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RESUMEN
Adelina Alejandra Herndndez Hurtado Fecha de Graduacion: Julio, 2013
Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio:

“Evaluacion de un Implante de Células Madre Mesenquimales Modificadas
Genéticamente con Proteinas Morfogenéticas de Huesos para la Osteogénesis en
Ovis aries”

NUmero de paginas: 68 Candidato para el grado de Doctor
en Ciencias con Especialidad en
Biologia Molecular e Ingenieria Genética

Area de Estudio: Salud

Propdsito y Método del Estudio: Introduccion. La generacién de implantes para el tratamiento
y regeneracién de afecciones del tejido dseo representan una enorme oportunidad de desarrollo e
innovacién para muchos campos de la salud humana. Metodologia: nosotros generamos un
implante de tres componentes (I-3C) constituido por células madre mesenquimales (CMMs),
transducidas ex vivo con un vector adenoviral que expresa una combinacién de las proteinas
morfogenéticas de hueso 2y 7 (AdBMP2/7), embebidas en una matriz 6sea desmineralizada (MOD).
Este implante fue probado en un modelo ovino (Ovis aries) en una lesibn sometida a carga.
Resultados: los ensayos in vitro demostraron que el tratamiento seleccionado con mayor potencial
osteogénico es el que contiene la combinacion AdBMP2/7 comprobado por PCR en tiempo real,
Western Blot y tinciones histologicas e inmunohistoquimicas para las proteinas marcadoras de
induccion a hueso, osteocalcina y colageno tipo I. El implante fue colocado en la zona de la lesién,
creada por una distraccion en la diéfisis media de la tibia. Se probaron tres grupos de
experimentacion: control 1 sin implante (S-1); control 2 implante con CMMs (I-CMMs); implante de 3
componentes CMMs modificadas genéticamente con adenovirus que expresan proteinas
morfogenéticas de hueso 2 y 7 que se encuentran embebidas en una matriz de hueso
desmineralizado (I-3C). Resultados: el seguimiento radiografico por 10 semanas después de la
distraccion 6sea demostré una reduccién en el tiempo de consolidacién del grupo I-3C. La tomografia
computarizada demostré en ese mismo grupo, una forma y estructura del hueso postmortem muy
parecida a la de una tibia sin lesidn. Estos hallazgos fueron corroborados por los ensayos de
compresion e histolégicos, demostrando que la calidad del hueso nuevo formado fue mayor que la
de los grupos sin implante y con CMMs sin modificacion genética. Contribuciones y
Conclusiones: se logré desarrollar un implante de tres componentes constituido por células madre
mesenguimales (CMMs), transducidas ex vivo con un vector adenoviral que expresa una
combinacion de las proteinas morfogenéticas de hueso 2 y 7 (AdBMP2/7), que nos permitird
continuar con los estudios clinicos necesarios para evaluar principalmente defectos en huesos y
enfermedades relacionadas con el sistema 6seo.

FIRMA DEL ASESOR:

Xi
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Tejido 6seo y su importancia.

El hueso es un tejido de soporte muy resistente que se encarga del movimiento
y mantiene la estabilidad de la postura del cuerpo.! 2 Esta constituido por tejido
conjuntivo integrado en su mayor parte por matriz 6sea compuesta por fibras de
colageno tipo | y X que constituyen la matriz organica. La matriz inorganica esta
formada en un 99% por depédsitos de fosfato de calcio en forma de cristales de
hidroxiapatita y de depdsitos amorfos. Tiene tres tipos de células: osteoblastos o
células formadoras de hueso, osteoclastos o células de reabsorcion y los
osteocitos, los cuales son las células maduras del hueso.® La mayoria de los
tejidos al sanar crean una cicatriz fibrosa; sin embargo, el hueso es el Unico tejido
capaz de regenerarse sin este tipo de cicatriz. A pesar de su estructura rigida, se
mantiene en un constante estado dinAmico que se conoce como remodelacion
O0sea. Los principios biolégicos que ofrecen la posibilidad para regenerar el
volumen del hueso perdido son la osteogénesis, la osteoinduccién y la

osteoconduccion.?
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La osteogénesis es la formacibn de nuevo hueso a partir de células
osteocompetentes (osteoblastos). La osteoinduccion permite la migracion y
proliferacion de células indiferenciadas en el sitio de la regeneracion por medio
de proteinas inductivas de hueso. La osteoconduccidon es la habilidad de un

material para operar como andamio para guiar la regeneracion tisular.* °

1.2 Terapias de regeneracion 0sea para reparar defectos en hueso.

Los defectos de hueso que resultan de una asimetria por un defecto 6seo
congénito, por un trauma, una infeccion o una reseccion de tumor, representan
un problema en el campo de la ortopedia, por lo tanto, se han empleado una gran
variedad de enfoques para mejorar la osificacion de los defectos de hueso. El
implante de hueso autélogo es considerado como el estandar de oro para el
implante 6seo. Sin embargo; este procedimiento tiene sus limitaciones, las cuales
incluyen la dimension del defecto 6seo a reemplazar y las restricciones en la
cantidad de hueso disponible. Los implantes de hueso alogénicos son una
alternativa, pero tiene riesgos de rechazo y puede haber riesgos potenciales en
la transmision de enfermedades infecciosas. Desde los afios 90s, los cientificos
han concentrado sus esfuerzos en la investigacion y exploracion de la ingenieria

de tejidos 6seos. El desarrollo de la regeneracién de tejidos basada en la terapia
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celular y génica mediada por células madre, ha mostrado ser una de las

estrategias alternativas mas promisorias en la ingenieria de tejidos.>-’

1.3Terapia celular.

El primer y muy importante paso en la ingenieria de tejidos, es la seleccion de la
fuente celular que pueda eficientemente diferenciarse a tejido éseo. Algunos tipos
celulares pueden ser usados como componentes celulares; estos incluyen
osteoblastos, células embrionarias y células madre adultas. Dentro de esos
candidatos, las células madre mesenquimales (CMMs), son muy apropiadas para
su uso en la regeneracion de hueso.? Las CMMs fueron descubiertas hace
aproximadamente 40 afios por Friedenstein y colaboradores quienes las aislaron
de médula 6sea y las describieron como células adherentes de morfologia
fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico
como osteocitos, condrocitos y adipocitos.>? En el afio 2006, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular o ISCT (Internacional Society Cellular Therapy)
propuso tres criterios para definir las CMMs: estas células deben ser adherentes
en cultivo; deben expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de
antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos,
macrofagos y linfocitos B; y finalmente, las CMMs deben ser capaces de
diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones

estandares de cultivo.8 °
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La médula 6sea es la principal fuente de aislamiento de CMMs capaces de formar
hueso in vitro. Sin embargo el procedimiento de obtencion tiene algunas
desventajas en la practica clinica: la aspiracion de médula 6sea es una técnica
potencialmente invasiva y dolorosa, e incrementa el riesgo de morbilidad e
infeccion. Por otra parte el tejido adiposo es una fuente ideal de CMMs, de facil
obtencion a través de procedimientos como liposucciéon o abdominoplastias. Al
igual que la médula 6sea, es derivado del mesodermo embriogénico y contiene
una poblacion celular estromal heterogénea. Se ha demostrado que la cantidad
de CMMs que se extrae del tejido adiposo es mayor que la médula 6sea y el
tiempo de formacién de la monocapa adherente es menor, por lo tanto disminuye

el riesgo de contaminacion celular y la pérdida del cultivo.> °

La diferenciacion ésea in vitro de las CMMs resulta de la activacion de algunas
moléculas que intervienen en diversas vias de sefializacion, por ejemplo, Cbfal
(core binding factor alpha 1) es un factor de transcripcion expresado en CMMs
muy estudiado por su poder de diferenciacién osteogénica.® 8 También la adicion
de proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs) al medio osteogénico facilita la
proliferacion y diferenciacion osteogénica de la CMMs in vitro e in vivo.® De ahi
gue las CMMs también tienen la habilidad de ser transducidas para convertirse
en un potencial vehiculo en la terapia de transferencia de genes, principalmente

en la expresion de BMPs para la reparacion de hueso.
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1.4 Factores de crecimiento. Proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs).

El hueso recién formado comienza su mineralizacion en un promedio de diez
dias. Para ello las CMMs son estimuladas principalmente por los osteoblastos;
estos liberan al medio extracelular una serie de factores como los de la super
familia de factores de crecimiento y de transformacion beta (TGF-b), dentro de
los cuales se encuentra una familia de factores bioactivos conocidos como
proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs por sus siglas en inglés). Muchos
investigadores han utilizado las BMPs para la regeneracion de hueso.'316 En el
hueso las BMPs son producidas por las células osteoprogenitoras, osteoblastos,
condrocitos y plaquetas. Después de su liberacion, la matriz extracelular funciona
como un almacenamiento temporal de BMPs. Los efectos regulatorios de las
BMPs dependen del tipo de célula blanco, su estado de diferenciacion, la
concentracion local de BMPs, o bien de las interacciones con otras proteinas
secretadas. Las BMPs inducen una cascada secuencial de eventos que llevan a
la condrogénesis, osteogénesis, angiogénesis y sintesis controlada de matriz

extracelular.16

Las BMPs ejercen sus efectos a través de la unibn como dimeros a sus
receptores serina/treonina cinasa tipo | y I, formando un complejo oligomérico.
Los receptores tipo Il son constitutivamente activos y fosforilados y por lo tanto

activan a los receptores tipo |. Posteriormente la activacion de los receptores tipo
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| fosforilan a proteinas efectoras intracelulares como el receptor-regulador Smads
(R-Smads), Smad 1, Smad 5y Smad 8. En la activacion, el Smads se asocia con
el Co-Smad, Smad 4, y se transloca al nucleo, donde se unen con otros factores
de transcripcién y promotores de union de genes blancos para el control de su
expresion.t> 16 Se han identificado y caracterizado alrededor de 20 formas de
BMPs y desde la década de los 90s se ha buscado una forma eficiente de utilizar
su potencial osteogénico en la terapéutica. Hasta el momento las que mayor
capacidad osteogénica han demostrado son la BMP2, 4, 6 y la 9. Las BMPs no
se limitan al tejido 6seo, estas tienen un importante papel en el desarrollo
embrionario de diferentes tejidos y 6rganos, incluyendo cartilago, epitelios,

