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Abstract

BONE MORPHOGENETIC PROTEIN 2 (rhBMP-2): PRODUCTION AND EVALUATION OF
ITS OSTOINDUCTIVE ACTIVITY IN VITRO AND IN VIVO

INTRODUCTION

The requirement for new bone to replace or restore the function of traumatized,
damaged, or lost bone is a major clinical and socioeconomic need. Bone regeneration is a
complex, well-orchestrated physiological process of bone formation which can be seed
during normal fracture healing, and is involved in continuous remodeling throughout adult
life. However, there are complex clinical conditions in which bone regeneration is required
in large quantity. Bone tissue engineering has been heralded as the alternative strategy to
regenerate bone providing “living” constructs that possess the potential to integrate with
the surrounding native tissue. In essence, the discipline aims to combine progenitor or
mature cells with biocompatible materials or scaffolds, with or without appropriate growth
factors, to initiate repair and regeneration (Dimitriou et al. 2011).

Growth factors are cytokines that are secreted by many cell types and act as
signaling molecules. They promote and/or prevent cell adhesion, proliferation, migration
and differentiation by up-regulating or down-regulating the synthesis of proteins, growth
factors and receptors. Major players in the skeletal tissue engineering are members of the
TGFpB superfamily notably the bone morphogenetic proteins (BMPs). Although initially
detected by their ability to direct ectopic bone formation, BMPs are now known to be
involved in so many developmental processes (Urist 1965, Bragdon et al. 2011). There are
more than 20 members known that can be subgrouped according to the homology in their
sequence. Among all, BMP-2 is the most widely used growth factor to stimulate osteogenesis
(Rosen 2009). Native BMP-2 is a homodimeric protein with 114-residue each subunits. It
has six cysteines to form intrapolypeptide disulfide bonds and one cysteine to form an
interchain disulfide bridge connecting the two monomers to form a dimer (Celeste et al.
1990). BMP-2 has been isolated directly from bones with low yields and a complicated
purification scheme. Cloning and genetic engineering tools allow rhBMP-2 be produced
from mammalian cell cultures and from virus infected insect cells. However, the best choice
in terms of yield is to produce the rhBMP-2 in Escherichia coli (E.coli).

Clinically, bone morphogenetic proteins have demonstrated the potential to replace
the use of autogenous bone in many applications so rhBMP-2 has been approved by the FDA
in 2002 for spinal fusion, repair of long bone fracture and non-unions, and periodontal
therapy (Lo et al. 2012). However, the widespread therapeutic use of BMPs has been
hindered by difficulties in obtaining large quantities of pure, biologically active BMP-2 at a

cost-effective price.

17



Abstract

OBJECTIVES

The first aim of the present work is to enhance the process for the production of
active recombinant BMP-2 in E.coli system.

The second objective is demonstrating the biological activity and osteoinductive
properties of the rhBMP2 produced using the improved protocol.

The third objective is providing a potential clinical application to produced rhBMP2.
The proposed application based on a ceramic scaffold carrier for hBMP-2 and in vivo testing

of the implants in different animal models.

MATERIALS AND METHODS

rhBMP-2 was produced in E.coli cells based on previous protocols. Briefly, the
procedure is based on the following steps: production of rhBMP-2 inclusion bodies in E. coli;
purification of inclusion bodies by chromatography techniques; denaturalization; refolding;
and a second purification by chromatography. The process was modified in two of these
steps: purification of inclusion bodies and refolding time of the protein. Moreover,
intermediate waste compound was refolded to achieve higher performance. Additionally,
rhBMP-2 lacking its N-terminal was obtained by a process of enzymatic proteolysis.

The biological activity of rhBMP-2 was tested by the induction of alkaline
phosphatase activity in myoblastic cells (C2C12), osteoblastic cells (UMR 106, Ros 17/2.8)
and human mesenchymal stem cells (hMSC). Different rhBMP2 treatment regimens were
performed on hMSCs and then osteogenic markers were studied by RT-qPCR. Additionally,
the mineralization of hMSC with rhBMP-2 or Osteogenic Differentiation medium was
evaluated by Alizarin Red staining.

In vivo experiments were performed with ceramic scaffolds activated with rhBMP-
2. The preparation of the scaffolds by solid free form (SFF) fabrication methods was
developed by Miranda et al. (Miranda et al. 2006). Firstly, the morphology and
biocompatibility of these scaffolds was evaluated by microcomputed tomography (uCT),
microscopic techniques (Scanning Electronic Microscopy (SEM) and Confocal Microscopy)
and colorimetric assay (MTS, Alamar Blue). In vitro activity of the scaffold-adsorbed rhBMP-
2 was quantified through the colorimetric alkaline phosphatase assay. In vivo studies were
performed in New Zealand male rabbits (muscle implantation and bone implantation
procedures) and in pig (bone implantation procedure). Samples were harvested and

evaluated by histological technics and by puCT.
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RESULTS AND DISCUSSION

The process of rhBMP-2 production was improved by modifications in several steps.
First, due to an improved purification of dimeric fraction from inclusion bodies, the new
protocol here reported is able to increase in 10% the yield in refolding process. This results
showed that protein refolding in the presence of impurities may result in decreased yields.
Second, optimal refolding time was determined by SDS-Page and cellular assays. Results
indicated that 14 days is the optimal time in which the greater amount of biologically active
protein is obtained. These studies increase the yield on this process in 10% compared to
previous protocol. On the other hand, intermediate compounds such as protein monomer
or aggregates were not refolding successfully. In summary, these improvements in rhBMP2
production process allow an increase in the yield thereby decreasing the time and cost of
an entire production batch.

The biological activity of rhBMP-2 was tested by induction of alkaline phosphatase
activity in several cell lines. The produced rhBMP-2 induced osteogenic differentiation in
mioblastic, osteoblastic and hMSCs.

rhBMP-2 lacking its N-terminal was obtained by enzymatic digestion from mature
rhBMP-2 and thus the loss of heparin-binding site was induced. Cells treated with this
protein showed greater alkaline phosphatase activity than those treated with mature
rhBMP-2. These results suggested that the N-terminal reduces the specific activity of BMP-
2, probably by interacting with heparinic sites in the extracellular matrix (Ruppert,
Hoffmann & Sebald 1996).

The relative expression of four important bone-related genes was investigated
during 28 days of hMSC with rhBMP-2. The expression of osteopontin presented a peak on
day 7 and fibromodulin on day 21 compared with hMSC without treatment. This result
indicated the capacity of rhBMP-2 to induce expression of osteogenic differentiation
markers. However, Alizarin Red assay showed that rhBMP-2 was not enough for inducing
matrix mineralization on hMSC. Dexamethasone and -glycerophosphate were needed to
achieve formation of calcified extracellular matrix. In addition, there was a synergistic effect
on calcium deposition due to the combined treatment of dexamethasone and rhBMP-2 (Kim
etal. 2008, Park 2012).

To determine whether the effects of rhBMP-2 on the muscle cells and hMSC
differentiation are heritable, RT-qPCR assay was performed after cultivating both cell lines
with rhBMP-2 and removing treatment. A fast reduction of osteogenic differentiation
markers expression was observed. Results suggested that release controlled protein is

needed to maintain osteoinductive effect of rhBMP-2.
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Experiments related with the clinical applicability of rhBMP-2 were performed
using SFF ceramic scaffolds. SEM and confocal microscopy permitted the visualization of a
fully cell-covered scaffold surface after the seeding of C2C12 cells on them and a 7 day
culture-period. Moreover, cell migration into the inner surface of the scaffold was observed.
Alkaline phosphatase activity of C2C12 cells cultured on this kind of rhBMP2 activated
scaffolds indicated a strong in vitro cell differentiation towards osteoblastic lineage. These
results showed that scaffolds are adequate for cell attachment, proliferation and
colonization of entire structure, thereby confirming that these SFF-designed materials have
appropriate biological properties.

In vivo histological results on rabbit ectopic models showed bone formation inside
the scaffold with generation of fatty marrow spaces. On the other hand, in defects created
directly in rabbit bone tissue, a high amount of new bone onto and around the implanted
material was observed. In addition, uCT and histological results on pig bone implants
indicated that tested SFF scaffold had similar osteoconductive properties to an already
clinically available material (Bio-Oss) and showed similar osteoinduction due to rhBMP-2

activation (Abarrategi et al. 2012).

CONCLUSION

This work demonstrates that it is possible to produce biologically active rhBMP-2
by its expression in E.coli cells with increased yield and decreased costs over other
expression systems. rhBMP-2 induces the expression of bone markers in several cells while
rhBMP-2 alone is insufficient for the induction of in vitro matrix mineralization in hMSC.
This weak effect of rhBMP-2 on in vitro matrix mineralization may not accurately represent
the situation in vivo, as bone-inducing capacity of rhBMP-2 is broadly demonstrated in this
study. Finally, scaffolds-adsorbed rhBMP-2 show excellent osteoinductive and
osteoconductive properties in vivo, providing a potential clinical application of produced

rhBMP-2.
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Introduccion

1. REGENERACION OSEA

La reparacién de lesiones dseas es un problema al que se enfrenta a diario la cirugia
traumatoldgica y maxilofacial. Las opciones para su tratamiento son limitadas, dependiendo
en gran medida de la naturaleza y localizacion de la lesién a reparar. Se han conseguido
avances notables en aquellos casos donde es posible el uso de métodos osteoconductores
basados en el empleo de proétesis sustitutorias de la region afectada. Un gran numero de
lesiones, sin embargo, no permite este tipo de solucién quirtrgica, como ocurre en los casos
de grandes defectos 6seos encontrados, por ejemplo, en la cirugia oncologica, o incluso en

el caso de pequeiias lesiones o defectos 6seos o cartilaginosos (Habal 1992).

Los problemas mencionados plantean la necesidad de desarrollar diferentes
sistemas de regeneracion y reparacion de defectos dseos, respetando la anatomia original y
recuperando al mismo tiempo el maximo de funcionalidad. Algunas de las técnicas
utilizadas para la regeneracion 6sea abarcan la utilizacion de injertos de origen animal o

humano. Por ello se pueden definir tres tipos de injertos:

- Autoinjertos: se refiere a un trasplante de tejido dentro del mismo individuo. Las
mayores tasas de éxito dentro del area de los injertos 6seos se han alcanzado con
los autoinjertos debido a sus propiedades osteoconductivas, osteoinductivas y
osteogénicas. Osteoconductivas, porque proveen una matriz en la cual las células
6seas pueden proliferar. Osteoinductivas, porque proveen factores esenciales que
inducen la proliferacion de células indiferenciadas y su diferenciacién a
osteoblastos (es decir, el cambio de fenotipo de un estado primitivo a otro tipo de
células que cumplan funciones especializadas). Osteogénicas, dado que son un
depdsito de células que tienen la capacidad de formar hueso nuevo. Ademas, no
provocan reaccion de tipo inmunoldgico o de rechazo al pertenecer al mismo
individuo. La mayor desventaja que presenta esta técnica es que el procedimiento
para la extraccion del tejido a injertar, requiere de intervenciones quirdrgicas
bastantes complejas y costosas, sumado a que en muchos casos no es posible su uso

debido, ante todo, a la cantidad limitada de tejido que puede ser tomada.
- Aloinjertos: se refiere a un trasplante de tejidos u 6rganos entre individuos de la

misma especie. En el caso de injertos dseos, se suelen utilizar tejidos de donantes

que hayan fallecido recientemente. Este tipo de injerto es acelular y presenta
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resultados mucho peores que en el caso de los autoinjertos, ya que su tasa de
incorporacién es menor debido a la ausencia de células osteoprogenitoras La
mayoria de los aloinjertos se realizan para la reconstrucciéon de defectos 6seos
provocados por una lesién o trauma o por extirpacién de un tumor. Antes de ser
implantados estos tejidos deben ser sometidos a una serie de tratamientos con el fin
de evitar reacciones inmunoldgicas o la contaminacién cruzada debida a cualquier
enfermedad alojada en el tejido a implantar. Ademas la disponibilidad de un

donante sigue siendo un gran obstaculo para el empleo de dicha técnica.

- Xenoinjertos: referido al trasplante de tejidos entre dos especies diferentes. Su uso
se encuentra practicamente limitado al relleno de orificios éseos, como material
inorganico, mas que a la consecucion de estructuras definidas. Este tipo de injertos
presentan una gran limitacion debida al riesgo de transmision de enfermedades

infecciosas.

Los problemas planteados de disponibilidad de tejido y/o rechazo del mismo por
parte del paciente son comunes a cualquier tipo de cirugia sustitutoria. Debido a ello se

comenzo a desarrollar el término de Ingenieria de Tejidos.

La Ingenieria de tejidos es un campo de investigacion emergente multidisciplinar. El
objetivo de esta ciencia es reparar, reemplazar, mantener o mejorar la funcién particular de
un 6rgano o tejido. Su fundamento esencial es el uso de células vivas que se multiplican en
matrices extracelulares de distinta naturaleza, creando sustitutos biolégicos para su

consecuente implantacién en el cuerpo (Ashammakhi N. 2003, Falke, Atala 2000).

El papel de la Ingenieria de Tejidos en este contexto supone un nuevo paso adelante
en la evolucion de los tratamientos sustitutorios. No se trata tanto de reparar, sino de
regenerar, de estimular mecanismos ya presentes de forma natural en el organismo. Con
este fin, se propone estudiar la estructura o funcién dafiada y tratar de dar una respuesta
clinicamente aplicable, recopilando para ello los conocimientos disponibles en las

diferentes ramas de la ciencia (Rose, Oreffo 2002).
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2. TEJIDO OSEO

Desde un punto de vista histolégico, el hueso es un tejido conectivo especializado
que se caracteriza por presentar una matriz extracelular mineralizada que le confiere
rigidez y fuerza al tiempo que conserva cierta elasticidad. En conjunto, el cartilago y el hueso
forman el sistema esquelético.

El tejido 6seo es el Unico tejido capaz de repararse a si mismo de manera completa
por medio de la reactivacion de los procesos que tienen lugar durante la embriogénesis. De
esta manera, cuando aparece una lesién 6sea, se ponen en marcha de inmediato los
mecanismos osteoformadores con la finalidad de restaurar el tejido 6seo en el lugar de la
lesion.

Tiene tres funciones principales: mecanica (soporta el cuerpo y es zona de unién de
la musculatura); protectora (de los 6rganos vitales y la médula 6sea); y metabdlica (como

reserva de iones, especialmente calcio y fosfato) (Baron 2003).

2.1. Morfologia del hueso

Desde un punto de vista anatémico, en el esqueleto se pueden distinguir dos tipos
de hueso: los huesos planos (como los huesos craneales, la escipula, la mandibula, el ilion,
etc.) y los huesos largos (como la tibia, el fémur, el himero, etc.). La estructura del hueso
puede analizarse considerando las partes de un hueso largo (figura 1):

- diafisis, porcion principal del hueso.

- eplifisis, extremos del hueso

- metafisis constituye la region de un hueso maduro donde se unen la epiffisis y la
diafisis. En un hueso en crecimiento es la regién donde se encuentra la placa epifisaria, en
la que el cartilago es sustituido por el hueso.

- cartilago articular, fina capa de cartilago hialino que recubre la epifisis en las
zonas de articulacién.

- periostio, membrana que rodea la superficie del hueso sin cubrir al cartilago
articular. Estd formada por dos capas, la capa fibrosa externa que contiene los vasos
sanguineos, linfaticos y nervios que irrigan al hueso y la capa osteogénica que contiene
fibras elasticas, vasos sanguineos y varios tipos de células 6seas. El periostio es esencial
para el crecimiento en didmetro, la reparacion y la nutricién del hueso.

- cavidad medular o médula, es el espacio interior de la diafisis que contiene la
médula 6sea amarilla en los huesos del estado adulto (formada fundamentalmente por

células adiposas y algunas células sanguineas diseminadas).

27



Introduccion

- endostio, membrana que recubre la cavidad medular y que contiene células

osteoprogenitoras.

El esqueleto del individuo adulto esta formado por hueso cortical o compacto que
es el principal responsable de la integridad mecanica (80% del volumen total del hueso) y
por hueso trabecular o esponjoso que es el responsable fundamental de las demandas
metabolicas (20% del volumen total del hueso). Dependera de la forma en que estén
organizadas su matriz y sus células ya que la diferencia fundamental entre ellos es que
hueso compacto adulto tiene una estructura en anillos concéntricos, mientras que el hueso

esponjoso aparece con un encaje irregular (Robling, Castillo & Turner 2006, Allori, Sailon &
Warren 2008).

- /— hueso esponjoso

Epifisis — ,
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B rale: \ linea epifisaria

'. periostio laminilla

E osteocito a4l |

¢ hueso compacto ~5 X4

| ———— cavidad medular Osteona / ‘i} 2 X

¢ (sistema de Havers) =TS .

=
: \ P& 2
laminillas I [
/\ \ | K !.\-—A

Diafisis —

canal central de Havers

( vaso sanguineo (continda
¢ hacia el canal medular)
(" trabéculas de hueso
—~

concéntricas e _\ NG 4 laguna
. . S . .
intersticiales B 3 .’ canaliculos
4 ]
|

fibras de Sharpey © esponjoso
hueso compacto :{ r\

vaso sanguineo

periostio —
L O ‘

\:L canal de Havers
canal de Volkmann

—— vaso sanguineo
endostio

Figura 1. Morfologia del hueso. Imagen de hueso largo e imagen ampliada de varias
osteonas (sistemas de Havers) del hueso compacto (Adaptado de la referencia (Marieb,

Hoehn 2007)).

El tejido 6seo compacto forma parte de la capa externa de todos los huesos del
esqueleto y la mayor parte de la diafisis de los huesos largo. Esta constituido por una unidad

basica llamada osteona (sistema de Havers), la cual esta formada por:
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- laminillas, anillos concéntricos de matriz compuestos por sales minerales, que
proporcionan al hueso dureza, y fibras de colageno, que le confieren resistencia.

- lagunas o pequefios espacios entre las laminillas que contienen las células éseas
maduras llamadas osteocitos.

- canaliculos que se proyectan desde las lagunas y proporcionan numerosas vias por
las que los elementos nutritivos pueden alcanzar a los osteocitos y a su vez eliminar los
residuos de la actividad celular.

- un canal central llamado canal de Havers que contiene los vasos sanguineos,

linfaticos y los nervios.

A su vez los canales Haversianos estan conectados entre si por otros canales
llamados canales de Volkmann. Las dreas comprendidas entre las osteonas contienen
laminillas intersticiales. Estas son fragmentos de osteonas antiguas que han sido

parcialmente destruidas durante el proceso de sustitucion 6sea.

Al contrario que el hueso compacto, el esponjoso no contiene verdaderas osteonas.
Esta formado por laminillas dispuestas irregularmente de finas placas de hueso llamadas
trabéculas. Los espacios entre las trabéculas de algunos huesos estan ocupados por la
médula 6sea roja productora de células sanguineas. En el interior de las trabéculas existen
osteocitos, situados en lagunas de las que parten conductillos radiales. Los osteocitos de las
trabéculas reciben su nutricion directamente de la sangre que circula por las cavidades
medulares (figura 1).

El hueso esponjoso constituye la mayor parte del tejido 6seo de los huesos cortos,

planosy de forma irregular, y de la epifisis de los huesos largos (Tortora, Derrickson 2013).

Ademas de esta diferenciacién debida a su estructura tridimensional entre hueso
cortical y trabecular, el tejido 6seo se puede clasificar dependiendo del grado de madurez
en fibrilar y laminar. El hueso fibrilar esta considerado como un hueso inmaduro o
primitivo y normalmente se encuentra en los embriones y recién nacidos, en los callos
formados en el periodo de remodelacién después de una fractura y en la region de la
metafisis de los huesos en crecimiento. Este tipo de huesos tiene fibras gruesas que no estan
orientadas uniformemente, tiene mas células por unidad de volumen que el hueso laminar,
su contenido mineral varia y las células estan dispersas al azar. Sin embargo, el hueso
laminar es mas maduro que el fibrilar y se forma a partir del proceso de remodelacion del
hueso inmaduro. Es por esto por lo que se empieza a formar un mes después del nacimiento

y se encuentra a lo largo del esqueleto maduro tanto en el hueso esponjoso como en el
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cortical. A diferencia que en el hueso fibrilar, las fibras de colageno estan altamente

organizadas y orientadas.

2.2. Histologia del hueso

El tejido 6seo contiene una abundante matriz que rodea a células ampliamente
separadas unas de otras. La matriz 6sea es la responsable de las propiedades biomecanicas
del hueso y se encuentra mineralizada. Esta formada aproximadamente por un 20% de
agua, un 50% de sales minerales y un 30% de matriz orgénica. Dicha matriz organica o
sustancia osteoide esta compuesta principalmente por proteinas entre las que destaca el
coldgeno tipo I (un 90% de las proteinas totales) (tabla 1). La fase mineral esta formada por
calcio, fosfato y carbonato en forma de cristales de hidroxiapatita (Ca10(P04)s(OH)2) entre
las fibras de colageno. En menor proporciéon también se encuentran el magnesio, sodio,
potasio, manganeso y flor. Las fibras de coladgeno proporcionan flexibilidad y resistencia a
la tension mientras que las sales minerales confieren dureza, rigidez y resistencia a la

compresion.

Tabla 1. Proteinas de la sustancia osteoide (Fernandez-Tresguerres Hernandez-

Gil et al. 2006).

COLAGENO Tipo I, 111, V, XII

condroitin sulfato decorina
PROTEOGLICANOS

biglicano hialuronano
PROTEINAS CON osteocalcina
ACIDO y-CARBOXI-GLUTAMICO proteina de la matriz con acido y-carboxi-glutamico

osteonectina / fosfatasa alcalina /
GLICOPROTEINAS fibronectina / osteopontina /

vitronectina / sialoproteinas éseas

PROTEINAS DEL PLASMA albimina a2-SH-glicoproteina

IGF-1y II (Insulin growth factor I y II)
FACTORES DE CRECIMIENTO TGF- (transforming growth factor-beta)
PDGF (Platelet derived growth factor)
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Ademas de esta matriz 6sea mineralizada el hueso contiene principalmente cuatro

tipos celulares (figura 2):

- Células osteoprogenitoras. Son células especializadas que derivan del
mesénquima susceptibles de diferenciarse hacia osteoblastos. Se encuentran en la
porciéon mas interna del periostio, en el endostio y en los canales del hueso que

contienen los vasos sanguineos.

- Osteoblastos. Proceden de las células mesenquimales plutipotenciales de la médula
6sea. Son células grandes (20-30 pm) de forma poliédrica cuboidal y con un aparato
de Golgi y un reticulo endoplasmico rugosos bien desarrollados. Los osteoblastos y
osteocitos se comunican entre si por proteinas transmembrana o integrinas, que
actian de enlace entre células o entre una célula y la matriz extracelular. Se sabe
que sintetizan las proteinas colagenas y no coldgenas de la matriz organica del
hueso, dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular, contribuyen a
la mineralizacion de la sustancia osteoide, median en la reabsorcion llevada a cabo
por los osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas especificas y sintetizan
factores de crecimiento. Existen cuatro estadios en la diferenciacién de los
osteoblastos: pre-osteoblastos, osteoblastos, osteocitos y células de revestimiento
(“bone-lining cell”). Todos ellos son positivos a la tincién de fosfatasa alcalina, sin
embargo, s6lo los osteoblastos maduros tienen la capacidad de producir la
mineralizacion del tejido aunque dicho mecanismo no esta claramente elucidado
(Parra-Torres et al. 2013). Tanto las células de revestimiento como los osteocitos
representan estadios mas avanzados de maduracion. Las células de revestimiento
son células elongadas y planas, con un nucleo en forma de huso, sin apenas
organelas. Pueden expresar los marcadores osteoblasticos y permanecen a lo largo
de la superficie enddstica, constituyendo con el endostio una capa protectora de la
superficie 6sea, que juega un papel importante en la activacion del remodelado 6seo
(Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et al. 2006).

- Osteocito. Son células diferenciadas terminalmente derivadas de los osteoblastos.
No tienen capacidad proliferativa y se encuentran en el interior de la matriz
mineralizada. Son las células mas abundantes del hueso (10 veces mas que los
osteoblastos). Poseen una forma estrellada pero tienen disminuido el volumen
celular con respecto a los osteoblastos. Los osteocitos se organizan formando un
sincitio de células interconectadas que representa una Unica estructura, con la
ventaja de que existe una gran superficie de contacto en el interior y hacia la

superficie 0sea, para asegurarse oxigeno y nutrientes (Andrades et al. 2013). Se ha
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descrito que los osteocitos son uno de los principales tipos celulares responsables
de la deteccidn de la tension mecanica y por tanto, de la activacion del remodelado

6seo (Parra-Torres et al. 2013) (Bozal 2006).

Osteoclastos. Son las células encargadas de la reabsorcion 6sea. Tiene un gran
tamafio (100 um), son multinucleadas y ricas en mitocondrias y vacuolas. Contienen
fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) que permite la desfosforilacion de las
proteinas. Ademas la actividad de TRAP es aprovechada para su identificacién en
estudios in vitro e in vivo. Los osteoclastos, a diferencia del resto de células 4seas,
proceden de la fusién de progenitores mononucleares derivados de células madre
hematopoyéticas medulares denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de
Granulocitos 'y Macréfagos (CFU-GM), en un proceso denominado
osteoclastogénesis. Tienen dos especializaciones en la membrana: un borde en
cepillo, que es donde tiene lugar la reabsorcion y una zona clara, rica en
microfilamentos, con integrinas que sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los
osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y se adhieren a la superficie
6sea mineralizada por el ribete en cepillo sellando los bordes del area mediante las
integrinas. En este momento secretan acidos generados por la anhidrasa carbonica
I1 y enzimas proteoliticas que van a originar la reabsorcion del hueso mediante la
solubilizacion de la matriz organica y de la mineral (Mundy 1993). Los osteoclastos
se encuentran en regiones de reabsorcion dsea llamadas lagunas de Howship. En
cuanto a la osteoclastogénesis, actualmente se conoce que los osteoblastos juegan
un papel fundamental en dicho proceso. Esto es debido a tres moléculas
reguladoras: OPG (osteoprotegerina, proteina sintetizada por osteoblastos y pre-
osteoblastos), RANKL (citoquina transmembrana perteneciente a la familia del
factor de necrosis tumoral y situada en la superficie de osteoblastos y pre-
osteoblastos) y RANK (receptor de RANKL presente en la membrana de osteoclastos
y pre-osteoclastos). La interaccién de RANKL y su receptor RANK produce una
activacion de la diferenciacién de la actividad osteoclastica, aumentando la
reabsorcién. Asimismo, los efectos de RANKL son a su vez inhibidos por la OPG. Por
tanto, cuando se unen OPG y RANKL se inhibe la diferenciacién osteoclastica

(Simonet et al. 1997).
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Figura 2. Representacion de los distintos tipos de células dseas y la interaccién
entre ellas. La via de sefializacién Wnt interviene en la diferenciacién de MSC hacia
osteoblastos y se inhibe la condrogénesis y adipogénesis. A su vez, por medio de RANKL
y OPG se regula la diferenciacion de osteoclastos desde monocitos. La expresion de
SOST y DKK1 por osteocitos también regula el proceso de diferenciacién dsea

(Adaptado de la referencia (Baron, Kneissel 2013)).

3. FISIOLOGIA Y HOMEOSTASIS DEL HUESO

El desarrollo del hueso durante la etapa embrionaria se inicia con la formaciéon de
hueso nuevo mediante un proceso denominado osificacion. Existen dos tipos de
osificacion: intramembranosa o endocondral. Ambos procesos no generan diferencias en la
estructura de los huesos maduros. La osificacion intramembranosa se produce por la
condensacién de las células mesenquimales en areas especificas del mesénquima o tejido
conectivo donde se formara el hueso. En estas localizaciones comenzard a aumentar la
vascularizaciéon y las células se transformardn en osteoblastos que posteriormente
formaran el osteoide. Por otro lado, la osificacion endocondral tiene lugar por la
diferenciacién de las células mesenquimales a condroblastos. Estos producirdn una matriz
cartilaginosa que posteriormente se mineralizara formando el tejido 6seo (Bostrom 1998,

Einhorn 1995, Marks, Hermey 1996, Sciadini et al. 2000).
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3.1. Remodelacion 6sea

El hueso esta sometido a un proceso continuo de renovacién que se conoce con el
nombre de remodelacion dsea. Este proceso se lleva a cabo por la actividad coordinada y
acoplada de osteoclastos y osteoblastos que constituyen un conjunto denominado Unidad
Basica Multicelular conocida como BMU (“Bone Multicellular Unit”). El proceso comienza
con el reclutamiento de los precursores de los osteoclastos a un determinado foco (fase de
activacion) que al transformarse en osteoclastos maduros comienzan a reabsorber la
matriz 6sea (fase de resorcion), formando una cavidad tuneliforme en el hueso cortical
(cono de apertura) o lagunar en el trabecular (laguna de Howship) (Baron 2003). El final de
reabsorcién éseay el inicio de la formacidn de hueso se producen a través de un mecanismo
de acoplamiento con un periodo de aparente inactividad (fase de inversion).
Posteriormente, los osteoblastos tapizan la cavidad formada y empiezan a formar lamelas
concéntricas hacia el interior dejando un canal central que contiene los vasos sanguineos.
Como resultado se obtiene una osteona secundaria en cuyo centro se encuentra el canal de
Havers, también conocida como unidad basica estructural o BSU (fase de formacion)

(Martin, Burr & Sharkey 1998).

Pre-osteoclastos Osteoclastos
activos Células
mononucleares

Pre-osteoblastos
Osteoblastos

) Osteocito

FORMACION MINERALIZACION
DE HUESO

Células de
revestimiento
FASE DE FASE DE
RESORCION INVERSION

Figura 3. Secuencia de las fases del remodelado 6seo. Comienza con la
diferenciacion de los precursores de osteoclastos y la activacion de éstos provocando la
resorcién Osea. Posteriormente, dichos osteoclastos entran en apoptosis y tras un
periodo de aparente inactividad los osteoblastos inician el proceso de formacion del
hueso que termina con la mineralizacion del osteoide. (Adaptado de la referencia (Deal

2009))
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En adultos no patoldgicos hay un equilibrio entre la cantidad de hueso
reabsorbido por los osteoclastos y la cantidad de hueso formado por los osteoblastos.
Este balance 6seo tiene un valor igual a cero hasta los 30-40 afios, y de
aproximadamente -3% a partir de dicha edad. Un balance 6seo anormal puede
producir una gran variedad de enfermedades como es el caso de la osteoporosis,
osteomalacia o enfermedad de Paget (aceleracion anormal del proceso de

remodelacion) (Baron 2003, Parra-Torres et al. 2013) (figura 3).

3.2. Fractura y regeneracion 6sea

El tejido 6seo se caracteriza porque mantiene la capacidad de regenerarse
totalmente en el estado adulto tras una fractura. El proceso de reparacién deber restaurar
la geometria original, la matriz bioldgica y las propiedades biomecanicas del tejido 6seo
dafiado. Para conseguir dicha regeneracion es necesaria la implicaciéon del proceso de
angiogénesis y osteogénesis, ambos estimulados por una combinaciéon de citoquinas,

factores de crecimiento, hormonas, células y componentes de la matriz extracelular.

La reparacion de una fractura 6sea comienza con la rotura de los vasos sanguineos
en el lugar de la lesion. Como consecuencia de dicha rotura se forma un coagulo
(hematoma) que impide la circulacién de la sangre, provocando la necrosis del tejido
circundante. De este modo, el hematoma actia como foco de atracciéon para la invasion
celular. Tras la formacién del hematoma se produce una tumefaccion e inflamacion y el
sistema de vascularizacion en desarrollo permite la llegada de fagocitos y osteoclastos que
empiezan a retirar el tejido dafiado de la fractura, asf como el drenaje de los metabolitos y
productos de degradacion. Posteriormente, los fibroblastos del periostio invaden la zona
lesionada y comienzan a producir fibras de coldgeno que conectardn los extremos
fracturados del hueso, formando una matriz reticular que provee de soporte mecanico al
nuevo sistema vascular. A su vez, se inicia la migracion de células osteoprogenitoras que se
diferencian a condroblastos en las zonas mas avasculares (mas alejadas del tejido dseo
sano) produciendo fibrocartilago, y a osteoblastos en las zonas mas vascularizadas
produciendo trabéculas de hueso esponjoso. La conversidon del fibrocartilago a hueso
esponjoso forma el denominado callo dseo. La fase final de la regeneracion consiste en la
remodelacion del callo donde las porciones muertas de los fragmentos originales son
gradualmente reabsorbidas por los osteoclastos y el hueso compacto sustituye al esponjoso

en la periferia de la fractura (Gerber, Ferrara 2000, Shirley et al. 2005)(figura 4).
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Figura 4. Etapas de la reparacion de una fractura 6sea. Comienza con la formacion
de un hematoma seguido de un proceso de angiogénesis localizada. Posteriormente se
forma un callo fibrocartilaginoso que da lugar al callo 6seo finalizando con la
remodelacién completa del hueso fracturado (Adaptado de la referencia (Marieb,

Hoehn 2007)).

La reparacion de fracturas dseas es un proceso muy regulado y coordinado tanto a
nivel celular como a nivel molecular. En los ultimos afios los principales avances en la
biologia del hueso han revelado mas informacidn acerca de los mecanismos moleculares
implicados en la regeneracidon 6sea. Esto sera de gran ayuda en la busqueda de nuevos
tratamientos para la reparacion de fracturas o6seas, defectos congénitos y enfermedades
degenerativas. Asi, se ha descrito que las BMPs juegan un papel muy importante en el
proceso de reparacién Osea. Estas proteinas son expresadas y liberadas a la matriz
extracelular del hueso fracturado en las primeras etapas de la reparacién puesto que activan
la diferenciacion hacia osteoblastos y condrocitos para la formacién del tejido 6seo nuevo

(Onishi et al. 1998).

4. INGENIERIA DE TEJIDO OSEO

Como se ha hecho referencia anteriormente, la Ingenieria de Tejidos es una de las
areas con mayor potencial dentro de la Medicina Regenerativa. Propone alternativas para
la reparacion, reemplazamiento y mantenimiento o mejora del tejido dafiado. Para
conseguir dicho objetivo es fundamental la confluencia de tres elementos basicos: una
matriz adecuada, un aporte celular suficiente y la presencia de las sefiales especificas que
permitan la formacion del tejido deseado.

Por tanto, cada disefio que se estudia, cada combinaciéon de factores, ha de ser

especifico para el sistema a reparar. En este sentido, el gran namero de variables a estudiar,
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asi como la cantidad de aplicaciones potenciales, hacen de esta disciplina un gran reto

cientifico con prometedoras expectativas de éxito.

En el caso de la ingenieria de tejido 6seo es necesario el empleo de matrices capaces
de mantener la estabilidad biomecanica del hueso y que faciliten la adhesidn, proliferaciéon
y diferenciacion celular. Ademas es fundamental la correcta integraciéon del material
empleado o su degradacion gradual y predecible, de forma que permita la formacién del

nuevo tejido (Sikavitsas, Temenoff & Mikos 2001).

Por otra parte se tiende hacia el disefio de terapias basadas en cultivos celulares, ya
que aumentan la posibilidad de formar una masa de tejido nuevo considerable.
Generalmente se opta por células aut6logas, mas seguras desde el punto de vista
inmunolégico. Sin embargo, el problema fundamental para este tipo de terapias es
encontrar la fuente celular adecuada que no implique una nueva area quirurgica (Goessler,
Hormann & Riedel 2005, Mauney, Volloch & Kaplan 2005). Por este motivo las células
madre mesenquimales (MSC: “Mesenchymal Stem Cell”) parecen ser las mejores candidatas
para la regeneracion de tejido 6seo (Kang et al. 2008). Esto es debido a su alta capacidad
para diferenciarse hacia el fenotipo osteogénico y a sus multiples fuentes de obtencidn, ya
que pueden aislarse de numerosos tejidos adultos como sangre periférica, fluido sinovial,
pulpa dental, tejido adiposo o médula 6sea entre otros. Sin embargo, en el proceso de
obtencion de células madre mesenquimales es necesaria una caracterizacién de éstas para
asegurar las propiedades del cultivo celular obtenido. Ademas, para el empleo de dichas
células es importante tener que en cuenta su alta variabilidad en la proliferacion y en su
potencial de diferenciacién dependiendo tanto del origen como del estado del cultivo en el
que se encuentren ya que se trata de cultivos primarios que llegan a senescencia y cuyas
caracteristicas varian durante su tiempo de cultivo. Por este motivo, los mecanismos
moleculares de la regulaciéon de las MSC y la importancia del efecto de factores de
crecimiento especificos durante las diferentes etapas de la diferenciacién osteogénica, son

objeto de numerosos estudios en la actualidad (Andrades etal. 2013, Abarrategi et al. 2013).

Las células actian y responden a los diferentes factores de su entorno (mecanicos,
eléctricos, estructurales o quimicos). En este sentido, los factores de crecimiento
desempefian un papel fundamental ya que regulan acciones celulares tales como la
migracion, la proliferacién o la morfogénesis. Estos factores juegan un papel importante en
los procesos de remodelado y reparacion ésea, por lo que el uso de estos factores es

necesario en la ingenieria de tejido 6seo. Los factores de crecimiento son normalmente
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proteinas secretadas a bajas concentraciones con efecto local y que interaccionan con los
receptores de membrana de las células diana. Esta interacciéon desencadena una cascada de
sefializacion intracelular que induce la expresion de determinados genes. Algunos de estos
factores de crecimiento implicados en la regeneracién Osea son las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs), factor de crecimiento insulinico (IGFs), factor estimulante de
colonias de granulocitos-macroéfagos (GM-CSF), factor de crecimiento fibroblastico basico

(bFGF) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Andrades et al. 2013).

De entre todos los factores que intervienen en este proceso, las BMPs son sin duda
las que mas interés han despertado en numerosos estudios, puesto que son el factor de
crecimiento mas efectivo en la regeneracion 6sea. Actualmente el Unico material

comercializado con capacidad osteoinductiva contiene BMP (Lo et al. 2012).

4.1. Proteinas Morfogenéticas Oseas

Las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs), forman un tnico grupo de proteinas
dentro de la superfamilia de Factores Transformantes de Crecimiento beta (TGF-f) junto
con otras proteinas como las activinas/inhibinas, o los factores de crecimiento y
diferenciacion (GDF). Se descubrieron por casualidad cuando en 1965 Urist implanté como
control extractos de hueso desmineralizado en tejido muscular de ratones, debido a que
durante décadas, se habia atribuido la capacidad auto-reparadora del hueso a la matriz
inorganica de éste. Sorprendentemente, tras varias semanas post-implantacion observo la
formacién de hueso en dichas muestras control. Este descubrimiento demostr6 que la
capacidad de producir tejido 6seo se debia a sustancias presentes en la matriz organica del
hueso por lo que las definié6 como proteinas morfogenéticas 6éseas (Bone Morphogenetic
Proteins, BMPs) (Urist 1965, Urist, Strates 1971). En afios posteriores Sampath y Reddi
realizaron diversos estudios en los que analizaban la reproducibilidad de las BMPs para
generar la formacion de hueso ectépico. Para ello median tanto la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina como el contenido de calcio en el hueso neoformado. De este modo,
comprobaron como las BMPs eran las responsables de desencadenar una serie de
acontecimientos por los cuales las células progenitoras de la médula 6sea se diferenciaban
hacia células osteoblasticas que provocaban la regeneracién del hueso (Sampath, Reddi
1981, Reddi, Huggins 1972, Reddi 1981). Tras todos estos estudios, las BMPs inicialmente
se definieron por su capacidad para inducir la formacién de hueso y cartilago en lugares
ectopicos in vivo (Celeste et al. 1990). Actualmente se sabe que regulan el crecimiento, la

diferenciacion y la apoptosis celular, y que juegan un papel importante en el desarrollo de
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varios 6rganos y tejidos, asi como en el desarrollo embrionario (Mabie, Mehler & Kessler
1999, Reddi 1998). Ademas, son capaces de formar tejido seo durante la embriogénesis,
en el crecimiento y en el estado adulto del ser vivo incluyendo la curacion de fracturas 6seas

(Kirker-Head 2000).

4.1.1. Miembros de la familia de BMP

Actualmente se han identificado al menos veinte BMPs (tabla 2) y, a excepcién de la
BMP-1 que es una metaloproteasa, todas ellas son citoquinas multifuncionales que se
engloban en la super familia de TGF-f3 (Hoffmann et al. 2001, Kessler et al. 1996). Las BMPs
estan altamente conservadas en las diferentes especies animales. Se pueden dividir en
varias subfamilias en funcioén de la similitud de su secuencia de aminoacidos del dominio
maduro de la proteina. Asi, podrian clasificarse en 4 grupos: BMP-2 y BMP-4 (con un 80%
de homologia en su secuencia); BMP-5, 6, 7 y 8 (con un 78% de homologia); BMP-9 y 10;
BMP-12, 13 y 14. La BMP-11 y BMP-15 son miembros mas distantes de la familia de las
BMPs y a su vez son similares a GDF 8 y 9 respectivamente. Lo mismo ocurre con la BMP-
16, 17 y 18. Estas ultimas podrian formar parte de un grupo diferente dentro de la
superfamilia de TGF-f. Actualmente, la manipulacién genética permite a los investigadores
determinar la funcidn fisiologica de cada una de ellas. La BMP-2, 4, 6, 7 y 9, destacan por su
actividad osteoinductora y su capacidad para la formacion de hueso ectépico (Bessa, Casal

& Reis 2008b, Bragdon et al. 2011).
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Tabla 2. Miembros de la familia de las BMPs y su principal funcioén fisioldgica.

