end of the experiment were populated by green
fluorescent cells. Originally un-seeded scaffolds were also

colonized by cells derived from the host, in agreement with
previously published data [23]. Empty defects showed
occupation of the space by fibrous material.

Although Von Kossa staining of sections from cell
seeded scaffolds recovered from calvarial defects showed
large patches of silver deposition, which were mostly
absent from equivalent un-seeded scaffolds, no evidence of
newly formed bone could be firmly established.

5. Conclusions

We show that a BLI-based strategy can be used in
combination with a mouse calvarial defect model to
analyze the bone regeneration capacity of different types
of stem cells and scaffold materials. We find that BLI can
be effectively used to monitor and quantify the prolifera-
tion state of Luc expressing stem cells seeded in osteocon-
ductive hydrogel scaffolds during prolonged periods of
time (90 days). Although G.Luc-hBMSCs appear to
survive better in the scaffolds than G.Luc-hAMSCs,
increments in tissue density induced by both cell types
were similar and higher than those generated by scaffolds
without stem cells. Density changes induced in defects
containing any of the scaffold-cell combinations were
significantly higher than those from defects without
scaffolds. These density changes correlated with the
presence in the scaffolds of Luc expressing cells and
mineralization, as detected by metallic silver deposition.
However, there was no clear histological evidence of new
bone formation.

This approach should be valuable to analyze many
technical issues related to the use of stem cells for tissue
repair, optimum cell types, in vitro expansion conditions,
induction of differentiation, requirements for optimum
scaffold material, etc. The introduction of further refine-
ments to these procedures, such as the use of tissue-specific
promoters to regulate expression of Luc reporters, should
facilitate the resolution of these pending issues in the
immediate future.
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