sistema nervioso central, corazén, higado, génadas y rifién.4 16

La BMP-2 recombinante (rhBMP-2) fue aprobada por la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso clinico en 2004, especialmente en fracturas de
tibia expuesta. Otra BMP clinicamente usada es la BMP-7, mostrando una mejor
formacion 6sea en defectos de hueso segmentados. El potencial osteogénico de
ambas BMPs ha sido comparado in vitro e in vivo. In vitro, las dos incrementan
la produccion de fosfatasa alcalina (ALP), la cual indica diferenciacion
osteogénica. Se ha reportado que la produccién de ALP es mas estimulada con
la rhBMP-2; sin embargo in vivo; la rhnBMP-7 produce mayor cantidad de hueso

con mayor contenido mineral.®
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Una alternativa para el tratamiento con los homodimeros BMP-2 o BMP-7, es el
uso de los heterodimeros BMP-2/7. (14) Esos heterodimeros han mostrado en
ensayos in vivo un incremento en el potencial osteogénico comparado con los
homodimeros de las BMPs, mejorando la fusion espinall’ y en defectos en fémur

en modelos animales.18

1.5 Terapia génica. Vectores adenovirales.

En un proceso normal del desarrollo y reparacion del hueso, los factores de
crecimiento osteoinductivos juegan un papel principal para reclutar células
progenitoras osteogénicas en el sitio de formacion del hueso y promover su
diferenciacion. Por lo tanto, la aplicacion de ciertos factores que incluyen los
factores de crecimiento recombinantes, en grandes areas de hueso dafiado,
aumentaria la formacién de nuevo hueso formado. Sin embargo, el problema es
gue los factores de crecimiento recombinantes tienen una vida media muy corta
qgue limita su aplicacién en el tejido dafiado. Para cubrir esta limitacién, se ha
desarrollado la estrategia de transferencia de genes usando acarreadores
celulares que mantengan el suministro de factores osteogénicos en el area del
dafio. La manipulacién genética de las CMMs puede ser llevada a cabo por
transduccion con vectores virales, tales como los adenovirus (Ad), o transfeccién
por vectores no virales como los liposomas.? Los vectores adenovirales poseen

los mejores indices de eficiencia de transduccién. La mayoria estan basados en
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el adenovirus humano tipo 5 y dichos vectores son construidos con deleciones
parciales o totales en los genes el-a, el-b y e3, necesarios para la replicacion
viral. La terapia adenoviral se ha usado in vivo o ex vivo y en ambas modalidades
se han probado con éxito en mamiferos pequefios; sin embargo, la terapia in vivo
en mamiferos grandes ha sido infructuosa, ya que la respuesta inmune que
despiertan los adenovirus es tal que la osificacion se inhibe casi totalmente. La
terapia ex vivo, que en teoria limitaria esta respuesta, no ha sido probada en

mamiferos mayores.

1.6 Soportes o0 andamios para formar implantes.

Las células madre son implantadas o sembradas en una estructura capaz de
soportar la formacion de tejido tridimensional. Estas estructuras, llamadas por lo
general andamios, son importantes, tanto ex vivo como in vivo, para mantener un
ambiente adecuado que permita que las células interaccionen con su
microambiente y deben ajustarse al defecto anatdmico en estructuras en 3D. Esto
se puede lograr a través de la experiencia quirargica o en el disefio de sistemas
computarizados altamente sofisticados. Se debe proporcionar soporte de carga
temporal hasta que se forme el nuevo tejido. La biodegradabilidad es a menudo
un factor esencial, ya que los andamios deben ser absorbidos por los tejidos
circundantes, sin la necesidad de una cirugia para su remocién. La velocidad a

la que se produce la degradacion tiene que coincidir tanto como sea posible con
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la tasa de formacion del tejido; esto significa que las células, mientras fabrican su
propia estructura de matriz natural a su alrededor, el andamio sea capaz de
proporcionar la integridad estructural dentro del cuerpo y con el tiempo se
degrade dejando el nuevo hueso formado que se hara cargo de la carga
mecanica.> 1% 20 Existen en el mercado diferentes tipos de materiales con los que
estdn hechos los andamios (naturales y sintéticos, biodegradables o
permanentes). Ejemplos de estos materiales son el coldgeno y algunos
poliésteres. En términos generales, dentro del grupo de los materiales naturales
estan los derivados de hueso, que llegan a ser los de mayor utilidad, ya que
cuentan con una pequefia fraccion intrinseca de BMPs y son facilmente
reabsorbibles. La matriz 6sea desmineralizada (MOD), es producida por la
desmineralizacion (usando extraccion acida) de un aloinjerto que contiene
colageno tipo I, proteinas no colagenas y pequefias cantidades de factores de
crecimiento. Una gran cantidad de formulaciones de MOD estan disponibles en
el mercado, diferenciandose en los procesos de fabricacion, ya que estan
disponibles en diferentes presentaciones como granulos, tiras, masas, gelesy en

polvo seco congelado.?t 22

1.7 Aplicacion de implantes 6seos en modelos animales.

Los modelos animales en investigacion biomédica son cruciales para la

generacion de conocimiento en ciencia basica y aplicada que permiten
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fundamentar y disefiar estudios clinicos. Aun teniendo el disefio experimental y
planeacidén adecuados, si no se tiene un modelo animal preciso para la terapia
gue se quiere probar, se puede obtener informacién erronea. Hasta el momento
hay una amplia variedad de animales que se han empleado en el desarrollo de
tratamientos en ortopedia, generalmente roedores, debido a su facil
manipulacion, bajo costo de adquisicion y mantenimiento. Sin embargo; en
ortopedia es necesario el empleo de instrumentacion y técnicas quirdrgicas
especiales que muchas veces son dificiles de probar en especies pequefas. Los
modelos ovinos han sustituido al trabajo en perros en ortopedia. Esto se debe
sobre todo a la anatomia del hueso y articulaciones y la embriogénesis de estos
artiodactilos. Las ovejas son animales domeésticos que pueden manejarse
facilmente y semejan a los humanos en cuanto a la carga que los huesos de las
patas deben soportar continuamente. También poseen un tamafio adecuado para
manipulacion y mudaltiples procedimientos experimentales y son relativamente

faciles de estabular.?3

1.8 Antecedentes del grupo de trabajo.

Los principales retos en el area de implantes 6seos son la generacién de un
material que acelere la osificacién con una densidad 6sea adecuada. A este reto
de ingenieria tisular se ha adicionado el uso de células y genes para mejorar la

calidad de los implantes. Un implante que albergue células para promover la

10
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osificacion es mas ventajoso. Al menos tres factores son esenciales para el
disefio de un implante "vivo™ una matriz para andamiaje del tejido, células
comprometidas a la diferenciacion en osteocitos y la secrecion activa de factores
inductores de osteogénesis. Con este concepto, se han realizado trabajos
preliminares en el Laboratorio de Terapia Génica del Departamento de
Bioquimica y Medicina Molecular y en la Unidad de Terapia Génica y Celular del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS), utilizando
un implante de tres componentes, denominado I-3C, el cual consiste en un bloque
de matriz Osea desmineralizada (MOD) embebida con células madre
mesenquimatosas (CMMs) modificadas genéticamente para la secrecion de
proteinas morfogenéticas de hueso (se us6 BMP2). Ensayos preclinicos en un
modelo canino de distraccion mandibular mostraron resultados muy
promisorios.?* Se pretendié generar un I-3C mejorado con CMMs transducidas
con diferentes combinaciones de BMPs (usando vectores adenovirales). En una
fase inicial se realizaron ensayos in vitro con un modelo tridimensional de cultivo,
gue permite estudiar los efectos de las combinaciones de transduccion de las
CMMs con dos tipos distintos de BMPs (combinaciones pareadas de las BMPs
2, 7y 9) para determinar la combinacion mas efectiva para la diferenciacion 6sea
(analizada mediante estudios de expresion de marcadores de tejido 6seo maduro
como colageno tipo 1, osteocalcina, etc. y de calcificacion de la matriz
extracelular). Estos estudios se realizaron con técnicas moleculares, histolégicas
e inmunohistoquimicas. Los ensayos in vivo se realizaron en un modelo ovino

con lesion diafisiaria transtibial (lesién de carga). Se usé este modelo, porque en

11
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este tipo de investigacion los verdaderos retos terapéuticos para una
extrapolacion a la especie humana deben ser evaluados en una lesién sometida

a carga en un mamifero.?>-34

1.9 Justificacién

La regeneracion de tejidos es una meta ambiciosa y cada vez mas plausible. En
el caso de los huesos, esta habilidad se reduce practicamente a la reparacion de
pequefias fracturas y fisuras, pero cuando el deterioro es mayor no son capaces
de reaccionar. La Unica alternativa para los pacientes con problemas en estas
estructuras es su sustitucion quirdrgica por protesis. Los estudios terapéuticos
con células madre adultas han impactado muy positivamente al area de la salud
por su capacidad de diferenciarse a osteocitos y sintetizar una matriz adecuada
para la regeneracion ésea. Ademas, si éstas son modificadas genéticamente con
genes osteoinductores y embebidas en una matriz extracelular, se puede
plantear que ocurra una disminucioén significativa en el tiempo de consolidacion
O0sea y una mejoria en la calidad del hueso neoformado. La creacion de un
implante de tres componentes constituido por CMMs autélogas modificadas
genéticamente y embebidas en una matriz 6sea desmineralizada, permitira el
desarrollo de un esquema de tratamiento que mejore la consolidacion de lesiones
O0seas comunes (lesiones trauméticas) o de dificil tratamiento (osteoporosis),

neoplasicas, periodontales o reconstructivas (defectos congénitos).

12
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1.10 Objetivo general.