Funcidn fisioldgica principal

Referencia

BMP-1

Metaloproteasa

Proteinas morfogenéticas éseas

BMP-2

BMP-3 (osteogenina)

BMP-3b (GDF-10)

BMP-4 (BMP-2b)

BMP-5

BMP-6 (Vrgl, Dvr6)

BMP-7 (OP-1)

BMP-8 (OP-2)

BMP-9 (GDF-2)

BMP-11 (GDF-11)

Reparacién y regeneracion dsea y de cartilago/
formacion corazén

Regulador negativo de la morfogénesis del hueso
Regulador de la diferenciacién celular
Reparacidn y regeneracion ésea y de cartilago/
formacion rindén

Desarrollo de las extremidades/ morfogénesis de
hueso y cartilago

Hipertrofia del cartilago/ morfogénesis de hueso/
desarrollo del sistema nervioso

Reparacién y regeneracion ésea y de cartilago/
formacion rifidn y ojos / desarrollo del sistema

nervioso

Morfogénesis de hueso / espermatogénesis

Morfogénesis de hueso / desarrollo del sistema
colinérgico nervioso / metabolismo de la glucosa
Modelado del tejido neuronal y mesodérmico /

desarrollo pancreas y ojo /formacidn de rifion

Proteinas morfogenéticas derivadas de cartilago

BMP-12 (CDMP3, GDF-

7)

BMP-13 (CDMP2, GDF-

6)

BMP-14 (CDMP1, GDF-

5)
Otros

BMP-8b (OP-3)

BMP-10

BMP-15 (GDF-9b)

BMP-16

BMP-17
BMP-18

40

Desarrollo de los tendones y ligamentos / desarrollo

del sistema neuro-sensorial

Desarrollo del cartilago e hipertrofia

Condrogénesis / angiogénesis

Espermatogénesis

Morfogénesis del corazén

Fisiologia del ovario

Modelado embrionario / regeneracidn y reparacion

esquelética
Modelado embrionario

Modelado embrionario

(Kessler et al. 1996, Suzuki et
al. 1996)

(Nakase, Yoshikawa 2006,
Wang et al. 1990)
(Hino et al. 2004)
(Hino et al. 2004)

(Oxburgh et al. 2005, Luyten,
Chen & Paralkar 1994)
(Hahn et al. 1992, King et al.
1994)

(Hahn et al. 1992, Kang et al.
2004)

(Nakase, Yoshikawa 2006,
Reddi 1998, Luo et al. 1995)

(zhao et al. 1996, Ozkaynak
et al. 1992)

(Kang et al. 2004, David et al.
2008)
(Nakashima et al. 2003,
Harmon et al. 2004)

(Reddi 2003)

(Reddi 2003)

(Reddi 2003, Yamashita et al.
1997)

(zhao et al. 1996)
(Chen et al. 2004b)(Hillier et
al. 2005)

(Knight, Glister 2006)

(Feiner et al. 2009)

(Celeste, Murray 2000)
(Celeste, Murray 2000)
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4.1.2. Estructura de las BMPs

Las BMPs son sintetizadas como un precursor inmaduro de gran tamafio de 400 a
500 aminoacidos de longitud aproximadamente. El precursor (pre-pro-péptido) consta de
un péptido seflal amino terminal (N-terminal), un pro-dominio y una proteina madura
extremo carboxilo terminal (C-terminal). La protedlisis de dicho precursor tiene lugar en el
aparato de Golgi donde se formard la proteina madura (Wozney et al. 1990, Hogan 1996).
El dominio maduro de dichas proteinas contiene siete residuos de cisteina altamente
conservados evolutivamente. Seis de ellos se unen mediante tres puentes disulfuro
intracatenarios formando un nudo conocido como “cysteine-knot” (Scheufler, Sebald &
Hiilsmeyer 1999) (figura 5). La séptima cisteina esta implicada en la uniéon de dos cadenas
independientes de proteina mediante la formacién de un puente disulfuro intercatenario
(Bragdon et al. 2011). De este modo, se produce la dimerizacion dando lugar a
homodimeros (si las cadenas polipeptidicas son iguales) o heterodimeros (si son cadenas
que pertenecen a distintas BMPs como por ejemplo el heterodimero formado por
BMP-2/-7). Estas diferencias quimicas y estructurales pueden ser las responsables de las
variaciones de su potencial biolégico (Sykaras, Opperman 2003). El proceso de
dimerizacién es necesario para que las BMPs presenten su capacidad osteoinductora

(Groeneveld, Burger 2000).

Figura 5. Diagrama del “cysteine-knot”. En la figura se representan: las laminas {3 con
flechas, los residuos de cisteina con los niimeros del I al VI desde el extremo N-terminal
al C-terminal, y los puentes disulfuro con las lineas roja, verde y azul. Como
consecuencia de las uniones entre Cys43/Cys111 (II-V) y Cys47/Cys113 (IlI-VI) se
forma un anillo y a través de éste pasa el tercer puente disulfuro entre Cys14/Cys79 (I-

IV) (Adaptada de “Cyclotide Webpage”: www.cyclotide.com/knots.html).
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Alo largo de los afios se han conseguido aislar y secuenciar las distintas BMPs, por
lo que mediante técnicas de ingenieria genética se ha logrado expresar dichas proteinas en
diversos organismos modelo (Maruoka et al. 1995, Israel et al. 1992, GAO et al. 2006,
Johnson, Urist & AM Finerman 1992, Rosen et al. 1989, Bessa et al. 2007). De este modo, no
s6lo se han obtenido estas proteinas de forma masiva, sino que se ha podido estudiar

exhaustivamente el mecanismo de accién y la respuesta celular de cada una de ellas.

4.1.3. Mecanismos de seiializacion de BMPs

4.1.3.1. Receptores

Las BMPs desarrollan su actividad biolégica mediante la unién a los receptores de
superficie de las células diana. Las BMPs se unen a complejos heteroméricos compuestos
por dos tipos de receptores serina-treonina-quinasa: tipo [ y tipo II. Ambos estan formados
por un dominio extracelular que contiene de 10-12 residuos de cisteina, un dominio
transmembrana y una regién intracelular con actividad serin/treonin quinasa. Se han
identificado cinco receptores de tipo I: Alkl (Acvrll), Alk2 (ActRla), Alk3 (BRIa), Alk4
(ActRIb) y Alk6 (BRIb); y tres tipo de receptores tipo II: BRII, ActRIla y ActRIIb (Bragdon et
al. 2011). Los receptores de tipo I presentan dos estructuras adicionales: una regién rica en
glicina/serina que precede al dominio quinasa (GS-box) y dentro de dicho dominio una
region de ocho aminoacidos denominada L45. La activacion del receptor tipo I requiere de
la unién del ligando y como consecuencia la fosforilacion de su GS-box por medio del
receptor tipo II. Este ultimo receptor, sin embargo, tiene actividad por si solo (Shimasaki et
al. 2004).

Las BMPs se unen al receptor de tipo I o tipo II con diferente afinidad. De este modo,
la BMP-2 y la BMP-4 muestran una mayor afinidad por el receptor de tipo [ mientras que la
BMP-7 presenta dicha afinidad hacia el receptor de tipo Il (Koenig et al. 1994, Greenwald et
al. 2003). Estas diferencias son las responsables de la formacién del complejo receptor de
forma especifica y por tanto de la activacién de las distintas cascadas de sefializacidn.
Ademas la afinidad del ligando por el receptor no es la Unica variable responsable de la
diversidad en la sefalizacion de BMP sino que también influiran factores como el nivel de
expresion del ligando y de los receptores, la presencia de co-factores, la existencia del
complejo receptor preformado en la superficie celular, etc... (Sieber et al. 2009)

Diversos estudios demuestran que las BMPs pueden activar distintas rutas de

sefializacion en respuesta a la uniéon con su receptor. Asimismo, la BMP-2 puede
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desencadenar su respuesta transcripcional de dos formas diferentes (Wan, Cao 2005, Nohe
etal. 2004):

- mediante la unién del ligando con un complejo receptor previamente formado
(PFC) constituido por la asociacidn del receptor de tipo I y el receptor de tipo II. Esta uniéon
desencadena la via de sefializacién Smad.

- mediante la unién con alta afinidad al receptor de tipo I que a su vez provoca la
formacién del complejo receptor con la unién de receptor de tipo II. Dan lugar, por tanto, al

complejo de senalizacion inducido por BMP (BISC) que desencadena la ruta de sefializacion

s BMPR-I
BMPR-| BMPR-II
PFC BISC X
Smad
1/5/8

Ruta
No-Smad

Smad independiente.

BMPR-II

/ MAPK
INK  p38

Figura 6. Esquema de la ruta de sefializacién celular de la BMP-2 (Rudarakanchana,

Morrell 2004). BMP-2 puede desencadenar su cascada de sefalizacion por dos rutas
diferentes: 1) unién a un complejo receptor previamente formado (PFC) que
desencadenard la via de sefializaciéon Smad; 2) unién al receptor tipo I que provoca la
formacién del complejo receptor con la unién de receptor de tipo II formando un
complejo de sefializaciéon inducido por BMP (BISC) que desencadenara la ruta de

sefializacién Smad independiente.
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Esto demuestra la versatilidad de la sefializacién de las BMPs y sugieren que la
activacion de distintas vias depende en gran medida de la disponibilidad de receptores

especificos y sus complejos en la superficie celular (figura 6).

4.1.3.2. Ruta de sefalizacion Smad

Existen tres tipos de proteinas Smad: las reguladas por receptores de membrana (R-
Smad, como Smad-1, Smad-5 y Smad-8), las mediadoras (Co-Smad, como Smad-4) y las
inhibidoras (I-Smad, como Smad-6 y Smad-7). Las R-Smad una vez fosforiladas por el
receptor de tipo I, dimerizan en el citoplasma con una Co-Smad, dando lugar a un complejo
que se transloca al nucleo, actuando como factor transcripcional e iniciando la expresion de
genes de respuesta a la BMP (Massague, Seoane & Wotton 2005).

Las R-Smad presentan dos dominios altamente conservados: MH1 o dominio N-
terminal responsable de la unidén al DNA y MH2 o dominio C-terminal que regula la
especificidad de la R-Smad, el reconocimiento del receptor y la regién denominada SXSS

objeto de fosforilacion (Wrana 2000).

4.1.3.3. Ruta de sefializacién Smad independiente

Ademas de la ruta de sefializacion Smad, se ha descrito que las BMPs son capaces de
inducir la transcripcion de genes independientes de dicha ruta.

Como se ha indicado anteriormente, cuando debido a la unién del ligando con el
receptor se origina la formacién del complejo constituido por el receptor tipo I y tipo II, se
induce la activacién de la ruta de senalizacion MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases).
En dicha ruta, la asociacién del receptor de tipo I con TAK1 (TGF-f activated kinase 1) y
TAB1 (TAK1 binding protein) produce la activacién de NFkB (nuclear factor kappa beta),
MAP quinasa p38 y JNK (C-jun N-terminal kinase). Estas quinasas se translocan al nicleo
donde activan ATF2, c-Jun o c-Fos que regularan la transcripciéon de determinados genes
diana como osteopontina, fosfatasa alcalina o colageno tipo I (Yamaguchi et al. 1999).

Ademas se ha descrito que las BMPs son capaces inducir la activacién de ERK
(extracelular signal-regulated kinase), PI3K (phosphoinositide 3-kinase), PKA (protein
kinase A), PKC (protein kinase C) y PKD (protein kinase D). Aunque no se conoce el
mecanismo exacto de la iniciacion de dicha activacién, esta ruta es la responsable de la
influencia de las BMPs en la supervivencia celular, la apoptosis, la migraciéon y la

diferenciacion celular (Bragdon et al. 2011).
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Recientemente se ha demostrado en condrocitos que TAK1 es capaz de fosforilar
Smad1. Por tanto, TAK1 actiia en la activacion de la ruta Smad ademas de sus funciones ya
conocidas en la activacion de la via MAPK. Esto sefiala que existe una interrelacién entre las
distintas rutas de senalizacién intracelulares (Shim et al. 2009).

Cabe destacar que en los ultimos afios numerosos autores se han centrado en el
estudio de la interaccion de las diferentes rutas de sefializacion intracelulares con la ruta

activada por las BMPs (Wan, Cao 2005, Nohe et al. 2004, Rosen 2009, Rawadi et al. 2003).

4.1.3.4. Regulacion de la sefializacion de BMPs

La sefializacion de BMP puede estar modulada a varios niveles. En el entorno
extracelular, existen antagonistas de BMP que se unen al ligando inhibiendo el
reconocimiento al receptor. El antagonista mas estudiado es Noggin. Ademas estan
presentes los llamados co-receptores que pueden regular la interaccion de la BMP con el
complejo receptor de forma positiva (Dragon, Betaglicano) o negativamente (BAMBI)
(Sieber et al. 2009). Intracelularmente, la sefializacién de la BMP puede estar modulada por
la activacién de las [-Smad o por Smurf-1 (Smad ubiquitin regulatory factor) entre otras. Las
[-Smad inhiben la fosforilaciéon de las R-Smad y la posterior formacién del complejo con la
Co-Smad. Smurf-1, sin embargo, provoca la degradacién de las proteinas Smad. Por otro
lado, en el nucleo celular, existen un diverso namero de co-activadores requeridos para la
activacion de genes especificos y a su vez, su transcripcién puede estar inhibida por

distintos co-represores (Simi¢, Vuki¢evi¢ 2007, Chen, Zhao & Mundy 2004).

4.1.4. BMP-2

De las diferentes BMPs, la BMP-2 es una de las proteinas que presenta mayor
capacidad de inducir la regeneracion 6sea y de formar hueso ectdpico en vertebrados
adultos. Por ese motivo se considera de gran interés en el campo de la Ingenieria de Tejidos,
donde estudios clinicos recientes han demostrado que, cuando se libera adecuadamente, la
BMP recombinante humana resulta ser eficaz en la diferenciacidon de tejido dseo, y, por
tanto, una alternativa adecuada a los aloinjertos (Sykaras, Opperman 2003). Actualmente,
s6lo la BMP-2 y BMP-7 forman parte de productos disponibles para su uso en clinica en el

tratamiento de pacientes con enfermedades o defectos éseos.
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Figura 7. Esquema del procesamiento de la BMP-2 y su secuencia de aminoacidos.

En la imagen superior se muestra la proteo6lisis, tanto del péptido sefial como de la pro-

BMP-2 y su dimerizacién (Adaptado de la referencia (Wozney et al. 1990)). En laimagen

inferior se muestra la secuencia de la pre-pro-BMP-2. Se representa: en azul secuencia

del péptido sefial, en rojo secuencia del prodominio y en negro la secuencia de la

proteina madura. Sombreado en verde se indica los sitios potenciales de glicosilacién

(sélo uno de ellos en la secuencia madura) y en amarillo las cisteinas responsables de

la formacidn de los puentes disulfuro (Shore et al. PubMed protein sequence search).

La BMP-2 esta implicada en multiples procesos. Posee un papel muy importante en

la embriogénesis y durante el desarrollo postnatal por lo que estd involucrada en la
morfogénesis de diferentes 6rganos y tejidos como son el sistema nervioso y el corazén
entre otros {{737 Callis, T.E. 2005; 738 White, Patricia M 2001}}. Ademas, como ya se ha
indicado anteriormente, juega un papel fundamental en la formacién del hueso, cartilago y
otros tejidos conectivos. Esto implica, a su vez, formar parte en el proceso de reparaciéon

6sea siendo unas de las proteinas que se expresan en los primeros dias tras una fractura.
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Ademas, a nivel fisiolégico regula el crecimiento, la diferenciacién, la quimiotaxis y la

apoptosis celular(Hallahan et al. 2003, Fiedler et al. 2002).

La BMP-2 es sintetizada dentro de la célula en forma de un precursor de 396
aminodacidos, que después de procesos de glicosilacion y proteolisis se dimeriza dando lugar
a la proteina homodimérica madura formada por dos subunidades (mondémeros) que
corresponden al extremo C-terminal del precursor (Celeste et al. 1990, Israel et al. 1992).
Cada una de las subunidades de la forma madura de la BMP-2 presenta un peso molecular
de 13 KDa y estd formada por 114 aminoacidos (figura 7). Mediante estudios
cristalograficos, se pudo definir la estructura terciaria de la proteina comprobando que esta
formada un nudo cistina, dos laminas [ antiparalelas separadas y una o-hélice
practicamente perpendicular a las laminas mencionadas (Scheufler, Sebald & Hiilsmeyer
1999). Una de las laminas [ adopta una conformacion denominada “crossover-twisted”. Por
otro lado, como se ha descrito anteriormente, el nudo cistina esta constituido por los seis
residuos de cisteina formando tres puentes disulfuro intracatenarios. Esta topografia de
plegamiento se asemeja a una mano donde la a-hélice mimetiza la mufieca, el centro del
nudo de cistina simula la palma y las laminas-3 de doble hebra los dedos (Daopin, Li &
Davies 1993) (figura 8).

La unién de los mondémeros de la BMP-2 se realiza covalentemente mediante la
formacién de un puente disulfuro adicional entre la Cys78 de cada subunidad. Las dos
subunidades se asocian de forma antiparalela cara a cara, dando lugar a una estructura con
un peso molecular de 26KDa altamente estable (Sampath, Reddi 1981, Wozney et al. 1988).

La estructura cristalina del dimero de la BMP-2 presenta dos cavidades que se
corresponden con dos centros hidrofébicos no presentes en los monémeros, y en cuya
composicidén estdn involucrados residuos de ambas subunidades (Scheufler, Sebald &
Hiilsmeyer 1999) (figura 8). La cavidad I presenta un exceso de carga positiva debido a la
presencia de residuos con cadena basica (Arg9, Lys11, Lys15, Lys73, Lys76) asi como a las
cinco cargas positivas del extremo amino terminal de ambos mondmeros. Este extremo es
el responsable del lugar de unién a heparina de la proteina (Ruppert, Hoffmann & Sebald
1996). Por otro lado, la cavidad II tiene un predominio de cargas negativas debido a las
cadenas acidas de Glu83 y Asp105 y al extremo carboxilo, que se ha descrito como la posible

area de interaccion con los receptores transmembrana.
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A

finger—helix cavity

central

central cavity 11

N—al

finger—helix cavity

CAVIDADES
< SIMETRICAS

Figura 8. Estructura de la BMP-2. A) Estructura secundaria del monémero. Las
a-hélices se representan con cilindros y las laminas 8 con flechas. Coloreado en verde
se sefala la estructura lamina-f3 especifica de la BMP-2. Las a-hélices coloreadas en
amarillo indican estructuras no presentes en la BMP-2 pero si en la familia TGF-f3 y en
rojo una estructura unica de BMP-7 (Scheufler, Sebald & Hiilsmeyer 1999). B)
Estructura terciaria del dimero de BMP-2 y las cavidades de la proteina dimérica
(Scheufler, Sebald & Hiilsmeyer 1999). C) Estructura terciaria del dimero de BMP-2. Se
sefalan las cavidades simétricas resultantes de la union del dimero (Protein Data Bank:

www.rcsb.org/pdb/).

Ademas de estas cavidades, y como consecuencia de la interacciéon del bolsillo
hidrofébico de cada mondémero con el extremo C-terminal de la hélice a3 de la otra
subunidad, se forman dos cavidades simétricas. Esta regiéon se podria corresponder a un

epitopo de interaccion con los receptores.
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Con un punto isoeléctrico de 8,2 * 0,4, la BMP-2 es una proteina basica. Es soluble a
pH por debajo de 5,0 mientras que a pH fisioldgico (pH 7,4) necesita de agentes caotropicos

para su manipulacidn debido a su baja solubilidad (Abbatiello, Porter 1997).

Por otro lado la BMP-2 tiene una vida media corta en condiciones in vivo, siendo
rapidamente degradada por enzimas y otras condiciones del organismo tales como el pH,
concentracién idnica etc... Ademas difunde rapidamente desde el sitio de implantacion.
Estas condiciones afectan directamente a la eficacia, biodisponibilidad y estabilidad de la
BMP-2. Por este motivo, para un maximo efecto clinico son necesarias altas dosis de dicha
proteina y el empleo de un transportador adecuado que actie como un sistema de
liberacién controlada para permitir la exposiciéon de la BMP-2 en una localizacion
determinada durante un periodo de tiempo especifico en funcién de las necesidades del
organismo (Kang et al. 2008, Abarrategi et al. 2008b, Zara et al. 2011, Yun et al. 2014,
Guzman et al. 2014).

4.1.5. Aplicacion en clinica de las BMPs

Debido a la gran capacidad de algunas BMPs de estimular la regeneracion dsea y de
formar hueso ectépico en vertebrados adultos, actualmente existen varios productos
comercializados aprobados por la Agencia de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA:
Food and Drugs Administration) y por la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA)
(Lissenberg-Thunnissen et al. 2011, Walsh 2010). Estos productos estan basados en el
empleo de la BMP-2 y BMP-7 (obtenidas de forma recombinante en células de mamiferos)
para su aplicacion en clinica en el tratamiento de facturas de huesos largos, fusién espinal y

cirugia maxilofacial:

-INFUSE® (Medtronic, Minneapolis, EEUU): fue aprobado en 2002 por la FDA como
un kit para implante formado por un polvo que contiene la rhBMP-2 (1,5 mg/mL), un
disolvente y una matriz (esponjas de coldgeno). Estad indicado para el tratamiento de
enfermedades degenerativas de disco vertebral. Mas recientemente se aprobd su uso en el
tratamiento de fracturas de tibia en adultos, como adyuvante al tratamiento estandar
(2004) y cirugia maxilofacial (2007) (Lo etal. 2012). Sin embargo, dicho producto presenta
algunos inconvenientes ya que se han encontrado distintos efectos adversos debidos a las
altas dosis necesarias de BMP-2 para suplir la rapida liberacién desde las esponjas de
colageno. Estos efectos adversos incluyen incrementos transitorios en los anticuerpos para

BMP, edemas a nivel local, dolores severos, dificultades respiratorias, etc... Todo esto unido
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asuvez, alos altos costes derivados del tratamiento (Cahill et al. 2009). En la Unién Europea
se ha comercializado con el nombre de InductOs® aprobado porla EMEA en 2002. Tiene las
mismas indicaciones que el Infuse® a excepcién de su aplicacion en cirugia maxilofacial
(http://www.ema.europa.eu/) (http://www.vademecum.es/).

- OP-1® (rhBMP-7, Stryker Biotech, EEUU; comercializado por Olympus Biotech
desde diciembre del 2010): OP-1® Implant fue aprobado en 2001 para su aplicacién en el
tratamiento de fracturas de huesos largos. Su forma farmacéutica es un polvo que contiene
rhBMP-7 (3,3 mg) y colageno bovino, para formar una suspension implantable. En la Unién
Europea se comercializa con el nombre de Osigraft® aprobado por la EMEA en 2001 para el
tratamiento de fracturas de tibia como alternativa a los autoinjertos. Posteriormente OP-1®
se aprob6é en 2004 como OP-1 Putty® para el tratamiento de fusion vertebral
posterolateral. La diferencia con el anterior, es que ademas de contener colageno bovino
como excipiente, contiene también carboximetilcelulosa (carmelosa). En la Unién Europea
se comercializa con el nombre de Opgenra® aprobado por la EMEA en 2009 para su
aplicacion en la fusién espinal lumbar posterolateral en el tratamiento de pacientes con
espondilolistesis (Lo et al. 2012, Bessa, Casal & Reis 2008a) (Walsh 2010, White et al. 2007)
(http://www.fda.gof) ( http://www.ema.europa.eu/).

Ademas, existen diversos productos en fase de experimentacion clinica basados en
el empleo de BMPs. Los avances en el estudio de las BMPs junto con el desarrollo de nuevos
materiales favoreceran la elaboracion de implantes con factores bioactivos con una gran

perspectiva para su aplicacion en la medicina regenerativa clinica.
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Antecedentes

ANTECEDENTES DEL GRUPO DE INVESTIGACION

Desde 1996, el Grupo de Ingenieria de Tejidos y Regeneracién Osea de la
Universidad Complutense de Madrid a cargo del Doctor José Luis Lépez Lacomba, lleva
trabajando en el desarrollo de nuevos materiales para su aplicacion en la regeneracion de

tejido 6seo.

Los trabajos anteriormente realizados en el grupo permitieron desarrollar un
protocolo para obtener diferentes tipos de proteinas activas (rhBMP-2, rhBMP-4 y rhBMP-
7) y desarrollar un biomaterial en forma de pelicula con elevada adherencia celular capaz

de inmovilizar dichos factores (Patente Internacional PCT/ES01/00322).

Paralelamente, se han realizado numerosos estudios en el laboratorio empleando
otros materiales como ceramicas de 3-TCP e hidroxiapatita, discos de titanio con diferentes
tratamientos superficiales, andamiajes de policaprolactona, nanotubos de carbén e incluso
hidrogeles. Dichos materiales se estudian tanto in vitro como in vivo mediante ensayos sobre

distintos cultivos celulares y en experimentacién animal.

Como consecuencia de las diferentes lineas de investigacion iniciadas, se estan
obteniendo numerosos resultados materializados en contribuciones a congresos, articulos

cientificos, proyectos de investigacion y colaboraciones con diferentes grupos y empresas.

Los desarrollos hasta ahora realizados han permitido la creacién de una Empresa de
Base Tecnolégica, Noricum S.L., cuyo fin tiltimo es la comercializaciéon de implantes dentales
recubiertos con filmes de quitosano activados para la oseointegracidon de los mismos, tras
realizar las correspondientes pruebas clinicas y recibir la autorizacién de la Agencia

Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.

Figura 9. A) Radiografia de implantes dentales colocados en tibia de conejo. En
circulo rojo los implantes activados con quitosano/rhBMP-2, y en circulo amarillo, los
implantes control. B) Reconstruccion tridimensional de uno de los implantes

activados.
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OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL

El objetivo general de este trabajo de investigacion se ha centrado en la optimizacién
de la produccion de la proteina morfogenética 6sea 2 humana (rhBMP-2) para aumentar el
rendimiento y disminuir los costes de su obtencidny de este modo, poder facilitar su empleo

en aplicaciones clinicas, y en especial, en tratamientos de regeneracion 6sea.
Dicho objetivo general se ha dividido en varios objetivos parciales:

1. Mejorar, simplificar, incrementar y economizar el proceso de producciéon de
rhBMP-2 mediante su expresion en E.coli, evaluando para ello la actividad bioldgica

de la proteina producida en distintos tipos celulares.

2. Evaluar el efecto de rhBMP-2 sobre células madre mesenquimales humanas.
Analizar mediante estudios de expresion génica la existencia o no de
desdiferenciacion tanto en cultivos primarios como en células comprometidas, tras

el tratamiento con rhBMP-2 y su posterior privacion.
3. Evaluar los beneficios de la incorporacion de rhBMP-2 a soportes ceramicos

experimentales para su aproximacién a la posible aplicacion clinica, mediante

ensayos in vivo tanto en lugares ectdpicos como en modelos quirurgicos superiores.
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Capitulo 1: Introduccion

I INTRODUCCION

La informacion estructural y funcional que caracteriza a los seres vivos esta
codificada en su DNA. Para que esta informacion se exprese es necesaria su traduccion a
proteinas, responsables de las caracteristicas fenotipicas de los organismo vivos.

El desarrollo de la Ingenieria de DNA recombinante ha permitido la obtencién de
fragmentos de DNA portadores del gen o genes objeto de estudio. A su vez, el uso de vectores
adecuados tales como plasmidos, bacteriéfagos, etc... ha hecho posible la expresion de los
genes clonados en diferentes organismos o células hospedadoras y con ellos la produccion
de las proteinas que codifican dichos genes.

Pronto se observo que las caracteristicas de la célula hospedadora tienen una gran
influencia en la calidad y cantidad de la proteina recombinante producida. Por ejemplo, la
obtencidon de proteinas recombinantes en cultivos de células de mamifero se caracteriza por
producir proteinas en su conformacién nativa, pero también por el bajo rendimiento de
produccion, largos tiempos de cultivo y un alto coste debido a la necesidad de biorreactores.
Por el contrario, con la expresion de genes clonados en bacterias, basicamente Escherichia
coli, se obtiene gran cantidad de proteina recombinante de forma rapida y con un bajo coste,
ya que el crecimiento de bacterias es un proceso rapido y requiere de medios mas
econdémicos para su cultivo.

Durante mucho tiempo fue preferible realizar la expresion de proteinas
recombinantes complejas en hospedadores eucarioticos, y no en hospedadores bacterianos,
ya que estos ultimos no eran adecuados para la produccién de proteinas con puentes
disulfuro o aquellas que necesiten modificaciones postraduccionales. Sin embargo, desde el
punto de vista econémico Escherichia coli es el organismo de eleccidn, y por tanto, sigue
siendo interesante el desarrollo de estos procesos para mejorar la produccion de aquellas
proteinas que no requieran un procesamiento postraduccional y la de aquellas proteinas
recombinantes que puedan recuperar su actividad por un proceso de plegamiento in vitro
(Choi, Keum & Lee 2006).

El uso al que va a estar destinada la proteina es el principal factor que determina la
eleccién del sistema de produccion empleado, ya que definira la pureza deseada y de este
modo, los costes de dicha produccidn. Por ejemplo, enzimas empleadas en determinados
procesamientos industriales se pueden necesitar en grandes cantidades, interesando un
bajo coste, pero puede no ser imprescindible un alto grado de pureza. Sin embargo,

proteinas empleadas para el tratamiento terapéutico de enfermedades humanas pueden ser

57



Optimizacion del proceso de produccion de rhnBMP-2

necesarias en pequefias cantidades, pero deben cumplir un estricto criterio en términos de

pureza, actividad y autenticidad de la secuencia.

1. Escherichia coli COMO SISTEMA DE PRODUCCION

La expresion de genes clonados en bacterias, basicamente Escherichia coli, se
emplea actualmente en la industria para la produccién de proteinas de uso farmacéutico y
en investigacion en cantidades ilimitadas. El producto de interés en este proceso se deposita
normalmente en forma de agregados insolubles e inactivos, generalmente como cuerpos de
inclusién. Esto implica que para la obtenciéon de la proteina activa es necesario el
aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusion, la solubilizacién de la proteina agregada y
finalmente el plegamiento de ésta. La eficiencia de este tltimo proceso puede verse limitada
por la obtencién de especies mal plegadas e inactivas y la aparicién de agregados, lo que
disminuye el rendimiento de produccién de proteinas recombinantes en especies

bacterianas.

Tabla 3. Ventajas e inconvenientes de la producciéon de proteinas en los

distintos compartimentos celulares de Escherichia coli (Choi, Keum & Lee 2006)

Ventajas Inconvenientes

Citoplasma: Rendimiento alto Purificaciéon compleja (en formas
produccioén citosolica Expresion por plasmido solubles)
Cuerpos de inclusion: No formacién de puentes disulfuro
- facil purificacion Cuerpos de inclusion:
- proteina inactiva (no téxica) -necesidad de plegamiento
Periplasma: Purificacién simple Posibilidad de formar cuerpos de
produccion secretora Plegamiento mejorado. inclusiéon
Produccion proteina soluble Lisis celular

Escision incorrecta del péptido

sefial
Espacio extracelular:  Purificacién simple Lisis celular
produccion excretora Plegamiento mejorado Excrecion poco frecuente
Produccion proteina soluble Bajos rendimientos de proteina

Diluciéon del producto
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La expresién de proteinas en E.coli puede producirse en distintos compartimentos
celulares: el citoplasma, el periplasma y el espacio extracelular. La eleccidon de un sistema
de expresion para la produccion de grandes cantidades de proteinas recombinantes
depende de muchos factores como son las caracteristicas del crecimiento celular, los niveles
de expresion, la actividad bioldgica de la proteina diana, etc... Esto hace que la expresién de
proteinas en cada uno de estos compartimentos presente una serie de ventajas e
inconvenientes.

Cuando la produccién de proteinas recombinantes en altos niveles se desarrolla en
el citoplasma celular, normalmente se depositan en forma de cuerpos de inclusidn. Los
cuerpos de inclusiéon son formaciones de acumulos de productos intermedios de
plegamiento o de proteinas desplegadas. Actualmente se han desarrollado diversas técnicas
para evitar la formacién de dichos cuerpos de inclusién y de este modo favorecer la
expresion de la proteina plegada en su conformacion activa. Algunas de estas estrategias
incluyen la co-expresion de moléculas tipo chaperonas (Bessette et al. 1999, Wall, Pliickthun
1995), el uso de cepas deficientes en tiorredoxina para mantener un potencial redox
favorable (Derman et al. 1993, Proba, Ge & Pliickthun 1995), la reduccion de los niveles de
sintesis (Bowden, Georgiou 1990), condiciones de cultivo a bajas temperaturas (Studier
2005) y el uso de polipéptidos altamente solubles para la fusién con la proteina diana. Sin
embargo, muchas de estas técnicas no parecen ser adecuadas para todas las proteinas.
Ademas la purificacion de la proteina recombinante en forma soluble del citoplasma celular
es relativamente complicada ya que es el compartimento que contiene la mayor parte de las
proteinas bacterianas.

La presencia de cuerpos de inclusion de proteinas recombinantes como
consecuencia de su expresion elevada (sobre-expresién) se ha observado en diferentes
sistemas de hospedador como son organismos procariotas, levaduras y diversas lineas
celulares de eucariotas superiores. No existe una correlaciéon directa entre la tendencia a
formar cuerpos de inclusién y las propiedades intrinsecas de la proteina, por lo que la
formacion de éstos parece ser en muchos casos consecuencia de altos niveles de expresion
e independiente del sistema y de la proteina expresada (Gribskov, Burgess 1983). Sin
embargo, en el caso de proteinas con puentes disulfuro, se puede prever la formacién de
cuerpos de inclusién si la proteina se produce en el citoplasma de la bacteria, ya que la
formacién de estos puentes no es factible en este compartimento reductor de la célula, y
como consecuencia, se produce un plegamiento incorrecto que conlleva la agregacion de la
proteina (Lilie, Schwarz & Rudolph 1998).

Aunque la produccidn de proteinas inactivas en forma de cuerpos de inclusién tiene

importantes inconvenientes, también presenta ventajas como son la protecciéon que esta
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conformacion ofrece frente a degradaciones proteoliticas y la posibilidad de producir
proteinas recombinantes que pudiesen resultar téxicas o incluso letales para la célula
hospedadora, ya que su acumulacién en forma de cuerpos de inclusién resulta un método
adecuado para mantener el producto en su forma inactiva (Vallejo, Rinas 2004b). Ademas,
las propiedades fisicas de estos cuerpos de inclusiéon permiten que puedan ser acumulados
en gran medida en el citoplasma celular, mas que cualquier proteina soluble y a su vez,
pueden ser aislados por simple centrifugaciéon permitiendo una purificacidn sencilla de los
mismos y en consecuencia, de la proteina de la que estan formados mayoritariamente. De
este modo, se reduce el procesamiento posterior para eliminar contaminantes de dichos

cuerpos de inclusion (Choi, Keum & Lee 2006).

1.1. Aislamiento y solubilizacién de cuerpos de inclusién

Los cuerpos de inclusidn son particulas densas de proteina agregada que presentan
una estructura amorfa o paracristalina (Oberg et al. 1994). Mediante estudios de
caracterizacion se ha visto que los agregados poseen cierto grado de estructura secundaria,
demostrando asi que la naturaleza insoluble de los cuerpos de inclusion puede ser debida a
su contenido de lamina 8 no presente en su forma nativa (Fink 1998, Seshadri, Khurana &
Fink 1999). Para el aislamiento de dichos cuerpos de inclusién es necesaria la rotura previa
de las células que los contiene. Esto puede lograrse mediante homogeneizadores de alta
presion o procesos de sonicaciéon o una combinaciéon de métodos mecanicos, quimicos y
enzimaticos (como es el caso de la adicién de lisozima que aumenta la eficacia de dicho
proceso). La suspension resultante de estos procesos se centrifuga a baja velocidad para
separar y descartar la fraccion soluble celular. Posteriormente se realizardn procesos de
lavado para eliminar otros contaminantes y aquellas proteinas procedentes de la membrana
celular que han precipitado junto con los cuerpos de inclusion al ser liberadas en la rotura
de la célula. Estos lavados se realizan con soluciones tamponadoras que pueden contener
EDTA y detergentes como el Triton X-100 o deoxicolato sédico. De forma alternativa
también se pueden usar gradientes de sacarosa para la separacién de componentes
celulares (Cardamone, Puri & Brandon 1995). Al realizar estos procesos de lavado con
sucesivas centrifugaciones obtenemos la proteina de interés en un alto grado de pureza,
posiblemente debido a las diferentes densidades de los contaminantes de la célula y los
cuerpos de inclusion (De, B.C. 2001).

Existen una variedad de métodos para solubilizar los cuerpos de inclusién, sin
embargo, la elecciéon de dicho método puede influir notablemente en el plegamiento

posterior de la proteina y en el coste del proceso. Los agentes solubilizantes mas empleados
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son los agentes caotrdépicos o desnaturalizantes como el cloruro de guanidinio o la urea.
Aunque tiene un alto coste, generalmente se prefiere el empleo de cloruro de guanidinio ya
que las soluciones de urea pueden producir espontaneamente cianatos y éstos pueden
carbametilar grupos amino de la proteina. Ademas la solubilizacién con urea es pH
dependiente por lo que se han de determinar las condiciones 6ptimas de pH para cada
proteina en concreto (Estape, Rinas 1996). Algunos estudios han demostrado que los
cuerpos de inclusiéon pueden ser solubilizados a pH extremos en presencia de bajas
concentraciones de desnaturalizantes. Sin embargo, el tratamiento con pH extremos puede
provocar modificaciones irreversibles de la proteina (Iwakura et al. 1992, Patra et al. 2000,
Thatcher, Hitchcock 1994). También se han empleado diversos detergentes para solubilizar
los cuerpos de inclusion. Este altimo método permite la posibilidad, en algunos casos, que
la proteina solubilizada presente su actividad bioldgica, y por tanto, evitar la necesidad de
realizar un proceso de plegamiento posterior. Sin embargo, dichos detergentes presentan
la desventaja de poder interaccionar en las posteriores purificaciones de la proteina (Patra
etal. 2000, De, B.C. 1998, Kim, Lee 2000, Gergiou, Valax 1999). A su vez, un agente quelante,
como el EDTA o el EGTA, puede incluirse en la soluciéon tamponadora solubilizadora para
formar complejos con iones divalentes, cofactores de proteasas. Ademas es necesaria
generalmente la adicion de agentes reductores como el DTT o el 2-mercaptoetanol. Esto
permite mantener los residuos de cisteina en su forma reducida y asi prevenir y/o eliminar
la formacion de puentes disulfuro inter- e intramoleculares que no den lugar a la
conformacion nativa de la proteina y que se hayan podido generar por oxidaciéon durante la
rotura de las células. Alternativamente, los residuos reducidos de los grupos tioles pueden
protegerse por la adicion de mezclas de disulfuros, resultando asi como sulfonatos (Lilie,

Schwarz & Rudolph 1998, De Bernardez Clark 1998).

Como hemos indicado anteriormente, los cuerpos de inclusiéon solubilizados pueden
estar contaminados por diferentes tipos de proteinas de la bacteria, 4cidos nucleicos y
componentes de la membrana. La presencia de estos contaminantes microbianos puede
producir la agregacién durante el plegamiento, reduciéndose asi el rendimiento total. Para
evitar este hecho, en muchas ocasiones se incluye un proceso de purificacién previo a la
renaturalizacidn. Este proceso de purificacion generalmente se realiza mediante algin tipo

de cromatografia.
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Figura 10. Esquema de tipos de cromatografia para la purificacion de la proteina
de interés desde los cuerpos de inclusion. A. cromatografia de exclusiéon molecular;
B, cromatografia de interaccion hidrofébica; C, cromatografia de intercambio i6nico; D,

cromatografia de afinidad.

1.2. Renaturalizacion de la proteina solubilizada

En general, los métodos empleados para la solubilizacion de los cuerpos de inclusion
dan lugar a una proteina soluble desprovista de su conformacién nativa. Para conseguir
dicha conformacidn, y por tanto su actividad biolégica, debe exponerse dicha proteina a
condiciones que favorezcan su renaturalizaciéon. Para ello pueden utilizarse diferentes
métodos, entre los que se incluyen la dilucién, dialisis, diafiltracién, métodos
cromatograficos o inmovilizacién en un soporte s6lido, que permitan eliminar el exceso de
agente desnaturalizante y de agentes reductores. Ademas también pueden ser necesarias
condiciones rédox especificas para aquellas proteinas que contengan en su estructura
nativa puentes disulfuro. En todo caso, el estudio y eleccién de un correcto método de
renaturalizacién es fundamental en estos procesos de produccién, puesto que repercuten
directamente en el rendimiento, y por tanto, en el coste final de la proteina producida.

Debido a su simplicidad, la dilucidn de la proteina desnaturalizada en la solucion
tamponadora de plegamiento es el método mas empleado a pequeina escala. Su principal
desventaja es la necesidad de grandes volimenes de solucién tampén y la realizacién de un
proceso de concentracion posterior. Sin embargo, tiene la ventaja de mantener la proteina
en bajas concentraciones, por lo que previene la agregacién de ésta. Por otro lado, en el
método de dialisis o diafiltracion, al contrario de lo ocurre en la dilucidn, el cambio de la

solucion tamponadora ocurre de forma gradual y se ha descrito que la exposicion de la
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proteina a concentraciones intermedias del agente desnaturalizante durante el proceso
puede causar la agregacion de ésta (De Bernardez Clark et al. 1999). En el caso de la
diafiltracién, aunque es un proceso mas rapido, puede producirse una acumulacion de la
proteina desnaturalizada sobre la membrana de filtracidn, debido a que se fuerza a través
de ella el intercambio de la solucion, por lo que puede limitar su aplicacién (West, Chaudhuri
& Howell 1998). La utilizacion de métodos cromatograficos como la cromatografia de
exclusion molecular o la cromatografia de interaccion hidrofébica permiten, ademas
del cambio de solucién de plegamiento, cierto grado de purificaciéon de la proteina de
interés. En la cromatografia de exclusion molecular, la solucién de proteina desnaturalizada
es inyectada a la columna previamente equilibrada con la solucion tamponadora de
plegamiento. Posteriormente, la elucién con dicha soluciéon tampén permite recuperar la
proteina renaturalizada a altas concentraciones comparando con las obtenidas en el método
de dilucién, aunque los rendimientos obtenidos son bajos. La posible agregacion de la
proteina puede dificultar el flujo de la cromatografia, sin embargo, dichos agregados pueden
verse reducidos por simple separacion fisica al forzar su paso por la estructura porosa de la
columna e incluso por su resolubilizacion con el volumen remanente de desnaturalizante,
permitiendo asi otra oportunidad para su correcto plegamiento (Batas, Chaudhuri 1996,
Muller, Rinas 1999). En el caso de la cromatografia de interaccion hidrofébica, la proteina
desnaturalizada es inyectada a la columna a altas concentraciones de sales. Esta se adsorbe
por sus regiones hidrofébicas a la matriz de la columna creando micro-dominios, alrededor
de los cuales se pueden formar los elementos estructurales de la conformacion nativa de la
proteina. Durante la migracidn a través de la columna con un gradiente decreciente de sales,
la proteina sufrira diversas etapas de adsorciéon y desorcion controladas por la
hidrofobicidad de los intermediarios, resultando finalmente en la formacién de la estructura
nativa (Geng, Quan 2002). En el método de inmovilizaciéon a un soporte sé6lido, la union
de la proteina desnaturalizada a la matriz debe formar un complejo matriz-proteina estable
en presencia de agentes caotropicos. Posteriormente el cambio a la solucién tamponadora
de plegamiento debe realizarse mediante los métodos anteriormente citados, como la
dilucion, didlisis, etc... Ademas es necesario que la separacién de la matriz de la proteina
renaturalizada sea un proceso sencillo. Debido a la union selectiva de este método, se puede
conseguir a su vez la purificaciéon de la proteina (Schlegl et al. 2003, Stempfer, Holl-

Neugebauer & Rudolph 1996).
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1.2.1. Condiciones de renaturalizacion

Aparte de las técnicas anteriormente mencionadas, para establecer las condiciones
de plegamiento adecuadas se deben tener en cuenta una serie de pardmetros fisicos y
quimicos que pueden ser criticos en el rendimiento final de la obtencion de la proteina
activa. Estos parametros son el pH y la fuerza i6nica de la soluciéon tamponadora, la
temperatura y el tiempo de incubacidn, y la concentracion, pureza y naturaleza de la
proteina de interés. Es importante minimizar la exposicién de la proteina a condiciones que
puedan degradar la cadena polipeptidica, como por ejemplo valores de pH alcalinos. La
temperatura tiene un efecto doble, por una parte influye en la velocidad del proceso de
plegamiento y por otra, condiciona la tendencia a la agregacién de la proteina. Existe un
rango de temperatura en el cual cada proteina es estable termodinamicamente en una
solucién tampoén. En general, bajas temperaturas evitan la agregaciéon pero a su vez,
incrementan el tiempo requerido para la renaturalizacion de la proteina (Vallejo, Rinas
2004b). Sin embargo, los parametros mas criticos en el rendimiento del proceso de
plegamiento son la concentracion y la pureza de la proteina. El plegamiento correcto de la
proteina implica interacciones intramoleculares y cinéticas de primer orden mientras que
la agregacion de la proteina es un fenémeno de interacciones intermoleculares y cinéticas
de segundo orden o mayores. Esto ultimo depende intimamente de la concentracion de
proteina. Por lo tanto, la forma mas inmediata de disminuir la agregacién es disminuyendo
la concentracién de la proteina en el proceso de renaturalizacién. No obstante, esto supone
elevados volumenes de solucién de plegamiento, y por tanto, una mayor dificultad de

manipulacién y un mayor coste.

También existen aditivos quimicos que pueden favorecer el proceso de
renaturalizacién. Por ejemplo, la L-arginina es actualmente el mas utilizado e impide la
formaciéon de agregados mejorando la solubilidad de las especies intermedias de
plegamiento. Otros aditivos de bajo peso molecular como detergentes, agentes
estabilizadores como el glicerol o incluso bajas concentraciones de desnaturalizantes
favorecen dicho proceso (De, Schwarz & Rudolph 1999). No siempre bajas concentraciones
de agentes desnaturalizantes resultan efectivos en el plegamiento de proteinas, por ejemplo
en el caso del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) concentraciones del
rango de 0,25M de cloruro de guanidinio inhiben la dimerizaciéon oxidativa de dicha
proteina (Muller, Rinas 1999). También la proteina BMP-2 presenta dificultades en el

proceso de plegamiento a bajas concentraciones de urea (Biron 1999).
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Dado que la competicién entre agregacion y plegamiento en sistemas in vivo esta
modulada por la presencia de chaperonas, no sorprende que tales proteinas puedan haber
sido empleadas en procesos de renaturalizacién in vitro. La principal chaperona de E. coli es
GroEL y estd implicada en el plegamiento in vivo del 10% de las proteinas de nueva sintesis
en condiciones normales de crecimiento y el 30% en condiciones de estrés. Sin embargo, la
aplicacion de estas chaperonas esta limitada debido a que son proteinas que necesitan ser
eliminadas de la solucién de renaturalizacién al final del proceso y son costosas de producir,
a menos que se implante un esquema de recuperacion y reutilizaciéon (Altamirano et al.

1999, King 1997).

1.2.2 Formacion de puentes disulfuro durante el plegamiento

En el caso de las proteinas con puentes disulfuro, la solucién tamponadora de
plegamiento debe promover la formaciéon de los mismos (oxidacién). Algunos de los
métodos mas comunes utilizados durante el proceso de plegamiento son la oxidacién con
aire u oxigeno y el uso de agentes quimicos en forma de sistemas rédox. Aunque la oxidacion
con aire y oxigeno en presencia de trazas de iones metalicos es un método simple y
econdmico, el nivel de plegamiento es muy bajo ya que la transferencia de oxigeno a través
de soluciones acuosas es un proceso lento. Se puede mejorar incrementando la agitacion
pero esto puede aumentar a su vez el riesgo de agregacion de la proteina. Los niveles mas
altos de oxidacidn asi como de renaturalizacion pueden obtenerse utilizando reactivos
rédox, normalmente tioles de bajo peso molecular en su forma oxidada y reducida que
permiten la formacion y el remodelado de los puentes disulfuro. Estas condiciones provocan
una serie de rapidas reacciones de intercambio de grupos tioles hasta que la proteina
alcanza la conformacién de puentes disulfuro mas estable, que suele coincidir con el estado
nativo de la misma (Choi, Keum & Lee 2006). Los agentes rédox mas comunes son el
glutation reducido y oxidado, aunque los pares cisteina/cistina, cisteamina/cistamina y
DTT/glutation oxidado también se han utilizado con éxito. Una desventaja de este método
de sistema rédox es el alto coste de algunos reactivos especialmente el glutatiéon (Lilie,
Schwarz & Rudolph 1998). Se ha mejorado el rendimiento del plegamiento por el empleo,
junto con el sistema rédox, de la proteina disulfuro isomerasa. Dicha proteina cataliza in vivo
el plegamiento mediante la formacién de puentes disulfuro y ha sido utilizada en sistemas
in vitro. Sin embargo, hay que tener en cuenta que concentraciones residuales de agentes
caotrépicos en la soluciéon tamponadora de plegamiento reducen notablemente la actividad

de dicha enzima (Gilbert 1997, Hawkins, Freedman 1995).
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1.2.3 Agregacion vs plegamiento

La formacion de especies mal plegadas y agregados es la principal causa de la
disminuciéon del rendimiento de renaturalizacién. El conocimiento del mecanismo de
formacién de la agregacion puede ser la clave para poder plegar una proteina a
concentraciones moderadas. Se cree que los intermedios de plegamiento poseen un
porcentaje significativo de estructura secundaria, pero poca estructura terciaria de la
proteina nativa. Los intermedios, con zonas hidrofébicas expuestos al solvente, juegan un
papel crucial en el desplazamiento del equilibrio que se forma entre el estado agregado y el
estado plegado. Estas zonas hidrofébicas suelen encontrarse en la zona interna de la
conformacion nativa. Cuando las cadenas polipeptidicas se encuentran separadas, estas
regiones hidrofébicas interaccionan entre si como consecuencia de su exposiciéon a un
solvente generalmente acuoso haciendo que el proceso se desvie hacia el estado agregado

en vez de hacia el estado nativo.
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Figura 11. Modelo simplificado del plegamiento correcto de una proteina contra
la agregacion. (1) indica el plegamiento correcto. (2) y (3) indican la agregacion. Las
lineas azules representan las partes hidrofilicas de la proteina mientras que las lineas

rojas muestran las partes hidrofébicas (Vallejo, Rinas 2004b).

A pesar de que se han desarrollado muchos procesos de plegamiento eficaces
utilizando diferentes aditivos que interfieren con las interacciones intermoleculares
responsables de la agregacion, el plegamiento in vitro de cada proteina recombinante es
hasta el momento, un proceso que debe determinarse empiricamente, ya que las

condiciones que funcionan para una proteina pueden no funcionar para otras.
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2. PRODUCCION DE BMP-2

La BMP-2 humana es una proteina con actividad osteoinductora, con multitud de
aplicaciones potenciales en campos como traumatologia y odontologia, y por tanto, de alto
interés tanto clinico como comercial. Actualmente, la BMP-2 esta disponible
comercialmente para ser empleada en clinica en el tratamiento de fracturas severas de tibia,
fusion espinal, cirugia maxilofacial, etc... (Govender et al. 2002, Burkus et al. 2003). Se
necesitan altas dosis de BMP-2 para el tratamiento clinico y los rendimientos de produccién
de rhBMP-2 descritos hasta la fecha son relativamente bajos, lo que incrementa los costes
de su aplicacién (Yano et al. 2009) (Bessho et al. 2000). En el caso de las BMPs, el hueso y
otros tejidos contienen bajas cantidades de dichas proteinas. Se estima que la cantidad de
BMP-2 presente en el hueso es de dos microgramos por kilogramos de hueso cortical. De
este modo, aunque la BMP-2 ha sido aislada directamente del hueso, se obtienen muy bajos
rendimientos. Ademas se trata de un proceso de gran complejidad para conseguir la
proteina purificada y se limita su aplicacion clinica por el alto riesgo asociado a los donantes

alogénicos (Wang et al. 1988, Bessho et al. 1999, Urist et al. 1987, HU et al. 2009).

La BMP-2 humana, como otras proteinas de este grupo, ha sido clonada y
actualmente se puede obtener de manera recombinante (rhBMP-2) utilizando diferentes
sistemas de expresion en varios hospedadores como bacterias, células de mamifero, células
de insecto infectadas por baculovirus, etc... Sin embargo, la dificultad de produccién de BMP-
2 radica en la complejidad de la proteina. Se han realizado numerosos estudios para mejorar
la produccién en masa de BMP-2, pero el alto grado de complejidad dificulta enormemente

esta tarea.
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Figura 12. Topografia de plegamiento de la BMP-2 cristalizada: las a-hélice se
indican como espirales y las hebras-§ como flechas; los puentes disulfuro se muestran
como lineas verdes. Cada subunidad se ha coloreado de azul y naranja. (Scheufler,

Sebald & Hiilsmeyer 1999)

Uno de los métodos mas empleados para la obtencion de rhBMP-2 es mediante
células de mamiferos. Estas son capaces de producir proteinas heterélogas o proteinas que
normalmente no son sintetizadas por dichas células. De este modo, mediante el uso de
vectores adecuados, es posible introducir el gen de interés en las células y controlar su
transcripcién y traduccion. Ademads, con este sistema de expresion se produce el
plegamiento correcto de la proteina y las modificaciones postraduccionales necesarias. La
linea celular mas empleada en la produccion de proteinas recombinantes es las células CHO
(Chinese hamster ovarian) (Wang et al. 1990, Israel et al. 1996, Bessho et al. 2000).
Alternativamente, se han utilizado otras lineas celulares como células de rifién
embrionarias humanas (HEK-293T), células de mieloma de ratén (NSO), células de rifién de
cria de hamster (BHK), y otras. Actualmente las células de mamifero son el sistema mas
empleado en la produccién de proteinas recombinantes para aplicaciones clinicas ya que en

el caso de las BMPs, las que estan aprobadas para su uso clinico estan producidas en células
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CHO (rhBMP-2 en el caso de Infuse® y rhBMP-7 en OP-1®). Sin embargo, los principales
inconvenientes de este sistema de expresion son los bajos rendimientos del proceso y su
coste elevado (reactivos para la transfeccién, medios especializados y personal cualificado)
(Israel et al. 1992).

Existen otros sistemas de expresion unicelulares tales como células de insectos
infectadas mediante baculovirus que portan el material genético de la proteina BMP-2. En
este caso, las proteinas expresadas mediante este método suelen tener diferentes patrones
de glicosilaciéon postraduccional e igualmente presentan bajos rendimientos y un coste
elevado. (Maruoka et al. 1995, Hazama et al. 1995, Goosen, Daugulis & Faulkner 1993, Kost,
Condreay & Jarvis 2005, Hu 2005).

También se han empleado organismos multicelulares para la expresion de rhBMP-
2. Es el caso del uso de plantas transgénicas como la planta del tabaco. Este sistema de
expresion tiene la ventaja de su bajo coste y la posibilidad de que la proteina de interés
pueda ser acumulada en diferentes organulos. Sin embargo, su principal inconveniente es
el bajo nivel de acumulacién y por tanto la dificultad de la purificacion. (Gao et al. 2006).

Otra alternativa para la producciéon de rhBMP-2 es el empleo de Escherichia coli.
Como se ha indicado anteriormente, dicho sistema de expresion, a pesar de ser un proceso
de bajo coste y en el que se obtienen grandes cantidades en comparacién con otros métodos
de expresion, tiene varios inconvenientes que suscitan el interés en mejorar dicho
procedimiento. Asi numerosos estudios se han centrado en la mejora de diferentes partes

de este proceso.

En la etapa del cultivo de E. coli se han desarrollado técnicas para mejorar el
rendimiento de la produccidn de la proteina. Es el caso del cultivo en alta densidad celular
(HCDC) (Korz et al. 1995, Vallejo et al. 2002) que se basa en emplear un biorreactor donde
se controla todos los parametros que pueden afectar al proceso como la temperatura, el pH
e incluso el aporte de nutrientes y de oxigeno. De este modo, en sucesivos trabajos (Vallejo
etal. 2002, Bessa et al. 2007) se ha empleado dicho método para la produccién de rhBMP-2

consiguiendo gran cantidad de células por litro de cultivo.

Otra etapa del proceso de produccion de rhBMP-2 en E. coli altamente estudiada es
la renaturalizacion de la proteina. Esto es debido a que es necesario controlar muchos
parametros que influyen en gran medida en la formacion correcta de los puentes disulfuro
de la BMP-2y, por tanto, en su actividad in vitro e in vivo (Ruppert, Hoffmann & Sebald 1996,
Wozney et al. 1988, Von Einem, Schwarz & Rudolph 2010). Se han examinado

exhaustivamente variables como el pH, las condiciones rédox, la concentraciéon de la
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proteina, la temperatura e incluso la presencia de aditivos de caracter desnaturalizante
(urea, cloruro de guanidinio) que eviten la agregacién durante el proceso (Vallejo, Rinas

20044, Long et al. 2006).

Curiosamente no existen trabajos expresamente centrados en estudiar y mejorar los
procesos de purificacion de la proteina, procesos que influyen estrechamente en el resto
de las etapas de la produccion. Puesto que la rhBMP-2 nativa tiene un lugar de unién a
heparina, la columna de cromatografia mas ampliamente utilizada es la de afinidad por
heparina (Vallejo, Rinas 2004a, Long et al. 2006, Gueorguieva et al. 2006). Ademas, se han
empleado otro tipo de cromatografias como la His-Trap (IMAC), pero para ello es necesario
proporcionarle (mediante el vector de clonacién) a la cadena polipeptidica de la proteina

una cola de histidina capaz de unirse a dicha columna (Bessa et al. 2007).

3. OBJETIVO PARCIAL: OPTIMIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE rhBMP-2

La mejora en la produccion de rhBMP-2 en E. coli es objeto de estudio en el grupo de
Ingenieria de Tejidos de la Universidad Complutense de Madrid. Anteriormente al trabajo
que aqui se presenta, en nuestro laboratorio se establecié un proceso de produccion de
rhBMP-2 en E. coli, y se estudiaron las condiciones éptimas en la etapa de renaturalizacion
(Gonzalez Munoz 2004). Paralelamente, se cre6 una empresa de base tecnolégica para la

produccion de rhBMP-2 a escala comercial.

En este apartado se presentan los estudios realizados para continuar con la mejora
del rendimiento del proceso, estudios que estan centrados principalmente en los procesos
de purificacion, el gran olvidado en los estudios publicados, pero de suma importancia tanto
para una correcta renaturalizacion como para la puesta en el mercado del producto. En
concreto, se describen nuevos parametros en columnas de cromatografia y en la etapa de
renaturalizacidn, que permiten obtener mejores rendimientos disminuyendo asfi los costes
del proceso. Ademas, se incluyen estudios para la recuperacidon de proteina de aquellas
fracciones que inicialmente eran desechadas durante la produccién de rhBMP-2. Todos
estos trabajos han ido dirigidos a mejorar, simplificar, incrementar y economizar la

produccién de rhBMP-2 biolégicamente activa mediante su expresion en E. coli.
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II. MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Todos los reactivos que se emplearon en este trabajo fueron suministrados por
Sigma-Aldrich® Espafia, a no ser que se especifique lo contrario. Todas las disoluciones se
prepararon con agua desionizada ultrapura (Milli-Q Advantage, Millipore) y se filtraron por

un tamafio de poro de 0,45 um y/o 0,22 pm.

2. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS

En este trabajo se utilizaron dos cepas bacterianas de Escherichia coli:
- DH5a: One Shot® MAX Efficiency® DH5a™-T1R Competent Cells
(Invitrogen™).
- BL21: One Shot® BL21(DE3) Chemically Competent E. coli (Invitrogen™).
La cepa DH5 a se empled tanto para la propagacion de la secuencia, debido a su gran
capacidad replicativa, como para la conservacion, en forma de gliceroles, de dichos clones
transformados con el gen de rhBMP-2. La cepa BL21 se empled para la expresion y

produccion de la proteina recombinante.

Tabla 4. Genotipo/Fenotipo de las cepas bacterianas empleadas.

Cepa Genotipo/Fenotipo
DH5a™-T1R F-@80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rx, mg*)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA (confiere resistencia al
bacteriofago T1y T5)
BL21 (DE3) F-ompT hsdSs (rB-mB-) gal dcm (DE3)(portador del gen de la RNA

polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lacUV5)

Junto con E. coli se emplearon dos plasmidos diferentes:

- El plasmido pBluescript (BS), que es especifico para obtener un gran nlimero
de copias y que se utilizé siempre junto con la cepa DH5a.

- Elvector plasmidico pT7.7, que contiene un promotor especifico para expresar
proteinas y que se utilizé junto con la cepa DH5a para su propagacién y con la

cepa BL21 para la expresién de la proteina de interés.
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3. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS PARA E.coli

Para la preparaciéon de los medios se siguieron las indicaciones del manual de
laboratorio “Molecular Cloning” (Sambrook 1989). Los cultivos de E. coli en medio sélido se
realizaron con medio LB (Luria-Bertani: compuesto por 10 g/L de triptona, 5 g/L de
extracto de levadura y 10 g/L de cloruro sddico) complementado con agar al 2% (masa
/volumen) y ampicilina a una concentracién de 0,1 mg/mL. Los cultivos de E. coli en medio
liquido se realizaron con medio TB (Medio Terrific Broth: compuesto por 12 g/L de triptona,
24 g/L de extracto de levadura, 4 mL /L de glicerol, dihidrégeno fosfato de potasio (KH2PO4)
a una concentracién de 0,17M e hidrégeno fosfato de potasio (K:HPO4) a una concentracion
0,72M).

Todos los medios de cultivo empleados en el crecimiento de E.coli se prepararon con
agua desionizada (Milli-Q Advantage, Millipore) y se esterilizaron por calor himedo en
autoclave a 1212C durante 20 minutos. La ampicilina se afiadi6 posteriormente filtrada en

condiciones de esterilidad con filtros estériles de tamafio de poro de 0,22 um (Millipore).

4. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

Las construcciones aqui descritas fueron generadas por el doctor Jestus Garcia-
Cantalejo. La secuencia de DNA codificante de la proteina BMP-2 humana se obtuvo
mediante amplificaciéon por PCR a partir de una libreria genémica de placenta humana
(Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA). Las secuencias de los cebadores se dedujeron
de las secuencias previamente descritas por Wozney, 1988 (Wozney et al. 1988). En un
extremo de cada oligonucledtido se afiadié la secuencia correspondiente al sitio de
restriccion EcoRV. Tras resolver los productos de PCR, el fragmento con el tamafio esperado
fue digerido con EcoRV, clonado en el vector B.S. (SK-) y con él se transformo la cepa DH5a
de E.colli.

A partir de este vector B.S. con la secuencia completa de BMP-2 se obtuvo la
secuencia de la proteina BMP-2 madura. Para ello se realizé una segunda amplificacion de
DNA con el mismo cebador 3’ utilizado anteriormente y con un nuevo oligonucleé6tido 5’ que
ademas introduce un codén de iniciacion y un sitio de restriccion Ndel. Asi se obtuvo el
fragmento esperado para la secuencia que codificaria la BMP-2 madura (0,34 Kb). Este
fragmento se inserto en el plasmido pT7.7 mediante digestién previa con EcoRV y Ndel. La

construccién se utilizé para transformar la cepa DH5a y se secuencid (ABI Prism 3730,
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Applied Biosystems) para comprobar que la secuencia de nucleétidos clonada era idéntica
a la descrita.

por la enzima de restriccion.

Tabla 5. Cebadores empleados para la obtencion de la secuencia de rhBMP-2
madura a partir de placenta humana. Subrayado se indica la secuencia reconocida

Sitio de

restriccion

Secuencia
12 clonaje

(pre-proteina)

Sentido
TAA GAT ATC ATG GTG GCC GGG ACC CGC directo
EcoRV AAA GAT ATC CTA GCG ACA CCC ACA ACCCTC reverso
. Ndel AAG AGA ACATAT GCAAGCCAAACAC directo
22 clonaje
(proteina madura)
EcoRV AAA GAT ATC CTA GCG ACA CCCACA ACCCTC reverso
(128) NgoMIV  Nael (130)
/ BtgZI (228)
i ' BsaAl (233)
/ / P Dralll (236)
(2645) XmnI / LS
(2583) BsaHI
(2526) Scal

(2524) Tatl . X

Psil (361)

I PspOMI (659)
| Eco01091 (660)
|| | Apal (663)
I/,

|/// salt (674)

Acc65I (653)
’ KpnI (657)
/| AbsI - PaeR7I - PspXI - TIil - XhoI (668)

I/

I1/// AceX (675)
(2194) NmeAIIl — —

u///,/' HincII (676)
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Figura 13. Mapa de restriccion del vector B.S. (SK-). La flecha indica el sitio de
restriccion EcoRV donde se clond el inserto de la BMP-2.
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Figura 14. Representacion del mapa de restricciéon de la construcciéon pT7.7--
BMP-2. Las flechas indican los extremos del inserto de la BMP-2 madura (sitios de

restriccidn de las enzimas Nde 1 y EcoRV).

cadena DNA
SECUENCIA BMP-2 MADURA:
Exén 2

Exon 1 Exén 3 ATG CAA GCC AAA CAC AAA CAG CGG
AAA CGC CTT AAG TCC AGC TGT AAG
AGA CAC CCT TTG TAC GTG GAC TTC
AGT GAC GTG GGG TGG AAT GAC TGG
ATT GTG GCT CCC CCG GGG TAT CAC
GCC TTT TAC TGC CAC GGA GAA TGC
CCT TTT CCT CTG GCT GAT CAT CTG
AAC TCC ACT AAT CAT GCC ATT GTT
CAG ACG TTG GTC AAC TCT GTT AAC
TCT AAG ATT CCT AAG GCA TGC TGT

senal pro-péptido BMP-2 madura
1 23 24 282 283 396 | GTC CCG ACA GAA CTC AGT GCT ATC

TCG ATG CTG TAC CTT GAC GAG AAT
GAA AAG GTT GTA TTA AAG AAC TAT
secuencia de aminoacidos CAG GAC ATG GTT GTG GAG GGT TGT
GGG TGT CGC TAG

Figura 15. Representacion del gen de BMP-2. Contiene 3 exones representados por
cuadrados y dos intrones representados por lineas. La regién codificante esta
representada en color localizada en los exones 2 y 3. El dominio maduro de la BMP-2
humana (secuencia nucleotidica indicada a la derecha) esta integramente localizado en

el exdn 3 correspondiendo a los aminoacidos 283-396 (Bessa et al. 2007).
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Para la conservacion a largo plazo de cepas bacterianas generadas se congelaron
alicuotas de aproximadamente 1 mL en el medio de cultivo correspondiente con glicerol al

15% (v/v) y se mantuvieron a -802C.

5. PRODUCCION DE rhBMP-2 EN E. coli

Como se ha indicado anteriormente la clonacién de rhBMP-2 se realiz6 en el vector
pT7.7. Dicho vector requiere de la actuacién de la RNA polimerasa del fago T7, cuya
secuencia se encuentra en el cromosoma de la cepa BL21 (DE3) y codificada bajo el control
del promotor lac UV5. Asi, para la expresion de rhBMP-2 en E.coli es necesario introducir el
plasmido pT7.7-BMP-2 en esta cepa BL21 y ademas una posterior induccién de la expresion
de la RNA polimerasa del fago T7 mediante IPTG, que actuara sobre el promotor lac UV5
(Figura 16). Indicar también que en dicho sistema de expresion la RNA polimerasa es tan
activa que niveles basales de dicha enzima pueden dirigir a una expresiéon minima de la
proteina clonada, incluso en ausencia de agente inductor (Studier 2005, Romano et al.
2009).

cromosoma E.coli BL21 vector pT7-7/BMP-2

promotor T7

promotor lac UV5 S EEEN gen BMP-2
IPTG Q

RNA polimerasa T7

Figura 16. Representacion de la induccion de expresion del gen de BMP-2

mediante IPTG.

5.1. Transformacién de la cepa BL21 de E. coli con pT7.7-rhBMP-2

En condiciones estériles se sembr6 en medio TB la cepa de E.coli DH5a con el
plasmido pT7.7 portador de la secuencia de rhBMP-2 (glicerol conservado a -802C). Se
incub6 en agitacion a 372C y 160 rpm durante toda la noche. Se recogi6 todo el volumen en
eppendorf y se centrifugdé a 13.000 rpm durante 1 minuto para recoger el sedimento de
células. Posteriormente se realizo la extraccion de DNA plasmidico con el Kit “QIAprep Spin

Miniprep Kit” (Quiagen). Se obtuvo un volumen final de 50 pL de DNA.
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Para la transformacion de la cepa BL21 con nuestro vector plasmidico se siguieron
las indicaciones del fabricante de las células competentes empleadas. Dichas condiciones se
detallan a continuacidn:

Se toma una alicuota de células competentes y se mantiene en hielo. Se anade a las
células entre 5 y 10 ng del DNA de interés en un volumen de entre 1 y 5 puL y se mezcla
suavemente (sin pipetear). Se incuba el vial durante 30 minutos en hielo. Posteriormente se
incuba en un bafio de agua a 422C sin agitaciéon durante 30 segundos e inmediatamente se
vuelve a pasar al hielo durante al menos 3 minutos. Con esto se provocara el choque térmico
que permitird que el pldsmido se introduzca en la célula bacteriana. Se anaden 250 pL del
medio de cultivo atemperado al vial de células y se incuba durante 1 hora en un agitador a
372Cy 225 rpm. Pasado este tiempo se siembran entre 20 y 200 pL en placas Petri con LB-
Agar y se incuban en posicion invertida a 372C durante toda la noche.

Tras dicho crecimiento las placas se guardaron a 42C y se consideraron viables para
su uso durante un maximo de 2 meses. Se seleccionaron 3 o 4 colonias y se caracterizaron

para asegurarse de la correcta transformacion.

5.1.1. Caracterizacion del plasmido insertado

Se llevo a cabo una digestion del plasmido insertado en BL21 para comprobar que
el plasmido contiene el inserto de la rhBMP-2 y, por tanto, que es el que debemos emplear
para la posterior expresion de la proteina. Conociendo el mapa de restriccion del plasmido
pT7.7 con el inserto de rhBMP-2 y la secuencia de éste, y apoyandonos en herramientas
como “NEBcutter V2.0, BioLabs®,”, se seleccionaron tres enzimas para realizar tres
digestiones paralelas de dicho DNA: Hind III, Xba I y HinC II. Las enzimas fueron
suministradas por Invitrogen™. Tanto Hind III como Xba I poseen un tnico sitio de corte en
el plasmido de interés por lo que deberiamos obtener un fragmento lineal de 2.781 pares
de bases. Sin embargo, la enzima HinC II posee 3 sitios de corte por lo que se deberian

obtener tres fragmentos de 1.939, 833 y 9 pares de bases.

Tabla 6. Tabla indicativa de los sitios de corte de cada enzima.

Hind III Xbal HinCII
I —
5-A|AGCTT-3' 5'-T|CTAGA-3' 5-GT(T/C)|(A/G)AC-3’
3"-TTCGATA-5' 3"-AGATCT-5' 3-CA(A/G)1( T/C)TG-5’
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Por tanto, se transfiri6 una colonia bacteriana obtenida en el proceso de
transformacion en aproximadamente 5 mL de medio TB y se incub6 en agitacién a 372Cy
160 rpm durante toda la noche. Se recogié todo el volumen en eppendorf y se centrifugé a
13.000 rpm durante 1 minuto para recoger el sedimento de células. Posteriormente se
realiz6 la extraccién de DNA plasmidico con el Kit “QIAprep Spin Miniprep Kit” (Quiagen). Se
obtuvo un volumen final de 50 puL. de DNA.

La digestion del DNA se llevé a cabo mezclando 1 pL de enzima, 2 pL de sales
necesarias a concentracion 10X suministradas con la propia enzima, < 1 pg de DNA y agua
destilada ultra-pura hasta un volumen total de 20 L. En el caso de la enzima Xba [ ademas
se afladié 2 pL de albimina de suero bovina a una concentracién de 0,1%. Dicha mezcla se
incub6 durante 1 hora a 37°C.

Se realizaron geles de electroforesis para visualizar los fragmentos de DNA
obtenidos tras la digestion con las enzimas citadas anteriormente. De este modo, se
prepararon geles de agarosa al 1% (p/v) en la solucién tamponadora Tris-Borato-EDTA
(TBE) a una concentracién 1X. Se afiadieron 3 pL de bromuro de etidio (Fluka, al 1% en
agua) por cada 50 mL de gel. Se cargaron 5 pL. de muestra en cada pocillo del gel en una
proporcion de 4:1 (muestra:tampon de carga) y un patrén de DNA para analizar el tamafio
de las bandas (Lambda DNA+EcoRI+HindlIlII). Se aplicé una corriente de 90 voltios durante
50 minutos aproximadamente. Posteriormente, para la visualizacién y andlisis de los geles
se observé el resultado en un transiluminador de luz ultravioleta y se realizé una fotografia
con una camara digital Kodak para su posterior analisis con el “Kodak Science software”

(figura 17).

ADN Hindlll HinCll Xbal

Figura 17. Ejemplo fotografia de
electroforesis de agarosa. Se
representan las digestiones de la
construccion pT7.7-BMP-2 con tres
enzimas de restricciéon. P: patrén
molecular. En amarillo el tamafio de
los fragmentos obtenidos.

5.2. Expresion de rhBMP-2

Para el crecimiento de E.coli transformada con nuestro plasmido de interés se utilizé

material de laboratorio estéril. Se transfirié una colonia de las placas transformadas a un
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pequefio volumen (~150 mL) de medio TB con ampicilina a una concentracién de 100
pg/mL, y se cultivéd a 372C y una agitacion constante de 125 rpm durante 13 horas. El
crecimiento se determin6 midiendo la D.0. a 600nm empleando un espectrofotémetro de
longitud de onda fija (Biochrom WPA C08000). Dicho preindculo se diluy6 en matraces mas
grandes consiguiendo un D.0.00nm de 0,05 y se incubé en las mismas condiciones que el
preinoculo de partida. Una vez alcanzada una D.O.soonm de entre 0,8-1 se produjo la
induccién de la expresion de proteina afladiendo IPTG a una concentracion final de 0,25 mM
y se dejé incubando durante toda la noche. Se desecharon aquellos cultivos que no
alcanzaron la D.0.s00nm requerida en menos de 4 horas, puesto que el rendimiento de estos
cultivos se mostré mucho menor.

El gel de electroforesis de la figura 18 muestra el contenido total de proteinas
celulares obtenido en un cultivo de E.coli con y sin inducir con IPTG. Asi, se puede observar
la presencia de rhBMP-2 en el extracto de cultivo inducido con IPTG, mientras que en

ausencia de induccion por IPTG la aparicion de la proteina es minima.

kpa P .
B
75—
b [ Figura 18. Gel SDS-PAGE
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PR ez proteinas celulares del
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1 “ inducir con IPTG. P:
= < thBMP-2

marcador de pesos
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La concentracién empleada de dicho reactivo es de 0,25 mM ya que se ha descrito
que altas concentraciones de IPTG pueden inhibir el crecimiento celular y la produccién de

proteinas recombinantes (Choi, Keum & Lee 2006).

5.3. Obtencion y solubilizacion de los cuerpos de inclusion

Las células de E.coli cultivadas se recogieron mediante centrifugacién a 4.000 rpm
durante 15 minutos (centrifuga Eppendorf A.G. 5810R). Se realizaron varios lavados de
dichas células con una solucién tampdn de tris 50 mM y EDTA 2mM a pH 8,0. Finalmente el
sedimento de células se congeld a -202C durante al menos 1 hora para favorecer la rotura

posterior de la membrana celular.
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Las células congeladas se suspendieron en una solucién de sacarosa 0,375M, tris
10mM, EDTA 1mM y pH 8,0 y se sometieron a un proceso de lisado. En algunos casos dicha
lisis celular se realizé indistintamente por sonicacién (Soniprep 150, Sanyo) o mediante la
aplicacion de una presion homogénea de 15.000 psi (aproximadamente 100.000 kPa) en
una prensa de French (French Press Cell Disrupter, Thermo Electron Corporation).
Posteriormente, se recogieron los cuerpos de inclusién por centrifugacién a 12.000 rpm
durante 25 minutos y a 42C. Se realizaron varios lavados de dichos cuerpos de inclusién con
la misma solucién tampon con la que se lavaron las células.

Finalmente se solubilizaron los cuerpos de inclusion en 30 volimenes del peso del
sedimento obtenido con una solucién de urea 6M, tris 50 mM, EDTA 1mM a pH 8,0. Se dej6
incubando toda la noche a temperatura ambiente. Por ultimo, los cuerpos de inclusion
solubilizados se centrifugaron a 12.000 rpm durante 25 minutos y a 42C para eliminar
restos insolubles. Se recogi6 el sobrenadante y se estimd la concentracion de proteina en un
espectrofotémetro UV /Vis (Specord 205, Analytic Jena) midiendo la absorbancia a 280nm.

Se conservaron a una temperatura de 4°C.

5.4. Purificacion por cromatografia

Se realizaron distintos tipos de cromatografias de baja presiéon durante el proceso
de producciéon de rhBMP-2. Dichos procesos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Para purificar los cuerpos de inclusién obtenidos y de este modo, obtener mejores
rendimientos en el proceso de plegamiento (Vallejo, Rinas 2004a), se realiz6 una
cromatografia de intercambio catidonico (UNOsphere™ S Cation Exchange Support, Bio-Rad).
Los cuerpos de inclusion solubilizados se filtraron por 0,45 pm. Se cargd en la columna de
cromatografia la cantidad correspondiente de proteina cumpliendo una proporcién de 60
mg de proteina por mL de relleno de columna. Dicha columna fue equilibrada previamente
con una solucién idéntica a la empleada para solubilizar los cuerpos de inclusién. La rhBMP-
2 se eluy6 de la columna por un gradiente de concentraciones crecientes de cloruro sédico
en urea 6M, tris 50 mM, a pH 8,0. Una vez determinado el perfil de elucién, la rhBMP-2 fue
eluida en tres pasos de concentraciones crecientes de cloruro soddico. Todos los
contaminantes celulares presentes en forma soluble con los cuerpos de inclusién se
eliminaron principalmente durante la elucién de carga consiguiendo una purificacién de la
proteina mucho mayor.

Por otra parte, para purificar el dimero de rhBMP-2 obtenido tras el proceso de
plegamiento, se realiz6 una columna de cromatografia de interaccién hidrofébica (Phenyl

Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare Life Science). La solucién de plegamiento se mezclé a
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partes iguales con una solucién de sulfato aménico 2M, urea 6M, tris 50 mM a pH 8,0 para
obtener una concentracion de sulfato aménico 1M y de este modo, conseguir que la proteina
quede adherida a la columna. Dicha columna fue equilibrada previamente con una solucién
de sulfato aménico 1M, urea 6M, tris 50mM a pH 8,0. Se cargd en la columna de
cromatografia la cantidad correspondiente de proteina cumpliendo una proporcién de 30
mg de proteina por mL de relleno de columna. Las distintas formas de la proteina
(mondémero, dimero y agregados) se eluyeron de la columna en tres pasos por
concentraciones decrecientes de sulfato amonico.

Todas las eluciones obtenidas de las distintas columnas se conservaron a 42C y se
analizaron en un espectrofotémetro de UV /Vis para estudiar tanto su espectro de absorcién
entre 250 nm y 600 nm, como para determinar la concentraciéon de la proteina a una
longitud de onda de 280 nm.

Dicha concentracion se calcul6 seguin la ley de Lambert-Beer:

A=&1C

donde “A” es la absorbancia medida, “€,” es el coeficiente de extincién molar a la
longitud de onda A, “1” es el paso de luz (en nuestro caso se emplearon cubetas de 1
cm de paso de luz) y “C” es la concentracion. Empleamos un coeficiente de extincion
molar de 18.620 L mol! cm-, calculado anteriormente en nuestro laboratorio segun Gill y
von Hippel, (Gill, von Hippel 1989). Cambiando dicho coeficiente de unidades nos da un

valor de 0,700 L g-lcm-1.

5.5. Plegamiento de proteina

El proceso de plegamiento de proteina se realizé segin los protocolos propios
empleados por la empresa Noricum S.L. para la produccién de rhBMP-2. Por este motivo no
se detallan las condiciones exactas de dicho proceso.

Para el plegamiento se empleo6 la fraccion de dimero de la proteina obtenida en el
proceso de cromatografia de intercambio catiénico. Para ello, previamente se expuso a la
proteina a condiciones reductoras rompiendo de este modo todos los puentes disulfuro
presentes y obteniendo toda la proteina en forma de mondmero. Posteriormente, se llevé a
cabo la dilucién de dicha proteina en condiciones 6ptimas de agentes desnaturalizantes y
sistemas rédox que favorecen la formacion de los puentes disulfuro y por tanto, el correcto
plegamiento de la misma. También se control6 tanto la fuerza idnica como la temperatura

del proceso.
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6. CONCENTRACION Y DIAFILTRACION DE LAS MUESTRAS

Para la concentraciéon de muestras, principalmente de la solucién del proceso de
plegamiento, se empleo un sistema de filtracidn tangencial de Millipore con membranas de
filtracidén con un corte de peso molecular de 1 kDa (Pellicon 2 Mé6dulo de ultrafiltraciéon
PLAC C 0,5 m?, celulosa regenerada). Para volimenes mas pequenos (1.000-100 mL) se
empled un sistema de filtracién tangencial de Sartorius (Vivaflow 200) con membranas de
5 kDa de corte de peso molecular (Membrana 5.000 MWCO polietersulfona).

Para realizar la diafiltraciéon de las muestras se fue afiadiendo a la solucion a
diafiltrar el volumen necesario de soluciéon tampén (principalmente urea 6M, tris 50mM a
pH 8.0) hasta conseguir la concentracion de agente desnaturalizante deseada y hasta haber
eliminado las sales presentes en la muestra. Dicho proceso de diafiltracion se realizo tras el
plegamiento de la proteina, para eliminar todos los reactivos empleados en dicho
plegamiento y que nos pudieran interferir en los procesos posteriores. Ademas, se llevé la
solucion de proteina hasta una concentracién de urea de 6M para evitar su precipitacion

durante el proceso de cromatografia.

7. DIALISIS

Se realizaron didlisis para intercambiar el solvente en el que tenemos disuelta
nuestra proteina de interés y de este modo, conservar la proteina y poder realizar los
ensayos celulares correspondientes. Se emplearon membranas de dialisis con un corte de
peso molecular de 10 kDa (Sigma-Aldrich® Espafia). Las membranas antes de su uso, se
lavaron con 3 ciclos de 15 minutos de carbonato potasico a una concentraciéon de 0,2M en
ebullicién y posteriores lavados con agua desionizada.

La didlisis se realizd frente a acido acético a una concentracién 50mM a una
temperatura de 42C. Se efectuaron cambios de solucién cada 8-12 horas para asegurar el
equilibrio entre la solucién de proteinas y la solucidon de didlisis. Se realizaron tantos
cambios de dialisis como fueron necesarios para alcanzar la concentracién de solvente

deseada.

8. PROTEOLISIS DE rhBMP-2

Se realizé6 una digestion con tripsina de la rhBMP-2 tras su plegamiento y

purificacién. Segun datos de la bibliografia tras el tratamiento con tripsina de rhBMP-2 se
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consigue obtener un dimero sin el dominio amino-terminal (Ruppert, Hoffmann & Sebald
1996, Hillger et al. 2005).

Para la realizacion de la protedlisis, la rhBMP-2 se llev6 a una concentracién de 0,5
mg/mL disuelta en urea 4M, cloruro sédico 0,1M y tris 50mM pH 8,0. Posteriormente se
trat6é con distintas cantidades de tripsina y se incubé durante distintos tiempos a 37°C
(Koenig et al. 1994). Pasado este tiempo se dializ6 la mezcla de la reaccion frente a urea 6M,
tris 50mM pH 8,0 para eliminar la tripsina. Para analizar la fraccién de rhBMP-2 obtenida,
se realiz6 un gel SDS-PAGE y una cromatografia de afinidad de baja presién (columna de

heparina “Heparin Sepharose 6 Fast Flow” GE Healthcare).

9. CONSERVACION DE PROTEINA FINAL

De forma general, cuando las proteinas se utilizaron en un corto periodo de tiempo
se conservaron en disolucién de acido acético 50mM a 42C. Para un periodo de conservacion

mayor, la rhBMP-2 se liofilizara y se guardara a -20°C.

10. SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS POR GELES DE
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Para analizar las distintas fracciones obtenidas, asi como su grado de pureza,
durante todos los procesos de producciéon de la proteina rhBMP-2 se realizaron geles de
SDS-PAGE al 15 %. Se llevaron a cabo siempre en condiciones desnaturalizantes en
presencia de dodecil sulfato s6dico (SDS) y a una concentracion de muestra de 1 mg/mL. En
caso necesario las muestras se concentraron a la concentracién proteica mencionada
mediante ultrafiltraciéon (Amicon Ultra-0.5, Ultracel-10 Membrane, 10 kDa y Amicon Ultra-
15, membrana PLGC Ultracel-PL, 10 kDa, Millipore, a 10.000 rpm durante 5 minutos y 4.000
rpm durante 10 minutos respectivamente)

Se realizaron las mezclas del gel separador y del gel concentrador siguiendo las
indicaciones del manual “Current Protocols in Protein Science” y se dejaron polimerizar. Las
muestras se mezclaron con la solucién tampén de carga (Tris-HCI 0,05M pH 6,8, 20%
Glicerol, 2% SDS, 0,005% azul de bromofenol) en una proporcién 4:1 (muestra:tampoén de
carga) y se hirvieron durante 5 minutos a 1002C. Se cargaron en los pocillos del gel de
electroforesis las muestras y un patrén de proteinas para poder analizar el tamafio de las
bandas (Precision Plus Protein™ Unstained Standards, Bio-Rad, Unstained Natural Standards
Broad Range, Bio-Rad). La electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente y se someti6 a

un voltaje de 200 V (corriente constante) durante aproximadamente 45 minutos utilizando
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un electrolito que contenfa 25 mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM glycine, 0,1% SDS
(Tris/Glycine/SDS: TGS, Bio-Rad).

Las proteinas en los geles se detectaron mediante la tincién con azul de Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue R-250, Bio-Rad). Dicha tincién se dej6 actuar como minimo una
hora y posteriormente se destifié con una solucién compuesta por 10% acido acético, 45%
etanol y 45% agua desionizada. Después de un corto periodo de tiempo (unos 30 minutos)

se pudieron distinguir sobre el gel las bandas azules correspondientes a la proteina.

10.1. Analisis de los geles de electroforesis SDS-PAGE

Cuando fue necesario se realizaron analisis de las distintas fracciones obtenidas en
los geles de electroforesis de proteinas. Se efectu6 el andlisis de la imagen de los geles
escaneados empleando el programa “Image ]” (Image Processing and Analysis) y
obteniendo los graficos correspondientes a los distintos pocillos del gel. Asi se pudo
conseguir mediante una estimacién de areas del grafico, las proporciones presentes en las

distintas bandas del gel.

11. CULTIVO CELULAR. LINEAS CELULARES PARA ENSAYOS DE ACTIVIDAD

Para evaluar la actividad de la rhBMP-2 producida en E.coli se realizaron varios
ensayos con distintas lineas celulares de diferente procedencia: C2C12, ROS 17/2.8, hMSCy
UMR 106. Los reactivos para el cultivo de dichas células se obtuvieron de Lonza, excepto el
medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) que fue suministrado por Invitrogen
(Gibco®).