Probar un implante de tres componentes (matriz 6sea, CMMs autélogas y genes
para BMPs) con caracteristicas biolégicas y biomecanicas similares a las del
hueso sano, que acelere la regeneracion ésea en una lesion sometida a carga

en el mamifero (Ovis aries).

1.11 Objetivos especificos.

e Aislary caracterizar células madre mesenquimales de tejido adiposo de

Ovis aries

e Evaluar la combinacibn de células mesenquimales, vectores
adenovirales y matriz de hueso que resulte en una mejor diferenciaciéon

osteogénica.

e Evaluar el efecto del implante de 3 componentes seleccionado en una

lesion tibial de mamifero (Ovis aries).

e Realizar estudios de bioseguridad y toxicidad, relacionados con el uso

de adenovirus.

13
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Equipo, materiales y reactivos.

2.1.1 Equipo.

- Campana de flujo laminar (Labconco Class Il type A2. México D.F.,

México)

Incubadora de CO2 Series 8000 WJ (Thermo Scientific. México D.F.,
México)

- OneStep Real Time PCR System 48W (Applied Biosystems Inc)

- Citdmetro de flujo modelo CyAn ADP marca Dako (Carpenteria)

- Quiréfano e instrumentacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia

- Maquina de sedacion E-Z anesthecia, (Euthanex Corp. Palmer, PA)

- Microtomo RM2235 (Leica. Buffalo Grove, IL)

- PT Module (Thermo Scientific. México D.F., México)

14
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- Microscopio PALM Microimaging GMbH (Carl Zeiss. México D.F.,
México)
- Tomaografo 3D marca GE

- Molino especial para hueso marca Retsch SM 100 Germany

2.1.2 Materiales y reactivos.

Cultivo celular. Para el cultivo de las CMMs se utilizd el medio Advance
Dulbecco’s Modified Eagle (Invitrogen. Carlsbad, CA), suero fetal bovino
(Invitrogen), tripsina al 0.25% (Invitrogen), antibiético-antimicotico 100X (GIBCO-
BRL. Grand Island, NY), L-glutamina 200 mM 100X (GIBCO). Los materiales que
se utilizaron para el cultivo celular fueron: botellas de cultivo de 25 cm? (Corning.
Costar City, NY), botellas de cultivo de 75 cm? (Corning), botellas de cultivo de
150 cm?(Corning), pipetas serol6gicas desechables de 5, 10 y 25 mL (Corning).

Para la extraccion de células a partir de grasa se utilizo colagenasa | (GIBCO).

Estudios in vitro. Caracterizacion de CMMs y marcadores osteogénicos.

La Inmunofenatipificacion de las CMMs se llevd a cabo con los siguientes

marcadores de superficie: CD271-PE (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,

Alemania), MSCA-1 (W8B2)-APC (Miltenyi Biotec GmbH), y CD45-FITC

(Beckman Coulter, Brea, CA).

15
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Para extraer el RNA a partir del cultivo primario de las CMMs se empled el
protocolo del reactivo TRIzol® (Invitrogen). EI cDNA fue sintetizado a partir del
RNA total usando SuperScriptTM Il First-Strand Synthesis SuperMix y
hexameros (Invitrogen). Cien nanogramos del cDNA sintetizado se utilizaron
como templado para la amplificacién por PCR en 25 pL de volumen de reaccion
utiizando Tag DNA polimerasa (Promega, Madison, WI) y 500 nM de
oligonucledtidos gen-especificos. Los marcadores que se analizaron para la
caracterizacion de las CMMs por PCR en tiempo real fueron: CD45, CD34,
CD166*, CD73" y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen
endogeno. La secuencia de los oligonucleétidos y los tamafios de los productos

estan listados en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los genes utilizados para la PCR en tiempo real.

Gen Oligonucleétidos 5 %3 tm Producto PCR (pb)
CD166* F: CGCAATGCAACAGGAGACTA 60 217
R: GGCTAGATCGAAGCTTGACG
CD73* F: CTGAGACACCCGGATGAGAT 60 160
R:ACTGGACCAGGTCAAAGGTG
CD34* F: GGTGGCTGATACCGAACTGT 60 280
R: TCAGCATCTTGGCTGTATGC
CD45* F: CCACGGGTATTCAGCAAGTT 60 244
R: CCCAGATCATCCTCCAGAAA
Col | F:GGTGACAGGAAGTCCCAGAA 60 167
R: CCATCGTAGGTGACGCTGTA
GAPDH F: GATTGTCAGCAATGCCTCCT 60 194
R: AAGCAGGGATGATGTTTTGG
Osteocalcina F: GCAGCGAGGTGGTG 60 148
R: CTCCTGGAAGCCGATGTG

*Secuencia disefiada sobre el genoma de Bos Taurus debido a que el genoma de Ovis aries no esta ensamblado
para este gen.

Para los ensayos de diferenciacion osteogénica se emplearon los marcadores

osteocalcina y colageno tipo | (Col I). Tabla 1.
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Vectores adenovirales. Se construyeron vectores adenovirales de primera
generacion, serotipo 5 con E1 y E3-deletado, que contiene una secuencia del
promotor de CMV para el control de la expresion de las diferentes BMPs
humanas. Para generar preparaciones con titulos altos, los vectores
recombinantes fueron amplificados en células HEK-293 y purificados mediante
tres gradientes sucesivos de cloruro de cesio. Posteriormente fueron dializados
con Tris-acido clorhidrico 10 mM, pH 7.4, cloruro de sodio 150 mM, cloruro de
magnesio 10 mM, y sacarosa 4%, las preparaciones fueron distribuidas en
alicuotas y almacenadas a -80°C. Los titulos virales fueron determinados
mediante densidad 6ptica (O.D. 260 nm) y el método de TCIDso (Tissue Culture

Infectious Dose 50).

Sedacion, intervencion quirurgicay sacrificio de los animales. Para realizar
las lipectomias se utilizé ketamina (Anesket® Vet / Pisa S.A de C.V. México DF,
México). Para las cirugias se empled nuevamente ketamina y posteriormente
isofluorano (Isoba® Vet/ Schering Plough. Abbott, Francia) en una combinacién
con oxigeno. En el sacrificio se empleé una sobredosis de ketamina. Como
tratamiento pos-operatario se administraron analgésicos (Finadyne, Schering
Plough LId. Reino Unido) y antibiético (Keflex, Lilly & Co. Indianapolis, Indiana).
Para cerrar los abordajes se utilizaron suturas de acido poliglicélico y nylon (3-0
VYCRIL Ethicon, Inc.; 3-0 ETHILON™ Nylon Suture, Ethicon, Inc. Somerville,

NJ).

17
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Mantenimiento de los animales. Los animales fueron puestos en estabulacion
y pastoreo libre en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia y fueron

alimentados con paca de alfalfa 30% / 70% paca de sorgo a libre demanda.

Pruebas de toxicidad. Se utilizaron para cada borrego 2 tubos de tapa morada
(BD Vacutainer® K2EDTA 10.8 mg) para sangre total y 2 tubos de tapa roja (BD

Vacutainer® Serum) para suero.

Procesamiento de muestras. Para la fijacion del tejido se utilizé formalina
(Merck) y glutaraldehido al 2.5% (25% Fisher). Para la descalcificacion se utilizé
EDTA (Amresco), acido férmico (Mallinckrodt CHEMICALS. Deventer, Holanda)
y acido clorhidrico (J.T. Baker). Las muestras se incluyeron en parafina (Mc
Cormick Scientific Paraplast) después de una deshidratacion acetona (CTR

Scientific. Monterrey, México).

Histoquimicas e inmunohistoquimicas. Para realizar las inmunohistoquimicas
se realiz6 un desenmascaramiento de antigenos con acido citrico (SIGMA). Los
portaobjetos se trataron con silano al 2% (SIGMA). Se utilizé el kit de deteccién
(Mouse & Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC Kit, Abcam). Los anticuerpos
empleados fueron: anti-colageno | (dil 1:300, ab34710), anti-colageno Il (dil
1:500, ab34712). En las técnicas para histoquimicas se utilizaron los siguientes

colorantes y acidos: acido picrico (J.T. Baker), formaldehido (J.T. Baker), sulfato
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ferroso (CTR Scientific), rojo escarlata (Analytika), fucsina acida (Analytika),
acido fosfomolibdico (CTR Scientific), acido fosfotungstico (CTR Scientific), azul
de anilina (J.T. Baker), acido acético (Jalmek), azul de toluidina (SIGMA), verde
rapido (SIGMA), safranina O (SIGMA), xilol (CTR Scientific), alcohol absoluto

(CTR Scientific), alcohol de 96° (CTR Scientific).

2.2 Métodos.

2.2.1 Aislamiento de CMMs ovinas de tejido adiposo.

Los animales se manejaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el
Manejo de Animales de Laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) en las instalaciones
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL para la
estabulacion, alimentacion, cuidados necesarios antes y después de las cirugias,
asi como el seguimiento postquirargico de las ovejas. También se cont6 con la

aprobacion del Comité de Etica del Hospital Universitario de la UANL con el

namero B112-003.

Para extraer las células madre de ovejas, se llevd a cabo una lipectomia a partir
de tejido adiposo de esterndn, la cual consistié en lo siguiente: el borrego se
anestesié completamente con ketamina 1 mL por cada 10 kg de peso. El area de

cirugia se rasurd y desinfectd con isodine y posteriormente se cubrié con un
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campo estéril. A partir de una incision de alrededor de 5 cm, se obtuvieron
aproximadamente 4 g de grasa subcutanea. Este tejido fue colocado en un tubo
estéril con buffer PBS adicionado con antibiotico y antimicético y transportado en

hielo para su procesamiento en el laboratorio.