Antes de cada ensayo, las células se sembraron en frascos de 75 cm? para obtener

suficiente cantidad de células.

11.1. Linea celular C2C12

La linea celular mioblastica de ratéon C2C12 (American Type Culture Collection
(ATCC®) CRL-1772™, Manassas, Virginia) se mantuvo en cultivo en frascos de 25 cm? de
superficie, con medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino, 100 U/ml de
penicilinay 100 pL./ml de sulfato de estreptomicina. Se incubaron en una estufa de cultivo
a 37°C y una atmdsfera de 5% de COs..

Su propagacion se realizé en condiciones estériles cada 3-4 dias, cuando las células

llegaban a confluencia (cubrian un 80-90% de la superficie). Para ello, se elimin6 el medio
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de cultivo, se lavaron las células con PBS, se afiadié tripsina (0,5 mL por cada 25 cm?) para
despegar las células de la superficie de cultivo y se incubaron durante 10 minutos a 37°C.
Pasado este tiempo para inactivar la tripsina, se afiadi6 medio DMEM suplementado y se
midié el namero de células obtenidas empleando una cidmara de Neubauer. En cada
propagacion, la concentracion inicial de células fue de 3.000 células por cm? de superficie

de cultivo.

11.2. Linea celular UMR 106

Lalinea celular UMR106 procede del epitelio de hueso de rata (ATCC® CRL-1661™).
Sus condiciones de cultivo y propagacion son las mismas que en el caso de la linea celular

C2C12.

11.3. Linea celular ROS 17/2.8

La linea ROS 17/2.8 procede de una linea celular de osteosarcoma de rata y se
mantuvo en cultivo en las mismas condiciones que la linea celular C2C12.

Su propagacidon se realizé en condiciones estériles cada 6-7 dias ya que el
crecimiento es mas lento que en el caso de C2C12. El procedimiento de propagacion fue

idéntico que el llevado a cabo para C2C12.

11.4. Cultivos primarios de hMSC

Las células hMSC comerciales utilizadas fueron células madre mesenquimales
humanas obtenidas a partir de la médula de hueso (Human Mesenchymal Stem Cell, Lonza).

Se mantuvieron en cultivo, en frascos de 25 cm? de superficie con medio MSCBM
(Mesenchymal Stem Cell Basal Medium) suplementado con 10% suero fetal bovino, L-
glutamina, sulfato de gentamicina y anfotericina B (MSCGM, hMSC SingleQuot Kit). Se
incubaron en una estufa de cultivo a 37°C y una atmosfera de 5% de CO-.

Su propagacion se realizé en condiciones estériles cada 6-7 dias, cuando las células
llegaban a confluencia. El procedimiento de propagacion fue el mismo que el descrito para
la linea celular C2C12 con la excepcion del medio de cultivo que en este caso seria MSCBM
suplementado. En todos los casos las células hMSC se desecharon aproximadamente en el

pase 10.
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12. ENSAYOS CELULARES

Los ensayos celulares se llevaron a cabo en placas de cultivo celular de 48 pocillos
(Corning Costar). Los ensayos se realizaron por triplicado con sus correspondientes
controles. Se sembraron las células a una densidad de 10.000 células por pocillo y se afiadié
0,4 mL del medio suplementado correspondiente. Se cultivaron en una estufa de cultivo a

37°Cy 5% de COx.

12.1. Contenido total de proteinas. Ensayo de Bradford

El contenido total de proteinas de cada ensayo se determiné por el método de
MicroBradford (reactivo suministrado por Bio-Rad). Dicho ensayo se emple6 como método
indirecto de cuantificaciéon de la proliferacion celular, ya que podriamos interpretar que a
mayor contenido proteico, mayor cantidad de células.

Este ensayo se basa en la afinidad del colorante azul de Coomassie G250 por las
proteinas, produciendo una coloracion que es posible cuantificar a una longitud de onda de
590 nm.

Para realizar el ensayo se lisaron las células sembradas en las placas de 48 pocillos.
Para ello se retird el medio de cultivo de las placas y se lavaron los pocillos con PBS (0,2 mL)
para eliminar los posibles restos de proteina del suero fetal bovino. Posteriormente, se
afiadié 0,1 mL por pocillo de solucién de lisis previamente preparada y compuesta por
50mM Tris pH 6,8, 0,1 % Tritén X-100, 10mM MgCl,. Se taparon las placas con papel
adhesivo y se realizaron tres ciclos de congelacion-descongelaciéon (a -802C y a 37°C
respectivamente) para favorecer la lisis celular. Se retir6 10 pL del lisado y se pasé a una
placa de 96 pocillos (Corning Costar), donde se afiadi6 60 pL del reactivo de Bradford y 230
uL de agua desionizada ultra pura. Se incubaron las placas durante al menos 15 minutos y
se determind la absorbancia a 590 nm en un lector de placas (Biotek FL-600).

Para cuantificar la cantidad de proteina de los distintos pocillos objeto de estudio se
realizaron blancos sin células y rectas patrén con cantidades conocidas de una proteina
estdndar (en este caso Inmunoglobulina G, Bio-Rad) y de este modo, poder asociar
absorbancia con microgramos de proteina. Dichos controles se efectuaron en cada uno de

los ensayos para evitar cualquier tipo de variabilidad.
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Figura 19. Ejemplo de recta patrén con cantidades conocidas de IgG

correspondiente al ensayo de MicroBradford.

12.2. Ensayo de actividad de rhBMP-2. Ensayo de fosfatasa alcalina

La actividad de la proteina rhBMP-2 producida en E.coli se evalué mediante el
ensayo colorimétrico de fosfatasa alcalina. Esta enzima es un marcador temprano de la
diferenciacion d6sea por lo que Unicamente esta presente en células osteoblasticas o en
aquellas que se estan diferenciando hacia el fenotipo osteoblastico. La rhBMP-2 favorece
dicha diferenciacién por lo que con este método evaluamos su actividad y por tanto, el
correcto plegamiento en el proceso de produccidn.

La actividad de dicha enzima se determin6 de manera colorimétrica, empleando un
sustrato que, tras la accion de la enzima, da lugar a un producto de intenso color amarillo
(p-nitrofenol) que es posible cuantificar midiendo la absorbancia a 405 nm.

Fosfatasa Alcalina
p-nitrofenilfosfato > p-nitrofenol + fosfato inorganico

Para la realizacién del ensayo se obtuvieron los lisados celulares del mismo modo
que lo descrito en el ensayo de Bradford. Se recogieron 10 pL en placas de 96 pocillos y se
afiadieron 100 pL de sustrato compuesto por 50 pL de sal disddica de p-nitrofenilfosfato y
50 pL de solucién alcalina (2 amino-2- metilpropanol 1,5M, pH 10,3). Se incubé durante 15
minutos a una temperatura de 372C y se frend la reacciéon con 100 pL de sosa (NaOH) a una
concentraciéon 0,5M. Posteriormente se cuantificd la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina midiendo la absorbancia en un lector de placas (Biotek FL-600) a una longitud de

onda de 405 nm.
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13. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + la desviacién estandar. Los andlisis de
ajustes de datos lineales y no lineales se llevaron a cabo empleando el programa GraphPad
Prism version 4. Se realizaron distintos test estadisticos en funcion del ensayo y del nimero
de datos experimentales para determinar la significancia de los datos entre los distintos
tratamientos objeto de estudio. La comparacidn entre dos grupos fue realizada por test de
Student y para analizar dos grupos de variables se realiz6 el analisis de la varianza (ANOVA)
y el test post-hoc de Bonferroni. Los ensayos de actividad a distintas dosis se ajustaron a
una curva dosis-respuesta sigmoidea. Los resultados fueron considerados estadisticamente

significativos con un P < 0,05.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

La proteina morfogenética 6sea 2 recombinante humana (rhBMP-2) ha sido
previamente clonada, expresada y plegada en nuestro laboratorio obteniendo la forma
dimérica activa de la proteina (Gonzalez Mufoz 2004). Sin embargo, debido a los
requerimientos de dicha proteina en su utilizacion en clinica, es necesaria la optimizacion
del proceso de produccién de rhBMP-2 para poder obtener la mayor cantidad de dimero

activo al menor coste posible.

La produccién de rhBMP-2 mediante su expresion en E. coli comprende una serie de
procesos que se detallan en la figura 20, hasta su obtencion final en la forma quimica mas

adecuada para su almacenamiento y su posterior utilizacion.
En los resultados que se describen a continuacion se contemplan modificaciones en

varios de estos procesos y se evalian alternativas y mejoras con el objetivo de obtener un

mayor rendimiento del procedimiento.
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Figura 20. Esquema del proceso de producciéon de rhBMP-2 en E.coli. En color

amarillo se sefalan aquellos procesos que han sido objeto de estudio en el presente

trabajo.
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1. ESTUDIO DE OPTIMIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE rhBMP-2

1.1 Purificacién previa al plegamiento

Como se ha indicado en la introduccién de este capitulo la presencia de
contaminantes microbianos en los cuerpos de inclusién tales como proteinas de la bacteria,
acidos nucleicos y componentes de la membrana, puede producir la agregacion de la
proteina durante el plegamiento, reduciéndose asi el rendimiento total del proceso (Vallejo,
Rinas 2004b, De 2001). De este modo, tras la solubilizacién de los cuerpos de inclusién y
justo antes del plegamiento es necesario realizar una purificaciéon de la proteina mediante
técnicas de cromatografia.

En este caso, se realizd una cromatografia de intercambio catidnico a pH 8,0. La
rhBMP-2 tiene un punto isoeléctrico de 8,2 + 0,4 (Abbatiello, Porter 1997) porlo que a dicho
pH la proteina se encuentra cargada positivamente y por tanto, se produce la unién de ésta
a la columna de cromatografia. El proceso de purificacion se realiza a una concentracion de
agente caotrdpico (Urea) de 6 M, ya que de este modo se evita la agregacion de la proteina.

Por tanto, el protocolo para este paso de purificacion se inici6 con el equilibrado de
la columna con una solucién de Urea 6M, Tris 50mM a pH 8,0. Posteriormente se cargaron
los cuerpos de inclusién solubilizados y se eluyeron con diferentes concentraciones
crecientes de NaCl. Durante el proceso de la carga de los cuerpos de inclusion, se eliminan
todos los contaminantes celulares presentes en forma soluble, ya que los contaminantes no
proteicos o los proteicos sin carga positiva no se unen a la columna de cromatografia. La
rhBMP-2 en forma de mondémero eluy6 en primer lugar, debido a que su fuerza de unién a
la columna es menor y, por tanto, se necesitan concentraciones menores de NaCl para
producir su separacion de la columna. A medida que aumento6 la concentracién de NacCl se
despegaron las formas de rhBMP-2 que estarian mas fuertemente unidas, como la forma
dimérica y los agregados, respectivamente.

En el protocolo anterior a este trabajo, se determinaron y seleccionaron las
concentraciones de NaCl a las cuales se recogia mayor cantidad de dimero a pesar de que
dicha fraccion no fuese lo mas pura posible. Se utilizaban concentraciones de NaCl de 0,1M,
0,4M y 1M, en la que la fracciéon de NaCl 0,4M era donde mayoritariamente aparecia el
dimero de la rhBMP-2. Dicho dimero estaba contaminado con parte de monémero pero
sobre todo se apreciaba la existencia de agregados moleculares.

Tras la realizacidn de varios gradientes de concentracion de NaCl en la columna de

cromatografia (datos no mostrados) se estipuld un nuevo perfil de elucién en el que
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prevalecia la purificacién del dimero frente a la pérdida de parte de éste en las otras
eluciones. Asi, se definieron las eluciones de 0,15M, 0,3M y 1M de NaCl. El dimero aparecia
en la concentracién de 0,3M de NaCl pero esta vez con una menor proporcion de agregados
moleculares.

El perfil cromatografico obtenido para las eluciones de los dos procesos se indica en
la figura 21 junto con el andlisis de las distintas fracciones que se realizé en geles de SDS-

PAGE al 15%.

Al A2
i P ., \
d 1
9 ! 1 »’ &« 1
2 ‘ ‘ 4
4| v
o \ 3 il || \
2 o8 < 08 |
< X
1 | l A |
06 06 | | |
q l f o || l
N | : xR ) 3
i | 2 & 4 | \ J
1L M F ] b
S ey LT s SO .
0 20 30 40 S 6 70 80 9 100 M0 120 130 WO 150 160 170 180 190 200 ] 10 2 0 4 %0 L il 80 w0 100 110 120 10 W0 150 w0 170
TIEMPO (minutos) TIEMPO (minutos)
B.1 B.2
kDa P 1 2a 2b 3 4 kDa P 1 2a 2b 3 4
= P T agregados @ Py < asregados
662 it :
45 el -
ar
a -
L . <— dimero 2 % < dimero
215 20
144 e
- - <—monémero - - <—mon6émero
6,5 10

Figura 21. Perfiles cromatograficos (A) y geles de SDS-Page (B) de los procesos de
separacion por cromatografia. A.1 y B1: corresponden al primer método en el que:
1. Elucién de carga; 2a, 2b. Primer y segundo pico respectivamente del cromatograma
de la elucién 0,1M; 3. Elucién 0,4M; 4. Eluciéon 1M. A2 y B2: corresponden al método
mejorado en el que: 1. Elucién de carga; 2a, 2b Primer y segundo pico respectivamente
del cromatograma de la elucién 0,15M; 3. Elucién 0,3M; 4. Elucién 1M. En ambos geles

de electroforesis: P. marcador de pesos moleculares.

Como se puede observar en la figura 214, en los perfiles cromatograficos ya se
aprecia la diferencia en los picos representados, siendo mas intenso el pico de dimero del
primer método correspondiente a la fraccién 0,4M de NaCl y, bastante menor el pico
perteneciente a la fraccion 0,3M. Ademas la diferencia también se observa en el pico que

representa la fraccién de agregados. Este a pesar de ser, en los dos procesos, la fraccién
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obtenida a una concentraciéon de NaCl 1M, en el primer método el pico es mucho menor que
en el caso del segundo método. Esto es debido a que parte de los agregados eluyeron en la
fraccion 0,4M. Sin embargo, en el caso del segundo método eluyen la gran mayoria de los
agregados en la ultima fraccién y es por esto, por lo que el pico obtenido en el cromatograma
es mucho mayor.

En el caso de la fracciéon del mondmero la diferencia entre ambos métodos es
practicamente inapreciable, ya que la diferencia de concentraciones de NaCl también lo es
(de 0,1M a 0,15M).

Todo lo sefialado anteriormente lo observamos en los perfiles de los geles de SDS-
PAGE de la figura 21B, donde la fracciéon mas pura de dimero se obtuvo en la fraccién 0,3M
del segundo método de cromatografia. La banda correspondiente al dimero de la proteina
aparece a un peso molecular de unos 26 kDa mientras que el monémero presenta un peso
molecular de 13 kDa.

Para comprobar que la purificacion de los cuerpos de inclusiéon influye en el
rendimiento total del proceso de produccién rhBMP-2 se realizaron varios plegamientos
durante 4 dias con la fraccién obtenida de dimero en la cromatografia de intercambio idnico,
en unos casos con la fracciéon 0,4M y en otros, con la fraccién 0,3M. Tras la finalizacion del
proceso consistente en el plegamiento y su posterior purificacion, observamos que el
rendimiento se duplicaba en aquellos casos en los que se habia plegado la fraccién mas pura

del dimero, es decir, la fraccién eluida con 0,3M de NaCl (tabla 7).

Tabla 7. Valores obtenidos en diferentes procesos de produccién de rhBMP-2.

FRACCION mg proteina para mg proteina final Rendimiento
CROMATOGRAFIA plegamiento activa plegamiento
960,42 53,63 5,58 %
FRACCION 0,4M
569,84 28,78 5,05 %
416,50 44,86 10,77 %
FRACCION 0,3M 776,16 78,40 10,10 %
807,03 81,12 10,05 %

Ademas en concordancia con estos datos, no s6lo aumenta el porcentaje de dimero
obtenido en el proceso de plegamiento, sino que al estar mas pura la fraccién proveniente

de la cromatografia previa, tendremos menor cantidad de proteina y por tanto, menores
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volimenes de trabajo con la consiguiente reduccién del tiempo de trabajo y del gasto

econdémico.

Por tanto, estos datos indican que los agregados presentes en la fraccidén destinada
al plegamiento influyen negativamente en éste y como consecuencia, disminuye el

rendimiento del proceso de obtencion de rhBMP-2 activa.

1.2. Estudios de mejora del proceso de plegamiento/renaturalizacion

Esta etapa de la produccién de rhBMP-2 es limitante para lograr un mayor rendimiento
global. Mientras que la eficiencia de los primeros pasos del proceso de produccion es
relativamente elevada (produccién de E. coli y purificacidn), el rendimiento del plegamiento
puede verse limitado por la formacién de especies mal plegadas e inactivas asi como por la
apariciéon de agregacion. En el apartado anterior se demuestra como la pureza de la proteina
a plegar influye en gran medida en el rendimiento total del proceso de plegamiento. En este
apartado se realizan plegamientos de diferentes fracciones que normalmente se desechan
en el proceso de produccion. Asimismo, también se estudia la relacion entre el tiempo de

plegamiento y rendimiento final de dicho proceso.

1.2.1. Plegamiento de las distintas formas de la proteina

Para poder obtener un mayor aprovechamiento de las etapas del proceso de
produccion de la proteina y de este modo, aumentar el rendimiento final de éste, se realizd
un ensayo para comprobar si otras formas de la proteina podrian sufrir el mismo proceso
de renaturalizacién que el dimero de dicha proteina, y como consecuencia, obtener la
rhBMP-2 en su conformacion activa.

Para ello, se emplearon las fracciones de mondémero obtenidas en la cromatografia
de intercambio idnico anterior al plegamiento (eluciones 0,15M de NaCl) y las fracciones de
agregados (eluciones 1M de NaCl). Estas se sometieron al mismo tratamiento que la fraccién
control (dimero de la proteina, fracciéon 0,3M de NaCl). Se llevaron los tres tratamientos en
paralelo y una vez finalizado el procedimiento, se realizaron geles de SDS-PAGE al 15% para
analizar las fracciones obtenidas y de este modo, comprobar la cantidad de dimero formado
tras el proceso de renaturalizacion.

En la figura 22 se puede observar el tratamiento control donde se indica la fraccién
obtenida tras el proceso de plegamiento. Se puede apreciar que se obtuvo una fraccién

compuesta por dimero y parte de monémero (cuya proporcién es mayor) que no ha
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formado los puentes disulfuro adecuados. También, en la imagen de la figura 22 se presenta
el resultado obtenido de la renaturalizaciéon del monémero y de los agregados de la proteina.
Como podemos apreciar tras realizar el plegamiento no se observa una fraccion similar al
tratamiento control, sino que en los dos casos se obtuvo un monémero parcialmente

degradado. Ademas, la banda de dimero es practicamente inapreciable.

Figura 22. Gel SDS-Page de los distintos plegamientos realizados con cada una de
las fracciones obtenidas en el proceso de cromatografia. Indicado en el gel: P.
marcador de pesos moleculares; 1. Muestra obtenida tras el plegamiento de la fraccién
0,3M; 2. Muestra obtenida tras el plegamiento de la fraccién 0,15M; 3. Muestra obtenida

tras el plegamiento de la fracciéon 1M. (%) dimero de rhBMP-2.

En la figura 23 se muestran los espectros de absorcién (rango 250-450 nm) de las
fracciones plegadas en este estudio. En este caso se observa que el tinico plegamiento que
mostré un espectro de fraccion proteica (pico a una longitud de onda de 280 nm) es el
realizado con la fraccion 0,3M, correspondiente al plegamiento a partir del dimero

purificado.
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Figura 23. Espectro UV-Visible de cada uno de los plegamientos realizados con las

distintas fracciones de proteina.

Estos resultados indican que las fracciones de mondmero y agregados de rhBMP-2
que no se han plegado de manera espontanea durante la solubilizacién de los cuerpos de
inclusidn, no son capaces de renaturalizarse en la conformacién activa de la proteina, ni
siquiera sometiéndolas a condiciones éptimas para llevar a cabo el proceso. Sin embargo,
aquellas fracciones de dimero solubilizadas desprovistas de su conformacion activa, son
capaces de formar los puentes disulfuro necesarios para la creaciéon del dimero de rhBMP-

2 en las condiciones establecidas en nuestro laboratorio.

1.2.2. Tiempo de plegamiento

Como hemos indicado anteriormente un parametro critico a controlar en el proceso
de plegamiento es el tiempo durante el cual la proteina estd sometida a las condiciones
Optimas que favorecen la formacion de la estructura nativa. El protocolo anterior fijaba 4
dias como tiempo minimo para esta etapa, con el objeto de no alargar el proceso de
produccién. Por tanto, el objetivo final de estos ensayos es también optimizar el proceso de
produccion de rhBMP-2 en costes y tiempo y aumentar el rendimiento.

Para estudiar dicho parametro se realiz6 un ensayo sometiendo a varias fracciones
idénticas entre si al mismo tratamiento de renaturalizacién pero incubandolas en la
solucion de plegamiento durante diferentes tiempos. Asi, se estipularon los tiempos de 4, 7,

10, 14, 21, 28, 42 y 56 dias. Nos centramos en estudiar primero tiempos cada 3 o 4 dias
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aproximadamente y posteriormente cada semana o cada dos semanas, ya que era

interesante saber qué ocurria en tiempos cortos para reducir la duracién del procedimiento.

Tras la realizacion del plegamiento de las distintas fracciones, se analizaron éstas

mediante gel SDS-PAGE (figura 24). De forma cualitativa, con la simple observacién del gel

se pudo apreciar una notable diferencia entre los dos primeros tiempos de 4 y 7 dias y el

resto de condiciones.

Figura 24. Gel de SDS-Page de los plegamientos realizados a distintos dias.

Indicado en el gel: P. marcador de pesos moleculares. Se cargaron 10 pg de cada

muestra.

4d 7d 10d 14d 21d 28d 42d

Para poder obtener resultados mas concluyentes, se analizaron las distintas

fracciones cargadas en el gel mediante un software de imagen (Image J). Para ello, se

obtuvieron graficos de cada uno de los carriles del gel que representaban mediante picos la

intensidad de las bandas mostradas (figura 25). En dichos graficos, el primer pico

corresponde a la banda de dimero presente y el segundo a la fraccién de mondmero. Asi, se

observd en los distintos graficos como el pico correspondiente al dimero de la proteina va

aumentando a medida que transcurre el tiempo de renaturalizacion.
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Figura 25. Graficos obtenidos mediante el programa Image J de cada uno de los
carilles del gel de SDS-Page de la figura 24. (D) pico correspondiente a la banda de

dimero de proteina. (M) pico correspondiente a la banda del mondmero.

De este modo, evaluando las areas de los picos del grafico se estimd la proporcién
dimero/mondémero de rhBMP-2 de cada uno de los distintos tiempos de tratamiento (figura

26).
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Figura 26. Representacion de las proporciones de dimero y monémero presentes

en cada uno de los plegamientos realizados.

Estos resultados nos indican que la proporcién dimero/mondmero va aumentando
amedida que el tiempo de incubacion de la proteina en la solucién de plegamiento es mayor.

Posteriormente, las distintas muestras obtenidas se purificaron individualmente
por cromatografia de interaccion hidrofébica segin se explica en la seccion de Materiales y
Métodos, para separar el dimero activo de rhBMP-2 del mondmero. La separaciéon mediante
este tipo de cromatografia estd basada en la hidrofobicidad de las proteinas y por tanto, en
la unién de éstas a ligando hidrofébicos que se encuentran inmovilizados en el soporte
cromatografico. Para ello, la solucién de proteina se mezclé con una elevada concentracion
de sal (en este caso, sulfato amonico) y se cargd en dicha columna. La elucién y separacion
de las distintas formas de proteina se consiguié disminuyendo la fuerza iénica de la fase
moavil. Por tanto, la rhBMP-2 en forma de monémero eluy6 en primer lugar debido a que su
caracter hidrofébico es menor y en consecuencia la fuerza de uniéon a la columna.
Posteriormente, a medida que disminuia la fuerza idnica de la fase movil se despegaron el
dimero y los agregados de proteina respectivamente. Del mismo modo que la columna de
intercambio idnico realizada de forma previa al proceso de plegamiento, este proceso de
purificacién se realiz6é a una concentracion de agente caotrépico (Urea) 6M para evitar la
agregacion de la proteina.

La columna méas ampliamente utilizada en el caso de la BMP-2 es la columna de
afinidad por heparina. En este trabajo, se sustituyé dicha columna por la de interacciéon
hidrofébica debido a que se obtuvieron muy buenos resultados en la purificacién y a su vez,

se disminuian los costes del proceso.

99



Op

timizacioén del proceso de produccion de rhnBMP-2

pre

Tras la realizacion de las distintas purificaciones, se pudo determinar de forma mas

cisa la cantidad obtenida de cada una de las formas de la proteina y finalmente evaluar

su actividad sobre distintos tipos celulares (figura 27). La figura 27B muestra un ejemplo

de gel de SDS-PAGE de las distintas eluciones obtenidas en el proceso de cromatografia. Se

puede observar como en una primera etapa se obtuvo el monémero de la proteina y a

medida que iba disminuyendo la fuerza idnica de la solucién de elucidn aparecié el dimero

purificado en mas de un 95% y finalmente los agregados moleculares.
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Figura 27. Proceso de purificacion final de la muestra de 14 dias de plegamiento.
A. Cromatograma de la columna de interaccién hidrofébica. B. Gel de SDS-Page de las
fracciones obtenidas en la cromatografia. Se cargaron 10 pg de cada muestra. C. Graficos
correspondientes al andlisis de cada uno de los carriles del gel de electroforesis.
Indicado como: P. Marcador de pesos moleculares; 1. Eluciéon de carga; 2. elucién 0,45M
S04(NH4)2 (mondémero); 3. Elucion 0,3M SO4(NHa4)2 (dimero); 4. Elucién OM SO4(NHa4)2
(agregados).

Posteriormente se realizé un andlisis con el programa “Image ]” del mismo modo

que en el caso anterior y se estimo el area de los distintos picos del grafico obtenido (figura
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27C). Con estos datos y la cantidad que se obtuvo de cada elucién en el proceso de
cromatografia, se pudo determinar el porcentaje exacto de cada una de las formas de la
rhBMP-2 en todas las muestras del estudio de plegamiento. Estos datos se recogen en la

figura 28.
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Dias plegamiento 4 7 10 14 21 28 42 56
MONOMERO (%) 748 753 696 677 663 654 61,5 659
DIMERO (%) 17,9 172 244 274 325 31,8 344 328
AGREGADOS (%) 7,3 7,6 6,0 48 1,1 2,8 4,1 1,3

Figura 28. Representacion y datos de los porcentajes exactos de cada una de las

formas de rhBMP-2 presentes en los plegamientos a distintos dias.

Como muestran los resultados la cantidad de agregados en las diferentes muestras
es minima ya que en el proceso de plegamiento se optimizan las condiciones para evitar
dicho proceso de agregaciéon. Ademas podemos apreciar, al igual que indicamos
anteriormente, como la cantidad de dimero formado aumenta a medida que el tiempo del
proceso de renaturalizacién es mayor y en consecuencia, el porcentaje de mondémero
obtenido disminuye. Dichos porcentajes son similares a partir del dia 10 de incubacién, ya
que aunque sigue habiendo diferencias, éstas son menores. Por tanto, se puede afirmar que
el aumento del tiempo de incubacién también aumenta el rendimiento de esta etapa, si bien
en un proceso de produccién industrial se ha de llegar a un compromiso entre el tiempo

invertido en esta etapa y el rendimiento deseado.
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1.2.2.1.  Evaluacion de la actividad de distintos tiempos de plegamiento

de rhBMP-2

Para comprobar que la fraccién de dimero obtenida en las distintas muestras ha
adquirido durante el proceso de renaturalizacion la conformacion biolégicamente activa, se
realizaron ensayos sobre la linea celular mioblastica C2C12.

Esta linea celular, inicialmente aislada de tejido muscular en ratén adulto, es uno de
los modelos celulares mas utilizados en estudios con rhBMP-2. Ademas, las células C2C12
son de facil manejo y proliferan rapidamente, lo que facilita el trabajo de investigacidn.

La proteina rhBMP-2 induce in vitro la diferenciacidon celular hacia el fenotipo
osteoblastico. En dicho proceso de diferenciacién suceden diversos cambios en la expresion
génica de las células pudiendo ser evaluados mediante el seguimiento de diferentes
marcadores. Uno de los mas utilizados es la actividad fosfatasa alcalina (FA), debido a que
es un marcador temprano que se empieza a expresar en las primeras fases de la
diferenciacion osteoblastica. De este modo, sin el estimulo producido mediante la adicién

de rhBMP-2, la expresion basal de esta enzima en las células C2C12 es nula.

Se seleccion6 por tanto este marcador para la evaluacion inicial de la respuesta
celular a la rhBMP-2. Para cuantificar dicha enzima se emple6 un método colorimétrico
basado en la adicion de un sustrato que, tras la acciéon enzimatica de la FA, da lugar a un
producto de intenso color amarillo. Este es posible cuantificarlo midiendo la absorbancia a
405 nm.

Una vez optimizado en nuestro laboratorio el periodo de cultivo necesario para
obtener la maxima respuesta celular a rhBMP-2, se disen6 el experimento con distintas
dosis de dicha proteina. Para ello se prepararon las fracciones de proteina destinadas al
ensayo. Asi, cada uno de los dimeros purificados de cada una de las muestras del estudio de
plegamiento se dializé frente acido acético 50mM, con el objetivo de eliminar los
compuestos presentes en la solucién tampdn y que éstos no interfiriesen en la viabilidad de

las células (figura 29)
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Figura 29. Gel de SDS-Page de las muestras dializadas empleadas en el ensayo

celular. P: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 10 ug de cada muestra.

Posteriormente se sembraron placas con células C2C12 y se afiadié distintas dosis
de rhBMP-2 de cada una de las muestras: 1 ug y 2 ug. Tras cuatro dias de cultivo se midi6
tanto la actividad fosfatasa alcalina como la proliferacién celular en todos los pocillos (pg
de proteinas celulares totales medidas por el método de Bradford). Dichos procedimientos

se llevaron a cabo segun lo especificado en el apartado Materiales y Métodos de este capitulo.

En la figura 30 se representan los datos obtenidos de fosfatasa alcalina relativizados
con respecto a los datos de Bradford. De este modo, se indica la absorbancia a 405 nm frente
alos pg de proteinas celulares totales de cada una de las muestras. Se puede observar como
la mayor actividad aparecié bajo la accion de la rhBMP-2 de 14 dias de plegamiento.
Respecto a los 4 y 7 dias de incubacién los datos presentaron diferencias significativas
mientras que aumentando dicho periodo de renaturalizaciéon no incremento la expresion de

FA'y, por tanto, la actividad especifica de la fraccién de dimero formado.
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Figura 30. Ensayo de actividad FA/Bradford de C2C12 bajo el tratamiento de las
muestras sometidas al proceso de plegamiento durante distintos dias.
Unicamente representada la estadistica con respecto al dia 4 de los tiempos mas

relevantes para el estudio. * P<0,05; *** P < 0,001.

Estos resultados, junto con los mostrados anteriormente, indican que cuanto mayor
es el tiempo que permanece la proteina en la soluciéon de plegamiento, aumenta no sélo la
cantidad de dimero obtenido sino también la actividad de éste. Esto ocurre en un tiempo de
14 dias donde se observa que se obtienen los mejores rendimientos con las condiciones
estudiadas en nuestro laboratorio. Sin embargo, superando dicho tiempo de plegamiento
no se aprecian mejorias importantes.

Por lo tanto, tal y como indicdAbamos al principio, observamos que el parametro
“tiempo de incubacién” durante el proceso de plegamiento es un factor critico en la
optimizacién de la produccién de rhBMP-2. Consideramos que a medida que aumenta el
tiempo del proceso se favorece la formacién de los puentes disulfuro necesarios para la
correcta renaturalizacion de la rhBMP-2 y, de este modo, su obtencion en la conformacion

nativa biolégicamente activa.

1.2.3. Aprovechamiento de las fracciones obtenidas

Tras el proceso de plegamiento de la proteina, observamos que se obtiene una
proporciéon considerable de monémero independientemente del tiempo de plegamiento
estudiado. Como se ha comprobado en numerosos estudios, dicho mondémero no presenta
actividad bioldgica sino que es necesaria la dimerizacién para que la rhBMP-2 presente su

capacidad osteoinductora (Vallejo et al. 2002, Long et al. 2006) (figura 31).

104



Capitulo 1: Resultados y Discusion

¢ Dimero ® Mondmero

0,12 -
g %
9
2 0,09
8
©
£
]
° 0,06 -
o
2
=
< 003 - }
0 ‘ ‘ T . 1
0 0,5 1 15 2 2,5

ug rhBMP-2 afiadidos

Figura 31. Ensayo de actividad FA/Bradford de C2C12 bajo el tratamiento del

monémero de rhBMP-2 frente al dimero.

Segun lo descrito en la bibliografia, la sucesiva exposicion del monémero no plegado
a las condiciones de renaturalizacién adecuadas da lugar a la obtencidn de mas del 90% de
dimero (Long et al. 2006). Por tanto, se realizé un ensayo destinado a someter de nuevo al
mismo tratamiento de renaturalizacién al monémero obtenido en la cromatografia de IH
que se mostro en la figura 27, para intentar evitar asi dicha pérdida de proteina e intentar
aumentar el rendimiento del procedimiento.

En la figura 32A se muestra mediante andlisis de gel SDS-PAGE la fraccién obtenida
tras el plegamiento de la fraccidon monomérica mencionada. Se puede apreciar como la
proporcion de dimero formado fue muy pequefia. Ademas se realizé un estudio del espectro
de absorcion en el UV-Visible de la fraccién obtenida y se observé que no muestra el mismo

perfil que presenta la fraccion renaturalizada de dimero (figura 32B.).
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Figura 32. A. Gel de SDS-Page de la muestra obtenida tras el plegamiento. P: marcador
de pesos moleculares. La flecha indica la banda correspondiente al dimero de rhBMP-2.
B. Espectro de absorcion UV-Visible de la muestra obtenida tras el plegamiento del

monoémero frente al espectro del plegamiento control (dimero).

Esto no coincide con lo esperado debido a que al contrario que el ensayo realizado
con la fraccion de mondémero obtenida en la purificacién de los cuerpos de inclusion
solubilizados (ver figura 22), en este caso seria mas probable esperar la formacién del
dimero. Cabria pensarlo puesto que antes de ser sometido al primer proceso de
renaturalizacion se trataba de una fraccién de dimero en el que los puentes disulfuro se
formaron de manera espontanea, aunque sin dar lugar a la conformacién activa de la
proteina. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que dicho monémero no origina la
formacidn correcta de los puentes disulfuro existentes en la conformacién nativa de la

rhBMP-2.

Tras la realizaciéon de los diversos ensayos para la optimizaciéon del proceso de
produccion de rhBMP-2, podemos concluir que se ha conseguido aumentar el rendimiento
del proceso global modificando distintos parametros en las etapas anteriormente
mencionadas de la obtencién de la proteina. Ademas con el aumento del rendimiento se ha

logrado disminuir el coste y el tiempo de dicho procedimiento.
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5% 17% plegamiento y de la pureza de la

muestra de partida
Plegamiento

El monémero obtenido no se
renaturaliza

Purificacion final

Figura 33. Esquema del rendimiento obtenido en las distintas etapas del proceso

de produccién de rhBMP-2.

En el esquema de la figura 33 se muestran las diferencias en porcentaje del
rendimiento de cada etapa del proceso de produccion optimizado con respecto al método
existente en nuestro laboratorio previo al presente trabajo.

Se puede observar como al mejorar la pureza de la muestra a plegar, dicha cantidad
de proteina es menor, disminuye de un 10% a un 7%. Esto implica una reduccién del
volumen necesario en el proceso de renaturalizacion y, por tanto, una disminucién del coste
de los reactivos utilizados y del tiempo empleado tanto en la preparacién de la solucién de
renaturalizacién como en el proceso posterior de concentraciéon. Ademas, apreciamos que
dicha pureza de la muestra, junto con la variacion en el tiempo de plegamiento, aumenta
considerablemente el rendimiento obtenido en dicho proceso ya que se incrementa de un
5% a un 17%. Este valor de rendimiento del proceso optimizado es el resultado de la suma
del 10% obtenido al mejorar la pureza de la muestra destinada al plegamiento y el
incremento del 7% que se alcanza al someter a la proteina durante mas tiempo a las

condiciones necesarias para conseguir su renaturalizacion (de 4 dias a 14 dias).
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2. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE rhBMP-2

Una vez obtenida la proteina rhBMP-2 en su conformaci6n activa y con una pureza
superior al 95 %, era necesario estudiar la estabilidad de la misma durante un periodo de
almacenamiento.

Asi para un almacenamiento durante un largo periodo de tiempo es importante
eliminar altas concentraciones de urea y de sales que puedan interferir en la estructura de
la proteina. Ademas cabe destacar que la solubilidad de rhBMP-2 es muy baja en soluciones
acuosas a pH neutro pero aumenta considerablemente a pH ligeramente acido (Ruppert,
Hoffmann & Sebald 1996). Por este motivo, se dializ6 la proteina frente a acido acético
50mM (pH = 3,1) para su posterior utilizacién (como hemos indicado anteriormente).

Otro pardmetro a tener en cuenta es la concentracién a la que se encuentra disuelta
la proteina. Es necesario trabajar a concentraciones bajas de proteina (< 2 mg/mL) para
evitar su precipitacion (Vallejo, Rinas 2004b).

Para comprobar si la actividad de rhBMP-2 se veia alterada tras un periodo de
almacenamiento, se realiz6 un estudio en el que se conservé en distintas condiciones el
dimero obtenido tras su purificacién. Dicha muestra dializada en 4cido acético 50 mM y con

una concentracién de 1mg/mL fue almacenada de tres formas diferentes:

- Ensolucion a 4°C.
- Ensolucién congelada a -20°C.

- Liofilizada a -20°C.

Se conservaron en dichas condiciones durante un afio y se hicieron ensayos de
fosfatasa alcalina en células C2C12 a los 6 meses y al afio para evaluar la actividad de la
proteina. Se afiadieron a las células distintas dosis de rhBMP-2 de cada una de las muestras
almacenadas: 0,1 pg, 0,25 pg, 0,5 ug, 0,75 ug, 1 pug, 2 ug y 5 pg. Tras cuatro dias de cultivo se
midié tanto la actividad fosfatasa alcalina como la proliferacion celular en todos los pocillos.
Se representaron los valores de absorbancia a 405 nm (actividad FA) relativizados a los pg
totales de proteina. En el caso de la proteina liofilizada se reconstituyé tras el tiempo
pertinente de almacenamiento con el volumen necesario de acido acético 50mM para

conseguir una concentracion de proteina de 1 mg/mL.
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Figura 34. Datos de la actividad FA/Bradford de C2C12 con distintas dosis de

rhBMP-2 antes y después de someterla al proceso de liofilizacion.

En la figura 35, podemos apreciar los datos relativos a la curva dosis-respuesta
sobre células C2C12 de cada una de las muestras de proteina almacenadas durante 6 meses
en distintas condiciones. Ademas, se representa la proteina control de partida y el ajuste
estadistico de los datos. Se observa como la actividad de las muestras almacenadas a 42C en
solucién y liofilizada se pueden ajustar a una misma curva dosis-respuesta junto con la
proteina inicial de partida. Sin embargo, la muestra conservada en solucién a una
temperatura de -20°C present6 una notable pérdida de actividad FA siendo imposible
ajustar los datos a una curva sigmoidea con las dosis abordadas en el ensayo. Estos datos
indican que la proteina rhBMP-2 tiene una alta estabilidad si se conserva en forma de
solucion a 42C a pH ligeramente acido y en forma de liofilizado. Ademads se demuestra como
la liofilizacion de la proteina y su posterior rehidratacién no provoca una pérdida de
actividad (Vallejo, Rinas 2004a). Esta tltima afirmacién se confirma con la figura 34 en la
cual se observa la actividad FA de células C2C12 tratadas con rhBMP-2 sin liofilizar y la

misma proteina después de su liofilizacidn y posterior rehidratacion.
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Figura 35. Datos de la actividad FA/Bradford de C2C12 con distintas dosis de
rhBMP-2 almacenada en diferentes condiciones durante 6 meses. A la derecha la
representacion del ajuste obtenido de la curva dosis-respuesta (linea continua) junto

con los niveles de confianza del 95% (linea discontinua).

Para completar estos datos, dichas muestras se almacenaron hasta un periodo de
tiempo de un ano. Se realiz6 el ensayo dosis-respuesta en células C2C12 en las mismas
condiciones que en el ensayo anterior. Se comparé cada condiciéon de almacenamiento por
separado para una mejor interpretacion de los datos. En la figura 36 se observa como al afio
de almacenamiento, la actividad de la proteina conservada a 4°C y la proteina liofilizada se
mantiene. Ambas proteinas se pueden ajustar a una misma curva dosis-respuesta junto con
su homologa a los 6 meses. Sin embargo, en el caso de la proteina congelada a menos 202C
en solucidn, sigue disminuyendo la actividad de la misma (dato apreciable a dosis altas) ya
que no es posible ajustar los datos de 1 afio y 6 meses a una misma curva dosis-respuesta.
Como hemos indicado anteriormente, el ajuste de los datos de almacenamiento hasta 6
meses a dicha temperatura, no es apropiado, debido a que con las dosis abordadas en el
ensayo no se obtiene una curva sigmoidea. En cambio, en el caso de la proteina almacenada
durante 1 afio, el ajuste presenta un intervalo de confianza menor, mostrando como a las
dosis altas del ensayo parece alcanzar el valor maximo de actividad. De este modo, se
aprecia claramente la acusada disminucion de actividad con respecto a las otras condiciones

de almacenamiento.
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Figura 36. Datos de la actividad FA/Bradford de C2C12 con distintas dosis de
rhBMP-2 almacenada en diferentes condiciones durante 1 afio. Se representan los
valores de actividad de la proteina conservada a 6 meses y 1 afio para cada una de las
condiciones de almacenamiento. A la derecha la representacion del ajuste obtenido de
la curva dosis-respuesta (linea continua) junto con los niveles de confianza del 95%

para cada una de las condiciones (lineas discontinuas).

Alavista de dichos resultados podemos reafirmar que la proteina en solucién a 42C
y pH ligeramente acido y la proteina liofilizada conserva su actividad al menos por un
periodo de almacenamiento de un afio. Por lo que emplearemos dichas condiciones para la

conservacion de la proteina obtenida en el proceso de produccién.
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3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE rhBMP-2 OBTENIDA SOBRE DISTINTOS
TIPOS CELULARES

Existen muchos estudios de la rhBMP-2 sobre distintos tipos celulares aparte de la
linea C2C12 (Luu et al. 2007). Por este motivo, se realizaron diversos ensayos para
demostrar sila proteina obtenida en nuestro laboratorio presentaba actividad frente a otros
tipos celulares y por tanto, inducian la diferenciacion hacia el fenotipo osteoblastico.

Se eligieron varias lineas celulares de distinta naturaleza. Se emplearon células
osteoblasticas como es el caso de la linea celular ROS 17/2.8 que procede de osteosarcoma
de rata y UMR 106 que proceden del epitelio de hueso de rata. Dichas lineas celulares se
eligieron para comprobar si la rhBMP-2 ejercia algin efecto sobre células con fenotipo
osteoblastico per se. También se estudiaron cultivos primarios como son las células madre
mesenquimales humanas (hMSC) para examinar si el tratamiento con rhBMP-2 conseguia

la diferenciacion de las mismas.

Para analizar dicho efecto de la proteina sobre las distintas lineas celulares se
evaluaron los niveles del marcador fosfatasa alcalina en las mismas condiciones que los
ensayos anteriores y, por tanto, se compararon los datos obtenidos frente a los de C2C12.

En todos los casos se realiz6 el ensayo de FA tras la exposicion de las células a una
dosis de rhBMP-2 de 1 ug y durante el tiempo en el que cada tipo celular llega a confluencia.
En el caso del C2C12 y UMR 106, el ensayo se realiz6 a los 4 dias de cultivo ya que su
crecimiento es mas rapido mientras que en el caso de hMSC y ROS se realiz6 a los 7 dias de
cultivo debido a que es el tiempo estimado para que dichas células lleguen a confluencia. A
su vez, los datos se representaron como absorbancia a 405 nm entre pg de proteinas
celulares totales para evitar cualquier tipo de variacién por crecimiento. En todas las lineas

celulares se representaron los valores obtenidos en ausencia de tratamiento con rhBMP-2.

Se puede observar en la figura 37 como los niveles de fosfatasa alcalina son mucho
mayores en las células osteoblasticas. Este dato es normal ya que dichas células poseen una
expresion basal de la enzima, incluso sin el estimulo producido por la adicion de rhBMP-2.
Al contrario que lo que ocurre en las C2C12, cuya expresion basal en el control es nula. Sin
embargo, bajo el tratamiento con rhBMP-2 podemos observar que los cuatro tipos celulares
aumentan sus niveles de actividad FA. Esto indica cémo incluso las lineas celulares

osteoblasticas se ven alteradas bajo el estimulo de rhBMP-2.
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Figura 37. Datos del ensayo de actividad FA/Bradford de distintos tipos celulares
bajo el tratamiento de 1 pg de rhBMP-2. Representada la estadistica con respecto al

control de cada tipo celular. * P<0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Ademas se realiz6 una curva dosis-respuesta con la linea osteoblastica ROS y se
comparo6 con la obtenida en las células C2C12 para comprobar si tipos celulares de distinto
fenotipo presentan el mismo perfil. Los datos de la figura 38 muestran como el
comportamiento de ambos tipos celulares frente a dosis crecientes de rhBMP-2 es similar
aprecidndose valores diez veces mayores en las células osteoblasticas. Ambas lineas

celulares aumentaban sus niveles de actividad fosfatasa alcalina ajustandose a una curva

dosis-repuesta de tendencia sigmoidea.
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Figura 38. Datos de la actividad FA/Bradford inducida bajo el tratamiento de
rhBMP-2 de dos lineas celulares. En la parte inferior se representa el ajuste obtenido
de la curva dosis-respuesta (linea continua) junto con los niveles de confianza del 95%

(lineas discontinuas).

4. PROTEOLISIS DE rhBMP-2

La forma final natural de la BMP-2 es un homodimero en el que cada monémero
presenta tres puentes disulfuro intramoleculares, y un puente disulfuro intermolecular que
une ambos mondmeros. La BMP-2 es sintetizada en forma de un precursor de 396
aminoacidos, que después de procesos de glicosilacion y protedlisis da lugar a la proteina
madura que corresponde al extremo C-terminal del precursor. Cada una de las subunidades
de la forma madura de la BMP-2 esta formada por una cadena de 114 aminoacidos que
presentan un peso molecular de 13 kDa (Celeste et al. 1990, Israel et al. 1992).

La proteina rhBMP-2 expresada en E.coli en este trabajo, se compone Uinicamente de
la secuencia de aminoacidos pertenecientes a la forma madura de la proteina. Ademas

carece de la glicosilacién postraduccional. Sin embargo, este hecho no implica la pérdida de
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su actividad, tal y como indican los estudios realizados con la proteina recombinante

(Ruppert, Hoffmann & Sebald 1996).

MVAGTRCLLA LLLPQVLLGG AAGLVPELGR RKFAAASSGR PSSQPSDEVL 50
SEFELRLLSM FGLKQRPTPS RDAVVPPYML DLYRRHSGQP GSPAPDHRLE 100
RAASRANTVR SFHHEESLEE LPETSGKTTR RFFFNLSSIP TEEFITSAEL 150
QVFREQMODA LGNNSSFHHR INIYEITKPA TANSKFPVTR LLDTRLVNQN 200
ASRWESFDVT PAVMRWTAQG HANHGFVVEV AHLEEKQGVS KRHVRISRSL 250
HODEHSWSQI RPLLVTFGHD GKGHPLHKRE KRQAKHKQRK RLKSSCKRHP 300
LYVDFSDVGW NDWIVAPPGY HAFYCHGECP FPLADHLNST NHAIVQTLVN 350
SVNSKIPKAC CVPTELSAIS MLYLDENEKV VLKNYQDMVV EGCGCR 396

Figura 39. Secuencia aminoacidica del precursor de BMP-2. Sombreado en gris la

secuencia de la forma madura del monémero de 114 aminoacidos.

El extremo N-terminal de la forma madura de la proteina esta formado por un
péptido de 1-17 aminodcidos, el cual contiene 10 aminoacidos basicos, que representan el
sitio de unién a heparina. Este residuo recuerda los sitios de uniéon a heparina en otros
factores de crecimiento (Gotz et al. 1994, Roghani et al. 1994) y proteinas (Shirk et al. 1994,
Stone et al. 1994). Se ha descrito, que dicho residuo es importante en el almacenamiento y
la estabilidad de la BMP-2 y puede directamente contribuir a la actividad biolégica.

Paradoéjicamente la presencia del residuo N-terminal en la rhBMP-2 probablemente
induce su interaccion con proteoglicanos presentes en la matriz extracelular. De este modo,
la proteina quedara parcialmente secuestrada en la matriz dificultando su unidn al receptor
y no desencadenando el efecto bioldgico deseado. Asi, en diversos estudios, se ha procedido
a escindir mediante proteolisis el residuo N-terminal (Koenig et al. 1994, Hillger et al. 2005)
o incluso a sustituirlo por otra secuencia de igual longitud (Ruppert, Hoffmann & Sebald
1996, Bessho et al. 2000). Se ha comprobado como dicho dominio no es imprescindible para
la activacion del receptor de BMP-2 pero sin embargo su escision si modula positivamente

su actividad bioldgica.

Por este motivo, se realizé un procedimiento para conseguir la escision del extremo
N-terminal de la rhBMP-2 obtenida en E.coli mediante el proceso de produccién descrito
anteriormente, y asi comprobar si su actividad se veia alterada en diversos tipos celulares.
Para ello, se utilizé el dimero activo y purificado y se sometid a digestion por la accion de
tripsina. Segun lo descrito, el extremo N-terminal de la BMP-2 madura tiene varios sitios

susceptibles de lisis con tripsina mientras que el extremo C-terminal no se ve afectado. Al
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someterla a una proteolisis, se obtienen fragmentos que comienzan en la Lisina-290 y

fragmentos, que por el contrario comienzan en la Leucina-292 (figura 40).

Lys 290 Leu 292

y

QOAKHKORKRL KSSCKRHPLY VDFSDVGWND 30
WIVAPPGYHA FYCHGECPFP LADHLNSTNH 60
AIVQTLVNSV NSKIPKACCV PTELSAISML 90
YLDENEKVVL KNYQDMVVEG CGCR 114

Figura 40. Secuencia aminoacidica de la forma madura de rhBMP-2. En amarillo
sefialados los 17 aminoacidos del extremo N-terminal. En rojo se indican los sitios

susceptibles de lisis por el efecto de la tripsina.

Por tanto se procedi6 al estudio experimental y se ensayaron varias condiciones.
Siguiendo el método de Koening et al. (Koenig et al. 1994) se disolvié la proteina y se
separaron varias alicuotas para someterlas a diferentes tratamientos. Se anadi6 tripsina en
una proporciéon 1/50 y 1/20 (tripsina/rhBMP-2) (peso/peso). Se incubaron las alicuotas a
distintos tiempos, durante 2h, 5h y 24h.

En la figura 41 podemos observar mediante un gel de SDS-PAGE las fracciones
obtenidas en los distintos tratamientos. Se muestra como la digestion parcial con tripsina
produjo una forma mas corta de dicha proteina. Ademdas observamos como forzando las
condiciones de la protedlisis, es decir, con una proporcién 1/20 y aumentando el tiempo de
incubacién a 24 horas, parecié disminuir dicho peso molecular. La diferencia de dos
aminodacidos en la proteolisis por tripsina descrita en la figura 40 puede ser la responsable
de la pequefia variacion en el peso molecular entre la rhBMP-2 sometida al tratamiento

durante 2 horas y 24 horas.
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2h Sh 24h

rhBMP-2

wa P control 1/20 1/50 1/20 1/50 1/20 1/50

Figura 41. Analisis mediante gel de SDS-Page de las muestras obtenidas tras los
tratamientos de protedlisis del dimero de rhBMP-2. P: marcador de pesos

moleculares.

En comparacién con lo obtenido, se expuso a las mismas condiciones a una fracciéon
de mondémero de BMP-2. Se analizaron los resultados por SDS-PAGE (figura 42) y se pudo
observar como en este caso, se produjo una fragmentacion de la totalidad del mondmero.
Unicamente se puede ver una ligera banda un poco mas corta que el monémero control en
el tratamiento durante 2h y con una proporcién tripsina/rhBMP-2 de 1/50, es decir, el
tratamiento mas débil de todos los realizados. Esto indica que tras someter la proteina en
su forma reducida a un tratamiento con tripsina, ésta es susceptible de fragmentacion a lo

largo de toda su secuencia (Groppe et al. 1998).

5h 24h

rhBMP-2
«wa P control 1/20 1/50 1/20 1/50 1/20 1/50

Figura 42. Gel SDS-Page de las muestras obtenidas tras los tratamientos de
protedlisis del monémero de la rhBMP-2. P: marcador de pesos moleculares. Se

cargaron 10 pg de cada muestra.
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Estos resultados destacan la resistencia adquirida de la BMP-2 debido al nucleo
formado por el puente disulfuro del dimero de la proteina, ya que bajo condiciones de lisis
severas la proteina sin el extremo N-terminal sigue manteniendo su conformacién nativa.
Asi, se demuestra que la estructura de la rhBMP-2 obtenida mediante nuestro proceso de
produccion en E. coli es altamente estable y no presenta regiones accesibles a proteasas que
podrian dar lugar a una lisis total de la proteina.

Posteriormente, se llevé a cabo un ensayo para confirmar que la disminucién del
peso molecular del dimero de rhBMP-2 era debido a la lisis del extremo N-terminal y por
tanto, la pérdida del sitio de unién a heparina. Se realizaron cromatografias con un relleno
de heparina para comprobar si la proteina obtenida tras la lisis con tripsina se quedaba
adherida a dicha columna o por el contrario, no se producia la unién. Para ello se emplearon
las muestras de los dos tratamientos extremos, el mas débil cuya proporcion tripsina/BMP-
2 era 1/50 y la incubacion durante 2h, y forzando las condiciones con una proporcién 1/20
e incubada durante 24h. Ademas, se realizé6 una cromatografia control con rhBMP-2 no
sometida al proceso de tripsinizacidn.

Tras obtener los resultados se pudo comprobar como en ambos casos, la mayor
parte de la proteina no se adherfa a la columna de cromatografia y, por tanto, eluia
directamente en el proceso de carga. De este modo, se pudo corroborar que la disminucién
en el peso molecular observado en el gel SDS-PAGE se debe a la pérdida del extremo N-
terminal de la proteina y en consecuencia, del sitio de unién a heparina. Todo lo contrario
se observo en la cromatografia control de la rhBMP-2 con el residuo N-terminal. Esta se
adhiere en su totalidad a la columna de heparina por lo que se demuestra que en dicho
residuo se encuentra el sitio de union a heparina.

Sin embargo, en las dos cromatografias realizadas con la rhBMP-2 tripsinizada se
llevé a cabo una elucién mediante una alta concentracidn de sales (cloruro sédico 1M), para
desprender aquella proporcion de proteina que por el contrario, si se hubiese adherido a la
heparina. Asi se pudo apreciar, tanto en el cromatograma como en el andlisis de las
fracciones obtenidas por electroforesis una diferencia entre ambos tratamientos (figura
43). En el tratamiento con menor cantidad de tripsina y menor tiempo de incubacion se
observd como la cantidad de proteina adherida a la columna era mayor que en el caso del
tratamiento mas estricto. Esta diferencia puede verse relacionada con el fragmento
escindido de la proteina ya que segun lo deducido por el peso molecular, ambas se podrian
diferenciar en dos aminodacidos y esto podria influir, segtin lo observado en estos resultados,

en la adherencia a la columna de heparina.
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Figura 43. Analisis mediante cromatografia de afinidad y gel de SDS-Page de las

muestras obtenidas tras la protedlisis del dimero de rhBMP-2. A la izquierda el

cromatograma obtenido en la columna de heparina y a la derecha el gel SDS-Page junto

con las cantidades obtenidas en cada elucién de la columna. A. Muestra tratada con

tripsina en una proporcién 1/50 y durante 2h. B. Muestra tratada con tripsina en una

proporciéon 1/20 y durante 24h. C. rhBMP-2 control. Indicado como: P. marcador de

pesos moleculares; 1. muestra obtenida de la proteélisis y cargada en la columna de

cromatografia; 2. elucién de carga; 3. eluciéon 1M NaCl; ND. no detectado.
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Como hemos indicado anteriormente, con la proteolisis provocada por la accién de
la tripsina se obtiene una rhBMP-2 sin su extremo N-terminal. La proteina resultante se
diferencia de la forma nativa madura en siete o nueve aminoacidos segin lo esperado. Sin
embargo, dicho extremo N-terminal se compone de un péptido de hasta 17 aminoacidos
compuesto por 10 de ellos basicos. Al eliminar siete o nueve de ellos se pierde la afinidad
de la rhBMP-2 por la heparina ya que dichos aminoacidos contribuyen al sitio de uniéon. Sin
embargo, los aminoacidos basicos restantes podrian ser los responsables de que una

pequefia proporcion de rhBMP-2 se siga quedando adherida a la columna de heparina.

4.1. Actividad de rhBMP-2 lisada

Segun lo descrito en la bibliografia, la proteina resultante de la protedlisis del
extremo N-terminal sigue conservando su actividad biolégica pero ésta se ve modificada.
Para estudiar si la proteina obtenida en el proceso realizado anteriormente se ve alteraday

en qué medida, se realizaron ensayos celulares evaluando la actividad fosfatasa alcalina.
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Figura 44. Datos de la actividad FA/Bradford inducida en C2C12 bajo el
tratamiento de rhBMP-2 control y rhBMP-2 lisada. A la derecha se representa el
ajuste obtenido de la curva dosis-respuesta (linea continua) junto con los niveles de

confianza del 95% (lineas discontinuas).

En primer lugar se realizé un ensayo con células C2C12 debido a que éstas son las
mas empleadas en el estudio de la rhBMP-2 y que carecen de actividad FA en ausencia de
tratamiento. Se sometié a dichas células a cantidades crecientes de proteina tanto en su
forma madura obtenida en el proceso de produccidn, como la resultante de la protedlisis. Se

empleo la proteina lisada obtenida por el tratamiento con tripsina en una proporciéon 1/50
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e incubada durante 2h. Asi, en la figura 44 se muestran los datos obtenidos de actividad
fosfatasa alcalina (absorbancia a 405nm) relativizados respecto a la proliferaciéon celular,
frente a la dosis de rhBMP-2. Se puede comprobar como existe una variaciéon bastante
significativa entre la actividad de la proteina normal con respecto a la proteina carente del

extremo N-terminal.

A su vez, se estim6 conveniente estudiar el efecto de rhBMP-2 lisada sobre células
madre ya que éstas poseen actividad fosfatasa alcalina basal. Debido a los datos obtenidos
anteriormente de la actividad de la proteina frente a hMSC, en esta ocasion se realizé el
ensayo a una dosis mayor para evaluar mejor el efecto causado por la administraciéon de
rhBMP-2. Como se observa en la figura 45, la respuesta de las células madre al tratamiento
de ambas proteinas es muy similar alo ocurrido en las C2C12. Aunque este ensayo se realizo
a una dosis fija de proteina, se aprecia como la rhBMP-2 sometida a la protedlisis provoca
un incremento significativo de actividad fosfatasa alcalina indicando por tanto, un aumento

de la actividad de la rhBMP-2 sin extremo N-terminal.
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Figura 45. Ensayo de actividad FA/Bradford del efecto, en hMSC, de 10 pg de
rhBMP-2 control y sometida a protedlisis. Representada la estadistica con respecto

al control de cada tratamiento y entre tratamientos. * P<0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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Con los resultados mostrados se puede confirmar que tras someter a la rhBMP-2
obtenida mediante el proceso de produccién, a un tratamiento con tripsina en las
proporciones indicadas, se consigue un dimero de dicha proteina carente de extremo N-
terminal. De este modo, no sé6lo no se pierde la afinidad de la rhBMP-2 por su receptor sino

que aumenta su actividad de forma significativa.
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IV. CONCLUSIONES

En este apartado se han presentado los resultados de los estudios de optimizacién

del proceso de produccion de rhBMP-2 en E. coli para mejorar el rendimiento disminuyendo

a su vez los costes del proceso. Se han obtenido las siguientes conclusiones:

La fraccion de dimero solubilizada desde los cuerpos de inclusién de E. coli esta
desprovista de su conformacion activa, pero es capaz de formar el dimero de
rhBMP-2 activo en las condiciones establecidas en nuestro laboratorio.
Aumentando la purificacion de la fracciéon destinada al proceso de plegamiento,
se incrementa el porcentaje de dimero obtenido en su conformacién nativa al
final del proceso. Ademas, al aumentar la pureza se disminuye la cantidad de
proteina empleada en los siguientes procesos y por tanto, se necesitan menores
volumenes de trabajo. Esto implica una reducciéon de tiempo de trabajo y de
gasto econémico.

En el proceso propuesto, las fracciones de mondémero y agregados de rhBMP-2
que no se han plegado formando dimeros de manera espontdnea durante la
solubilizacion de los cuerpos de inclusién, no son capaces de formar la proteina
en su conformacién activa.

Durante el proceso de renaturalizacidon, la proporciéon dimero/mondmero
aumenta a medida que el tiempo de incubacién de la proteina en la solucién de
plegamiento es mayor. Por tanto, el pardmetro “tiempo de incubacién” durante
el proceso de plegamiento es un factor critico para el aumento del rendimiento
global del proceso.

La sucesiva exposicion del mondémero no plegado a las condiciones de
renaturalizacion no origina la formaciéon de rhBMP-2 en su conformacién nativa.
La proteina rhBMP-2 obtenida presenta actividad osteoinductora sobre células
de fenotipo osteoblastico, mioblastico y cultivos primarios.

Tras un proceso de proteoélisis se obtiene una proteina rhBMP-2 sin su extremo
N-terminal y en consecuencia, carente del sitio de unién a heparina. Dicha

proteina resultante presenta una mayor actividad in vitro.
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Capitulo 2: Introduccion

I INTRODUCCION

La provisiéon continua de osteoblastos para el normal mantenimiento del hueso, as{

como para su remodelacion y regeneraciéon durante la reparacion de fracturas, esta

asegurada por las células madre mesenquimales (MSC) osteoprogenitoras de la médula

Osea.

Las MSCs son células no hematopoyéticas capaces de diferenciarse hacia tejidos

mesenquimaticos como el hueso, cartilago, musculo, ligamentos, tendones y tejido

conectivo como el adiposo (figura 46). Durante el proceso de diferenciacion las células

progenitoras adquieren por medio de factores reguladores fenotipos especificos

(Chamberlain et al. 2007).
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Figura 46. Proceso mesengénico. Diagrama de la capacidad de diferenciacion de las

MSC. (Adaptado de la referencia (Firth, Yuan 2012)).
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1. DIFERENCIACION OSEA

La diferenciacién y maduracion de células osteoprogenitoras en osteoblastos esta
modulada por toda una serie de mediadores fisioldgicos, tales como factores de crecimiento
transformantes-beta (TGF-B1 y TGF-B2) y proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs)
pertenecientes a la misma familia, paratohormona, estrégeno y 1,25-dihidroxivitamina Ds.
En el caso de los osteoblastos, su diferenciacion es a partir de células mesenquimales
localizadas en la superficie del periostio y en el estroma de la médula 6sea. El proceso de
diferenciacion de los osteoblastos se podria dividir al menos en dos estadios. Uno, en el que
a partir de las células mesenquimales indiferenciadas se forman los progenitores de
osteoblastos, ya que éstos son células especializadas que no estan diferenciadas
terminalmente. Y otro es la maduracién de los osteoblastos propiamente dichos, que a su
vez, daran lugar a los osteocitos (Harada, Rodan 2003). Asi, los osteoblastos producen altos
niveles de actividad fosfatasa alcalina y grandes cantidades de proteinas de la matriz
extracelular como el colageno tipo al, tipo a2, osteopontina, osteonectina, sialoproteina,
fibronectina, y osteocalcina, requerida, esta ultima, para la mineralizacién (Milona, Gough
& Edgar 2003). El control de dicha expresion esta regulado por un conjunto de factores de
transcripcién como Runx2, DIx5, Nmp4, AJ18, osterix, etc... cuya expresion también esta

sujeta al efecto de la diferenciacion osteogénica.

1.1. Expresion de marcadores dseos

La expresion de los diferentes marcadores 6seos esta determinada por las fases del
desarrollo del hueso. Owen (Owen et al. 1990) propuso la secuencia de formacidn del tejido
6seo diferencidndola en 3 etapas: la proliferaciéon celular con secrecion de la matriz
extracelular, la maduraciéon de la matriz y la mineralizaciéon. En un principio ocurre la
proliferacidn, que asegura la expansion de la poblacion y la sintesis de coldgeno tipo [ de la
matriz 6sea. En este momento, se expresan los genes necesarios para la activacién de
proliferacidn, progresion por el ciclo celular, proteinas de adhesion celular, biosintesis de
matriz extracelular y citoesqueleto. Posteriormente se produce la expresion de genes
asociados a la maduracién de la matriz 6sea, como la fosfatasa alcalina y la fibromodulina.
A estos genes se les denomina marcadores osteogénicos tempranos. Finalmente, la
expresion de osteocalcina y sialoproteina, que son proteinas especificas de osificacion, es
maxima durante la mineralizacién de la matriz y la organizacién tipica del tejido 6seo

(Dragoo et al. 2003).
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En cultivos in vitro, la diferenciaciéon de MSC hacia el fenotipo osteoblastico
normalmente depende de varios factores como el medio de cultivo, el tiempo de cultivo y la
adicién de suplementos. El método clasico de induccidn osteogénica en ensayos in vitro
consiste en el tratamiento de las células con glucocorticoides como dexametasona, fosfatos
organicos como el 3-glicerofosfato y otros suplementos como el acido ascoérbico o la 1,25-
dihidroxivitamina D3 durante 2-3 semanas (Tuan, Boland & Tuli 2003, Park 2012). Sin
embargo, estas condiciones no reflejan la realidad fisiolégica ocurrida in vivo. Por este
motivo, existen investigaciones acerca del papel de las BMPs en el desarrollo de la
osteogénesis (Kim et al. 2008, Diefenderfer et al. 2003b). Estas proteinas morfogenéticas
6seas fueron inicialmente identificadas como factores que inducian la formacion de hueso
in vivo cuando eran implantadas en tejidos musculares (Wozney et al. 1988). Ademas no
s6lo estimulan la condrogenésis y osteogénesis e incluso la adipogénesis en determinadas
circunstancias sino que también inhiben la miogénesis (Abarrategi et al. 2013). De la familia
de las BMPs, la BMP-2 junto con la BMP-7, son las proteinas que presentan mayor capacidad
de inducir la regeneracion 6sea y de formar hueso ectépico en vertebrados adultos.

En estudios de diferenciacion osteogénica, las MSC se emplean frecuentemente (Lo
et al. 2011, Zhang et al. 2013). Sin embargo, dichas células tienen limitada su capacidad
proliferativa y su potencial de diferenciacion disminuye con los pases de cultivo (Kim et al.
2008, Shafiee et al. 2011). Por este motivo, se han empleado otras lineas celulares para el
estudio de la expresion génica inducida por el efecto de las BMPs. Asi la linea celular C2C12
es un modelo in vitro de células de ratén muy bien caracterizado para la diferenciacion
celular del musculo esquelético. Ofrece un sistema modelo para estudiar el estadio
temprano de la diferenciacion osteoblastica durante la formaciéon de hueso en tejidos
musculares. Ademas la linea celular mioblastica C2C12 es una de las mas utilizadas en
estudios de diferenciacion con BMP-2 por la ausencia inicial de la actividad fosfatasa
alcalina, detectable tras su cultivo con BMP-2 activa. De este modo, la BMP-2 no sélo inhibe
la diferenciaciéon de C2C12 en miotubos multinucleados, y por tanto, su diferenciaciéon
terminal, sino que también induce a dichas células hacia el fenotipo osteoblastico

(Abarrategi et al. 2009, Lee et al. 2000).

1.1.1. Factores de transcripciéon

Los genes diana de la BMP-2 incluyen factores de transcripcién que son

determinantes del fenotipo osteoblastico. Algunos como Runx2 y Osterix son aceptados

como los principales factores osteogénicos.
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Runx2 (del inglés runt related transcription factor 2 o previamente conocido como
Cbfa I/Pebp2aA/AML3) es un factor de transcripcion esencial en el estadio inicial de la
diferenciacion de las células progenitoras hacia osteoblastos o condrocitos. Asi, ratones
deficientes en Runx2 muestran una ausencia completa de hueso debido a que se detiene la
maduraciéon de los osteoblastos. Diversos estudios indican que en la linea celular C2C12,
Runx2 es estimulado por el tratamiento de BMP-2 (Lee et al. 2000). Por otra parte, la
expresion basal de Runx2 en MSC es baja pero aumenta bajo induccion osteogénica (Shafiee
etal. 2011).

Runx2 forma parte de la via de sefalizaciéon Smad y recientemente se ha descubierto
que también se encuentra en la via de la MAPK ya que la fosforilacién de Runx2 a través de
esta via parece ser importante en la induccién de la expresion de osteocalcina (Deschaseausx,
Sensébé & Heymann 2009).

Sin embargo, la expresion unica de Runx2 es insuficiente para mediar la
diferenciacion osteoblastica inducida por BMP-2, es decir, son necesarios otros factores
estimulados en la ruta de sefializaciéon de BMP para conseguir dicha diferenciacién (Lee et

al. 2003a).

Por otra parte, osterix (Osx o factor de transcripcion Sp7) es un factor de
transcripcidn expresado en osteoblastos y osteocitos en el desarrollo 6seo. Osx regula la
expresion de un importante nimero de genes osteoblasticos como osteocalcina,
osteonectina, osteopontina, fibromodulina, sialoproteinas y colageno tipo I (Milona, Gough
& Edgar 2003). De este modo, ratones deficientes en osterix muestran una pérdida de la
mineralizacion del hueso. Su expresion basal en lineas celulares miogénicas como C2C12 es
nula. Sin embargo, el tratamiento con BMP-2 induce la expresién de Osx en estas células y
en células madre mesenquimales (Ortufio et al. 2010).

A su vez, Osx esta regulado por Runx2, de modo que la expresion de Osx in vivo
requiere de la expresiéon de Runx2. Sin embargo, células mesenquimales deficientes de
Runx2 y tratadas con BMP-2 son capaces de inducir la expresion de Osx y, por tanto,
promover la diferenciacion osteoblastica en asociacidn con la regulacién positiva de genes
que a su vez no estan controlados por Runx2. Esto indica que Osx no es una diana directa de
Runx2 y, por lo tanto, la expresion de Osx estd regulada por BMP-2 tanto a través de un
mecanismo dependiente de Runx2, como por un mecanismo independiente (Ortufio et al.
2010). Ademas al igual que en el caso de Runx2, la expresion tinica de Osx no es suficiente

para la osteogénesis in vivo (Matsubara et al. 2008).
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Ambos factores estan regulados por un tercer factor de transcripcién, DIx5 (figura
47). Se ha demostrado que la sobreexpresion de DIx5 en la linea celular C2C12 estimula la
expresion de Runx2, incluso en ausencia de BMP-2, pero no de Osx. En este ultimo caso, es
necesario el tratamiento de BMP-2 para estimular dicha expresion en C2C12 (Matsubara et
al. 2008). Asi mismo, si se bloquea la expresion de DIx5, no aparecera expresion de Runx2

incluso bajo el tratamiento de BMP-2 (Lee et al. 2003a).

B4

Célula madre —> | Preosteoblastos | —> | Osteoblastos

Figura 47. Relacién regulatoria entre DIx5, Runx2 y Osx en la inducciéon de

osteogénesis por BMP-2. (Adaptado de la referencia (Lee et al. 2003b))

Por tanto, los factores de transcripcion Runx2, Osx y DIx5, junto con Periostina entre
otros genes, estan implicados en el comienzo de la diferenciacion osteoblastica, es decir, su
expresion aparece durante las primeras 24 horas después de la activacion del receptor de
BMP-2. En este periodo de tiempo se produce un proceso clave para conseguir que las
células precursoras se dirijan hacia el linaje osteoblastico (Zhang et al. 2013, Bustos-

Valenzuela et al. 2011).

1.1.2. Marcadores tempranos de diferenciacion dsea

La periostina (Postn, previamente nombrado factor especifico-osteoblastico 2,
(Osf-2)) es una proteina que forma parte de la matriz extracelular y fue aislada de
osteoblastos como un factor especifico que aparecia preferentemente en el periostio. Se
expresa de forma temprana en el desarrollo esquelético y se detecta en la mayoria de los

huesos, sin tener en cuenta su origen embriolégico ni su mecanismo de osificaciéon. Su
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funcién esta relacionada con el reclutamiento, adhesién y expansién de osteoblastos (Balint
etal. 2003).

La expresion de Postn en células C2C12 es totalmente nula ya que Uinicamente se
expresa en células osteoblasticas como MC3T3-E1, ATDC5 y COB. Incluso su expresion en
osteocitos es practicamente indetectable sugiriendo asi que los osteoblastos cesan la
produccion de dicha proteina durante el proceso de diferenciacion (Ducy et al. 1997,
Horiuchi et al. 1999). Sin embargo, el tratamiento de la linea celular C2C12 con BMP-2
induce la expresion de Postn a las 12 horas y continlla aumentando a las 24 horas. Esto
indica que las células estan empezando a mostrar caracteristicas propias de osteoblastos
diferenciados (Bustos-Valenzuela et al. 2011).

Ademas, actualmente se ha descubierto que la periostina puede jugar un papel
importante en el establecimiento de metastasis en ratones ya que también se encuentra en
el tejido de soporte de los tumores primarios. En este experimento, inyectaron a roedores
con cancer un anticuerpo que se une especificamente a la periostina, inhibiendo de este
modo su accién. Las células madre cancerosas fueron incapaces de beneficiarse del
sostenimiento estructural que aporta la periostina y no colonizaron el érgano diana. El
resultado fue que o bien las células han desaparecido, o se quedaron en un estado latente

(Malanchi et al. 2012).

Otros marcadores tempranos de diferenciacién osteoblastica citados anteriormente

son la fosfatasa alcalina y la fibromodulina.

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima hidrolasa que esta relacionada con el inicio
de la calcificacién y, por tanto, desempefia un papel importante en la mineralizacién ésea.
Esta actividad enzimética es uno de los marcadores mas utilizados para evaluar la
diferenciacion osteoblastica puesto que se empieza a expresar en las primeras fases del
proceso y su expresion basal en células C2C12 es nula. Bajo el tratamiento de dichas células
con BMP-2 los niveles de expresion de fosfatasa alcalina aumentan hasta un momento en el
que empiezan a disminuir. Este hecho esta relacionado con el comienzo de la expresion de
marcadores tardios como es el caso de osteocalcina (OC) que estd intimamente relacionado
(Luu et al. 2007).

Ademas la expresiéon basal de FA en hMSC estd presente pero es baja. Dicha
expresion aumenta bajo el tratamiento con medio de induccién osteogénico (Shafiee et al.

2011).
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Por otra parte, la fibromodulina (Fmod) es un proteoglicano de la matriz
extracelular expresado en tejidos conectivos incluyendo ligamentos, cartilago y tendones
(Kalamajski, Oldberg 2007). Ademas de ser también un marcador de diferenciacion
condrogénica, es otro marcador temprano de diferenciacién osteogénica ya que células
C2C12 tratadas con BMP-2 empiezan a incrementar sus niveles de expresion a las 8 horas
tras el tratamiento. A su vez, dichas células en ausencia de tratamiento tiene niveles de
expresion nulos (Li et al. 2008). Esto mismo ocurre con las hMSC, ya que la expresién basal
de Fmod en dichas células es nula mientras que si es estimulado con factores de crecimiento
aumenta rapidamente incluso dentro de las primeras 24 horas de tratamiento (Barry et al.

2001).

1.1.3. Otros marcadores de diferenciacion osteoblastica

Otros marcadores presentes durante la maduracién de la matriz extracelular son la
osteopontina y la osteonectina.

La osteopontina (OPN o SPP1 del inglés Secreted phosphoprotein 1) es una
fosfoproteina multifuncional con efecto estimulante sobre la sintesis de matriz extracelular.
Fue inicialmente identificada como un componente adhesivo de la matriz extracelular pero
posteriormente se ha descrito que es expresada por un amplio nimero de células
incluyendo células epiteliales, linfocitos T, macréfagos, células del musculo liso, células
endoteliales, etc ... (Uaesoontrachoon et al. 2008). Es capaz de unirse al calcio y tiene una
elevada afinidad hacia la hidroxiapatita jugando un papel importante en la mineralizacion
del hueso y en la resorcion de la matriz dsea (Reinholt et al. 1990, Chen et al. 1993). Por esto
mismo, participa en la funcién de los osteoclastos ya que promueve la unién de éstos a la
superficie del hueso por medio de la interaccién de la hidroxiapatita a la superficie de la
célula. Ademas en este proceso pueden interactuar proteinas como la osteocalcina, colageno
tipo I y la fibronectina (Denhardt, Guo 1993).

La expresion de osteopontina en osteoblastos se produce durante el periodo de
proliferacién activa (apareciendo hasta el 25% de su maxima expresion), posteriormente
decrece durante la post-proliferacion y por ultimo, alcanza sus maximos niveles de
expresion durante la mineralizacion (a los dias 16-20) (HU et al. 2009). Sin embargo, en
ausencia de mineralizacion, tanto osteopontina como osteocalcina no se inducen hasta sus
niveles mas altos de expresion. En cambio, la expresion de otros marcadores 6seos, como el
colageno no se ven afectados en dicha situacién (Stein, Lian 1993).

Por tanto, los niveles de expresion de osteopontina en células C2C12 y células madre

mesenquimales humanas aumentan considerablemente cuando estas células son tratadas

133



Evaluacion de la respuesta celular de hMSC al tratamiento con rhBMP-2

con factores de diferenciacion 6sea como es el caso de las BMPs (Bessa, Casal & Reis 2008b,

Uaesoontrachoon et al. 2008).

BMPs

v

oo rorererto)

MSC Osteoprogenitor Preosteoblastos Osteoblasto Osteoblasto Osteocito
Pluripotente temprano maduro
Fosfatasa Alcalina B
Oneoginc Osteocalc T
Osteogénicos steocaicina

osteopontina - |

Figura 48. Modelo de la diferenciacion osteogénica inducida por BMP en células
madre mesenquimales. Las BMPs inducen genes diana, los cuales regulan la
proliferacién y diferenciacién provocando la expresién de marcadores osteogénicos.

(Adaptado de la referencia (Peng et al. 2004, Luo et al. 2004))

La osteonectina (ON o SPARC del inglés secreted protein acidic and rich in cysteine)
es una glicoproteina de la matriz extracelular. Inicialmente se describi6 que era secretada
por osteoblastos, pero se ha encontrado su expresion en mas tejidos. Es una proteina
multifuncional involucrada en osteogénesis, angiogénesis, cicatrizacion de heridas y
tumorogénesis. Es secretada por osteoblastos durante la formacién del hueso iniciando la
mineralizaciéon y promoviendo la formacién del cristal de hidroxiapatita. Ademas es un
mediador implicado en la deposicién de colageno en la matriz extracelular (Kos et al. 2009).

Como hemos indicado anteriormente la expresion de osteonectina depende de
algunos factores de transcripcion como es el caso de Osx. Asi en células C2C12 su expresion
basal es practicamente nula, mientras que bajo el tratamiento de BMP se induce la expresion
de dicho factor de transcripcién y en consecuencia, el aumento de los niveles de
osteonectina. Sin embargo, en el caso de hMSC si muestran una expresion basal de esta
proteina que aumenta considerablemente bajo el tratamiento de factores de crecimiento

(Shafiee et al. 2011, Steck et al. 2005, Juhasova et al. 2011).
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Como curiosidad cabe destacar que en ultimos estudios se ha visto que la
osteopontina y la osteonectina tienen una estrecha relacién con el carcinoma pancreatico.
Se ha demostrado que osteopontina contribuye en el crecimiento metastasico de células
tumorales mientras que la osteonectina tiene un papel antitumorogénico (Zhivkova-

Galunska et al. 2010, Kapinas et al. 2012).

Por otra parte, existen marcadores osteoblasticos que comienzan a expresarse de
forma mas tardia, es decir, cuando se produce la mineralizacién de la matriz. Estos
marcadores estan en estrecha relaciéon con los marcadores tempranos ya que como hemos
indicado anteriormente en el caso de la osteocalcina se induce su expresion en el momento
en el que la fosfatasa alcalina comienza a disminuir sus niveles. Ademas su expresion esta
regulada por los factores de transcripcion explicados anteriormente como es el caso de

osterix.

1.1.4. Marcadores de fenotipo mioblastico

En contraposicion a la expresion de los marcadores 6seos, durante la diferenciacion
osteoblastica se producird una disminucién en los niveles de expresiéon de los marcadores
mioblasticos. Estos aparecen en un nivel basal en las células en ausencia de tratamiento (en
el caso de células C2C12). Algunos de estos marcadores mioblasticos son la miogenina
(Myog), la cadherina 15 (Cdh15) o la troponina I (Troponina I, fast 2) (Tnni2). En
diferentes estudios se ha demostrado como, en células madre mesenquimales o en células
mioblasticas (C2C12) se inhibia la expresion de dichos marcadores a medida que se
prolongaban las horas de exposiciéon a BMP-2 (Luu et al. 2007, Li et al. 2008, Moran et al.
2002).

Ademas se ha visto como la concentracion de BMP-2 requerida para conseguir la
expresion de marcadores 6seos, es la misma que la requerida para disminuir la expresion
de los marcadores miogénicos. Esta disminucién provocara la inhibicién del desarrollo
hacia células musculares maduras, por tanto, favorecera su conversién hacia el fenotipo

osteoblastico (Katagiri et al. 1994).
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2. OBJETIVO PARCIAL: EVALUACION DE LA RESPUESTA CELULAR DE hMSC AL
TRATAMIENTO CON rhBMP-2

En este apartado se presentan los estudios realizados para conocer, de forma mas
especifica mediante ensayos in vitro, el efecto de la proteina rhBMP-2 obtenida en el primer
capitulo de este trabajo. De este modo, una primera parte se dirige a la caracterizacion de la
respuesta de células madre mesenquimales al tratamiento de dicha proteina. Ademas se
compara su comportamiento al obtenido bajo la influencia de medio de diferenciacion

osteogénico.

En una segunda parte de este capitulo se profundiza en la posible desdiferenciacion
con thBMP-2 estudiando los niveles de expresion de factores de transcripcion y de
proteinas implicados en el proceso de diferenciacion osteoblastica. Para ello, se simulan
bajo distintos tratamientos, dicha situacién de desdiferenciacion y se analiza la induccién o
inhibicién de marcadores 6seos y/o musculares, tanto en una linea celular mioblastica de

ratén, C2C12, como en células madre mesenquimales humanas, en un estudio preliminar.
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II. MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE rhBMP-2

Se obtuvo la rhBMP-2 recombinante humana (rhBMP-2) como se ha descrito en el

capitulo 1 de este trabajo.

2. CULTIVO CELULAR

Se realizaron los ensayos celulares con la linea C2C12 y hMSC, las cuales fueron

propagadas y cultivadas en las mismas condiciones que se ha indicado en el Capitulo 1.

3. ESTUDIO DE PROLIFERACION CELULAR

Los ensayos celulares se llevaron a cabo en placas de cultivo celular de 48 pocillos
(Corning Costar). Se realizaron por triplicado con sus correspondientes controles. Se
sembraron las células a una densidad de 10.000 células por pocillo y se afiadi6é 0,4 mL del
medio suplementado correspondiente. Se cultivaron en una estufa de cultivo a 37°Cy 5%

de COz.

3.1. Ensayo de Etidio-Homodimero

El Etidio-Homodimero es un reactivo fluorescente normalmente empleado para
medir la citotoxicidad celular. Esto es debido a que se une al DNA de aquellas células con la
membrana dafiada, tifiéndolo de color rojo. Sin embargo, en este caso y segun el protocolo
empleado lo hemos elegido para cuantificar el numero total de células adheridas a la
superficie de cultivo.

Paralarealizacién del ensayo de Etidio-Homodimero se preparé PBS con el reactivo
Etidio-Homodimero 2 mM (Molecular Probes®) en una proporcién 1/500 (etidio/PBS). Se
eliminé el medio de cultivo de todos los pocillos objeto de ensayo y se anadié 470 pL de
metanol (para provocar la muerte celular y por tanto, la ruptura de la membrana).
Posteriormente se afiadié a cada pocillo 200 puL del PBS/etidio previamente preparado y se

incubé en oscuridad en una estufa de cultivo durante 30 minutos a 37°C y 5% de CO. Se
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midid la sefial de excitacién a 530 nm y la emisién a 645nm en un lector de placas (Biotek

FL-600).

3.2. Ensayo de MTT

Como método indirecto de cuantificacion de la proliferacion celular se emple6 el
ensayo de MTT, también conocido como Test de inhibicién de la Succinato Deshidrogenasa
(SDI). Es un ensayo colorimétrico que mide la actividad metabdlica de las células en fase de
proliferacién activa y, por tanto, la viabilidad celular. Esta basado en la rotura del anillo de
tetrazolio del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), por
diferentes deshidrogenasas mitocondriales, formandose cristales de formazan. Los cristales
de formazan son insolubles en agua pero pueden solubilizarse con disolventes organicos,
siendo la cantidad de formazan formado proporcional al nimero de células proliferantes
(metabdlicamente activas) (Mosmann 1983).