El proceso de extraccion de CMMs se llevo a cabo en el laboratorio en
condiciones completamente estériles en una campana de flujo laminar. La grasa
se coloc6 en una caja de petri y con una navaja de bisturi se realizaron cortes lo
mas pequefio posible, tratando de eliminar restos de tejido y eritrocitos. Los
trozos de grasa de colocaron en un recipiente estéril de plastico de boca ancha
con tapa. Se agregaron 10 mL de PBS estérily 5 mL de colagenasa |l al 0.1 % en
PBS estéril para disgregar la grasa a 37°C por 90 min en agitacion media y
constante. Posteriormente se recolectd la capa inferior del disgregado y se
centrifugd por 10 min a 1500 rpm. Se retir6 el sobrenadante con mucho cuidado
de no tomar del precipitado que contiene las CMMs y se eliminé. Por otra parte
se realizaron 2 lavados con PBS estéril al recipiente que contenia el disgregado
para recuperar lo mas posible las células atrapadas en la grasa y se juntaron con
el precipitado anterior que contenia las células madre. El precipitado se
resuspendié y colocé en una botella de cultivo de 75 cm?, se agregaron 10 mL
de medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) que contenia
10% de suero bovino fetal (SBF) y 4X de antibiético y antimicético y se incubé a
37°C y 5% CO:. El medio fue cambiado al tercer dia e incubado hasta alcanzar

una confluencia del 80% (7 a 12 dias) para realizar los ensayos.
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2.2.2 Caracterizacion de CMMs.

2.2.2.1 Citometria de flujo.

Las CMMs fueron levantadas con Tripsina 1X e incubadas por 15 min a 37°C.
Las células fueron lavadas con PBS, se contaron 1 X 107 células y fueron
entonces incubadas con anticuerpos monoclonales en contra de CD271-PE,
MSCA-1 (W8B2)-APC y CD45-FITC. La Inmunofenatipificacion fue desarrollada

en un citdmetro modelo CyAn ADP de Dako (CA).

2.2.2.2 PCR en tiempo real.

Las CMMs fueron levantadas con buffer de fosfatos salino (PBS) + EDTA e
incubados por 15 minutos a 37 °C. Las células se caracterizaron a partir del
primer pasaje, con una alicuota de 1x10° células analizando marcadores de
expresion por PCR en tiempo real (CD45°, CD34-, CD166*, CD73"). Para ello el
RNA se extrajo del cultivo primario de las CMMs. El cDNA fue sintetizado a partir
del RNA total y 100 ng del cDNA sintetizado se utilizaron como templado para la
amplificacion por PCR en 25 uL de volumen de reaccion utilizando Tagq DNA

polimerasa y 500 nM de oligonucleétidos gen-especificos.
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2.2.3 Ensayos in vitro para evaluar la diferenciacion osteogénica de CMMs.

2.2.3.1 Ensayos de transduccion y co-transduccion con vectores

adenovirales AdBMP2, ABMP7 y AdBMP9.

Se evaluo la expresion y produccion de osteocalcina y colageno tipo | por PCR
en tiempo real y por western blot, ademas de estudios histolégicos para observar
morfologia celular y la produccidn, estructura y localizaciéon de materia amorfa de
la matriz extracelular (fibras de colageno) a los tiempos 0, 4, 8, 16 y 32 dias post-
transduccion. Los ensayos de transduccion fueron divididos asi: AdBMP2,
AdBMP9, AdBMP7, AdBMP2/7, AdBMP2/9 a una multiplicidad de infeccién (MOI)
de 100 para las pruebas de cada vector y 50 MOI para los ensayos de

combinacion.

Se sembraron 90,000 CMMs por pozo en placas de 6 pozos y se dejaron
incubando durante toda la noche. Luego se llevaron a cabo transducciones con
AdBMP2, AdBMP9, AdBMP7, AdBMP2/9, AdBMP2/7. Los adenovirus fueron
resuspendidos en 1 mL de medio DMEM y se dejaron incubando en contacto con
las células durante 3 h. Para estos ensayos se tomaron en cuenta diferentes
controles: células estimuladas con medio osteogénico (medio DMEM Advanced
suplementado con 10% de SFB, 50 uM de acido ascorbico, 10 mM de B-glicerol-

fosfato y 100 nM de dexametasona) y un control mas de células sin estimulo.
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Después de las transducciones, se realizaron extracciones de RNA a los tiempos
0, 4, 8, 16 y 32 dias con Trizol (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial. Ademas se extrajeron proteinas para los ensayos de Western

blot.

2.2.3.2 Ensayos de expresibn de los marcadores osteogénicos,

osteocalcinay colageno tipo | por PCR tiempo real, cuantificacion relativa.

Después de realizados los ensayos de transduccién y extracciones de RNA a los
0, 4, 8, 16 y 32 dias, se cuantificé el RNA y se procedi6 a realizar la sintesis de
cDNA con el estuche SSIII Firs-Strand Super Mix (Invitrogen), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Este procedimiento esta descrito para utilizar
desde 1 pg hasta 5 ug de RNA total. Se evalud la expresion de los genes de
GAPDH como gen enddgeno, osteocalcina y colageno tipo I, con una mezcla de
los cDNAs correspondientes a los diferentes tratamientos a una concentracion de
cDNA de 100 ng/uL. La reaccion se realizd con el estuche SYBR® GreenER™
gPCR SuperMix (Invitrogen). La PCR en tiempo real fue desarrollada en un

equipo OneStep Real Time PCR System 48W (Applied Biosystems Inc).

Para la interpretacion de los resultados, los valores obtenidos de las células sin
transducir (control negativo), se restaron a los valores de los grupos

experimentales. Las reacciones se llevaron a cabo por triplicado y los niveles de
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expresion fueron calculados por el método de 2*-AACt, donde ACt = (promedio
de Ct muestra) — (promedio de Ct enddgeno), y AACt (promedio de ACt muestra

— ACt negativo).

2.2.3.3 Ensayos de Western blot.

Los ensayos de WB se realizaron para verificar la produccién de la proteina
osteocalcina y colageno tipo | en las CMMs estimuladas con el vector AdBMP2
y la combinacién AdBMP2/AdBMP7, asi como el control positivo. Las células del
dia 16 fueron lisadas para extraer las proteinas y cuantificadas por el método de

Bradford.

2.2.3.4 Analisis histoléogico de la osteogénesis in vitro de CMMs

transducidas con las BMPs.

CMMs extraidas de tejido adiposo de borrego se aislaron y transdujeron con los
vectores adenovirales generandose los siguientes grupos experimentales:
control negativo CMMs en DMEM adicionado con 10% de suero bovino fetal;
control positivo CMMs en medio osteogénico (dexametasona 100nM); grupo A
CMMs transducidas con AdCMVBMP2h; grupo B CMMs transducidas con
AdCMVBMP9h; grupo C CMMs transducidas con la combinacion BMP2h/BMP7h;

grupo D CMMs transducidas con la combinacion BMP2h/BMP9h. Las
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transducciones se hicieron a una MOI de 100. Se analiz6 la morfologia celular y
colageno (T. Masson), depésitos de calcio (von Kossa) y produccion de

colagenos tipos 1y Il (IHQ) a los 1, 8, 16 y 32 dias post-transduccion.

2.2.4 Obtencion de la Matriz de Hueso Desmineralizado (MOD).

La MOD fue obtenida a partir de hueso esponjoso de ovino. Los huesos se
trituraron en un molino especial para hueso. Se eliminaron por completo los
restos de sangre y grasa con una solucion de H202 3% y agua destilada, estéril y
caliente. Posteriormente se llevo a cabo la desmineralizacion del hueso con una
solucion de HCI 0.6 N por 24 horas. Se hicieron lavados con agua destilada y
estéril y se neutralizé con una solucién amortiguadora de fosfatos a un pH 7.0. El
hueso molido y desmineralizado fue liofilizado a -0.070 mbar a -45°C por 24 horas

y posteriormente esterilizado con radiacibn gamma.

2.2.5 Ensayos de adherencia celular.

Por otra parte se realizaron ensayos de adherencia celular sembrando 1 X 106
CMMs transducidas con AAGFP y después de 24 h de incubacién fueron
adicionadas a MOD. Fueron observadas por microscopia de fluorescencia a las

24,48, 72y 96 h.
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2.2.6 Modelo animal.

Se utilizaron ovejas de la raza pelibuey, hembras entre 4 y 6 meses de edad y

un peso entre 15 a 20 kilogramos.

2.2.6.1 Grupos experimentales y tamafio de la muestra.

Descripcién del disefio. Se utilizaron 21 borregos de la raza pelibuey distribuidos

de la siguiente forma en 3 grupos de 7 animales cada uno:

Grupo control 1: Sin implante (S-1)
Grupo control 2: Implante con Células Madre Mesenquimales (I-CMMs)
Grupo implante de 3 componentes: implante con células madre mesenquimales

modificadas genéticamente con AdBMP2/7 (1-3C)

Para determinar el nUmero de animales de experimentacion requeridos para este
estudio se realiz6 el siguiente planteamiento estadistico: con una proporcion
calculada de 86% (6/7) de encontrar hueso neoformado (I-3C) y una proporcion
calculada de 43% (3/7) de no encontrar hueso neoformado (G2) con alfa de 5%

y beta de 80% y dos direcciones, se requieren 7 individuos por grupo.
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Estudio con una proporcion
(Za(raiz(p0(1-p0))-Zb(raiz(p1(1-pl)))/(p0-pl))2
Proporcion 1 86
Proporcion 2 43
Alfa p% 5
Beta % 80
P 1 direccion 0.025
P 2 direcciones 0.050
Z 1.960
P lcola -0.421

P 2 colas -0.841
n= 7

El proceso de seleccion se llevo a cabo de una forma aleatorizada: se realizaron
21 sobres con los numeros de las ovejas y con el grupo correspondiente y se
fueron abriendo conforme se realizaban las cirugias para asignar las ovejas a los

grupos experimentales.

2.2.7 Implantes autdlogos.

La extraccidon de las células madre de cada uno de las ovejas fue descrita en
parrafos anteriores. Las células fueron sembradas y expandidas en medio de
cultivo DMEM, 10% de suero bovino fetal y antibidtico 1X hasta obtener una
cantidad de 10 millones de CMMs, que es la cantidad que se coloco en cada
implante. Alcanzada dicha cantidad, las CMMs fueron resuspendidas en 3 mL de
medio de expansion y sembradas en aproximadamente 1 cm?® de la matriz de

hueso desmineralizado (tamafio de la lesiobn) en una placa de 24 pozos.
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Inmediatamente este implante se llevé al quiréfano de la Facultad de Veterinaria

y Zootecnia donde se realiz6 la cirugia para su implante.