Para la realizacion del ensayo de MTT se sigui6 el protocolo de proliferacion celular
descrito por el fabricante (CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega,
Madison, WI, USA). Para ello, se afiadi6 a cada uno de los pocillos 40 pL del reactivo de MTT
y se incubaron en una estufa de cultivo durante 4 horas a 37°Cy 5% de CO,. Posteriormente
se anadié la misma cantidad del volumen del pocillo (en este caso 440 uL) de la solucién de
solubilizacion previamente preparada (compuesta por 89,12% de isopropanol, 0,88% de
acido clorhidrico al 35%, y 10% de Tritén X-100) y se homogeneiz6 para conseguir una
completa solubilizacién del producto de formazan. Se midié la absorbancia a 590 nm y a

630 nm en un lector de placas (Biotek FL-600).
3.3. Ensayo de cuantificacion de contenido proteico total. Ensayo Bradford
El ensayo de Bradford se realizé siguiendo el mismo procedimiento especificado en
el capitulo 1. Se empled unicamente con el objetivo de normalizar los datos obtenidos de
actividad fosfatasa alcalina.
4. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE rhBMP-2. ENSAYO DE FOSFATASA ALCALINA
La actividad de la proteina rhBMP-2 sobre las células hMSC se evalué mediante el
ensayo colorimétrico de fosfatasa alcalina y se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento

que el explicado en el capitulo 1. Los ensayos se realizaron por triplicado con sus

correspondientes controles.
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5. ESTUDIO DE DIFERENCIACION

Para realizar los ensayos de estudio de diferenciaciéon de hMSC se sembraron las
células en placas de 48 pocillos (Corning Costar) a una densidad celular de 10.000 células
por pocillo. La primera semana se cultivaron con medio de crecimiento MSCBM
(Mesenchymal Stem Cell Basal Medium) suplementado con 10% suero fetal bovino, L-
glutamina, sulfato de gentamicina y anfotericina B (MSCGM, hMSC SingleQuot Kit) en estufa
de cultivo a 37°Cy una atmdsfera de 5% de CO. Tras llegar a confluencia (aproximadamente
5-7 dias) se realizé el cambio de medio de crecimiento a medio de diferenciacion
osteogénica en los pocillos correspondientes (Mesenchymal Stem Cell Osteogenic

Differentiation Medium, Lonza). Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.1. Ensayo de mineralizacion. Tincion de Alizarin Red

La tincion Alizarin Red se emplea para determinar la presencia de depésitos de
calcio en las células de una linea osteogénica. Por tanto, es un marcador de mineralizaciéon
de matriz extracelular.

Para realizar la tinciéon se prepar6 previamente una solucién de Alizarin Red
(Merck) al 2% en agua destilada y con un pH 4,2. Se retir6 el medio de cultivo de las placas
y se lavaron los pocillos 2-3 veces con PBS (0,2 mL). Se fijaron las células durante 1 hora con
etanol al 70% conservado a -209C. Los pocillos se lavaron nuevamente con PBS y se afiadid
a cada uno 1 mL de la solucién de Alizarin Red preparada, dejandola reaccionar durante 20
minutos. Por ultimo se retir6 la solucién de tincién y se lavaron los pocillos con agua
destilada hasta eliminar el exceso de colorante. Los resultados obtenidos se observaron con
un microscopio Olympus BX51 y se realizaron las imagenes procesandolas con el programa

Imagen Cell"D.

6. ANALISIS DE EXPRESION DE MARCADORES IMPLICADOS EN LA
DIFERENCIACION OSEA

6.1. Cultivo celular para extraccion de RNA

Los ensayos celulares se llevaron a cabo con dos tipos celulares: células C2C12 en

pase 7 y hMSC en pase 3 (pase al inicio del ensayo). Se realizé en placas de cultivo celular

de 6 pocillos (Corning Costar, con superficie de pocillo de 9,5 cm?) y se sembraron las células
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a una densidad de 75.000 células por pocillo. Posteriormente se afiadié 4 mL del medio de
cultivo correspondiente (DMEM o MSCBM) y se cultivaron en una estufa de cultivoa 37°Cy
5% de CO,. Para las células sometidas al tratamiento de rhBMP-2, 1a dosis empleada fue de
1 pg por cada 10.000 células sembradas. Este procedimiento se realizé cada cuatro dias,
durante los 16 dias de estudio en el caso de la linea celular C2C12, y cada 7 dias durante los
28 dias de estudio en el caso de las células hMSC. Los ensayos se realizaron por duplicado.
Paralelo a esto, las células se mantuvieron en cultivo como se indica en el apartado
“cultivo celular” respetando las diferentes condiciones del ensayo para poder sembrar a los

dias correspondientes las placas destinadas a la extraccién de RNA.

6.2 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevé a cabo con Trizol. Se retir6 el medio de las placas de 6
pocillos y se realizé un lavado con PBS. Posteriormente se afladié 1 mL de Trizol (TRI
Reagent®, Sigma) por pocillo, se homogeneizd y se incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugé a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante
en un tubo nuevo. Se afiadié 200 pL de cloroformo por pocillo y se agité fuertemente
durante 15 segundos, incubandolo durante 2-15 minutos. Se volvid a centrifugar durante
15 minutos a 4°C y la fase acuosa se recogié de nuevo en un tubo. Se afiadi6 a cada tubo 500
uL de isopropanol para precipitar el RNA y se incubd de 5 a 10 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante. Para
realizar el lavado se afiladié 1 mL de etanol al 75% y se centrifug6 a 7.500 rpm durante 5
minutos, el sobrenadante se descartd. Se dejo secar el precipitado y se disolvié en un
volumen de 20-30 pL de agua libre de RNasas. Se congelé a -80°C.

La concentracién del RNA se determiné de manera espectrofotométrica midiendo la
absorbancia a 260 nm. Se puede determinar la concentracién de RNA considerando que 1
unidad de absorcidn a 260 nm equivalente a 40 ug de RNA por mL, mediante la siguiente
férmula:

[RNA]: A260 X [(40 ug RNA/mL)/l A260] x1xD
Siendo: I= paso de luz de la cubeta en cm (normalmente 1 cm)
D=factor de dilucion

Az60= absorbancia a 260 nm

La pureza del RNA se determiné evaluando la relacion Azs0/A2s0, de manera que se

obtengan valores entre 1,8 y 2 para indicar la ausencia de contaminacién proteica
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(Sambrook 1989). Ambos ensayos se realizaron empelando un NanoDrop, ND-1000
Spectrophotometer.
Ademas la integridad del RNA se test6 mediante electroforesis (RNA 6000

NanoChips, Agilent 2100 Bioanalyzer).
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Figura 49. Chequeo de la integridad y pureza del RNA mediante electroforesis
(RNA 6000 NanoChips, Agilent 2100 Bioanalyzer). En la imagen de la derecha se
observan en el gel las bandas ribosomales 28Sy 18S. La grafica representa la intensidad

de dichas bandas y la pureza de la muestra.

6.3 Evalualcién de los cebadores disefiados para qPCR

6.3.1. Sintesis de cDNA

La primera cadena de cDNA se sintetiz6 desde 1 pg de RNA total, usando el kit "High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems) segtn especificaciones del
fabricante. Para ello se prepar6é una solucién “Master Mix” que contenia todos los
componentes necesarios para la reaccion, a excepcion de los RNAs moldes. Se prepar6 un
“Master Mix” para n+1 reacciones, siendo “n” el nimero de muestras a analizar y para un
volumen final de reaccién de 20 pL. Se introdujeron las muestras en un termociclador
(MiniCycler™, M] Research Inc) y se sometieron a 252C durante 10 minutos, seguido de
379C durante 120 minutos y por ultimo un paso de 5 segundos a 85°C. Las reacciones

obtenidas se emplearon para realizar PCR estandar.
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6.3.2 PCR estandar

Para evaluar la validez de los cebadores disefiados antes de ser empleados en PCR
cuantitativas, realizamos PCR estandar chequeando asi la presencia o ausencia de
amplificacion. Se llevaron a cabo en un volumen de reaccién de 15 pL usando un kit de DNA
polimerasa (Biotools, B & M Labs, S.A.). Los cebadores directo y reverso fueron disefiados
en el “UniversalProbeLibrary Assay Design Center” (https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000) o en  “Primer 3  Input’
(http://frodo.wi.mit.edu/) con condiciones restrictivas a partir de la secuencia exacta que
se traduce en proteina. Posteriormente fueron analizados en “Premier Biosoft, NetPrimer”
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html) para asegurarnos de Ila
efectividad de éstos (ausencia de dimerizaciones o de formacion de bucles). Los cebadores
fueron suministrados por Isogen Life Science y las concentraciones finales de cebadores en
el ensayo fueron de 200nM. Las secuencias de todos los cebadores especificos empleados

en el ensayo se detallan en la tabla 8 y 9.

Tabla 8. Listado de cebadores para hMCS empleados en los ensayos de expresion.

Cebador directo Longitud
Cebador reverso amplicén (pb)

B-Actina AAACTGGAACGGTGAAGGTG 60,0 61
ATTGTGAACTTTGGGGGATG 59,7

Ribosomal phosphoprotein  ACCTCCTTTTTCCAGGCTTT 59,2 106

PO (RPLPO) TGGCTCCCACTTTGTCTCC 61,2

Runt related transcription AAGAAATCCCATCCCTAAAACC 59,6 110

factor 2 (Runx2) AACACATAGCCAAACGCAATC 60,0

Osteopontina (SPP1) GTTTCGCAGACCTGACATCC 60,7 79
ATTCAACTCCTCGCTTTCCA 59,8

Fibromodulina (Fmod) CCACTTCACCCACTCCACTT 60,0 109
GGTTGTCTCCACAGGTTGCT 60,1

Osteonectina (Ostn) GGAGTTGGTGAATCGGTTGT 59,8 86
GGGAGGGTGAAGAAAAGGAG 60,0
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Tabla 9. Listado de cebadores para la linea celular C2C12 empleados en los

ensayos de expresion.

Cebador directo Longitud

amplicén (pb)

Cebador reverso

B-Actina ATCTTGGCCTCACTGTCCAC 60,0 60
CTCATCGTACTCCTGCTTGCT 60,0

Ribosomal phosphoprotein ~ ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT 59,3 101

PO (RPLPO) CCCACCTTGTCTCCAGTCTTT 60,6

Runt related transcription GCCGGGAATGATGAGAACTACT 58,0 83

factor 2 (Runx2) AGATCGTTGAACCTGGCTACTTG 58,0

Trans-acting transcription CGACTGCAGATCAGGTTCC 60,0 66

factor 7 (Sp7) GGGGATAACCTGGTGAGGTC 60,0

Fosfatasa Alcalina (FA) CTGACTGACCCTTCGCTCTC 60,0 100
CAATCCTGCCTCCTTCCAC 60,1

Fibromodulina (Fmod) AGTCCTGCCGACACTAGACC 60,0 60
GCATAAGGCGGACTGCATAG 60,0

Periostina (Postn) CATGCAGGGATTTTATCTCAATG 60,0 78
GGACCCAGTCACAATGATGTT 60,0

Osteopontina (SPP1) TCACTCCAATCGTCCCTACA 59,1 70
GACCTCAGTCCATAAGCCAAG 58,8

Osteonectina (Ostn) CAAGGAGCAGGACATCAACA 59,8 133
GAACAGCCAACCATCCAAAC 60,36

Troponina |, skeletal, fast2 CGGAGGGTGCGTATGTCT 60,0 76

(Tnni2) TCAGGTCCATGCACACCTT 60,0

Cadherina 15 (Cdh15) GGACATGTATGGACATCAGTGAG 60,0 60
GCGTATCCACACAGCACATC 60,0

La PCR se realiz6 en un Termociclador (MiniCycler™, M] Research Inc) con un paso

de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C,

30 segundos a 58°C, 60°C 0 62°C (segun las distintas PCR realizadas) y 30 segundos a 72°Cy

un paso final posterior a los ciclos de 10 minutos a 72°C. Se realizé también en el ensayo un

control negativo (ausencia de cDNA).
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6.3.3 Gelde DNA

Para visualizar los productos de PCR obtenidos se realizaron geles de agarosa al 2%
(p/v) en TBE 1X, conteniendo 3 puL de bromuro de etidio (Fluka, al 1% en agua) en 50 mL
de gel. Se cargaron 10 pL de muestra en cada pocillo del gel en una proporcion de 4:1
(muestra:tampon de carga) y se corrieron a 90 voltios durante 50 minutos. Posteriormente

se observo el resultado en un transiluminador de luz ultravioleta.

7. PCR CUANTITATIVA

Las diferencias entre los niveles de RNA mensajero de los diferentes genes objeto de
estudio fueron analizados empleando RT-qPCR. Se emplearon los mismos cebadores
descritos en las tablas 8 y 9.

Los analisis de PCR cuantitativa se realizaron en un volumen de reacci6n final de 10
uL, en placas "MicroAmp Optical 384-well reaction plate". Para estas reacciones se uso el kit
“Power SYBR Green PCR Master Mix“(Applied Biosystems). Las concentraciones finales de
cebadores y sondas en el ensayo fueron 200 nM y 100 nM, respectivamente. La PCR
cuantitativa se realizé en un equipo "7900HT Fast Real Time PCR System" (Applied
Biosystems) con un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 20 segundos seguido de 40
ciclos PCR con desnaturalizaciéon a 95°C durante 1 segundo y apareamiento/extension a
60°C durante 20 segundos (Unidad de Genémica, UCM).

Todos los ensayos de RT-qPCR para todos los genes de una misma réplica se hicieron
al mismo tiempo y por duplicado. Se realizaron dos réplicas para todos los ensayos de
expresion.

Los niveles de expresion de los genes en estudio fueron relativizados respecto a los
niveles del gen control RPLPO (gen que codifica a la proteina ribosomal PO de la subunidad
60s).

La expresidn relativa fue cuantificada usando el método 2-AACt (Livak, Schmittgen

2001).

Para la relativizacion de los datos se estudiaron dos genes control, 3-Actina y RPLPO
para comprobar la expresion de éstos en dichas células objeto de estudio. Tras analizar los
datos obtenidos se decidid relativizar los resultados frente a RPLPO ya que los niveles de
expresion de éste eran mas préximos a los niveles de expresion del resto de genes

implicados en el estudio (el valor de Ct de RPLPO es mas préximo al resto de muestras).
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Ademas se realizé un anadlisis de la expresion de dichos genes control en seis réplicas

biolédgicas y se obtuvo una menor variabilidad de datos en el caso del RPLPO (figura 50).
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Figura 50. Expresion relativa de B-Actina y RPLPO en un estudio de seis réplicas

bioldgicas.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estdndar excepto en las
gPCR que se expresd como promedio * error estandar. Los andlisis de ajustes de datos se
llevaron a cabo empleando el programa GraphPad Prism version 4. Se realizaron distintos
test estadisticos en funcion del ensayo y del nimero de datos experimentales para
determinar la significancia de los datos entre los distintos tratamientos objeto de estudio.
La comparacion entre dos grupos fue realizada por test de Student y para analizar dos
grupos de variables se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) y el test post-hoc de
Bonferroni o Tukey (en el caso de qPCR de C2C12). Los resultados fueron considerados

estadisticamente significativos con un P < 0,05.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de diferenciacion de células madre mesenquimales hacia distintos
fenotipos las convierte en objeto de estudios de numerosos trabajos. En nuestro caso, su
capacidad para diferenciarse hacia el linaje osteblastico hace que sean un modelo idoneo

para evaluar in vitro la actividad de la rhBMP-2.

1. INFLUENCIA DE LOS SUBCULTIVOS CELULARES EN hMSC

1.1. Proliferacion celular

En un primer lugar, para poder emplear dicho modelo celular en el estudio de la
actividad de rhBMP-2 era necesario conocer sus caracteristicas de proliferacion en cultivos
in vitro. Esto es debido a que se puede producir variaciones en el fenotipo de las células
cuando son cultivadas por un largo periodo de tiempo y, por tanto, la evaluacion del
comportamiento celular es importante para seleccionar la poblacién adecuada para los
estudios in vitro (Coelho, Trigo Cabral & Fernandes 2000, Ter Brugge, Jansen 2002).

Para el estudio de proliferacion celular, se cultivaron células madre mesenquimales
humanas comerciales obtenidas a partir de médula de hueso (Lonza) y se mantuvieron en
cultivo durante mas de 60 dias realizando los pases celulares cada 7 dias. Cada pase se
sembro a una misma densidad celular (5.000 células/cm?). Se analiz6 por distintos ensayos

la poblacién celular presente cada semana.
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Una evaluacidn inicial fue el contaje visual de células en la cAimara de Neubauer y el
posterior calculo del nimero de divisiones poblacionales en cada semana (figura 51A). En
la finalizacién del ensayo se pudo observar cémo se obtuvieron mas de 50 divisiones
celulares. Sin embargo, dicho crecimiento no fue igualitario a lo largo de todo el ensayo sino
que en la primera mitad del estudio ya se habian alcanzado mas de 30 divisiones celulares,
lo que indica que a medida que van aumentando los subcultivos celulares de hMSC va
disminuyendo la capacidad de proliferacion de dichas células. Ademas se observé como en
los dos ultimos puntos del estudio el nimero de divisiones es practicamente nulo por lo que

se podria decir que las células estan llegando al estado de senescencia.

Para seguir estudiando la cinética de crecimiento se determiné el nimero de células
totales evaluando por emision de fluorescencia el contenido de DNA en cada pase celular
mediante el ensayo de Etidio-homodimero. Como muestra la figura 51B, el contenido de
DNA presenté un patron de disminuciéon a medida que aumentaban los dias de cultivo. Estos
resultados indican que el subcultivo de hMSC puede ejercer un efecto inhibitorio sobre la

proliferacidon celular, corroborando los datos obtenidos en la figura 51A.

Ademas para completar el estudio de proliferacién celular de hMSC a lo largo del

tiempo se realizé un ensayo de MTT para evaluar la viabilidad celular, ya que dicho ensayo
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mide la actividad mitocondrial de las células presentes en el cultivo. Los resultados
presentaron el mismo patrén obtenido en los dos ensayos anteriores. A medida que
aumentaba el nimero de subcultivos celulares disminuia el valor de actividad mitocondrial.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, podemos decir que la disminucién de los
valores de MTT no es debido a un cambio en la actividad metabélica de las células sino a

una disminucién del nimero de células presentes en el cultivo.

1.2. Mineralizacion

La induccién de diferenciacién osteogénica en hMSC es un proceso altamente
estudiado. Durante la diferenciacion las hMSC forman agregados e incrementan la expresion
de fosfatasa alcalina. Ademas, con el tiempo se producen acimulos de calcio que pueden ser
identificados mediante distintas técnicas de tincion como von Kossa o Alizarin Red

(Chamberlain et al. 2007).

Con el objetivo de seguir estudiando el comportamiento de las células madre
mesenquimales humanas se realizé un ensayo de mineralizacion de dichas células en un
pase corto y células en pase largo. Este tltimo caso, corresponde a células que segun el
ensayo de proliferacién anteriormente descrito tienen una capacidad de proliferacion
menor. Se someti6 a ambas poblaciones celulares a tratamiento con medio de diferenciaciéon
comercial (Mesenchymal Stem Cell Osteogenic Differentiation Medium, Lonza) durante 3
semanas realizando cambios de dicho medio cada semana. Tras el tratamiento se realiz6 un
ensayo de Alizarin Red para evaluar la presencia o no de acimulos de calcio y por tanto, la
mineralizacion. Se analizé la morfologia celular antes del tratamiento con medio de
diferenciacion y se pudo observar como la estructura alargada que presentaban las células
a pases cortos, se convertia en una morfologia mas aplanada y cuboidal cuando aumentaban
el nimero de subcultivos. Ademas el tamafo de la célula parecia aumentar al igual que su
contenido en granulos (figura 52A). Por otro lado, los resultados obtenidos de la tincidn de
Alizarin Red tras el tratamiento de diferenciaciéon, mostraron a pases cortos una gran
presencia de acimulo de calcio tefiidos mientras que las células sometidas a un mayor
numero de subcultivos presentaron una tincién mucho menos intensa indicando asi una

menor mineralizacion (figura 52B).
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Figura 52. Morfologia y mineralizacion de hMSC a pase corto (pase 3) y pase largo
(pase 10). A. Morfologia celular de hMSC en pase 3 y pase 10, mantenidas con medio
normal de proliferacion. B. Ensayo de Alizarin Red a 21 dias en células sometidas a

tratamiento con medio de diferenciacion osteogénico.

Estos resultados indican que el potencial osteogénico de las hMSC, y por tanto, su

capacidad de mineralizacion, estdn probablemente influenciados por el pase celular.

1.3. Efecto de rhBMP-2

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de las células hMSC bajo el
tratamiento de la rhBMP-2 obtenida en nuestro laboratorio, se realizaron los mismos
ensayos de proliferacion en células tratadas con dicha proteina. Para ello, se mantuvieron
en cultivo las células hMSC durante mas de 60 dias realizando pases semanales. En cada uno
de dichos pases se sembr6 una cantidad fija de células sobre placas de cultivo (10.000

céls/cm?) y se sometieron al tratamiento de rhBMP-2 durante 7 dias (1pg/cm? de cultivo).
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De esto modo, se podra evaluar si la respuesta de las hMSC a la rhBMP-2 depende del pase

celular en el que se encuentran.

En la figura 53 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de Etidio-
Homodimero y en el ensayo de MTT para las células tratadas con rhBMP-2. Todos los datos
estan normalizados con respecto al valor obtenido en cada pase celular para hMSC no
tratadas. Se pudo observar como los datos obtenidos tanto en el nimero de células totales
(ensayo de Etidio-Homodimero) como en el estudio de la actividad mitocondrial eran
menores en cada uno de los pases celulares. Por este motivo, podriamos decir que larhBMP-
2 afecta al crecimiento celular cuando es administrada en un corto periodo de tiempo (7
dias). Ademas se observé que la disminucion en el nimero de células viables era
practicamente similar en todos los pases celulares. Unicamente vemos una disminucién mas
notable en el nimero de células totales en pases cortos. Esto indica que el efecto de la
rhBMP-2 en la proliferacion celular quiza dependa del subcultivo en el que se encuentren

dichas células.
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Figura 53. Proliferacion celular de hMSC tratadas con rhBMP-2 en distintos
subcultivos. Ensayo de Etidio-homodimero y ensayo de MTT. Los datos se representan
normalizados a los resultados obtenidos para dichos ensayos en células hMSC sin

tratamiento.

Asimismo, estos resultados del efecto de la rhBMP-2 podriamos compararlos con el
que produce el medio de diferenciacién osteogénico sobre hMSC ya que algunos autores
describen una inhibicién de la proliferacion celular unida a una estimulacion del potencial
de diferenciacién osteogénico (Ter Brugge, Jansen 2002, Jaiswal et al. 2000). Por tanto,

dicho resultado tiene sentido ya que la capacidad de diferenciacién de hMSC es mayor en
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pases cortos (Sugiura, Kitoh & Ishiguro 2004, Sun etal. 2006) y, por tanto, las células tienden

a diferenciarse hacia el linaje osteoblastico bajo el tratamiento de rhBMP-2.

Para comprobar esta ultima afirmacién, se realiz6 un ensayo en las mismas
condiciones que los anteriores pero en este caso, medimos la actividad fosfatasa alcalina
presente en las células en cada uno de los pases. Se normalizaron los resultados obtenidos
al valor de fosfatasa alcalina de las células hMSC no tratadas en cada subcultivo (figura 54).
Se pudo observar, como a pesar de haber menos células la actividad fosfatasa alcalina era
mayor en pases cortos para hMSC tratadas durante 7 dias con rhBMP-2. Esto demuestra
como el efecto de la rhBMP-2 en hMSC, en cuanto a la diferenciaciéon hacia el fenotipo

osteoblastico, es mayor en células que han sufrido un menor nimero de subcultivos.
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Figura 54. Datos de actividad FA de hMSC tratadas con rhBMP-2 en distintos
subcultivos. Los resultados se representan entre la cantidad total de células presentes
en cada subcultivo (datos del ensayo etido-homodimero) y normalizados a los datos

obtenidos de FA para células hMSC no tratadas.

En este apartado hemos estudiado la cinética de crecimiento de las hMSC y su
potencial de diferenciacidon osteogénico tanto en células en pase corto como en células que
han sufrido un mayor nimero de subcultivos. Las células madre mesenquimales son
conocidas por su capacidad para diferenciarse en multiples fenotipos tales como
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, células musculares y células neuronales. Se ha
descrito que tanto el indice de proliferacion como la capacidad de diferenciaciéon pueden
variar ampliamente dependiendo del pase celular (Asari et al. 2012). Sin embargo existe

controversia entre diversos estudios sobre los efectos de los sucesivos subcultivos en el
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comportamiento de MSC. Conget and Minguell (Conget, Minguell 1999) publicaron que las
MSC sometidas a sucesivos subcultivos conservaban su capacidad de diferenciacion hacia el
fenotipo osteoblastico pero no hacia el linaje adiposo. Esto ultimo lo afirmaba también
DiGirolamo (DiGirolamo et al. 1999). Por otra parte, Matsubara et al. (Matsubara et al. 2004)
describi6 que el potencial de diferenciacion de las células disminuia gradualmente con el
aumento de numero de pases. Unos afios después, Hyun Jin Sun (Sun et al. 2006)
demostraba lo mismo centrandose en el fenotipo osteoblastico y presentando un analisis
protedmico de dichas células en los diferentes subcultivos. Asimismo, dicha capacidad de
proliferacidon y de diferenciacion también se ha visto que puede estar condicionada por
otros factores como son los microRNAs. Actualmente, numerosos estudios se centran en el
papel que ejercen los microRNAs en la regulaciéon de la expresién de multiples genes. Asi,
en lo referente a la proliferacién y diferenciacién de MSC se ha demostrado como el
microRNA miR-335 estd implicado en inhibir tanto la proliferacién como el potencial
osteogénico o adipogénico de las células madre mesenquimales (Tomé et al. 2010, Tomé et

al. 2014).

En este estudio, hemos observado que la proliferacién disminuye a medida que
aumenta el nimero de subcultivos. Ademas las células con mayor numero de pases tienen
reducida su capacidad para mineralizar bajo el tratamiento de medio de diferenciaciéon
osteogénico. Por este motivo, los sucesivos ensayos se realizaran con células hMSC con un
bajo nimero de subcultivos.

Cabe destacar, que la discrepancia entre los resultados obtenidos y los de algunos
autores podrian deberse a la naturaleza de las MSC y a variaciones en las condiciones de
cultivo como son la densidad celular, los dias entre pases, el nimero de subcultivos, la
composicién del medio, etc... ya que es dificil comparar los resultados por la ausencia de

datos en numeroso casos.

2. DIFERENCIACION Y MINERALIZACION EN RESPUESTA A rhBMP-2 Y MEDIO DE
DIFERENCIACION OSEO

2.1. Expresion de marcadores 6seos bajo el efecto de rhBMP-2
Las condiciones en ensayos in vitro para conseguir la diferenciacién osteoblastica de
células madre mesenquimales humanas estan muy estudiadas y dependen del aporte de

determinados suplementos. Sin embargo, estas condiciones, no reflejan las sefales

fisiologicas que las células reciben para la induccidn de la osteogénesis in vivo (Chamberlain
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et al. 2007). Por este motivo, las BMPs son objeto de numerosos estudios para analizar el

efecto osteoinductivo sobre hMSC (Chamberlain et al. 2007, Tuan, Boland & Tuli 2003).

En el capitulo anterior de este trabajo hemos podido comprobar como la rhBMP-2
producida en nuestro laboratorio, aumenta la actividad fosfatasa alcalina de células hMSC
sometidas a tratamiento con dicha proteina durante 7 dias. Para completar dicha
informacién se realiz6 un ensayo sometiendo a células madre mesenquimales al
tratamiento de rhBMP-2 durante 28 dias realizando pases celulares cada semana y
estudiando diferentes pardmetros de diferenciacion 6sea. La dosis empleada fue de 1 pg por
cada 10.000 células sembradas. Se analizd la actividad fosfatasa alcalina y la expresion de
distintos genes, que dichas células presentaban a los 7, 14, 21 y 28 dias comparandola con
células control (no sometidas a ninglin tratamiento). Se representaron los datos como
absorbancia a 405 nm entre microgramos de proteinas celulares totales para evitar

cualquier tipo de variacién por proliferacion (figura 55).
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Figura 55. Ensayo de actividad FA/Bradford de células hMSC control y células
tratadas durante 28 dias con rhBMP-2. ** P < 0,01; *** P < 0,001 con respecto a las

células control.

Se observoé que la actividad fosfatasa alcalina de las células tratadas con rhBMP-2
era mayor con respecto a las células control. Esta diferencia aumentaba a los 7 y 14 dias de
tratamiento, mientras que a los 21 la diferencia entre células control y células con rhBMP-2

no era significativa.

154



Capitulo 2: Resultados y Discusion

Para poder profundizar mas en el efecto que la rhBMP-2 obtenida ejerce sobre esta

linea celular, se realizé un andlisis de expresidon de determinados genes implicados en la

diferenciacion osteoblastica.
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Osteopontina
W CONTROL

ok k B rhBMP-2
* %k * %k
7 14 21 28
Tiempo (dias)
Osteonectina W CONTROL
BrhBMP-2
7 14 21 28

Tiempo (dias)

Osteopontina, Fibromodulina y

Osteonectina a distintos dias durante el tratamiento o no de hMSC con rhBMP-2.

Los datos fueron relativizados a la expresién del gen control RPLPO y normalizados

respecto al valor obtenido para hMSC a dia 7 sin tratamiento. * P<0,05; ** P < 0,01; ***

P < 0,001 con respecto a las células control.

Del mismo modo que en el caso anterior, se someti6 a células madre mesenquimales

al tratamiento con rhBMP-2 durante 28 dias realizando pases cada semana. Se analizé

mediante RT-qPCR la expresion de 4 genes marcadores del linaje osteoblastico tanto en

células con tratamiento como en células control (figura 56). Los resultados mostraron que

en células tratadas con rhBMP-2 fue mayor la expresion del factor de transcripcion Runx2.

Dicho incremento fue significativo a dia 7 y 14. A su vez, la expresién de Osteopontina

aument6 de manera mucho mas significativa en células bajo el efecto de rhBMP-2 que en

células control. El mayor pico de expresion se observé a dia 7 y fue disminuyendo hasta que

en los 28 dias era mayor la expresion de dicho marcador en células sin tratamiento. Por otra

155



Evaluacion de la respuesta celular de hMSC al tratamiento con rhBMP-2

parte, los niveles de fibromodulina presentaron un maximo en el dia 21 en las células con
rhBMP-2. Un efecto diferente se observé en la osteonectina, ya que los niveles de expresion

de células tratadas no aumentaron de forma significativa con respecto a las células control.

Estos resultados de expresidon génica junto con los datos de actividad fosfatasa
alcalina indican que la rhBMP-2 tiene un efecto osteoinductivo sobre las células madre
mesenquimales. Sin embargo, por los valores de expresién podemos ver que el efecto no es
tan acusado como cabria esperar. En el caso del factor de transcripciéon Runx2, su expresion
es esencial en el estadio inicial de la diferenciacién de células osteoprogenitoras. En los
resultados obtenidos dicho aumento de expresion con respecto a las células control es
mayor a 7 dias y posteriormente va disminuyendo. Esto hace pensar que probablemente
alcance sus niveles mas altos de expresion antes de los 7 dias de tratamiento y el ensayo
aqui planteado no abarca dicho rango de tiempo (Lo et al. 2011). La expresion de
osteopontina si presenta un aumento mas significativo durante los primeros 21 dias de
tratamiento. Esto es porque se trata de una fosfoproteina que tiene dos picos de expresidn,
una en el periodo de proliferacion activa de osteoblastos y otro durante la mineralizacion.
En este caso, dicho aumento se debe al principio de diferenciacién de las células madre
mesenquimales (Dragoo etal. 2003, Kim et al. 2008, Barradas et al. 2012). Se puede apreciar
como en células sin tratamiento el aumento de expresién es a dia 28, momento en el cual la
expresion es menor en células sometidas a tratamiento con rhBMP-2. Esta disminucion
puede ser debida a que las células tratadas con rhBMP-2 a lo largo del tiempo van
evolucionando en su estadio de diferenciacion y por tanto, iran expresando otros factores
osteoblasticos. Por otro lado, la expresién de fibromodulina presenta el pico mas alto de
expresion con respecto a las células control a los 21 dias. Este resultado difiere con lo
esperado ya que al igual que la fosfatasa alcalina es un marcador temprano de la
diferenciacion osteogénica y deberia presentar sus mayores niveles de expresion hasta los
14 dias de tratamiento, hecho que si observamos en el ensayo de actividad fosfatasa alcalina
(Shafiee et al. 2011, Barradas et al. 2012, Miiller et al. 2008). Al contrario que con los
marcadores anteriormente mencionados, la expresién de osteonectina parece no verse
alterada bajo el tratamiento de rhBMP-2. Dicho resultado se debe a que se trata de una
glicoproteina que posee una expresion basal en hMSC y que alcanza sus niveles mas altos
de expresion al inicio de la mineralizacién y parece que el tratamiento con rhBMP-2 no es
suficiente para influir en dicho nivel de expresion (Jager et al. 2008, zur Nieden et al. 2005).

Si comparamos los resultados obtenidos con lo descrito en bibliografia podremos
observar como los niveles de expresién obtenidos en nuestros ensayos son menores que los

alcanzados en los diferentes estudios publicados (Park 2012, Ji et al. 2000, Jgrgensen et al.
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2004, Park et al. 2012). Esto se debe al aporte de suplementos en el medio de cultivo de las
hMSC tales como B-glicerofosfato, el acido ascérbico o la 1,25-dihidroxivitamina D3 y/o
dexametasona. En este estudio tinicamente, se sometieron a las células al tratamiento con
rhBMP-2, sin el aporte de ninglin suplemento, para evitar enmascarar el efecto especifico
de dicha proteina sobre las células madre mesenquimales. De este modo, se comprobaria si
la rhBMP-2 administrada sola sin ningtin suplemento produce la diferenciacién a lo largo
del tiempo en dichas células.

Ademas, se conoce que la expresion de marcadores osteogénicos esta influenciada
también por las condiciones de cultivo como la densidad celular o los dias de cultivo, o la
heterogeneidad de la poblacion celular. En este caso, se realizaron pases celulares cada 7
dias manteniendo el tratamiento con rhBMP-2 durante 28 dias. Los datos obtenidos pueden
estar influenciados por los sucesivos subcultivos realizados cada semana durante los 28
dias, debido a que las células que se hayan diferenciado a causa del tratamiento de rhBMP-
2, tengan disminuida su capacidad proliferativa y por lo tanto, en el siguiente subcultivo la
mayor parte de las células en proliferacién seran células indiferenciadas. En consecuencia,
esto provoca un descenso del porcentaje de células diferenciadas en el cultivo (Ter Brugge,
Jansen 2002). Otro factor a tener en cuenta es la densidad celular del cultivo. En estos
ensayo se realizé sembrando a 10.000 células por cm? y se ha podido comprobar como un
aumento de la densidad celular del cultivo se traduce en una disminucién en su capacidad

de diferenciacién hacia el fenotipo osteoblastico (Wang et al. 2011).

2.2. Efecto sobre la mineralizacion del tratamiento de rhBMP-2 y Medio de

diferenciacion 6seo

Tras analizar los resultados obtenidos, se observa que existen marcadores
osteoblasticos que se ven influenciados por el efecto de la rhBMP-2, mientras que los
relacionados con etapas mas avanzadas del proceso de diferenciaciéon no se ven alterados.
Por este motivo, es importante conocer si la rhBMP-2 ejerce un efecto positivo en un estadio
tardio de la fase de diferenciaciéon. Asi, se analizé la capacidad para provocar la

mineralizacion de la matriz, etapa final del proceso de diferenciaciéon osteogénica.
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Figura 57. Morfologia celular de hMSC sometidas a distintos tratamientos durante 7, 14 y 21 dias. Control: medio normal de proliferacion;
rhBMP-2: 1 ug/cm? de cultivo; MD: Medio de diferenciacion osteogénico; MD+rhBMP-2: combinacion de medio de diferenciacion osteogénico y

rhBMP-2. Las imagenes mostradas son representativas de todos los experimentos.
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Figura 58. Tincién de Alizarin Red de hMSC sometidas a distintos tratamientos durante 7, 14 y 21 dias. Control: medio normal de
proliferacién; rhBMP-2: 1 ug/cm? de cultivo; MD: Medio de diferenciacién osteogénico; MD+rhBMP-2: combinacién de medio de diferenciacion
osteogénico y rhBMP-2. Las imagenes mostradas son representativas de todos los experimentos.
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Evaluacion de la respuesta celular de hMSC al tratamiento con rhBMP-2

En bibliografia existe controversia acerca de este hecho, ya que se piensa que la
mineralizacion de la matriz 6sea esta iniciada por la expresion de fosfatasa alcalina
(Wennberg et al. 2000, Zernik, Twarog & Upholt 1990). Sin embargo, al contrario del claro
efecto osteogénico de la BMP-2 en células de rata y raton, en células humanas se han
obtenido diferentes resultados (Park 2012, Jager et al. 2008, Jorgensen et al. 2004, Park et
al. 2012, Hoemann, El-Gabalawy & McKee 2009, Diefenderfer et al. 2003a). Dado que las
diferencias encontradas en muchos de estos estudios son debidas a la administracién o no
de un suplemento junto con la BMP-2, se decidio realizar un estudio de mineralizacion in
vitro sobre células madre mesenquimales humanas bajo el tratamiento de rhBMP-2 o medio
de diferenciacién osteogénico comercial o una combinaciéon de ambos. La dosis empleada
de rhBMP-2 fue alta en base a los resultados de algunos estudios que indicaban que a mayor
dosis, mayor efecto de diferenciacion (Ji etal. 2000, Park et al. 2012). Para ello se sembraron
hMSC y se mantuvieron en cultivo hasta que formaran una monocapa. Fue entonces cuando
se les cambié el medio de cultivo y se mantuvieron durante 3 semanas. A cada semana se
observo la morfologia de las células al microscopio y se realizé un ensayo de Alizarin Red

para poder evaluar la presencia de mineralizacidn.

En la figura 57 se observa como alos 7 dias de tratamiento la morfologia celular era
similar en los cuatro tratamientos. Sin embargo, a los 14 y 21 dias de tratamiento ya
presentaron claras diferencias en aquellas células que fueron tratadas con medio de
diferenciacion. Mientras que las células control y las células tratadas con rhBMP-2 siguieron
presentando una morfologia fibroblastica, las células sometidas a tratamiento con medio de
diferenciacion o incluso combinado con rhBMP-2, presentaron una forma menos alargaday
con aspecto de cubo. Ademads se aprecié gran cantidad de regiones con estructuras
cristalinas que corresponden a los actimulos de calcio producto de la mineralizacién. Estas
estructuras empezaron a aparecer a los 7 dias de tratamiento aunque de forma escasa y a
pesar de que la morfologia celular seguia presentando un aspecto alargado. Por tanto, se
aprecian signos morfolégicos de diferenciacién progresivos en aquellas células que han sido

sometidas al tratamiento de medio de diferenciacién con o sin suplemento de rhBMP-2.

Para completar estos resultados, se realiz6 el ensayo de Alizarin Red en cada uno de
los supuestos anteriores. Se puede observar (figura 58) como empezaron a aparecer
nodulos de mineralizacion aislados a los 7 dias de tratamiento con medio de diferenciacion.
Estos nddulos abarcaron la totalidad de la superficie de cultivo a los 21 dias de tratamiento.
Por otra parte, se aprecio6 algunas diferencias a los 21 dias entre las células cultivadas con

medio de diferenciacion con respecto a las que dicho medio se suplementaba con rhBMP-2.
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Parecia existir un efecto sinérgico de ambos compuestos a los 14 y 21 dias de tratamiento
ya que se observo un mayor numero de acimulos positivos a la tincién en aquellas células
tratadas de forma combinada. Esto coincide con lo descrito por algunos autores (Kim et al.
2008, Jgrgensen et al. 2004). Por el contrario, las células control y las células tratadas
unicamente con rhBMP-2 no presentaron formacion de nédulos de calcio a lo largo de los
21 dias de tratamiento. A la vista de los resultados, podriamos decir que el tratamiento de
rhBMP-2 es ineficiente para inducir la mineralizacion de la matriz por si sola mientras que
combinada con medio de diferenciacion si se produce la formacién de nédulos de calcio y,

por tanto, se inicia el proceso de mineralizacidn.

Se han comparado los efectos de la rhBMP-2 sola o combinada con el medio de
diferenciacion en las etapas tempranas y tardias del proceso de diferenciacién osteogénico.
Tras comprobar como tanto la actividad fosfatasa alcalina como la expresion de marcadores
especificos aumenta bajo el tratamiento de rhBMP-2, se puede deducir que dicha proteina
ejerce un efecto positivo en la diferenciaciéon osteoblastica de las hMSCs en las primeras
etapas del proceso. Sin embargo, los resultados del estudio de mineralizacién muestran
como el continuo tratamiento con rhBMP-2 sola y a dosis altas resulta en una ausencia de
mineralizacién en ensayos in vitro. Por lo tanto, se podria decir a la vista de los resultados
que el efecto de la rhBMP-2 sobre células madre mesenquimales es diferente dependiendo
de la etapa de diferenciacién objeto de estudio. Estos resultados coinciden con lo descrito
por varios autores (Kim et al. 2008, zur Nieden et al. 2005, Kurata et al. 2007, Koch,
Jadlowiec & Campbell 2005). Sin embargo, la ausencia de mineralizacidn in vitro no tiene

por qué ser representativa del efecto que dicha proteina provoca in vivo.

2.3. Evaluacion de la induccion de la mineralizacion de hMSC

Como se ha observado anteriormente las células madre mesenquimales mineralizan
unicamente cuando son sometidas al tratamiento con medio de diferenciacién osteogénico.
Dicho medio contiene varios compuestos necesarios para la mineralizacién de las células
osteoblasticas. Estos compuestos son glucocorticoides como dexametasona, fosfatos
organicos como el B-glicerofosfato y otros suplementos como acido ascérbico o la 1,25-
dihidroxivitamina Ds. El glucocorticoide sintético mas empleado es la dexametasona. Dicho
compuesto tiene un efecto dual en el metabolismo dseo, por una parte promueve la
diferenciacion osteoblastica y al mismo tiempo, es un factor catabdlico que induce la
pérdida de hueso u osteoporosis cuando se administra de forma prolongada en humanos

(Canalis, Delany 2002, Canalis, Pereira & Delany 2002). Los fosfatos organicos también
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promueven la osteogénesis por jugar un papel importante en la mineralizacién y por
modular la actividad osteoblastica. Por ultimo, otros suplementos como el acido ascérbico
o la 1,25-dihidroxivitamina D3 también son empleados para la induccién osteogénica
estando este ultimo relacionado en el aumento de la actividad fosfatasa alcalina y en la
produccién de osteocalcina (Tuan, Boland & Tuli 2003, zur Nieden et al. 2005). Ademas
varios estudios muestran como el acido ascérbico estimula la escision del pro-péptido de

colageno tipo I e incrementa su secrecion (Franceschi, Iyer & Cui 1994).