2.2.8 Cirugia de distraccion Osea.

2.2.8.1 Anestesia.

Se preparé al animal mediante un proceso pre-anestésico administrando
ketamina (1 mL por cada 10 kg) y posteriormente xilazina (0.5 mL por cada 1
kg). Ya que el animal estaba sedado, se procedié a intubarlo con laringoscopio y
sonda intratraqueal del calibre adecuado dependiendo del borrego. Una vez
intubado, se administré inicialmente isofluorano al 5% y se continud la

administracion del anestésico durante la cirugia con 1-2 % de oxigeno.

2.2.8.2 Osteotomia diafisiaria de tibia + fijacion interna con placa DCP y

tornillos.

Previo protocolo de asepsia y antisepsia con el animal en decubito lateral. Se
realizd abordaje en la cara medial de la diafisis tibial posterior. Se retiré periostio
de cara medial de tibia, se identificé centro de la diafisis tibial, se retiré un bloque
0seo de 10 mm de longitud con la ayuda de una sierra manual, se regularizaron

los bordes. Posteriormente se colocd una placa DCP 3.5 mm de 9 orificios en la
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cara medial de la tibia, se verificO que se mantuviera la distraccion 6sea de 10
mm en la tibia. Posteriormente se realizaron perforaciones en la tibia con una
broca de 2.8 mm, se colocaron 4 tornillos proximales y 4 distales a la osteotomia.
Se suturo la piel con puntos continuos de Vycril 2-0. Al final de la cirugia las ovejas
fueron colocadas en jaulas metabdlicas individuales durante el proceso de

recuperacion postquirdrgica aproximadamente por 7 dias.

2.2.9 Ensayos de regeneracion 6sea.

2.2.9.1 Andlisis radiogréafico y tomografia 3D.

La posicién correcta del implante fue confirmada por radiografia inmediatamente
después de la intervencion quirdrgica y un seguimiento cada 3 semanas por 10
semanas, para observar la formacién de nuevo hueso en el sitio de la lesion. Se
obtuvieron 5 radiografias a los diferentes tiempos de seguimiento para cada una
de las ovejas. Las ovejas fueron sacrificadas a las 10 semanas de observacién
por la administracion intravenosa de una solucién de fenobarbital-KCl; se
escindio la zona del hueso donde se realiz6 la lesion para evaluar la calidad del
hueso neoforrmado. Primeramente para corroborar los hallazgos encontrados
por las radiografias, se realizé una tomografia computarizada del fragmento en
la zona de la lesion de las ovejas de cada grupo. Las imagenes de la tomografia

muestran a detalle la forma, estructura y la densidad del hueso nuevo formado
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gue presenta cada grupo en estudio, lo cual se discutira con mas detalle en el

capitulo de resultados.

2.2.9.2 Ensayos de resistencia biomecanica.

También se hicieron cortes del area del hueso tratado y consolidado de cada
grupo para ensayos de resistencia biomecanica (ensayos de compresion) que se
realizaron en la Facultad de Ingenieria Mecanica y Eléctrica de la UANL, en el
laboratorio de Biomateriales, donde cuentan con un equipo que mide la
resistencia a la compresion del hueso neoformado y poder asi comparar su grado

de deformacion con respecto al hueso original.

2.2.9.3 Anadlisis histolégico.

Las areas de hueso tratadas se fijaron con formalina y glutaraldehido por 7 dias,
se descalcificaron con acido férmico 10% por dos semanas y HCI 2N por 24 h.
Posteriormente fueron deshidratadas en alcohol e incluidas en parafina para
tincion de HyE, tricrémico de Masson (repoblamiento celular y sintesis de matriz
colageno, respectivamente). Para las inmunohistoquimicas se realiz6 un
pretratamiento de las muestras en buffer de citratos pH 6 que consistido en un

precalentamiento a 65°C y posteriormente una incubacién a 85°C por 20 minutos.
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Las inmunohistoquimicas que se realizaron fueron las siguientes: para colageno

| (tejido fibroso, hueso) y colageno Il (cartilago hialino).

2.2.10 Estudios de bioseguridad y toxicidad.

Los analisis de seguridad se llevaron a cabo para evaluar el posible efecto de los
vectores adenovirales sobre los animales, (lesiones hepaticas inflamatorias). Se
realizaron perfiles de funcion hepéatica y biometrias hematicas a cada animal un
dia antes de la toma de tejido adiposo y 20 dias después de la cirugia de implante.
Para cada uno de los borregos se hicieron dos tomas de sangre a partir de la
vena yugular. En cada toma se llenaron dos tubos: uno de sangre completa para
hacer la biometria hemética y otro sin anticoagulante para separar el suero y

hacer el perfil de funcién hepética.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de las CMMs.

3.1.1 Microscopia en campo claro.

Las caracteristicas morfolégicas de las CMMs fueron observadas al dia 14 de

cultivo por microscopia de campo claro, en donde se pudo apreciar la forma

fibroblastoide caracteristica de las células inmaduras. Figura 1

Figura 1. CMMs 80% confluencia al dia 14 de cultivo
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3.1.2 Citofluorometria y PCR en tiempo real.

El fenotipo de las CMMs fue confirmado por analisis citofluorométrico. Las CMMs
aisladas constituyeron el 85% de la poblacion doble positiva para los antigenos
de superficie CD271 y MSCA-1. Se concluyo que dicho porcentaje fue suficiente
para confirmar el fenotipo de esas células para los subsecuentes experimentos.

Figura 2
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Figura 2. Diagrama de MSCA vs CD271, demostrando la doble positividad de los
antigenos de superficie caracteristicas de las células inmaduras.

Ademas la caracterizacion de las CMMs por gPCR demostro la presencia de
marcadores de expresion caracteristicos de esas células: CD45°, CD34", CD166*

y CD73". Figura 3.

33



Evaluacién de un Implante de Células Madre Mesenquimales Modificadas Genéticamente con
Proteinas Morfogenéticas de Huesos para la Osteogénesis en Ovis aries

0.01 \ /
A ‘.' % £~
\ ) \ /

0 .00

&
.
'
ey
< &
<
N

©.0001
©0.00001

©0.000001

Cycle

Figura 3. Marcadores de expresion de células madre mesenquimales por PCR en tiempo real:
CD45-, CD34-, CD166*, CD73".

3.2 Ensayos de expresion por PCR en tiempo real.

En las células estimuladas con medio osteogénico (CP control positivo) se
observo que en general la expresion de ambos genes aumento al incrementar el
tiempo. La expresion con colageno tipo | fue mayor que la expresion de
osteocalcina, pero ambas proteinas mostraron el mismo comportamiento en
cuanto a tiempo y tratamiento con adenovirus: al dia 16, la BMP9 mostré una
mayor expresion que el resto de las BMPs, sin embargo la combinaciéon de
BMP2/BMP7 es la que mantuvo su expresion por mayor tiempo en los dos genes

incluso hasta el dia 32. Figura 4
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Figura 4. Ensayos de expresion por PCR en tiempo real para marcadores de hueso (osteocalcina
y colageno tipo 1), de diferentes tratamientos a diferentes tiempos.

Como se discutira mas adelante, se observo efecto citotéxico en el tratamiento

con BMP9 desde el dia 16, lo cual explica las bajas expresiones de los genes

blancos en los dias 16 y 32 en las células tratadas con el vector ADBMP9 solo o

en combinacion.

3.3 Ensayos de Western blot.

Los ensayos de WB demostraron la presencia de proteinas que son marcadores

de diferenciacion osteogénica, osteocalcina y colageno tipo | en las CMMs

estimuladas con el vector AdBMP2 y la combinacion AdBMP2/AdBMP7, asi

como el control positivo. Figura 5

35




Evaluacion de un Implante de Células Madre Mesenquimales Modificadas Genéticamente con
Proteinas Morfogenéticas de Huesos para la Osteogénesis en Ovis aries

OSTEOCALCINA

COLAGENO |

GAPDH e W e W

Figura 5. Ensayos de Western blot. Se analiz6 la produccion de osteocalcina y colageno tipo | en
las CMMs estimuladas con el vector ADBMP2 y la combinacién de AABMP2/7 y AABMP2/9, asi
como el control positivo al dia 16 de cultivo. GAPDH se utiliz6 como control.

3.4 Andlisis histolégico in vitro.

Es evidente la induccion de osteogénesis debida a la transduccion con BMPs,
esto comparando con los controles positivo y negativo. Al dia 32 se observé una
notable tincion azul por el método T. Masson que denota la presencia de
colageno. Este cambio se observo principalmente en CMMs transducidas con
BMP2. Se observaron mallas de colageno | que cubren a las células a partir del
T16. La malla presente en las CMMs transducidas con BMP9 es mas nitida. Sin
embargo, en la combinacion BMP2/BMP9 la malla de colageno cubre una mayor

area, lo que denota una mayor produccion de colageno I. Figura 6
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Figura 6. Micrografias del dia 1 y 32 de cultivo. a) Tricromico de Masson identificacion de
coldgeno y materia amorfa. b) von Kossa para apreciar calcificaciones. ¢) Inmunotincién para
colageno I. d) Inmunotincion para colageno II.
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En la tincion de von Kossa el calcio que se identifico disperso en los cubreobjetos
al dia 4, se comienzaron a localizar de acuerdo a la organizacién celular al dia
32, observandose mayormente en los tratamientos de las combinaciones de las

BMPs. Figura 6

En cuanto a la inmunohistoquimica, se demostro la presencia de colageno tipo |
al dia 32, denotado por una malla de color café que rodea a las células, sobre

todo en las combinaciones de las BMPs, no asi para el colageno tipo Il. Figura 6

3.5 Andlisis radiogréfico.

Los resultados de regeneracion 6sea, evaluados por el seguimiento radiografico,
demostraron que en el grupo I-3C ocurrié una consolidacion 6sea en menor
tiempo, ya que parala semana 7, el espacio donde se realizé la lesion, se observo
llenado completamente por hueso nuevo. Por el contrario el grupo S-l y I-CMMs
lo hizo hasta la semana 10 e incluso algunos no alcanzan su completa
consolidacion en el periodo de seguimiento. Figura 7. Ademas en las radiografias
se pudo apreciar que en los grupos control se formé un hueso calloso que crecio
de manera desordenada en la region de la lesién y que ocasion6 la deformidad
del hueso. En el grupo I-3C, el llenado de tejido éseo fue de una manera uniforme,
dejando el hueso de aspecto y consistencia parecido al hueso sano. En la Figura

8, se muestra una radiografia representativa de cada grupo a la semana 10 donde
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se pudo observar la completa consolidacion del grupo del implante de tres

componentes.
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Figura 7. Radiografias y fotografias de un miembro representativo de cada grupo desde el
dia de la cirugia hasta la semana 10 del sacrificio.