El medio de diferenciacion comercial empleado en los ensayos anteriores posee,
ademas de los compuestos basicos del medio de crecimiento de células madre
mesenquimales, un aporte de dexametasona, (-glicerofosfato y acido ascérbico. Para
comprobar qué compuesto de los anteriormente mencionados es esencial en la induccién
de la mineralizacion de la matriz, se realiz6 un ensayo en el cual se cultivaron hMSC durante
21 dias privandolas en cada caso de uno de los compuestos objeto de estudio. Ademas, en
una segunda parte del ensayo, se suplement6 dicha privacién con el aporte de rhBMP-2,
para examinar si en presencia de la proteina obtenida en el laboratorio se llegaba a alcanzar

el mismo efecto que con el medio de diferenciacion completo (figura 59).

Dex + Asc B-G + Asc B-G + Dex

rhBMP-2

Figura 59. Tincidn de Alizarin Red de hMSC sometidas a distintos tratamientos
durante 21 dias. Dex: dexametasona; Asc: acido ascorbico; 3-G: 3-glicerofosfato. Las
imagenes inferiores son el resultado de tratar las células hMSC con un suplemento de

rhBMP-2 (1 pg/ cm?de cultivo).

Alavista de los resultados se observé una completa mineralizacion en aquellos casos

en los que se habian cultivado las células en presencia de dexametasona y -glicerofosfato.
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Esto indica que el acido ascorbico es un suplemento que mejora la mineralizacion pero que
no es fundamental para que ésta ocurra. Por otra parte, se pudo observar que en ausencia
de dexametasona las células conservaban su morfologia fibroblastica caracteristica del
estado indiferenciado, a pesar de que en el caso del suplemento con rhBMP-2 la tincion de
Alizarin Red era algo mas intensa. Por ultimo, cabe destacar como las células cultivadas en
ausencia de B-glicerofosfato cambiaban ligeramente su morfologia hacia una estructura
mas compacta. Sin embargo, aunque se aprecié pequefios acimulos, éstos no parecian ser

positivos a la tincion de Alizarin Red.

Estos resultados indican que la dexametasona es un aditivo determinante para la
induccién de la mineralizacién de la matriz extracelular. Ademas es necesario un aporte de
fosfato para conseguir la completa formacion de n6dulos con hidroxiapatita. También, se ha
podido comprobar como la rhBMP-2 no ejerce un efecto significativo en la mineralizacion
puesto que al suplementar el medio con la proteina, en ausencia de dexametasona o [3-

glicerofosfato, no induce la formacién de n6dulos de calcio.

BMP-2 Vit.D

A
->->->-> |

" 73 &lul Apoptosis
Célula Madre Célula ma.dre Célula . Pie-OSthITAE Osteoblasto
mesenquimal osteoprogenitora maduro

Dex / Célula de

revestimiento

t

Figura 60. Modelo de la diferenciacion hacia el linaje osteoblastico desde células
madre. Se muestra el posible efecto estimulador de la BMP-2 y de suplementos como

dexametasona o vitamina D. (Adaptado de la referencia (Jgrgensen et al. 2004))

Actualmente no podemos explicar por qué la rhBMP-2 ejerce un efecto positivo en

la diferenciacion osteobldstica en etapas tempranas de dicho proceso mientras que no
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produce el mismo resultado en la mineralizaciéon de la matriz. Para poder explicar este
hecho es necesario conocer el mecanismo molecular exacto del proceso de mineralizaciéon
ya que a dia de hoy no estd bien definido. Por este motivo, es interesante conocer el
compuesto que promueve in vitro la mineralizacion de la matriz tras la diferenciacién de
células madre mesenquimales. Tras los ensayos realizados hemos podido comprobar que la
dexametasona es la responsable de inducir la formacién de ndédulos de calcio tras el
tratamiento durante 2-3 semanas y por tanto, el desencadenante de la expresién de los
marcadores tardios de la diferenciacion osteoblastica. Los mecanismos moleculares por los
cuales los glucocorticoides y los miembros de la familia de TGF-f ejercen su influencia en
las hMSC no son iguales por lo que no sorprenden los distintos efectos de la dexametasona
y larhBMP-2 en la diferenciacion hacia el fenotipo osteoblastico (Jgrgensen et al. 2004). Por
tanto, los resultados obtenidos sugieren que en condiciones fisiolégicas sera otro factor

diferente a la rhBMP-2 el responsable de la induccién del proceso de mineralizacion.

3. EVALUACION DE LA DESDIFERENCIACION TRAS EL TRATAMIENTO CON rhBMP-2

3.1. Desdiferenciacion en hMSC

Como hemos observado anteriormente, el tratamiento de rhBMP-2 sobre células
madre mesenquimales desencadena la expresion de determinados marcadores
osteogénicos. En este trabajo, se han evaluado cuatro de ellos correspondientes a diferentes
etapas del proceso de diferenciaciéon osteoblastica.

Ademas de analizar el aumento en los niveles de expresion de proteinas o factores
de transcripcién relacionados con el fenotipo osteoblastico, nos planteamos la necesidad de
conocer si el efecto provocado por el aporte de rhBMP-2 era permanente o si, por el
contrario, cesaba en el momento en el que se retiraba el tratamiento. Este efecto es
relevante para el desarrollo de posibles estudios posteriores in vivo con implantes
portadores de rhBMP-2, ya que se ha demostrado la idoneidad de una liberacién sostenida
y controlada de BMP-2 para la formacién de hueso (Kang et al. 2008, Abarrategi et al. 2008b,
Zaraetal. 2011, Yun etal. 2014, Guzman et al. 2014). De este modo, dosis similares de BMP-
2 en diferentes materiales no siempre desencadenan los mismos resultados. Por ejemplo,
dosis elevadas pero cortas de BMP-2 (inyeccidén subcutdnea de BMP-2 en suero salino) no
induce la formacién de hueso in vivo, pero la misma dosis implantada en un material

biodegradable si promueve la osteogénesis (Zara et al. 2011).
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Por lo tanto, se realiz6 un ensayo para evaluar la desdiferenciacion en hMSC
sometidas a tratamiento con rhBMP-2 y posteriormente cultivadas en ausencia de dicha
proteina. Ademas, se ensayaron distintos tratamientos para analizar si la existencia o no de
desdiferenciacion podria estar influenciada por el nimero de dias de tratamiento con

rhBMP-2 o por el nimero de dias de cultivo posteriores al tratamiento.

rhBMP-2 = Sin tratamiento
| A
2 s |
| y
T —
| 4
N

Figura 61. Esquema explicativo del ensayo de desdiferenciacién. Representados
los cultivos propagados a lo largo de los pases semanales (#) y las placas de cultivo

sembradas destinadas a realizar los ensayos de expresién génica en cada condicién.

Para ello, se realizd un estudio preliminar en el que se mantuvieron dos cultivos
diferenciados durante 28 dias. En uno, se cultivaron las células con medio normal de
crecimiento y en el otro se suplementé con rhBMP-2. Cada semana se realizaron los
subcultivos necesarios para mantener la propagacion de las células y se mantuvieron con
su tratamiento inicial. En el momento del pase semanal, parte de las células tratadas con
rhBMP-2 se mantuvieron en un nuevo cultivo pero privandolas de dicho tratamiento. Esto
se llevé a cabo durante 28 dias realizando pases cada 7 dias y por tanto, aumentando el
numero de cultivos propagados cada semana (figura 61). Se analizaron a los 7, 14, 21y 28
dias la expresion de los marcadores osteogénicos estudiados anteriormente excepto en el
caso de la osteonectina ya que no apreciamos diferencias en su expresiéon entre el
tratamiento o no con rhBMP-2 (figura 62). El periodo estudiado fue de 28 dias debido a que
segin la experiencia en estudios previos en el laboratorio, se ha comprobado que la

formacién de hueso in vivo inducido por rhBMP-2 depende del modelo animal y comprende

165



Evaluacion de la respuesta celular de hMSC al tratamiento con rhBMP-2

desde los 14 dias en raton hasta los 30 aproximadamente en estudios en cerdo. Por este
motivo, es importante conocer la cinética de determinados marcadores dseos inducidos por

rhBMP-2 en dicho periodo de tiempo.

En los resultados obtenidos se observé como para el factor de transcripcion Runx2,
sus niveles de expresion disminuyeron cuando se retir6 el tratamiento de rhBMP-2. Dicha
disminucién fue de forma progresiva alcanzando sus niveles mas bajos a los 28 dias de
cultivo. Ademas tal y como se indic6 anteriormente dicho factor de transcripcion es
probable que alcance sus niveles mas altos de expresion en los primeros dias de
tratamiento. Por este motivo, la diferencia en los valores alcanzados no era tan acusada
entre el tratamiento de rhBMP-2 y las células control. En los tres supuestos de retirada de
tratamiento, los niveles de expresién disminuyeron. Con este resultado podemos deducir
que para dicho gen y para los tiempos planteados no influyen los dias en contacto con
rhBMP-2.

El aumento de expresion de la osteopontina bajo el tratamiento de rhBMP-2 fue
mucho mas acusado en los dias analizados que para Runx2. En las células sometidas a
tratamiento durante los 28 dias se apreci6 un pico mas alto de expresién a los 7 dias y una
disminucién progresiva hasta los 28 dias donde los niveles fueron mas bajos incluso que en
las células sin tratamiento. Se conoce que la osteopontina alcanza sus niveles mas altos en
la etapa de la mineralizacién, sin embargo en el modelo de estudio aqui planteado no se
pudo observar puesto que como hemos indicado anteriormente el tratamiento Unico de las
hMSC con rhBMP-2 no es suficiente para alcanzar dicho efecto. Para aquellas células
privadas de tratamiento, tras haber sido sometidas a éste en dias previos, se aprecié como
los niveles de expresion disminuyeron bruscamente cuando se les retiré la rhBMP-2 y
mantuvieron niveles similares al control si dichas células se conservaban en cultivo. Al
contrario que lo que ocurria con Runx2, en este caso, dicha disminucidn no fue progresiva.
Unicamente en el caso del tratamiento durante 7 dias se pudo apreciar que manteniendo el
cultivo hasta los 28 dias, los niveles de expresion de osteopontina volvieron a presentar un
aumento. Esto puede ser debido a que, una vez retirado el tratamiento de rhBMP-2 y

manteniendo su cultivo, sigue el patréon de expresién de las células control.
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Figura 62. Expresion relativa de Runx2, Osteopontina y Fibromodulina a distintos
dias y distintos tratamientos de hMSC con rhBMP-2. Indicado con “B”: tratamiento
con rhBMP-2; “g”: sin tratamiento. Los datos fueron relativizados a la expresion del gen
control RPLPO. A su vez los resultados se normalizaron respecto al valor obtenido para
hMSC a dia 7 sin tratamiento. Unicamente representada la estadistica de los datos mas

relevantes para el estudio. * P<0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; ns: no significativo.
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Por otro lado, los niveles de expresiéon de fibromodulina no fueron tan claros como
para Runx2 y osteopontina. El tratamiento continuo de rhBMP-2 provocé un maximo de
expresion a los 21 dias. Sin embargo, en las células control los niveles de expresién de esta
proteina fueron disminuyendo a lo largo del tiempo. Para aquellas células sometidas a
tratamiento con rhBMP-2 y posteriormente privadas de él, se obtuvieron distintos perfiles
de comportamiento. En el caso de un tratamiento corto durante 7 dias, en la primera semana
de privacién de rhBMP-2 los niveles de expresién de este marcador osteoblastico
aumentaron de manera muy significativa y a medida que se mantuvo el cultivo de dichas
células la expresion volvié a disminuir. Esto también ocurrié con las células tratadas
durante 14 dias, aunque dicho aumento posterior no fue significativo. Sin embargo, si las
células eran tratadas durante mas tiempo, en este caso 21 dias, y posteriormente se retiraba
el aporte de rhBMP-2 el comportamiento fue diferente puesto que los niveles de
fibromodulina disminuyeron considerablemente siguiendo el mismo patrén de expresion
que las células sometidas a tratamiento durante los 28 dias. Estos resultados se podrian
explicar teniendo en cuenta que la fibromodulina es un marcador temprano de la
diferenciacion osteoblastica y por tanto, las células sometidas al tratamiento durante menos
tiempo permanecen por un primer momento en esos primeros estadios de diferenciacidon
cuando se retira el aporte de rhBMP-2. Por el contrario, las células tratadas durante mas
tiempo con dicha proteina avanzan en mayor medida en el proceso de diferenciacién y en
consecuencia, la expresiéon de fibromodulina disminuird y aparecerd la expresiéon de
marcadores osteoblasticos mas tardios. Ademas se puede apreciar como manteniendo el
cultivo de aquellas células privadas de tratamiento los niveles de expresién vuelven a

disminuir de forma pronunciada alcanzando valores similares a las células control.

Con los resultados obtenidos en este estudio preliminar se puede concluir que el
efecto de la rhBMP-2 sobre células madre mesenquimales no es permanente, es decir, es
necesario un aporte continuado de dicha proteina para mantener la diferenciaciéon de las

células hacia el linaje osteoblastico.

3.2. Desdiferenciacion en un modelo ectépico

Una vez analizados dichos resultados, nos planteamos otra pregunta: si esto ocurre
en células madre mesenquimales presentes en entornos de formacién de hueso, ;qué
ocurrird en lugares ectopicos? Si hemos demostrado in vitro que la rhBMP-2 es capaz de
inducir la formacién de hueso en lugares ectopicos, ;este efecto es reversible? es decir, si se

retira el aporte de dicha proteina ;las células volveran a adquirir su fenotipo original?
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Para comprobar estas cuestiones se realizaron ensayos similares a los anteriores
pero esta vez con células mioblasticas C2C12. Ademas estas células ya han sido empleadas
en nuestro laboratorio para estudios de expresién con rhBMP-2 (Abarrategi et al. 2009) y
de este modo, se podran completar dichos resultados.

La realizacidn del ensayo se llevo a cabo del mismo modo que en el caso de células
madre mesenquimales exceptuando los tiempos de estudio debido a la velocidad de
crecimiento de dichas células y al modelo animal al que pertenecen (tal y como se ha
indicado anteriormente). Para este estudio de administraciéon continuada de rhBMP-2, se
analizaron los niveles de expresién a los 4, 8, 12 y 16 dias. Asimismo, los marcadores objeto
de analisis fueron diferentes a los estudiados para hMSC, abarcando tanto marcadores

osteoblasticos como mioblasticos debido a la naturaleza de las células C2C12 (figura 63).

C2C12 sin tratamiento m4 dias m8dias m12 dias ® 16 dias
10 -~

1 = . -_,__i._,__,,_,_!;_ﬁ_,_.r.-_‘

T ’

[
2
-l‘-u' 0,01 -
o Runx2 Sp7 FA Fmod POSTN OPN ON Tnni2 ¢dh1s
S
c
o C2C12 + rhBMP-2 m4dias m8dias m12dias m16 dias
3 10000 -
S
s
] 1000
100
10
1
0,1
0,01 -

Runx2 Sp7 FA Fmod POSTN OPN ON Tnni2 Cdh15

Figura 63. Expresion relativa de varios genes a distintos dias en células C2C12
control y tratadas con rhBMP-2. Los datos fueron relativizados a la expresion del gen
control RPLPO. A su vez los resultados se normalizaron respecto al valor obtenido para

C2C12 a dia 4 sin tratamiento.
La variacion en la expresién de los distintos genes analizados en C2C12 cultivadas

sin aporte de rhBMP-2, fue bastante pequeia. Se pudo observar como durante los 16 dias

Unicamente aparecié una disminucién acusada en la expresién de fosfatasa alcalina y
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fibromodulina con respecto al primer dia de estudio (dia 4). También, el factor de
transcripcién Osterix (Sp7), presentd una disminucién en sus niveles de expresién con
respecto al dia 4. El resto de marcadores analizados no mostraron variaciones importantes
alo largo de los dias de cultivo.

Por otra parte, en el cultivo de células C2C12 tratadas con rhBMP-2 durante los 16
dias de estudio se pudieron apreciar diferencias significativas con respecto al control
(estadistica no mostrada). Se analizaron dos factores de transcripcién implicados en la
diferenciacion osteoblastica, Runx2 y Sp7. En el caso de Runx2 presentd niveles superiores
de expresion con respecto al control y sufrié una ligera disminucién progresiva desde el dia
4 hasta el dia 16. Mientras que para Sp7, los niveles de expresién a dia 4 fueron superiores
y posteriormente disminuyeron también de forma progresiva. Esto se puede explicar
debido a que ambos factores de transcripciéon se expresan al inicio del proceso de
diferenciacion osteoblastica, en un primer momento Runx2 y posteriormente Sp7. Por este
motivo los niveles de Runx2 no fueron tan elevados ya que un pico de expresién aparecera
en los primeros dias de tratamiento con rhBMP-2, tiempos que no se abarcan en este
estudio. Sin embargo, como la expresion de Sp7 es algo posterior que la de Runx2, en este
caso si podemos apreciar una variacién mas acusada en sus niveles con respecto al control.

También se analizaron tres marcadores osteoblasticos tempranos, la fosfatasa
alcalina, la fibromodulina y la periostina. En los tres casos se aprecié un aumento bastante
significativo en sus niveles de expresion con respecto a las células control. Los valores mas
altos los present6 la fosfatasa alcalina a los 4 dias de cultivo. Ademas se observé una
disminucioén en sus niveles a medida que avanzaron los dias de tratamiento debido a que al
ser marcadores tempranos iran disminuyendo su expresion para empezar a expresar otros
genes osteoblasticos de etapas mas avanzadas. Otros marcadores analizados fueron la
osteopontina y la osteonectina. Sin embargo, en dichos marcadores no se apreciaron las
diferencias observadas para los genes anteriormente mencionados. Esto puede ser debido
a que son células mioblasticas y aunque la rhBMP-2 induce su diferenciaciéon hacia el
fenotipo osteoblastico, el tratamiento de éstas inicamente con rhBMP-2 no es suficiente
para llegar a estadios finales de diferenciacion.

Por otro lado, se analizaron dos genes relacionados con el fenotipo mioblastico para
estudiar no solo si la rhBMP-2 aumentaba la expresion de marcadores osteoblasticos, sino
si también disminuia aquellos genes correspondientes al fenotipo original de las células.
Como se pudo observar tanto la Troponina (Tnni 2) como la Cadherina (Cdh15)
presentaban valores menores en todos los dias de estudio con respecto a las células control.
Esto indica la capacidad de la rhBMP-2 para invertir el fenotipo mioblastico de la linea

celular C2C12.
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Figura 64. Expresion relativa de varios genes a distintos dias y distintos
tratamientos en células C2C12. Los datos fueron relativizados a la expresion del gen
control RPLPO. A su vez los resultados se normalizaron respecto al valor obtenido para
C2C12 a dfa 4 sin tratamiento. Unicamente representada la estadistica entre el Gltimo
tiempo de tratamiento y el primero tiempo de privacion de éste. * P<0,05; ** P < 0,01;

*#* P < 0,001; ns: no significativo

Posteriormente a estudiar el comportamiento de las células C2C12 con y sin
tratamiento de rhBMP-2, se analizaron los resultados para comprobar si el efecto de dicha
proteina sobre este tipo celular era permanente o si por el contrario, se comportaban de la
misma forma que las células madre mesenquimales (ver figura 62), produciéndose un

efecto de desdiferenciacién como consecuencia de la privacion de tratamiento (figura 64).
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Se pudo observar como el comportamiento de las células C2C12 fue claro. En el
momento de retirada de tratamiento de rhBMP-2 las células perdian el fenotipo
osteoblastico y volvian a recuperar la expresion de los genes del fenotipo mioblastico. Tanto
en el tratamiento durante 4 dias como en el tratamiento durante 8 dias, la disminucién en
el momento de la retirada de dicho tratamiento, era muy pronunciada en los valores de
expresion de los genes mas afectados por el efecto de la rhBMP-2, como es el caso de la
fosfatasa alcalina, la fibromodulina y la periostina alcanzando incluso valores negativos
para los dos primeros. También ocurria esto para los dos factores de transcripcion en el
tratamiento durante 4 dias apreciandose mas, dicha variacién, en el caso de Sp7. Por otro
lado, para los genes relacionados con el fenotipo mioblastico se observé un aumento en sus
niveles de expresidon en el momento de retirada del tratamiento, indicando asi la posible
recuperacion de dicho fenotipo en ausencia de rhBMP-2. Esta diferencia de expresion era
mas acusada a medida que aumentaban los dias de exposicién a rhBMP-2. Con las células
tratadas durante 12 dias y posteriormente privadas de tratamiento el comportamiento de
expresion era similar. Sin embargo, la disminucién de marcadores como fosfatasa alcalina,
fibromodulina y periostina fue menos acusada que para las células tratadas durante 4 u 8
dias. Estos datos podrian indicar, que a medida que aumentan los dias de tratamiento con
rhBMP-2 la desdiferenciacion de las células es mas lenta con respecto a los genes

osteoblasticos.

Los resultados aqui presentados muestran la capacidad de rhBMP-2, no sélo de
inducir la diferenciaciéon de distintos tipos celulares hacia el fenotipo osteoblastico sino
también de inhibir los marcadores relacionados con el fenotipo mioblastico. Ademas, se
indica que es necesario un aporte continuado de rhBMP-2 para mantener dicha

diferenciacion.
Por este motivo, para la aplicacion en clinica de dicha proteina se ha demostrado

que es necesario encontrar un vehiculo transportador que controle la liberacién sostenida

en el tiempo de rhBMP-2 en el sitio de implantacién.
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IV. CONCLUSIONES

En este capitulo se han realizado ensayos con el fin de comprender el papel de la
rhBMP-2 en células primarias para aumentar la eficiencia de la utilizacion de BMP-2 en
terapias osteoinductoras. Con los resultados obtenidos se presentan las siguientes

conclusiones:

- La capacidad de proliferacion y el potencial de diferenciaciéon osteogénico de las
hMSCs disminuye a medida que aumenta el tiempo de incubacién in vitro de estas.

- El efecto producido por la rhBMP-2 sobre hMSC depende del tiempo en cultivo de
éstas antes del tratamiento con rhBMP-2. Asi, el efecto osteoinductivo es mas
acusado en pases cortos.

- La rhBMP-2 potencia la expresion de marcadores osteoblasticos tempranos en
hMSCs sometidas a tratamiento con dicha proteina. Sin embargo, el tratamiento
unico de rhBMP-2 sobre hMSCs no es suficiente para inducir la mineralizacion de la
matriz.

- El efecto de la rhBMP-2 sobre hMSC no es permanente, es decir, es necesario un
aporte continuado de proteina para mantener la estimulacién de la diferenciaciéon
hacia el linaje osteoblastico.

- El tratamiento de rhBMP-2 sobre células mioblasticas induce la diferenciacion de
éstas hacia el fenotipo osteoblastico a la vez que inhibe la expresiéon de marcadores
propios de su linaje mioblastico. Ademas se comprueba que es necesario un aporte
continuado de proteina para mantener dicha diferenciacién puesto que tras el cese

del tratamiento revierten a su fenotipo original.
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Capitulo 3: Introduccion

I  INTRODUCCION

Las enfermedades relacionadas con el sistema musculo-esquelético representan
hoy dia gran parte de los casos de incapacidad fisica. Las opciones para su tratamiento son
limitadas, dependiendo en gran medida de la naturaleza y localizacion de la lesion a reparar.
Una caracteristica relevante del hueso, es su capacidad regenerativa. Sin embargo, en
muchos casos debido a las dimensiones del dafio es necesario el uso de materiales
adecuados para reconstruir la parte afectada.

Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar biomateriales con propiedades
adecuadas que proporcionen un entorno 6ptimo para la adhesién y crecimiento celular.
Estos materiales deben cumplir dos principios basicos: osteoconduccién y osteoinduccion.
La osteoconduccién es un proceso atribuido a la matriz celular por el cual se produce el
crecimiento de capilares y de células en el interior del biomaterial. Sin embargo, la
osteoinduccidn es un proceso dependiente del material puesto que se refiere a la capacidad
de inducir la proliferacién y diferenciacion de células mesenquimales indiferenciadas hacia
células osteoprogenitoras responsables de la formacién de hueso.

La funcién primordial de los andamiajes o “scaffolds” empleados como sustitutos
6seos en la ingenieria de tejidos es proporcionar un soporte para que las células madre
mesenquimales migren al sitio especifico de interés y, de este modo, se produzca el
crecimiento del tejido y, como consecuencia su regeneracion. En el caso del tejido 6seo, seria
un material implantado de forma provisional que proporcione un armazoén apto para guiar
el fendmeno reparativo. Ademas debe ser estructuralmente resistente, para actuar como
soporte biomecanico hasta su reemplazo por el tejido 6seo neoformado. Cada vez es mas
importante la naturaleza y el disefio de la superficie del biomaterial, tanto mas cuanto ha de
permitir un comportamiento similar al de la matriz extracelular (Lanza, Langer & Vacanti
2000, Yang et al. 2001).

Las propiedades de estos materiales pueden mejorarse mediante la incorporacion
de moléculas bioactivas, como es el caso de los factores de crecimiento, provocando una
estimulacidon del proceso regenerativo (‘Ashammakhi N. 2003, de Abram 2004). Por lo
tanto, en la actualidad el objetivo es la biisqueda de un soporte adecuado biodegradable y
que permita una liberacién del factor de crecimiento en un tiempo determinado y en una
localizacién espacial definida del organismo vivo. Entre estos factores destacan las

proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs).
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Los andamiajes deben cumplir una serie de caracteristicas (Bessa, Casal & Reis

2008a, Friess 2000, Geiger 2001):

- Estructura tridimensional con una adecuada porosidad para permitir la
vascularizacion y la invasion celular.

- Capacidad de transferir nutrientes a las células y eliminar sus desechos sin
efectos adversos para éstas.

- Serbiodegradable, es decir, el material debe degradarse de un modo controlado,
originando productos no téxicos que el cuerpo pueda metabolizar o excretar por
mecanismos fisioldgicos.

- Tener una relativa insolubilidad en condiciones fisioldgicas.

- Serbiocompatible, es decir, no causar efectos adversos o téxicos en contacto con
el tejido vivo. No debe provocar respuestas del sistema inmunolégico.

- Mantener la bioactividad del factor de crecimiento incorporado y protegerlo de
posibles degradaciones proteoliticas.

- Posibilidad de esterilizacion.

- Ser de fAcil fabricacion.

Partiendo de todas estas caracteristicas tiene que ser posible crear diferentes
materiales con una amplia variedad de composiciones, testados convenientemente in vitro,

y en base a estos resultados seleccionar el material mas adecuado para estudios in vivo.

Estos materiales pueden ser de distinta naturaleza: polimeros naturales, polimeros

sintéticos biodegradables y compuestos inorganicos (tabla 10).

Los materiales poliméricos, ampliamente utilizados en clinica, deben su éxito a las
enormes posibilidades que presentan, tanto por la variedad de compuestos, como por
ofrecer la posibilidad de fabricarlos de muy distintas maneras, con caracteristicas bien
determinadas, y con la facilidad de conformarlos en fibras, tejidos, peliculas o bloques.

Tanto en el area de implantes quirtrgicos, como en la de membranas protectoras o
en la de sistemas de dosificacion de farmacos, existen aplicaciones de este tipo de
materiales.

Estos compuestos pueden ser naturales o sintéticos, organicos o inorganicos,

biodegradables o no pero en todo caso han de ser compatibles con el tejido a regenerar.
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Tabla 10. Materiales empleados para la preparacion de soportes en ingenieria de

tejidos ('Ashammakhi N. 2003, Ruhe et al. 2005, Takahashi, Yamamoto & Tabata 2005).

Naturaleza del material

Polimeros naturales Colageno

Acido Hialurénico y derivados

Quitosano

Polimeros sintéticos Acido poliglicélico (PGA)
Acido polilactico (PLA)
Acido polilactico-co-glicélico (PLGA)
Poli-e-caprolactona (PCL)

PEG y copolimeros

Materiales inorganicos Hidroxiapatita (HAP)

Fosfato (-tricalcico (TCP)

1. POLIMEROS NATURALES

Los materiales empleados en ingenieria de tejidos deben mimetizar las condiciones
naturales de los tejidos. En este sentido, en la fabricacién de matrices de polimeros
naturales se trabaja con compuestos propios del hueso, el cartilago y la matriz extracelular.
Por esta razdn, estos materiales presentan a menudo excelentes propiedades para su
empleo en aplicaciones de medicina regenerativa debido a que son biodegradables,
reabsorbibles y tienen una gran versatilidad para presentarse en diferentes formulaciones
(Malafaya et al. 2003, Gomes, Malafaya & Reis 2004). Sin embargo, los polimeros naturales
pueden presentar riesgos de reacciones inmunolégicas y la limitacion de obtener
cantidades necesarias para su aplicacién.

Estos materiales pueden ser colagenos, alginatos, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos o hialuronanos. De entre ellos los colagenos son los mas estudiados ya
que el colageno tipo I es el componente principal de la fase organica del hueso. Por este
motivo las esponjas de colageno tipo I son utilizadas ampliamente en el campo de la

regeneracion dsea.

El acido hialurénico es un polisacarido que se encuentra en el liquido sinovial y en

el cartilago. Se ha estudiado como inductor de condrogénesis y angiogénesis, asi como en
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conjunto con el coldgeno. Finalmente, el condroitin sulfato es también un

glicosaminoglicano de cartilago aplicable en reparacién dsea.

En este grupo también entrarian los polimeros provenientes de organismos vivos
pero que no se encuentran en la matriz extracelular ésea. Entre ellos esta el quitosano,
derivado de la quitina, que es el polisacarido principal en el exoesqueleto de los crustaceos.
Este polimero se ha estudiado ampliamente en nuestro laboratorio obteniendo resultados
que demuestran que es un material adecuado para la regeneracion del tejido dseo
(Abarrategi et al. 2008b, Guzmadn et al. 2014, Abarrategi et al. 2009, Abarrategi et al. 20084,
Lopez-Lacomba et al. 2006, Ramos et al. 2006).

2. POLIMEROS SINTETICOS

Los polimeros sintéticos han sido ampliamente utilizados en aplicaciones de
ingenieria de tejidos (Saito, Takaoka 2003). Los mas estudiados son los poliésteres y los
polianhidridos por su capacidad de biodegradacion por el organismo. Precisamente esas
caracteristicas son hoy dia su mayor desventaja, puesto que se producen acidos y alcoholes
que aumentan la respuesta inflamatoria e inhiben la formacién del nuevo tejido. Los acidos
polilacticos (PLA) y los acidos poliglicdlicos (PLGA) se deshacen por hidrélisis dando como
productos acido lactico y acido glicolico respectivamente. A pesar de estos inconvenientes
se utilizan ampliamente como suturas y también se estdn evaluando para su uso en
sustitutos 6seos, piel e higado.

La policaprolactona, los polianhidridos y los polifosfatos son también polimeros
sintéticos biodegradables que se usan en diferentes aplicaciones para ingenieria de tejidos.
El polietilenglicol (PEG) es otro de los polimeros sintéticos estudiados para la fabricacion
de hidrogeles por su alta hidrofilia (Patra et al. 2000, Rizzi et al. 2006, Pratt et al. 2004, Pratt
etal. 2004).

Estos materiales han sido estudiados como transportadores de BMPs en una amplia
variedad de modelos experimentales como en grandes defectos de hueso en conejos
(Yoneda et al. 2005) y perros (Murakami et al. 2003) o en defectos en craneo de ratas
(Suzuki et al. 2006).

Por otro lado, también se han utilizado polimeros sintéticos no degradables.
Entre ellos destaca el polimetilmetacrilato (PMMA) por su versatilidad, utilizdndose para

dentaduras, artroplastias, cranioplastias y como cemento en protesis ortopédicas.
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3. MATERIALES INORGANICOS

Existen multiples estudios relacionados con las ceramicas, tales como la
hidroxiapatita y los fosfatos calcicos, para su aplicacién en el campo de la medicina que
demuestran su capacidad para promover la formacion de hueso cuando son implantadas.
Cada vez mas, los cementos de fosfatos de calcio son el objetivo de intensa investigacion
como sustitutos de hueso en cirugia ortopédica, estomatologia y aplicaciones odontoldgicas
debido a sus propiedades bioactivas y a las diferentes caracteristicas de dureza,
degradacion y porosidad que se pueden obtener (Ehara etal. 2003). Estos biomateriales son
muy versatiles pudiéndose aplicar como granulos, polvo o bloques tridimensionales
(LeGeros 2002, Apelt et al. 2004). Ademas de las ventajas clinicas que estos cementos
presentan, como su maleabilidad y que pueden ser inyectados directamente en el defecto
6seo, muestran una rapida deposicion de hueso nuevo en su superficie (Apelt et al. 2004,
Seeherman et al. 2006a, Seeherman et al. 2006b). También sus propiedades
osteoconductivas y osteoinductivas hacen que puedan ser empleados como implantes
permanentes o como soportes biodegradables (Miiller et al. 2008).

Los cementos porosos se emplean en biotecnologia y medicina como soportes para
la migracion y penetraciéon de células y como materiales de relleno 6seo. Ademas su
porosidad permite la colonizacién ésea al interior de sus poros proporcionando una buena
estabilidad mecanica. De este modo, el implante permite la osteoconducciéon actuando como
puente estructural y modelo para la formacion de tejido dseo. Sin embargo, esta porosidad
debilita su estructura y puede limitar su utilizacién en areas de carga (LeGeros 2002, Yuan

etal. 1998).

Por otra parte, se han intentado mejorar las caracteristicas de las ceramicas porosas
incluyendo en éstas proteinas osteoinductivas, como las BMPs (Babensee, McIntire & Mikos
2000, Hoshino et al. 2006, Ohyama et al. 2004, Seeherman, Wozney 2005, Wikesjo et al.
2004). Para ello, se ha estudiado la incorporacién de rhBMP-2 en ceramicas por adsorcién
superficial (Ruhe et al. 2006, Ruhe et al. 2004, Jingushi et al. 2002, Liang et al. 2005, Chen et
al. 2004a, Kuboki, Jin & Takita 2001, Tsuruga et al. 1997, Yuan et al. 2001), durante el
procesado de la muestra (Seeherman et al. 2006a, Seeherman et al. 2006b, Niedhart et al.
2003) o mediante la incorporaciéon de otros materiales portadores (Ruhe et al. 2005,
Takahashi, Yamamoto & Tabata 2005, Ruhe et al. 2003, Hoshino et al. 2007, Blumenthal et
al. 2002, Namikawa et al. 2005), obteniéndose buenos resultados de formacién 6sea

(Abarrategi et al. 2008a).
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Por este motivo, en el campo de la biomedicina se han descrito compuestos hibridos
polimeros/inorganicos. Los sistemas compuestos incorporan propiedades favorables de los
dos componentes. Los mas interesantes son aquellos de polimeros naturales con fosfatos
calcicos como la HAP o el 3-TCP. Es decir, por un lado, los fosfatos de calcio proporcionan
refuerzo a la matriz y osteoconductividad y, por otro, el polimero modula ciertas
propiedades como degradacion o propiedades mecanicas.

La hidroxiapatita (Ca10(P0O4)s(OH)2) ha sido estudiada como un posible material de
sustitucion de tejidos duros debido a su similitud quimica y cristalografica con la apatita
carbonatada presente en el hueso humano y en los dientes (LeGeros, LeGeros 1993,
Suchanek, Yoshimura 1998). Ademas, tiene una alta biocompatibilidad vy
osteoconductividad. Sin embargo su uso en clinica como hueso artificial y para implantes
dentales ha presentado problemas, como por ejemplo la dificultad para prevenir la
dispersion de los granulos, por lo que es dificil de adaptar a los defectos 6seos (Yokoyama
et al. 2002). También, se ha descrito que cuando se emplea hidroxiapatita en forma de
bloque provoca necrosis y perforacion de la mucosa cercana al material.

Para solucionar estos problemas se han estudiado otro tipo de compuestos de
fosfato de calcio como es el caso del fosfato (- tricalcico (B-TCP: Caz(P04)2), fosfato a-
tricalcico (o -TCP) (Ehara et al. 2003), fosfato tetracalcico (TTCP: Cas(P04).0) que pueden
ser moldeados y endurecidos in situ en forma de complejos en el sitio de implantacion (Xu,
Simon 2005). También este material es biocompatible y osteoconductor. Sin embargo, se
distingue de forma considerable de la hidroxiapatita en el indice de resorcién. La
hidroxiapatita se reabsorbe muy lentamente en comparacién con el B-TCP. La alta
capacidad de remodelacion del 3-TCP debilita precozmente su resistencia mecanica, razén
por la cual para su utilizacién en clinica se le debe asociar con otros materiales menos
reabsorbibles o que posean potencial osteoinductivo.

La solubilidad, reabsorcién y propiedades mecanicas de las ceramicas de fosfatos de
calcio dependen de la relacién calcio/fosfato y de su porosidad. Las variaciones en la
porosidad tienen mayor influencia en la resistencia a la tracciéon que a la compresion, por lo
que las ceramicas de fosfatos cdlcicos son relativamente fragiles. Estos biomateriales no
pueden emplearse como sustitutos 6seos en areas sometidas a carga, si no son asociados a
otros biomateriales con caracteristicas adecuadas que proporcionen un aumento en la
resistencia a la fractura (Xu et al. 2002, Sous et al. 1998, Takagi et al. 2003).

Debido a la fragilidad de estos implantes compuestos por fosfatos calcicos surgié la
necesidad de mejorar su respuesta mecanica para poder proporcionar un soporte apto para
la regeneracion 6sea. Ademas los métodos tradicionales de fabricacién de dichos soportes

presentaban sus limitaciones con respecto a la reproducibilidad de los mismos o la
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personalizaciéon de su estructura. Por este motivo, se desarrollaron técnicas de fabricacion
que permitieron obtener cerdmicas con estructuras tridimensionales altamente
reproducibles con un tamafio de poro controlado. Estos métodos se denominaron
fabricacion de “Solid free form” (SFF) (Cesarano, Segalman & Calvert 1998, Smay, Cesarano
& Lewis 2002, Miranda et al. 2006, Saiz et al. 2007).

El “robocasting” es una técnica de fabricacién SFF que consiste en la deposicion
mediante un robot de una suspension coloidal altamente concentrada (denominada “tinta”)
del material ceramico, capaz de soportar su propio peso mediante el ensamblaje. La tinta se
deposita en forma de barras, a través de un inyector, creando la estructura tridimensional
deseada. Todo este proceso estd controlado por ordenador donde previamente se ha
programado el disefio de la estructura en capas. Esta técnica, al contrario que otras técnicas
de SFF, permite utilizar tintas a base de agua con un minimo contenido orgénico (< 1% en
peso). Ademas no necesita el empleo de ningtin molde por lo que todas estas caracteristicas
resultan atractivas para emplearla como técnica de fabricaciéon de implantes ceramicos

porosos.

4. OBJETIVO PARCIAL: APLICACION CLiNICA DE rhBMP-2

Estos implantes ceramicos tridimensionales se han caracterizado en relacion a sus
propiedades mecanicas (Miranda et al. 2008, Miranda, Pajares & Guiberteau 2008, Miranda
et al. 2007, Perera et al. 2010). Sin embargo, aunque existen algunos estudios de implantes
disefiados por SFF que evaliian sus propiedades biologicas in vitro y su posible actividad in
vivo (Chu et al. 2002, Habibovic et al. 2008, Becker et al. 2009, Kim et al. 2010, Kang et al.
2011, Simon et al. 2007), no se dispone de suficiente informaciéon para confirmar su

idoneidad en su aplicacién en clinica.

Por este motivo, el objetivo de este apartado es determinar la biocompatibilidad y
bioactividad de estos soportes ceramicos fabricados mediante robocasting y de este modo,
poder acercarnos hacia su posible viabilidad en clinica. Para ello se muestran estudios tanto
in vitro como in vivo, ademas de una cirugia maxilofacial en cerdos como modelo para su
aproximacion a la posible aplicacion clinica. También, se presentan ensayos incorporando
a dicho material un factor osteoinductivo como es la BMP-2, y se evaliian los beneficios que
dicha adicién pueda proporcionar ya que se conoce que la combinacién de ceramicas junto
con este factor de crecimiento mejora la oseointegracidn (Abarrategi et al. 2008a, Hoshino

etal. 2006, Jingushi et al. 2002, Liang et al. 2005).
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II. MATERIALES Y METODOS

1. FABRICACION “SCAFFOLDS”

Se empled ceramica en polvo disponible comercialmente (Fluka, Buchs, Suiza) con
un tamafio de particula de 1,8+0,8 um para la preparacién de la tinta del robocasting. Se
realiz6 un scaffold con 44 capas empleando un Robocad 3.0 (3D Inks, Stillwater, OK, USA)
con un disefio informatico en el cual el espacio de las capas era de 225 um y el espacio en
plano entre el centro de un cilindro y el centro del cilindro contiguo era de 400 pm. Se fueron
formando mediante inyeccién por una jeringa del sistema de robocasting los cilindros de
250 um de didmetro que formardn la estructura tridimensional. Estas barras se fueron
depositando en un bafio de aceite para evitar su secado durante el ensamblaje. Una vez
formada la estructura, se secd al aire a temperatura ambiente durante 24 horas y
posteriormente se sometieron a una temperatura de 4002C durante 1 hora para evaporar
las sustancias organicas presentes en la muestra. Finalmente, las muestras se trataron a
1.3009C durante 2 horas para su sinterizacién y de este modo, formar una estructura
compacta. Las estructuras se cortaron en piezas de un tamafio de 0,3 x 0,3 x 0,3 cm y piezas
de 1,5x 0,9 x 0,9 cm para cirugia en cerdos. Para su empleo en estudios in vitro e in vivo las

piezas se esterilizaron a 3002C.

Jeringa

Borqulla Tinta
conica

ceramica

aceite

Figura 65. Esquema del
proceso de fabricacion de
ceramicas por el método de
robocasting.
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Este procedimiento de fabricacién de scaffolds se desarrolld gracias a la
colaboraciéon del grupo de Pedro Miranda en el Departamento de Ingenieria Mecanica,
Energética y de los Materiales de la Universidad de Extremadura. Dicho procedimiento se
encuentra descrito de forma mas detallada en bibliografia (Miranda et al. 2006, Miranda et

al. 2008).

2. INCORPORACION DE rhBMP-2 A LAS CERAMICAS

La proteina rhBMP-2 se obtuvo segun se indica en el capitulo 1 de este trabajo. Se
incorporo a las ceramicas por adsorcion sobre la superficie (500 pg/ceramica). Para ello se
sumergié cada pieza en 400 plL de una solucién de rhBMP-2 en acido acético 50mM a una
concentracién de 1,25 mg/mL. Posteriormente las cerdmicas se secaron en una cabina de
flujo laminar vertical en condiciones estériles y a temperatura ambiente. Se midi6 la
absorbancia a 280 nm de la solucién de proteina remanente para asegurarnos que toda la
rhBMP-2 habia quedado absorbida sobre la superficie de la muestra. Este procedimiento se
describe en trabajos previos sobre otro tipo de ceramicas porosas (Abarrategi et al. 2008a).

Para el modelo de implantaciéon en cerdos, la rhBMP-2 fue incorporada a las
ceramicas utilizando el quitosano como transportador del mismo modo que se detalla en
trabajos anteriores (Abarrategi et al. 2008b, Abarrategi et al. 2009, Lopez-Lacomba et al.
2006). De esta forma se cre6 un recubrimiento sobre dichas cerdmicas de

quitosano/rhBMP-2 (1 mg rhBMP-2 / ceramica).