SAMANA 10

SEMANA 0
E

GRUPO SIN IMPLANTE
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Figura 8. Radiografias representativas de cada grupo de experimentacion a la semana 10 de
seguimiento: a) Grupo S-I; b) Grupo I-CMMs y c¢) Grupo I-3C.

3.6 Tomografia computarizada.

La Figura 9 corresponde a un corte sagital de los huesos de cada oveja por grupo.
Se observd que en las tibias normales (no fueron sometidas a cirugia), su
estructura fue uniforme, simétrica y se observd una zona bien definida entre la
zona cortical y la zona medular. En el grupo S-l1 y I-CMMs, se observo que los
huesos estan totalmente deformados por la formacién de callosidad en la zona
de la lesion, no hay una proporcién definida entre la zona cortical y la medular
con respecto a las tibias normales. En el grupo con el implante de tres
componentes, los huesos fueron mas uniformes, de aspecto y tamafio parecidos

a las tibias normales. Figura 10
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Figura 9. Tomografia computarizada de corte sagital de los huesos de oveja a la semana 10 de

la cirugia representadas por cada grupo en estudio.
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Figura 10. Tomografia computarizada 3D de la zona de la lesiéon de cada oveja por grupo de

estudio a la semana 10 de la cirugia.
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3.7 Ensayos de compresion.

Para evaluar la resistencia a la compresiéon del hueso neoformado, se
construyeron las graficas de esfuerzo vs. deformacion de la zona del hueso
donde se encontraba la lesion de cada una de las ovejas y poder asi comparar
su grado de deformacién con respecto al hueso original. Figura 11. En la Tabla 2
se muestran los resultados del andlisis de comparacion multiple donde la variable

dependiente es la elasticidad.
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Figura 11. Graficas representativas de cada grupo en estudio para evaluar la de resistencia a la
deformacion. Esfuerzo vs. Deformacion: A, grupo sin fractura; B, grupo I-3C; C, grupo I-CMMs;
D, grupo sin implante.
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Tabla 2. Prueba de hip6tesis de comparacién multiple donde la variable dependiente es la elasticidad

(pendiente del ajuste lineal) de cada grupo en estudio.

Dependent Variable: elasticidad

Multiple Comparisons

__Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

ihid grupo () id grupo b Std. Error 5ig. Lower Bound | Upper Bound
Scheffe  1.00 2.00 797.24909 970.99389 B77 | -238B.1883 3982.6864
3.00 -1684.7922 891.91484 359 | -4610.8032 1241.2188

4.00 45.04647 970.99389 1.000 | -3140.3909 3230.4838

2.00 1.00 -797.24909 970.99389 .B77 | -3982.6864 2388.1883
3.00 -2482.0413 | 1015.48972 174 | -5813.4514 849.3688

4.00 -752.20262 | 1085.60418 921 | -4313.6299 2809.2246

3.00 1.00 1684.79220 891.91484 .359 | -1241.2188 4610.8032
2.00 2482.04129 | 1015.48972 174 -849.3G88 5813.4514

4.00 1729.83867 | 1015.48972 443 | -1601.5715 5061.2488

4.00 1.00 -45.04647 970.99389 1.000 | -3230.4838 3140.3909
2.00 752.20262 | 1085.60418 921 | -2809.2246 4313.6299

3.00 -1729.8387 | 1015.48972 443 | -5061.2488 1601.5715

3.8 Ensayos histoldgicos in vivo

En la Figura 12 observamos la tincion de HyE a la semana 10 de la cirugia. El

inciso (A), corresponde a un corte histolégico del grupo sin fractura donde se

observé una delgada “membrana conjuntiva” que corresponde al Periostio. El

tejido 6seo bien preservado, mostré una matriz 6sea (MO) muy compacta y

uniforme, constituida por osteocolagena, inmersa en ella se ven lagunas de

células 6seas (osteocitos) y vasos sanguineos del sistema laminar 6seo. En el

grupo S-I, el periostio se engroso y la corteza 0sea se compone principalmente

de hueso trabecular con areas que muestraron tejido fibroso denso. Hacia el

interior, la fibrosis fue abundante, con poco hueso esponjoso, no hay cartilago
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hialino y predomina el material amorfo y fibrilar. Ademas se observo infiltrado de
linfocitos, plasmocitos y algunos macréfagos (B). El grupo I-CMMs, presento
engrosamiento del periostio y la corteza 6sea muestro la formacion de tejido
fibrocolagenoso muy vascularizado. Se presentaron pequefias areas de cartilago
hialino hipertréfico en el centro de la lesiébn y amplias zonas constituidas de tejido
fibroso (C). En el grupo 1-3C, el periostio fue delgado y poco fibroso, presentd
abundantes células estrelladas y fusiformes en diferenciacion. Se observo
abundante hueso esponjoso con buena consolidacién del tejido presentando una
matriz uniforme y compacta, no presenté cartilago. La proporcion de tejido 6seo

compacto fue mayor (D).

Figura 12. Evaluacion histolégica de la zona de la lesion; tincién de HyE a 10 semanas de la
cirugia. A, grupo sin fractura; B, grupo sin implante; C, I-CMMs; D, 1-3C. 10X

45



Evaluacion de un Implante de Células Madre Mesenquimales Modificadas Genéticamente con
Proteinas Morfogenéticas de Huesos para la Osteogénesis en Ovis aries

La Figura 13 corresponde a la tincion de tricrémico de Masson para demostrar la
produccién de matriz de colageno. En el grupo 1-3C (D) hubo mayor formacién de
tejido 6seo, la matriz 6sea muy compacta y uniforme a diferencia del grupo sin

implante que en su mayoria presenté tejido fibroso y materia amorfa (B).

Figura 13. Evaluacion histolégica de la zona de la lesidn; tincién de tricromico de Masson a 10
semanas de la cirugia. A, grupo sin fractura; B, grupo sin implante; C, I-CMMs; D, |-3C.

Las reacciones inmunohistoquimicas para colageno tipo | fueron positivas en los
tres grupos y para el colageno Il fue muy escasa en las éreas focales de cartilago

hialino del grupo I-CMMs.
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3.9 Estudios de bioseguridad y toxicidad

En cuanto a los estudios realizados para evaluar la seguridad con el uso de

adenovirus en muestras sanguineas, en la Tabla 3 se muestran las pruebas de

laboratorio que se realizaron antes y tres semanas después de la cirugia.

Observamos que en general todos los resultados se mantuvieron dentro de los

valores normales reportados para esa especie, demostrando que no hubo

procesos inflamatorios ni alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepatico

gue mostraran algun dafio a nivel sistémico.

Tabla 3. Estudios de toxicidad relacionados con el uso de vectores adenovirales

GRUPO 5IMN IMPLANTE

GRUPO MATRIZ + CMMs

GRUPO IMPLANTE 3C

PRE CX POST CX FRE CX POST CX PRE CX POST CX
PARAMETRO ANALITICO RANGO DE REFERENCIA PROMEDIO FROMEDIO FROMEDIO FROMEDIO FROMEDIO FROMEDIO
Lewcocitos (L) 4000 - 12000 5507.5+0.3 11086 +0.3 9748.320.3 B3750.2 112517405 B75B.3%0.3
Hemaoglobina (g/dL) 9-15 11.9+0.2 072+0.1 10.2x02 10301 10.7+0.1 10.1+0.1
Plaguetas (miles [/ plL) 220680 376.2£05 B32.2+03 4703202 7793204 684104 T0B+05
PT (g/dL) 6.0-79 6.36+0.1 EEE+0.1 6.1+0.0 7.1x01 6E=01 6E=x01
Albamina (g/dL) 24-30 346%0.1 29+0.1 3.1+01 3+0.1 31+01 32+01
Globulina (g/dL) 3.5-57 286201 3.76x0.2 305x01 42203 37202 35202
AST (UI/L) GE-194 1464204 1746203 1315203 14032006 1121=01 1043202
ALT (UI/L) 120-37.0 17.8+0.3 2709 19+05 167203 15206 16504
Bilir. Total {mg/dL) 00-1.0 0.108+0.4 0.032+0.4 0.1x06 011 0.06 =06 00408
Bilir. Directa 00-02 0.03+0.2 0O02+£22 002+07 000315 00208 0.001+0.4
Bilir. Indirecta 0.0-10 0.076x0.6 003204 0.1+08 0.1+12 0.04+10 0.1+0.7
Fosf. Alcalina [UI/L) b8 - 387 305805 1344202 167.5206 188.5%0.3 198+04 211.3+0.3
GET(UI/L) 36-102 53.8+0.2 518+0.1 G6B.2+0.3 737203 49.720.2 580204
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CAPITULO 4