3. CARACTERIZACION DE LAS CERAMICAS

3.1. Tomografia microcomputarizada (p-CT)

Se utilizé un microtomoégrafo computarizado (eXplore Vista, GE) para el estudio no
destructivo de la estructura tridimensional de las ceramicas. Las imagenes de rayos X se
obtuvieron con los siguientes pardmetros: voltaje del tubo 50 kV y amperaje del tubo 200
HA. Se emple6 una rotacion angular de barrido de 180° con un incremento angular de 0,40°
y una resolucién de 50 um. Los datos se transformaron en imagenes binarias (8-bit
imagenes BMP) para el posterior procesamiento y reconstruccién en imagenes
tridimensionales empleando el programa MicroView ABA 2.2 (GE Healthcare) (Molecular

Imaging Core Unit, Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas, Madrid).
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3.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las muestras se metalizaron con oro en un equipo Pelco 91000. Posteriormente se
empled un microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL JSM-6330F para visualizar la
superficie de las cerdmicas a distintos aumentos (ICTS, Centro Nacional de Microscopia

Electrénica, UCM).

4. ESTUDIOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE LAS CERAMICAS IN VITRO

Se realizaron los ensayos celulares con la linea C2C12, la cual fue propagada y
cultivada en las mismas condiciones que se ha indicado en el capitulo 1.

Cada ceramica previamente esterilizada se introdujo en placas de cultivo con
pocillos de 1 cm2. Se sembraron 50.000 células por muestra y se afiadi6 a cada pocillo 400
uL de medio de cultivo. Se cultivaron a 372C y 5% de CO;. Previamente a la realizacién de
cada ensayo de medida, las ceramicas fueron transferidas a un pocillo de una nueva placa
de cultivo para evitar resultados erréneos originados por las células adheridas a la
superficie de la placa de cultivo y no a la ceramica. Todos los ensayos fueron realizados por

triplicado con sus controles correspondientes.

4.1. Estudio de la morfologia celular

Tras cultivar las cerdmicas con células, éstas se fijaron con formaldehido 3,7%.

Para la observacion de las células por SEM (JEOL JSM-35 CF) se sometieron las
muestras tras la fijacién con formaldehido a una deshidratacién mediante un gradiente de
alcoholes y posteriormente se metalizaron con oro (Pelco 91000).

Para el estudio de las células por microscopia confocal se emplearon dos tinciones:
Texas Red-Phalloidin (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) para la detecciéon de la
Actina-F y Hoechst (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) para la tincién de los ntcleos
celulares. Tras la fijacidn por formaldehido, las muestras se sometieron a dos lavados con
PBS. Se incubaron con una solucién de 0,1% de Triton X-100 en PBS durante 5 minutos y se
lavaron nuevamente con PBS. Por dltimo las ceramicas se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en ausencia de luz, con la solucién de teftido (25 pL de Texas Red-
Phalloidin y 2,5 pL. de Hoechst en 1 mL de PBS). Antes de la observacién al microscopio las
muestras se lavaron con PBS para eliminar el exceso de reactivo. Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio confocal Leica SP2 y se analizaron empleando el programa

Leica LCS Lite (Citometria y Microscopia de Fluorescencia, UCM).
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4.2. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular fue estudiada con el ensayo de calceina (Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA) tras tres dias de cultivo. Se elimin6 el medio de cultivo de cada
ceramica y se reemplazo por 200 pL de calceina en PBS (2,5 pg/mL). Se incubaron las
muestras 15 minutos a 372C. Las imagenes se realizaron con un microscopio de

fluorescencia Olympus BX51 y se procesaron con el programa de Imagen Cell*D.

4.3. Ensayo de proliferacion celular

Para el estudio de la proliferacion celular se realizaron dos ensayos colorimétricos.
Empleando el reactivo MTS se evaluda la actividad mitocondrial celular y, por tanto, esta
directamente relacionado con el nimero de células viables. Es una variacién del ensayo de
MTT pero en un solo paso. En este ensayo el reactivo MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol) suplementado con metasulfato de
fenazina (PMS) es reducido mediante la acciéon de deshidrogenasas mitocondriales al

compuesto soluble de formazan.

/ N \l\{
N=N®
T N
CH N=N ch,
MTS Formazan

Figura 66. Estructura de la sal de tetrazolio y el producto de formazan.

Para la realizacion del ensayo de MTS se sigui6 el protocolo de proliferacion celular
descrito por el fabricante (Aqueous MTS Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega,
Madison, WI, USA). Las ceramicas se transfirieron a una nueva placa de cultivo y se anadio
100 pL de MTS reconstituido en 1 mL de medio de cultivo. Se incubaron a 372C durante 90
minutos. Posteriormente el medio de cada muestra se anadié a una nueva placa para
realizar la medida de absorbancia a 460 nm empleando un lector de microplacas (Biotek
FL-600).
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Con el reactivo de Alamar Blue se determina la actividad metabdlica de las células,
concretamente el poder reductor de las mismas, y en consecuencia también se relaciona con
la cantidad de células viables. Este reactivo contiene un indicador REDOX que cambia de
color y emite fluorescencia en respuesta a una reducciéon quimica en el medio de cultivo

(Lancaster, Fields 1996).

?@
S
HO O (@) HO (@) (@)
Resazurina Resorufina

Figura 67. Estructura de los compuestos presentes en la reaccion del ensayo de

Alamar Blue.

Para la realizacion del ensayo de Alamar Blue (Life Technologies, Biosource,
Camarillo, CA, USA) se siguié el mismo procedimiento que en el caso del MTS: se
transfirieron las ceramicas a una nueva placay se anadié el reactivo Alamar Blue en el medio
de cultivo celular (en una proporcién 1:10). Se incubaron las muestras a 37°C durante 2
horas y el medio fue traspasado a otra placa para medir la absorbancia a 590nm.

En ambos casos, para poder cuantificar la cantidad de células los datos se restaron

al blanco sin células y se interpolaron a una curva patrén de cada ensayo.

5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD IN VITRO DE rhBMP-2 INCORPORADA EN LAS
CERAMICAS

La actividad de la proteina adsorbida en las ceramicas se evalué mediante el ensayo
colorimétrico de actividad fosfatasa alcalina. Dicho ensayo se realiz6 siguiendo el protocolo

descrito en el capitulo 1 de este trabajo.
6. ENSAYOS IN VIVO

La manipulacion animal y los procedimientos experimentales se realizaron
siguiendo la normativa ética de la Comunidad Europea referentes a la protecciéon de los

animales utilizados en experimentacién y, por tanto, fueron aprobaron por el Comité de

Experimentacion Animal de la Universidad Complutense y por el Hospital Clinico San Carlos.
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6.1. Experimentacién en modelo de conejo

Para el estudio in vivo se emplearon conejos machos de raza Neozelandesa de unos
3 kg de peso. Los conejos se anestesiaron por inyeccion intramuscular de Rompun al 2%
(Xylazina, 1mL/10kg, Bayer) e Imalgene 1000 (Ketamina 20mg/kg, Merial). El &rea a operar
se rasur6 y se lavé con solucion antiséptica (Betadine, 10% povidona yodada, Meda
Manufacturing, Francia). Para la implantacién muscular se realiz6 una incision en el tejido
muscular dorsal y se insertaron las ceramicas control (n=6) y las ceramicas con rhBMP-2
(n=6). Para la implantacion en hueso, se realiz6 mediante una incisién en el periostio de la
meseta tibial y posteriormente, se perforé un orificio empleando una trefina para la
insercion de la muestra. Se coloco la ceramica control en el fémur izquierdo (n=6) y la
ceramica con rhBMP-2 en el fémur derecho (n=6). En todos los casos, las heridas se cerraron
mediante sutura. Todos los animales fueron sacrificados a las 3 semanas tras la operacion y
las muestras se extrajeron y se fijaron en una solucién de formol para la realizacion de los

estudios posteriores.

6.2. Experimentacion en modelo de cerdo

Para la realizacién de estos ensayos se emplearon ocho cerdos. Estos fueron
anestesiados con una mezcla de Medetomidina (0,03 mg/kg de Domtor®, Pfizer, Dublin,
Irlanda), ketamina (10 mg/kg de Detolar®, Pfizer) y sulfato de atropina (0,02 mg/kg
Atropina Braun®, Braun Surgical SA, Rubi, Barcelona) mediante inyeccién intramuscular.
Durante la intervencion quirurgica los animales se monitorizaron y la anestesia se mantuvo
con Propofol 1%. Se realizaron 2 defectos en cada sujeto (1,5 cm x 1 cm x 1 cm) en la zona
de la encia por debajo de la raiz del diente del maxilar superior (figura 68). Se insertaron
dos tipos de ceramicas: ceramicas de robocasting (1,5 cm x 0,9 cm x 0,9 cm) que se fijaron
con la ayuda de 2 tornillos de titanio y ceramicas Bio-Oss® que se cortaron para adaptarlas
al tamafio del defecto y se fijaron con pegamento quirturgico (Histoacryl® surgical glue,
Braun Surgical, Tuttlingen, Germany). Tras la operaciéon los animales se trataron
diariamente con amoxicilina (7 mg/10 kg) y acido clavulanico (1,75 mg/19kg de Syinulox®,
Pfizer) por inyeccién intramuscular durante 7 dias. A los 3 meses de la intervencion los
animales se sacrificaron por inyeccidn intravenosa de 100 mg/kg de pentobarbital sédico.

Las muestras se extrajeron y se realizé una evaluacion por p-CT e histolégica de las mismas.
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Figura 68. Radiografia del
maxilar del cerdo. Marcado
con el recuadro rojo la zona
extraida para la realizacidon
del defecto.

p-CT de las muestras: antes del estudio histolégico se realizé tomografia
computarizada (pu-CT) de las muestras del mismo modo que se ha descrito anteriormente.
Tanto las medidas como la reconstruccion tridimensional de las imagenes se realizaron con
el programa MicroView ABA 2.2 (GE Healthcare) (Molecular Imaging Core Unit, Centro
Nacional de Investigaciones Oncolégicas, Madrid). Se calcul6é la media y la desviacién
estandar de dos de los parametros medidos: volumen de hueso y contenido mineral de
hueso. Dichos estudios estadisticos se realizaron con el programa Graph Pad Prism version
5.0 (Graph Pad Software, San Diego, California, USA). Se realiz6 un analisis ANOVA con un
test post-hoc Dunnet entre todos los tratamientos y las muestras control (sin implante). Las

diferencias significativas se expresaron como: * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.

6.3. Evaluacion histolégica

Las muestras se fijaron en una solucién de formol al 10% y posteriormente se
decalcificaron con 10% de acido nitrico durante 3 dias. Tras la decalcificacion, las muestras
se deshidrataron y se embebieron en parafina. De cada muestra se cortaron laminas
longitudinalmente y en varias series. Estas laminas se tifieron con las tinciones
convencionales de Hematoxilina & Eosina y Tricromico de Masson. Las muestras se
examinaron y observaron empleando un microscopio Olympus BX51 y se procesaron con el
programa de Imagen Cell*D. Todo el proceso histolégico fue realizado por el servicio de

histologia de Dominion Pharmakine (www.pharmakine.com).
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio * desviacidn estandar. Los andlisis de
ajustes de datos se llevaron a cabo empleando el programa GraphPad Prism version 4. La
comparacion entre dos grupos fue realizada por test de Student y para analizar dos grupos
de variables se realizé el analisis de la varianza (ANOVA) y el test post-hoc de Bonferroni.

Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos con un P < 0,05.
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1. MORFOLOGIA DE LOS SOPORTES CERAMICOS

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Como hemos indicado en el apartado de Materiales y Métodos de este mismo

capitulo el proceso de fabricacion de estos materiales ceramicos de SFF junto con sus

propiedades fisicas han sido descritos previamente en varias publicaciones (Miranda et al.

2006, Miranda et al. 2008, Miranda, Pajares & Guiberteau 2008, Miranda et al. 2007).

Para el estudio de sus propiedades de biocompatibilidad es necesario estudiar la

morfologia de dichas estructuras. Se conoce que la geometria de la cerdmica, concretamente

su porosidad, es muy importantes para la adhesién celular y los procesos de proliferacion

(Perera etal. 2010, LeGeros, Daculsi & LeGeros 2008, Daculsi et al. 2008).

Por este motivo, se emplearon dos técnicas para analizar tanto la morfologia de la

ceramica como las medidas de su estructura (SEM y u-CT).

Medidas

Diametro del cilindro
(um)

Distancia entre
cilindros (um)

Porosidad (%)

210+ 10

100+ 20

34

200+ 25

110+ 30

41

Figura 69. Ceramicas fabricadas por
SFF. A) Imagenes de SEM; B)
Imagenes de p-CT; 1: Ceramica
entera; 2: vista superior del plano;
3: vista de un corte. A la izquierda
tabla con las medidas estructurales
obtenidas por las dos técnicas de
imagen.
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En la figura 69 se observan distintas imagenes de las muestras empleadas. Las
imagenes A1 y B1 muestran una vision macroscopica de la estructura completa de la
cerdmica mientras que las imagenes A2 y B2 se refieren con mas detalle a la parte superior
de la superficie. A su vez, en las figuras A3 y C3 se puede apreciar la estructura interna de
las ceramicas ya que se corresponden con una vista de un corte transversal de las muestras.
De este modo, en dichas imagenes se puede apreciar la disposicién de los cilindros en las

distintas capas y se pueden obtener medidas de la estructura (figura 69).

2. ENSAYOS IN VITRO DE BIOCOMPATIBILIDAD

Los estudios in vitro empleando técnicas de cultivo celular, tienen la ventaja de
proporcionar un ambiente definido donde se pueden estudiar las interacciones entre el
material y las células. Estos estudios permiten tanto la visualizacion a nivel microscépico de
la disposicién de las células sobre la estructura de la cerdmica, como la evaluacion de la

adhesion celular, viabilidad, proliferacién y migracién de las células en dicho material.

Para estudiar la adhesién y colonizacidn celular en las ceramicas, se empleo la linea
celular pre-mioblastica C2C12. Ademas dicha linea celular posee la capacidad de
diferenciacion hacia el fenotipo osteoblastico bajo la accion de la BMP-2 tal y como hemos

indicado en los capitulos anteriores de este trabajo.

En unos primeros ensayos se evalué la capacidad de adhesidon de las células. Se
emplearon diferentes métodos para detectar las células sobre la superficie de las ceramicas.
Un primer analisis se realizo por SEM para observar la estructura de las ceramicas control
(sin células sembradas en su superficie) y de aquellas en las que se habian sembrado y
cultivado células durante 7 dias. Se pudo apreciar que las ceramicas control presentan en
su superficie un patrén de marcas transversales (figura 70A). Cabe destacar como en las
ceramicas cubiertas con células (figura 70B), éstas se disponian siguiendo el mismo patrén

irregular de la superficie de los cilindros.
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N
)

SE( 20.0kV X200 100um WD 34.8mm = 10.0kV X200 100pm WD 352mm

Figura 70. Imagenes de SEM. A) Ceramica control. B) Ceramica sembrada con células.
Las flechas sefialan el patrén de extrusion de la superficie de la cerdmica y la morfologia

que adoptan las células en su crecimiento que coincide con dicho patrén.

Por otro lado, para visualizar la morfologia de las células y la adhesion de éstas en
una imagen mas definida de los distintos planos de la muestra se realiz6 microscopia
confocal. Parala observacion de las células, se llevé a cabo una tincidn tanto del niicleo como
de la F-actina presente en el citoesqueleto celular. De este modo, se pudo apreciar
nuevamente como las células tras 7 dias de cultivo cubrian completamente la superficie del
material observandose, incluso, el anclaje de éstas entre los cilindros de la estructura (figura

71).

Figura 71. Imagen de microscopio confocal de la ceramica sembrada con células.

En rojo el citoesqueleto celular y en azul el ntcleo.
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Esta misma disposicion de las células se observdé mediante microscopio de
fluorescencia con la tincion de calceina. Dicha tincidn revela la viabilidad celular ya que
utiliza un sustrato que por la accién de enzimas presentes en las células (esterasas) da lugar
a un producto fluorescente detectable al microscopio. Por tanto, sélo se apreciaran aquellas
células vivas adheridas a la superficie de la ceramica. En la imagen 72A se observa como la
fluorescencia esta presente en la totalidad de la cerdamica, lo que indica que las células
cubrian toda la superficie de los cilindros que componen la ceramica. Ademas apreciamos
en una vision mas detallada (figura 72B) que dichas células seguian la disposicion
anteriormente mencionada en las imagenes de SEM. La misma muestra fue tefida a su vez,

con el reactivo de Hoechst para distinguir la presencia de los ntcleos celulares (figura 72C).

Figura 72. Ensayos de viabilidad celular. Imagenes del microscopio de fluorescencia.

A) Ensayo de calceina de la cerdmica sembrada con células. Las células viables
presentan fluorescencia de color verde. B) Imagen a mayor aumento de la misma
ceramica sembrada. La flecha indica la disposicién de las células sobre la ceramica. C)

Ensayo de Hoechst para la misma ceramica. En color azul los nucleos celulares.

Estos ensayos demuestran la idoneidad de este tipo de ceramicas ya que permiten

no sélo la adhesion celular sino el crecimiento y viabilidad de éstas.

Sin embargo, uno de los factores limitantes del empleo de materiales porosos es la
posibilidad de migracién de las células hacia el interior de la estructura. En estos primeros
ensayos se ha podido apreciar como las células se anclaban entre los cilindros. Sin embargo,

estas imagenes no dan informacién suficiente para poder comprobar si las células
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penetraban en el interior de la ceramica. Para ello, se realizé un examen histolégico de un
corte transversal por el centro del material previamente sembrado y cultivado con células.
En la figura 73A se observa en negro el area de estudio histolégico mientras que la figura
73B muestra la tinciéon de Hematoxilina/Eosina realizada en dicho corte. En ella se aprecian
las células tefiidas de color morado confirmando la presencia de éstas en el interior de la
ceramica. Asi podemos afirmar que las células no sélo se adhieren a la superficie del
material sino que también penetran en su interior colonizando la totalidad de la estructura

(Abarrategi et al. 2012).

Figura 73. A) Representacion esquematica de la ceramica de SFF. Sefialado en

negro el area objeto de examen histol6gico. B) Histologia del corte de la ceramica.
Sefialado con asteriscos (*) los cilindros de la ceramica. En color morado las células

presentes en el interior de la estructura.

Sin embargo, a pesar de haber comprobado la adherencia de las células al material,
para poder demostrar su biocompatibilidad es necesario evaluar la proliferacién celular
sobre dicha estructura. Para ello se cuantificé mediante ensayos colorimétricos el nimero
de células adheridas a la ceramica a distintos dias de cultivo. Se utilizaron dos métodos
indirectos de proliferacion celular, el ensayo de MTS y en el ensayo Alamar Blue. Ambos
determinan el poder reductor de las células por lo que siempre se refieren al nimero de
células viables. En los resultados obtenidos (figura 74) se observé cémo al inicio del ensayo
se encontraban adheridas alrededor de 10.000 células mientras que a medida que
aumentaban los dias de cultivo dicho valor aumentaba. Ademas cabe destacar cémo los
valores obtenidos en ambos ensayos eran similares, exceptuando el dato de 3 dias en el que

obteniamos un valor mayor para el ensayo de Alamar Blue. Este dato puede ser debido
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simplemente a la mayor sensibilidad de dicho ensayo en comparaciéon con MTS (Hamid et

al. 2004).

140.000 -
B MTS EALAMAR BLUE

120.000 -

Control Células

100.000 -+
MTS 80.000 -

60.000 +

n2 células

Alamar Blue 40.000 -

20.000 -

0 4
1 3 5 7 9
dias de cultivo

Figura 74. Ensayos colorimétricos de cuantificacion celular. A la izquierda se
muestran los pocillos de ceramicas control y con células tras la realizacion de los
ensayos de MTS y Alamar Blue. Se observa la diferencia de color entre éstos. A la

derecha la representacién de los datos obtenidos en los distintos ensayos.

Por tanto, los resultados indican que ademas de adherirse al material, las células
tienen la capacidad de proliferar sobre éste por lo que se confirma la biocompatibilidad de

dichas ceramicas de SFF.

3. ESTUDIO IN VITRO DE ACTIVIDAD TRAS LA INCORPORACION DE rhBMP-2

En el campo de la ingenieria de tejido 6seo se pretende mejorar las propiedades de
estos materiales cerdmicos incorporandoles factores de crecimiento capaces de
proporcionarle un mayor efecto osteoinductivo (Bose, Tarafder 2012). Uno de los factores
mas estudiados es la BMP-2 (Abarrategi et al. 2009, Jingushi et al. 2002, Liang et al. 2005,
Yamamoto, Tabata & Ikada 1998, Nakamura et al. 2003, Hall et al. 2007). Estos factores
pueden ser incorporados al material por medio de adsorciéon directa o mediante un
transportador (Kuboki, Jin & Takita 2001, Lan Levengood et al. 2010, Lépiz-Morales et al.
2010, Mourifo, Boccaccini 2010). Han sido descritos diversos estudios referentes a la
liberaciéon de BMP-2 adsorbida desde otros materiales ceramicos (Abarrategi et al. 2008a,

Yuan et al. 2001) y a su vez también se han publicado articulos sobre la liberacién de dicho
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factor desde un transportador como el quitosano (Abarrategi et al. 2008b, Abarrategi et al.
2009, Lopez-Lacomba et al. 2006). Por este motivo, en el presente trabajo se han
seleccionado ambos métodos de incorporacién de la rhBMP-2 a las ceramicas de SFF.

Para el estudio in vitro del efecto de larhBMP-2 en las ceramicas se empled el ensayo
de fosfatasa alcalina. De este modo, se midieron los niveles de dicho marcador en las células
adheridas a los materiales tras varios dias de cultivo (1, 5y 9 dias). En la grafica de la figura
75, se aprecia cdmo los niveles de fosfatasa alcalina se detectaron al quinto dia de cultivo y
aumentaban al noveno dia. Ademas dichos niveles estaban presentes en ambas formas de
incorporacién de la rhBMP-2 a la ceramica: por adsorcién y por inclusién en el quitosano
como material de recubrimiento de la ceramica. Sin embargo, no existia actividad fosfatasa
alcalina en las células adheridas sobre las ceramicas control, es decir, aquella a la que no se
le ha afladido rhBMP-2. Estos resultados indican que la rhBMP-2 presente en dichos
materiales conserva su actividad y, por tanto, induce la diferenciacién dsea en ensayos in

vitro.

Hcontrol CrhBMP-2 BQ/rhBMP-2

A405

1,5 | L

0,5 A

0 I*Il_-_l— . | — | | — |
1 5 9
dias de cultivo

Figura 75. Ensayo de actividad fosfatasa alcalina. Representacion de los datos
obtenidos a distintos tiempos de ceramicas control, cerdmicas con rhBMP-2 y

ceramicas con rhBMP-2 incorporada mediante recubrimiento de quitosano.

Por tanto, todos los resultados obtenidos en los ensayos in vitro confirman que los
materiales ceramicos de SFF poseen propiedades adecuadas para permitir la adhesion,

proliferacidn e incluso diferenciacién celular.
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4. ENSAYOSINVIVO

La principal aplicacion de las estructuras cerdmicas es la regeneracion désea. Sin
embargo, es necesario un estudio exhaustivo de dichos materiales para poder dirigirlos a
una aplicacién en clinica. Por esta razon, se han abordado distintos modelos animales para
evaluar las propiedades y comportamiento de dicho material y se ha estudiado el efecto
osteoinductivo de las ceramicas con rhBMP-2. En el caso del modelo de conejo se emplearon
ceramicas con la rhBMP-2 adsorbida, mientras que para el modelo de cerdo la proteina se

incorporo a la ceramica con el quitosano como transportador.

4.1. Modelo de implantacién en musculo de conejo

Un primer estudio se realiz6 en una localizacién ectdpica ya que es un buen modelo
para evaluar el comportamiento de las ceramicas implantadas en ausencia de los factores
de crecimientos innatos presentes en condiciones in vivo. Con este ensayo se pretendia
evaluar tanto el efecto conductivo proporcionado por la estructura del material asi como el
efecto osteoinductivo en aquellas ceramicas a las que se le habia incorporado la rhBMP-2.
Para ello se implantaron distintas muestras en el tejido muscular dorsal de conejo. Las
muestras estuvieron implantadas durante 3 semanas y pasado dicho tiempo se realizé un
estudio histolégico de la zona operada. En la figura 76 se puede apreciar las imagenes
obtenidas de las muestras control y con rhBMP-2 tefiidas con dos tinciones diferentes:
Hematoxilina/Eosina y Tricromico de Masson. Las ceramicas control mostraron una matriz
de tejido muscular en el interior del material (figura 76A) junto con la presencia de tejido
fibroso. Por el contrario, el aspecto de las muestras de ceramica con rhBMP-2 era muy
diferente. No se apreci6 esa invasion de tejido muscular, sin embargo, aparecié una
coloracién verde correspondiente a la presencia de colageno. Ademas se observé tejido
graso y vasos sanguineos con acumulos de células rojas (figura 76B). Tanto el colageno
como la presencia de nuevos vasos sanguineos y tejido graso indicaron la formacion de

hueso ectépico en el lugar de implantacion de la cerdmica.
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Figura 76. Implantacion de ceramicas en misculo de conejo. En la parte superior

imagenes del procedimiento quirurgico realizado. A) Ceramicas control. B) Ceramica
con thBMP-2. 1) tincién Hematoxilina & Eosina. 2) Tincién Tricromico de Masson.
Sefialado con linea discontinua el limite de la estructura implantada. M: tejido muscular.
F: tejido fibroso. Los espacios circulares vacios corresponden a los cilindros del
material. Las flechas (—) indican el tejido 6seo de nueva formacion tefiido de color

verde. Los asteriscos (*) muestran los vasos sanguineos en tejido medular. El simbolo

“>” sefala las células rojas sanguineas.

4.2. Modelo de implantacion en hueso de conejo

En un segundo modelo in vivo se escogi6 la tibia de conejos para poder estudiar el
comportamiento del material en una localizacion ortotépica. Para ello, se cre6 un defecto
del tamafio de la ceramica en la tibia y se implantaron las muestras. La figura 77 muestra
las imagenes del modelo quirtrgico realizado. A las 3 semanas de la cirugia se extrajeron las

muestras y se analizaron. La cerdmica control present6 una buena integracion de ésta en el

201



Aplicacion clinica de rhBMP-2

hueso (77A.1). Sin embargo, en la ceramica tratada con rhBMP-2 se observé ademas, una
alta formacion de hueso tanto alrededor como en la parte superior de la cerdmica que
dificulta su visualizacion (77B.1). Posteriormente se analizaron las muestras por p-CT y se
confirmo lo que se advertia en una primera observacion. En la figura 77A.2 se puede
apreciar como la cerdmica control se integrd en el defecto creado en la tibia pero no se formé
hueso alrededor de la ceramica. Esto no ocurre en el caso de la ceramica con rhBMP-2 ya

que se observo como dicha estructura estaba rodeada de hueso nuevo (77B.2).

Por otro lado, se estudiaron las muestras desde el punto de vista histologico y se
obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el modelo de implantaciéon en musculo
(figura 77A.3 y 77B.3). En las ceramicas control aparecia tejido fibroso en el interior de la
estructura mientras que en el caso de la ceramica con rhBMP-2 predominaba el tejido 6seo
(color verde) formado entre los cilindros que componen el material. También en este ultimo
caso, se pudo apreciar la presencia de tejido medular graso y vasos sanguineos pero de

forma minoritaria ya que existia una abundante formacién de hueso.

Todos los resultados obtenidos en los estudios in vivo en conejo indican que la
estructura porosa del material permite la colonizacion del tejido circundante al interior de
la estructura. Esto ocurre en las ceramicas control ya que se aprecia una invasién del tejido
muscular incluyendo la aparicién de tejido fibroso. Ademas, a la vista de los resultados se
comprueba la influencia significativa de la rhBMP-2 en dichos materiales ya que
permitieron la formacidn de tejido 6seo nuevo en el interior de la cerdmica. Este hecho y la
aparicion de tejido medular graso con vasos sanguineos entre el hueso de nueva formacion
sugiere que las ceramicas activadas con rhBMP-2 poseen una importante capacidad

osteoinductora in vivo (Kuboki, Jin & Takita 2001, Lan Levengood et al. 2010).
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Figura 77. Implantaciéon de ceramicas en hueso de conejo. En la parte superior

imagenes del procedimiento quirurgico realizado. A) Ceramicas control. B) Ceramica
con rthBMP-2. 1) apariencia de las muestras en el momento de su extraccidn. 2)
Imégenes obtenidas por p-CT. 3) Imagenes histologicas de la tincién Tricromico de
Masson. En las figuras A.3 y B.3 se observa el tejido formado en el interior de la
estructura en ambos casos. Los espacios circulares vacios corresponden a los cilindros

del material. Aparece de color violeta el tejido fibroso y de color verde el tejido dseo.
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4.3. Modelo de implantacion en maxilar de cerdo

Puesto que en odontologia uno de los principales problemas es la falta de volumen
de hueso en la zona de trabajo, se utiliz6 como modelo de cirugia defectos de mayor tamafio
que en el caso del modelo en conejo y esta vez en el maxilar superior (figura 78). Para ello
se emplearon cerdos como sujeto animal debido a su similitud fisioldgica con la especie
humana. De este modo, se estudié la posible aplicaciéon clinica de las ceramicas de

robocasting.

Figura 78. Imagenes del procedimiento quirtrgico realizado en cerdo. Extraccién

del defecto en el maxilar superior.

Para el estudio se utilizaron tanto cerdmicas control como cerdmicas con la rhBMP-
2 incorporada utilizando como transportador el quitosano. Se fabricaron y disefiaron con la
forma adecuada para poder ser implantadas como relleno éseo en el maxilar. Asi en el
maxilar superior de los sujetos se creé un defecto del tamafio de la ceramica y se fijé ésta
por medio de dos implantes de titanio. En la figura 79 se muestran imagenes de la estructura

implantada y de la intervencion realizada.
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Figura 79. Implantacion de
ceramicas fabricadas por
robocasting en el maxilar
superior de cerdo. A) Ceramica
implantada e imagen microscdpica
de dicha estructura. B) Imagenes
del procedimiento quirurgico de
implantacién y fijacion mediante
tornillos de titanio.

También se implantaron con objeto comparativo bloques de ceramica disponibles
actualmente en clinica (Bio-Oss®). Se emplearon bloques control y bloques con rhBMP-2
incorporada del mismo modo que las ceramicas objeto de estudio. Dicho material posee una
estructura de poros interna irregular y se adapt6 al tamafio del defecto creado en el maxilar
mediante pulido mecanico. Ademds se inmovilizaron en la zona de forma diferente a las
ceramicas de robocasting ya que se empled pegamento quirurgico. En la figura 80 se

observa la estructura interna del Bio-Oss®y el procedimiento de implantacién realizado.

Figura 80. Implantacion de ceramicas Bio-Oss® en el maxilar superior de cerdo. A) Imagen

microscépica de la cerdmica implantada. B) Imagenes del procedimiento quirdrgico de

implantacidn y fijacion mediante pegamento.
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Todas las muestras fueron extraidas a los 3 meses tras la cirugia. Se analizaron
mediante pu-CT y por métodos histologicos. En la figura 81 se muestra un resumen de los
resultados obtenidos. En las imagenes de p-CT se observo la diferencia del volumen de
hueso formado en los sujetos con ceramicas implantadas con rhBMP-2 con respecto a las
muestras en las que el defecto permaneci6 vacio, es decir, no se insertd ningiin material.
Ademas en las tinciones histoldgicas (Tricromico de Masson) se pudo diferenciar la
disposicién del hueso nuevo formado. Este sigui6 la estructura interior del material
implantado porlo que se observa en laimagen correspondiente a la ceramica de robocasting

como la nueva formacion de hueso presenta una distribucién regular (figura 81C.4).

Figura 81. Resultados de la implantacién de ceramicas en defectos en el maxilar

superior de cerdo. A) Muestra control: defecto vacio. B) muestra de Bio-Oss® con
rhBMP-2. C) muestra de ceramica de robocasting con thBMP-2. 1) Reconstruccién
tridimensional de imagenes de p-CT. La linea roja indica la altura del hueso formado. 2)
Imagen de p-CT de un plano de la muestra. Las lineas rojas discontinuas indican la
localizacion de la estructura implantada. 3) Imagen macroscopica de las muestras
histolégicas. Las lineas discontinuas indican la localizacién de la cerdmica. En un

recuadro sefialada la zona objeto de examen microscépico (4).
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Ademas el analisis de p-CT permitié obtener distintas medidas para evaluar los
resultados de los materiales implantados. Se analizaron 13 de las 16 muestras. En la figura
82 se exponen todos los datos obtenidos de dicho analisis observando diferencias
significativas entre los distintos tratamientos. Estas diferencias aparecen entre las muestras
en las que el defecto permanecid vacio y las muestras con ceramicas control (p < 0,05). A su
vez, dichas diferencias se acenttan entre los mencionados defectos vacios y aquellas en las
que se ha implantado las ceramicas con rhBMP-2, tanto ceramicas de robocasting como el
Bio-0ss® (p < 0,001). Por otro lado, no existen diferencias significativas entre las distintas
ceramicas (robocasting y Bio-Oss®). Esto ocurre también con aquellas a las que se ha

incorporado la rhBMP-2. Sin embargo, entre las ceramicas control y las ceramicas con

rhBMP-2 si encontramos diferencias significativas (p< 0,01).

Volumen medular Volumen trabecular
(mm3) (mm3)

Volumen de hueso Contenido mineral Volumen cortical
(mm’) del hueso (mg) (mm?)

Control vacio 474,38187 2793,23507 45,8433 72,14137 356,39718
Control vacio 526,88685 2717,63145 55,04625 102,45375 369,38685
SFF 807,4547 3893,3653 115,422 36,7875 655,2452

SFF 798,3354 3623,852 83,493 9,027 705,8154

SFF 771,7312 3973,2698 87,4395 36,5295 647,7622
SFF/BMP-2 1071,4957 6071,6906 175,7265 0,2475 895,5217
SFF/BMP-2 1100,4825 5841,9714 294,15375 1,539 804,78975
SFF/BMP-2 1069,1383 5298,2002 90,3375 104,1825 874,6183
SFF/BMP-2 1234,8813 5169,9093 51,4485 25,638 1157,7948
Bio-Oss® 708,9029 3620,5808 48,117 2,733 658,0529
Bio-Oss® 760,41225 3474,27575 94,0995 18,351 647,96175
Bio-Oss®/BMP-2 1213,9638 6011,7482 39,3075 6,018 1218,6383
Bio-Oss®/BMP-2 996,89755 4942,32605 135,52875 42,18975 789,17905

Volumen de hueso (mm?®)
Contenido mineral de hueso (mg)

Figura 82. Datos del modelo de implantacidon de ceramicas en maxilar en cerdos.
La tabla superior resume los datos obtenidos en el estudio por p-CT. Las graficas
representan las medias y la desviacion del volumen de hueso y del contenido mineral
del hueso formado. Diferencias significativas indicadas con respecto al control vacio y

entre algunas muestras: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).
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Los resultados presentados en este capitulo indican que las ceramicas fabricadas
por el método de robocasting tienen un comportamiento similar a las cerdmicas disponibles
actualmente en clinica (Bio-Oss®). De este modo, se demuestran sus propiedades
osteoconductivas y osteoinductivas en el caso de aquellas estructuras que llevan
incorporada la rhBMP-2. Sin embargo, en contraposicion al material actualmente
comercializado, estas cerdmicas de robocasting presentan la ventaja de poder estar
disefiadas con la forma adecuada a las necesidades facilitando, de este modo, el

procedimiento quirdrgico.
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IV. CONCLUSIONES

Los ensayos de este capitulo han ido orientados a estudiar la posible aplicacion
clinica de la BMP-2 en soportes ceramicos. Para ello se han estudiado las propiedades
biolégicas de las ceramicas utilizadas y su actividad tras su recubrimiento con rhBMP-2. Las

conclusiones obtenidas son:

- El método de fabricacidon de ceramicas tridimensionales por robocasting ofrece la
ventaja de poder disefiar una estructura con tamafo y porosidad adecuados a las
necesidades requeridas.

- Sehademostrado la biocompatibilidad de las matrices cerdmicas tanto in vitro como
in vivo. La estructura tridimensional estudiada permite la colonizacién del tejido
circundante hacia el interior de la ceramica, lo que implica una capacidad
osteoconductiva si se implanta en tejido 6seo.

- Laincorporacion de rhBMP-2 a las ceramicas, tanto en la superficie de la estructura
como mediante un recubrimiento de quitosano, induce la diferenciacion dsea de las
células sembradas en ensayos in vitro. In vivo, estas ceramicas activadas inducen la
formacion de tejido 6seo tanto en una localizacion ectépica como en el propio hueso.

- Se ha disefiado una ceramica especifica con rhBMP-2 para un problema clinico
concreto, como es la regeneracion de tejido 6seo en mandibula, y se han utilizado
cerdos como modelo de estudio. Este trabajo ha corroborado la potencial

aplicabilidad clinica del compuesto desarrollado.
Los resultados obtenidos sugieren que las ceramicas de robocasting con BMP-2 pueden

ser de utilidad en el campo de la odontologia, traumatologia e incluso para aplicaciones

concretas en cirugia de cancer de hueso.
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< Anexol







» SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE rhBMP-2 CLONADAS EN LOS VECTORES DE
EXPRESION

e Secuencia en vector B.S.:

GATATCATGGTGGCCGGGACCCGCTGTCTTCTAGCGTTGCTGCTTCCCCAGGT
CCTCCTGGGCGGCGCGGCTGGCCTCGTTCCGGAGCTGGGCCGCAGGAAGTTC
GCGGCGGCGTCGTCGGGCCGCCCCTCATCCCAGCCCTCTGACGAGGTCCTGA
GCGAGTTCGAGTTGCTGCTGCTCAGCATGTTCGGCCTGAAACAGAGACCCACC
CCCAGCAGGGACGCCGTGGTGCCCCCCTACATGCTAGACCTGTATCGCAGGCA
CTCAGGTCAGCCGGGCTCACCCGCCCCAGACCACCGGTTGGAGAGGGCAGCC
AGCCGAGCCAACACTGTGCGCAGCTTCCACCATGAAGAATCTTTGGAAGAACTA
CCAGAAACGAGTGGGAAAACAACCCGGAGATTCTTCTTTAATTTAAGTTCTATCC
CCACGGAGGAGTTTATCACCTCAGCAGAGCTTCAGGTTTTCCGAGAACAGATGC
AAGATGCTTTAGGAAACAATAGCAGTTTCCATCACCGAATTAATATTTATGAAATC
ATAAAACCTGCAACAGCCAACTCGAAATTCCCCGTGACCAGTCTTTTGGACACC
AGGTTGGTGAATCAGAATGCAAGCAGGTGGGAAAGTTTTGATGTCACCCCCGCT
GTGATGCGGTGGACTGCACAGGGACACGCCAACCATGGATTCGTGGTGGAAGT
GGCCCACTTGGAGGAGAAACAAGGTGTCTCCAAGAGACATGTTAGGATAAGCA
GGTCTTTGCACCAAGATGAACACAGCTGGTCACAGATAAGGCCATTGCTAGTAA
CTTTTGGCCATGATGGAAAAGGGCATCCTCTCCACAAAAGAGAAAAACGTCAAG
CCAAACACAAACAGCGGAAACGCCTTAAGTCCAGCTGTAAGAGACACCCTTTGT
ACGTGGACTTCAGTGACGTGGGGTGGAATGACTGGATTGTGGCTCCCCCGGGG
TATCACGCCTTTTACTGCCACGGAGAATGCCCTTTTCCTCTGGCTGATCATCTGA
ACTCCACTAATCATGCCATTGTTCAGACGTTGGTCAACTCTGTTAACTCTAAGAT
TCCTAAGGCATGCTGTGTCCCGACAGAACTCAGTGCTATCTCGATGCTGTACCT
TGACGAGAATGAAAAGGTTGTATTAAAGAACTATCAGGACATGGTTGTGGAGGG
TTGTGGGTGTCGCTAGGATATC

e Secuencia en vector pT7.7:

CATATGCAAGCCAAACACAAACAGCGGAAACGCCTTAAGTCCAGCTGTAAGAGA
CACCCTTTGTACGTGGACTTCAGTGACGTGGGGTGGAATGACTGGATTGTGGCT
CCCCCGGGGTATCACGCCTTTTACTGCCACGGAGAATGCCCTTTTCCTCTGGCT
GATCATCTGAACTCCACTAATCATGCCATTGTTCAGACGTTGGTCAACTCTGTTA
ACTCTAAGATTCCTAAGGCATGCTGTGTCCCGACAGAACTCAGTGCTATCTCGA
TGCTGTACCTTGACGAGAATGAAAAGGTTGTATTAAAGAACTATCAGGACATGGT
TGTGGAGGGTTGTGGGTGTCGCTAGGATATC

(Subrayado en la secuencia los sitios de restriccién de enzimas)
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> ECUACIONES DE LOS AJUSTES ESTADISTICOS CORRESPONDIENTES A LAS
CURVAS DOSIS RESPUESTA

Ecuacion Dosis-Respuesta Sigmoide (pendiente variable)
Y= Bottom + (Top-Bottom)/ (1+10” ((LogECso-X)*HillSlope))
donde: Xes el logaritmo de la concentracién o dosis

Y es la respuesta

e Actividad FA/Bradford de C2C12 con distintas dosis de rhBMP-2 almacenada

en diferentes condiciones durante 6 meses:

CONTROL-4°C-LIOF -202C
BOTTOM 0,00384 0,001824
TOP 0,1753 1,554
LOGECso 0,2216 1,716
HILLSLOPE 1,418 1,31
ECso 1,666 51,97
R? 0,9603 0,949

e Actividad FA/Bradford de C2C12 con distintas dosis de rhBMP-2 almacenada

en diferentes condiciones durante 1 aiio:

-202C
4°C LIOFILIZADO
6 meses 1 aio
BOTTOM 0,004531 0,0006958 0,001824 -0,0002114
TOP 0,1521 0,2225 1,554 0,04807
LOGECso 0,1918 0,4185 1,716 0,356
HILLSLOPE 1,803 1,241 1,31 1,666
ECso 1,555 2,621 51,97 2,27
R2 0,9624 0,9705 0,949 0,8376
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e Actividad FA/Bradford inducida bajo el tratamiento de rhBMP-2 de dos

lineas celulares:

MIOBLASTICAS OSTEOBLASTICAS
BOTTOM 0,008333 0,1018
TOP 0,2029 2,11
LOGECso 0,01596 -0,4538
HILLSLOPE 1,976 1,311
ECso 1,037 0,3517
R2 0,9659 0,8857

e Actividad FA/Bradford inducida en C2C12 bajo el tratamiento de rhBMP-2
control y rhBMP-2 lisada

rhBMP-2 CONTROL rhBMP-2 LISADA

BOTTOM 0,005907 0,1605
TOP 0,2126 0,5645
LOGECso -0,07477 -0,112
HILLSLOPE 1,227 0,3455
ECso 0,8418 0,7726

R? 0,9828 0,9839
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