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las BMPs son excelentes objetivos para el tratamiento de diversos trastornos
clinicos. Han demostrado ser clinicamente benéficas en el tratamiento de una

variedad de condiciones, incluyendo BMP-2 y BMP-7.35 36

Se construyé un implante de tres componentes: CMMs que fueron modificadas
genéticamente con vectores adenovirales transducidos ex vivo, que expresan las
BMPs y que se encuentran embebidas en una matriz de hueso desmineralizado.
Se utilizé la terapia celular a base de CMMs derivadas de tejido graso, obtenido
por medio de una lipectomia de la zona del estern6n de una oveja de 4 a 6
semanas de edad. La grasa fue disgregada con colagenasa | para extraer las
CMMs, sembrarlas y expandirlas para realizar los ensayos in vitro. Una vez que
se demostro la presencia de las células madre en cultivo por su morfologia,
observadas por microscopia de luz y demostrando las antigenos de superficie
caracteristicos de células inmaduras por técnicas de citometria de flujo y reaccion

en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR), realizamos las
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transducciones con los adenovirus que expresan las BMPs 2, 7, 9 y la
combinacion de la 2/7 y 2/9. Las BMPs, especialmente la 2 y 7 han demostrado
tener mayor potencial osteogénico.?* Se realizaron ensayos in vitro para
seleccionar cual de ellas, solas 0 en combinacion, demostraba tener mayor
expresion geénica y mayor produccidon de proteinas osteoinductoras. La
osteocalcina y el colageno tipo I, son proteinas marcadoras que demuestran la
presencia de hueso. Los resultados demostraron que la combinacién de las
BMPs 2/7 presentdé mayor expresion génica por RT-gPCR y se demostré
presencia de estas proteinas inductoras de hueso por WB. Cabe mencionar que
los tratamientos con el AABMP9 solo y en combinacion, mostraron muy buena
expresion al dia 16, sin embargo, al observar los cultivos a los dias posteriores,
habia muerte celular en todas las cajas, por tal motivo ya no fue posible
determinar su expresion y produccién de proteinas marcadoras en los dias
posteriores. Estos hallazgos se confirmaron por tinciones histolégicas e

inmunohistoquimicas.

El tercer componente del implante, la MOD, fue construido siguiendo los
protocolos del Servicio de Banco de Huesos y Tejidos del hospital Universitario
de Nuevo Leon. Las células transducidas con las BMP2/7, fueron embebidas en
la matriz, para formar el implante de tres componentes que probamos en un

modelo in vivo.
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Con este concepto, se realizaron trabajos preliminares utilizando un implante de
tres componentes, denominado [-3C, el cual consistié en un bloque de matriz
O0sea desmineralizada (MOD) embebida con células madre mesenquimales
(CMMs) modificadas genéticamente para la secrecion de proteinas
morfogenéticas de hueso o BMPs (se us6 BMP2). Ensayos preclinicos en un
modelo canino de distraccion mandibular mostraron resultados muy
promisorios.?* En este trabajo generamos un [-3C mejorado con CMMs
transducidas con diferentes combinaciones de BMPs en un modelo ovino con
lesion diafisiaria transtibial. Se utilizd este modelo, porque en este tipo de
investigacion los verdaderos retos terapéuticos para una extrapolaciéon a la
especie humana deben ser evaluados en un mamifero sometido a una lesion, en

una region donde el hueso esté sometido a carga.

La recuperacion post-operatoria de todas las ovejas fue satisfactoria. El uso de
adenovirus para la transduccion ex vivo de las células madre mesenquimales no

implicé ningun dafio a nivel hepatico en el grupo de experimentacion.

Los estudios radioldgicos demostraron que la consolidacion 6sea completa en
el grupo I-3C, se logré en un menor tiempo (7 a 10 semanas), a diferencia del
resto de los grupos de experimentacién donde la consolidacién no se alcanzé y
hubo deformacién del hueso. Shi-Wu® y colaboradores, reportaron que a la
semana 12 después de una lesion en la extremidad anterior del radio derecho en

conejos, se lograba una completa consolidacién 6sea en el grupo donde utilizaron
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CMM s transfectadas con un adenovirus recombinante pAd-Cbfal. En el modelo
canino, donde se probd anteriormente esta metodologia, el seguimiento
radiografico demostré6 completa consolidacion en la mandibula tratada con el
implante de tres componentes en la semana 6 después de la distraccion. Esos
resultados indicaron una marcada reduccion en el tiempo necesario para la
consolidacion comparado con el periodo de consolidaciéon normal cuando se

emplearon CMMs modificadas genéticamente.

Hallazgos post-mortem

Macroscopicos: En el grupo 1-3C se observaron huesos mas completos y bien
formados. En el resto de los grupos se observaron con deformacién y la zona de
la lesion no se alcanzé a llenar completamente. En la tomografia 3D
computarizada se observo que la forma, volumen y estructura del grupo I-3C es
muy similar a las del grupo sin cirugia, con respecto a los grupos con CMMs sin

modificacion genética y el grupo sin implante.

Microscopicos: La tincibn HyE demostro la repoblacion celular en el hueso
nuevo formado en todos los grupos de experimentacion. El tricromico de Masson
demostré la produccién de matriz de colageno. En el grupo I-3C hubo mayor
formacion de tejido 6seo, la matriz 6sea muy compacta y uniforme a diferencia
del grupo sin implante que en su mayoria presenté tejido fibroso y materia amorfa.

Los ensayos de inmunohistoquimica en todos los grupos de experimentacion
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dieron positivo para colageno tipo I, que es la proteina caracteristica de tejido
0seo, corroborando la presencia de hueso nuevo formado. Solo el grupo de I-
CMMs dio positivo para colageno tipo Il lo cual sugiere la presencia adicional de
tejido cartilaginoso. Estos resultados concuerdan con los reportados por Shi-Wu
Dong®, ya que aungque ellos utilizaron un factor de transcripcion para la
diferenciacion osteoblastica (Cbfal), reportaron un incremento significativo en el
area del nuevo hueso formado en el grupo que utiliz6 ésta proteina en

combinacién con CMMSs.

Ensayos de compresion: las propiedades mecanicas describen como se
comporta un material cuando se le aplican fuerzas externas.3’-*° Para propésitos
de andlisis las fuerzas externas que se aplican sobre un material se clasifican asi:

1. Fuerzas de tension: la fuerza aplicada intenta estirar al material a lo largo

-

2. Fuerzas de compresion: la fuerza aplicada intenta comprimir o estirar al

de su linea de accion.

material a lo largo de su linea de accion.

'

3. Fuerza en cortante: las fuerzas se aplican de tal forma que intentan cortar

|

0 seccionar el material.
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4. Fuerza de torsion: la fuerza externa aplicada intenta torcer al material (d).

—

Cualquier fuerza externa que se le aplique a un material causa su deformacion.3®

40 La deformacion del material se define como el cambio en la longitud a lo largo
de la linea de aplicacion de la fuerza. Para estudiar la reaccion de los materiales
a las fuerzas externas que se les aplican, se utiliza el concepto de esfuerzo. En
el sistema métrico decimal el esfuerzo se mide en Pascales (N/m?).

Esfuerzo = Fuerza aplicada
Area sobre la cual se le aplica la fuerza

De la curva de esfuerzo vs. deformacién obtenemos varias propiedades de los
materiales principalmente la resistencia, que es el valor del esfuerzo que debe
aplicarse sobre el material para iniciar su deformacion. En la Figura 14 se
muestran las gréficas correspondientes a dos diferentes materiales (cristal y

polimeros).
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Cristal Polimero

ESFUERZO MPa
ESFUERZO MPa

R P2

DEFORMACION mm DEFORMACION mm

Figura 14. Graficas representativas de resistencia a la deformacién Esfuerzo vs. Deformacién de un
cristal y un polimero

Los ensayos de compresion realizados en este trabajo demostraron que los
huesos presentaron gréficas parecidas al de un cristal y las gréficas de elasticidad
o deformacion generaron lineas rectas, mientras que los tejidos fibrosos y
elasticos se comportaron como polimeros y generaron curvas parabdlicas. Por lo
tanto los huesos no fracturados y el grupo I-3C, si tienen un parecido entre si,
que los diferencia de los otros dos grupos, es decir, el esfuerzo y la resistencia a
la deformacién del hueso en el grupo I-3C fueron las mas cercanas a las del
hueso normal; mientras que en el resto de los grupos estos valores se alejaron
mas de este comportamiento siendo la diferencia significativa en cuanto a la
elasticidad de los huesos, la cual designa la propiedad mecanica de ciertos
materiales a sufrir deformaciones reversibles cuando se encuentran sujetos a la

accion de fuerzas exteriores y de recuperar la forma original si estas fuerzas
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exteriores se eliminan. Esto pudo deberse a la deformidad de algunos huesos
(sobre todo los del grupo S-l y el de I-CMMs), el area fue muy diferente y los
estudios de compresion se deben realizan sobre solidos muy uniformes. La
finalidad del estudio era saber si aumentaba o no la resistencia del hueso o si el
hueso se hacia mas elastico debido a la formacion de tejido fibroso, como quedd

demostrado por los ensayos histolégicos en el grupo sin implante.

Finalmente, algunos estudios previos han demostrado que el uso de las BMPs
aumenta la diferenciacién osteogénica, particularmente la BMP2 y BMP7.13-16
Para realizar el implante con un mayor potencial osteogénico, se realizaron
ensayos in vitro para seleccionar cudl de la proteinas daba mejor resultado. La
combinacion de BMP2 y BMP7 fue la que mayores niveles de expresion presento.
En el 2004 Wei Zhu y Wang Qing en el 2012, demostraron que el uso de esta
combinacion presentdé mayor grado de diferenciacion osteogénica y

proporcionaba una nueva estrategia de tratar los defectos éseos.

En los experimentos in vivo, el modelo ovino ha sido utilizado para evaluar
diferentes terapias para el tratamiento de defectos de hueso. Algunos estudios
solo evaltan la regeneracion 6sea con un seguimiento radiografico utilizando
solamente una doble placa de metal’®. Otros ademas realizan ensayos
histolégicos para evaluar el repoblamiento celular en la zona de la lesion,
demostrando que el uso de CMMs sin modificacidbn genética, ayuda en la

regeneracion 6sea.?® ¥ 32 Uno de los trabajos mas completos para evaluar la
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regeneracion 6sea fue el de Dong® donde evaluaron también ensayos de
compresion. Los resultados fueron comparables con los obtenidos en este trabajo
(con la diferencia que ellos realizaron sus estudios en conejos). En el presente
trabajo la formacion de hueso fue mayor en términos de cantidad y calidad de
nuevo hueso formado, evaluado por seguimiento radiografico; también en los
ensayos histolégicos la produccion de fibras de colageno en el grupo del implante
con CMMs modificadas genéticamente fue mayor. En los ensayos de compresion
mecanica, no hubo diferencia significativa entre el grupo sin fractura y el grupo
de implante; en contraste con nuestros resultados, entre los grupos con CMMs
sin modificar, si hubo una diferencia significativa con respecto al grupo sin

fractura.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

Se logr6 desarrollar un implante de tres componentes: células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo de Ovis aries y caracterizadas por
citometria de flujo y PCR en tiempo real. Las CMMs fueron modificadas
genéticamente con una combinacién de proteinas morfogenéticas de hueso 2 y
7, que resultd ser la de mayor potencial osteogénico, evaluado por ensayos in
vitro (histolégicos y moleculares). Estas células fueron sembradas en una matriz
de hueso desmineralizado que realizamos y probamos para su eficacia, antes de
realizar los ensayos in vivo. Una vez desarrollado el implante de tres
componentes, lo probamos en una lesidbn sometida a carga en un modelo animal
Ovis aries. La consolidacion 6ésea de acuerdo a los estudios radiolégicos, se logra
en un menor tiempo, asi como también en la tomografia computarizada, la
estructura y la densidad 0sea demuestran la eficacia de nuestro implante con

respecto a los grupos con CMMs sin modificacion genética y el grupo sin
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implante. Ademas demostramos que el uso de adenovirus para la transduccion
de las células madre mesenquimales no implicé ningun dafio a nivel hepatico en

las ovejas del grupo de experimentacion.

5.2 Perspectivas

Este implante aun no ha sido descrito y cubre la mayoria de los aspectos
arquitectonicos, celulares y moleculares requeridos para la regeneraciéon 6sea
gue nos permitird continuar con los estudios clinicos necesarios para evaluar
principalmente defectos en huesos y enfermedades relacionadas con el sistema

0seo.
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CAPITULO 7

ANEXOS

7.1 ANEXO 1: MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

7.1.1 MeDIO PARA CMMs

Este medio se prepara con medio DMEM adicionado con 5% de L-glutamina. Se
agrega SFB para que finalmente quede a una concentracion del 10%. Se afiade
también antibidtico/antimicético. Se almacena a 4°C.

7.1.2 MEDIO DE MANTENIMIENTO PARA CELULAS HEK 293

Se utiliza medio DMEM adicionado con 5% de L-glutamina. Se agrega SFB para
que finalmente quede a una concentracion del 5%. Se afiade
antibiético/antimicotico. Se almacena a 4°C.

7.1.3 COLAGENASA | AL 0.1%

Se pesan 100 mg de colagenasa | y esto se disuelve en 100 mL de PBS estéril.

Se esteriliza por filtracién y se almacena en congelacion a -20°C cubierta de la

luz.
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7.2 ANEXO 2: TECNICAS

7.2.1 PURIFICACION VIRAL

Se inicia lisando la ultima pastilla celular por ciclos de congelamientos y
descongelamiento (3) en bafio maria a 37°C y a -80°C respectivamente. Se
centrifuga y toma el sobrenadante eliminandose el debris celular.

1.- Colocar en tubos de polialomero 4 mL de CsCl2 densidad 1.4 (el volumen
maximo de los tubos es de 10 mL, calcular el volumen de CsClz de acuerdo al
volumen de pastilla que se tenga).

2.- Aiadir 4 mL de CsCl2 densidad 1.2 comenzando por afiadir 500 pL lentamente
con la micropipeta de 100 uL, evitando romper el gradiente.

3.- Verificar que los gradientes estén separados.

4.- De acuerdo al volumen recuperado de la pastilla celular, preparar los tubos
necesarios para purificar el total de volumen.

5.- Agregar aproximadamente 1 mL de sobrenadante sobre gradiente, iniciando
con 500 pL con la micropipeta de 100 uL, lentamente.

6.- Afadir 1 mL o 500 pL de aceite mineral encima del sobrenadante hasta llegar
al borde del tubo.

7.- Balancear el peso para la ultracentrifuga pesando los tubos colocados en
chaquetas. Retirar o afiadir aceite mineral segun se requiera para equilibrar el
peso (la variacion debe ser de 000.00xx).

*Se programa la ultracentrifuga de la siguiente manera: 35,000 rpm, 1:30 horas,
No Brake a 4°C.

8.- Después del tiempo de centrifugado se identifica y aspira con micropipeta la
banda blanquecina que se forma entre gradientes.

9.- Agregar un volumen igual al recuperado de PBS.

10.- Colocar en un tubo de polialomero 6 mL de CsClz de densidad 1.35.

11.- Agregar sobre estos la banda recuperada lentamente, empezando por 500

uL con la micropipeta de 100 puL.
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12.- Agregar finalmente 1 mL o 500 pL de aceite mineral.
13.- Balancear.
*Programar de la siguiente forma: 35,000 rpm, 18 hrs, 4°C, No Brake.
14.- Preparar 3 L de buffer de didlisis (10 mL TRIS 10 mM, 10mL MgCl2 1mM, 28
mL NaCl 140 M).
15.- Recuperar banda blanquecina, mientras tanto poner en agitacion a 10°C la
membrana de didlisis.
16.- Colocar lo recuperado en membrana y dializar por 1 hr. Repetir esto 1 vez
mas.
17.- En la 3era dialisis, afiadir 10% de glicerol a buffer de dialisis.
18.- Después de la 3era didlisis recuperar virus y alicuotar en crioviales.

19.- Almacenar a -80°C inmediatamente.

7.2.2 TRANSDUCCION

1.- Eliminar el medio en el cual se cultivan las células.

2.- Hacer 2 lavados con PBS.

3.- Hacer los céalculos necesarios para transducir a una MOI de 50 por vector
adenoviral.

4.- Preparar un volumen de 3 mL de medio DMEM sin suero en el caso de botellas
de cultivo de 75 cmz2y 5 mL en el caso de botellas de 150 cm2 con la cantidad de
virus necesaria (descongelar vial con virus en frio).

5.- Anadir el medio preparado con virus a la botella de cultivo y colocar en la
incubadora a 37°C por 3 hrs.

6.- Pasado este tiempo hacer 3 lavados con PBS eliminando por completo el
medio con virus.

7.- Afadir medio para CMM y regresar a la incubadora.
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7.2.3 INCLUSION DE TEJIDO EN PARAFINA

1.- Lavar el tejido en agua destilada y colocarlo en un tubo de 1 0 1.5 mL.

2.- Colocar en acetonas graduales 70%, 90%, 100%, 100%, 20 min en cada una.
3.- Colocar en una mezcla de acetona/xilol por 20 min.

4.- Colocar en 2 de xilol por 20 min cada uno.

5.- Eliminar por completo el xilol en el que se encuentren y afiadir parafina liquida
a todo el tubo.

6.- Dejar en esa parafina por 20 min a 60°C una vez que ésta esté completamente
liquida.

7.- Eliminar la parafina y hacer un segundo cambio con parafina nueva.

8.- Dejar por 20 min a 60°C, montar y dejar enfriar para hacer cortes.

7.2.4 TRICROMICO DE MASSON

1.- Hidratar en agua destilada por 20 seg.

2.- Colocar en solucién fijadora de Bouin por 30 min a 60°C.

3.- Lavas con agua de la llave hasta que pierda el color amarillo.
4.- Enjuagar con agua destilada unos segundos.

5.- Tedir nacleos con hematoxilina férrica por 10 min.

6.- Lavar con agua de la llave por 10 min.

7.- Lavar con agua destilada hasta que deje de tefirse.

8.- Colocar en solucién de acidos (fosfotungstico y fosfomolibdico) por 10 min.
9.- Sumergir en agua destilada.

10.- Teiiir con azul de anilina por 20 min.

11.- Lavar con agua destilada hasta que deje de tefirse.

12.- Hacer una inmersion de 15 seg en acido aceético acuso al 1%.
13.- Deshidratar en alcoholes 95%, 100%, alcohol xilol por 15 seg.

14.- Aclarar en 2 cambios de xilol de 15 seg cada uno y montar con resina.

67



Evaluacién de un Implante de Células Madre Mesenquimales Modificadas Genéticamente con
Proteinas Morfogenéticas de Huesos para la Osteogénesis en Ovis aries

7.2.5 INMUNOHISTOQUIMICA CON EL KIT MoOUSE & RABBIT SPECIFIC HRP/DAB
DETECTION IHC, ABCAM

1.- Hidratar las muestras con agua destilada por 20 seg.

2.- Afadir peréxido de hidrogeno para bloquear a la peroxidasa endoégena por 15
min.

3.- Lavar 3 veces con buffer PBS/Triton X por 2 min cada una.

4.- Anadir bloqueador de proteinas por 40 min.

5.- Lavar 3 veces con buffer PBS/Tritébn X por 2 min cada una.

6.- Afladir el anticuerpo primario a la concentracion adecuada e incubar toda la
noche (colageno Il 'y X) o por 2 horas (colageno ).

7.- Lavar 3 veces con buffer PBS/Tritdn X por 2 min cada una.

8.- Afadir el anticuerpo secundario biotinilado e incubar por 20 min.

9.- Lavar 3 veces con buffer PBS/Triton X por 2 min cada una.

10.- Afiadir la estreptavidina conjugada con peroxidasa e incubar por 20 min.
11.- Lavar 3 veces con buffer PBS/Tritén X por 2 min cada una.

12.- Aiadir diaminobenzidina e incubar de 5 a 10 min.

13.- Lavar con agua destilada.

14.- Contratefiir con hematoxilina de Gill por 2 min.

15.- Lavar con agua destilada por 20 seg y posteriormente con agua de la llave
hasta que deje de tefirse.

16.- Deshidratar con alcoholes 95%, 100%, 100%/xilol por 15 seg.

17.- Aclarar con 2 cambios de xilol, cada uno de 15 seg y montar con resina.
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