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1. Abreviaturas

DBM: matriz 6sea desmineralizada.
BMP: proteina morfogenética dsea.
ALP: fosfatasa alcalina.

LDH: lactato deshidrogenasa.

PBS: tampdn fosfato salino.
GelMA: metacriloilo de gelatina.
Gly: glicerol

A.H.: acido hialurdnico.



2. Resumen

La matriz 6sea desmineralizada (DBM) es un aloinjerto éseo con propiedades
osteoinductoras muy utilizado para promover la formacion de nuevo hueso. Este
potencial osteoinductivo es debido a las proteinas morfogenéticas éseas (BMP) que
contiene, y a otras moléculas como miembros de la familia TGF-B o la metaloproteasa
de la matriz MMP2. La DBM se obtiene a partir del hueso cortical del fémur de
donantes, tras la molienda, lavado y desmineralizacién. Para su aplicacion, es
necesario formular la DBM con un excipiente que, ademas de facilitar su manipulacién
e implementacion, potencie su actividad osteoinductora. En este estudio, se han
evaluado tres excipientes (glicerol, acido hialurénico y metacriloilo de gelatina
(GelMA)) para formular la DBM vy se ha investigado su efecto sobre la diferenciacién
osteogénica de la linea de células musculares C2C12. Todas las muestras de DBM de
los donantes analizados indujeron la actividad ALP en células musculares, indicativo de
la diferenciacién osteogénica. Ademas, los extractos proteicos de las DBM analizados
mostraron niveles cuantificables de BMP2. De los excipientes investigados, ninguno
resulté tdéxico para las células C2C12 y el GelMA fue el excipiente que mostré una
mayor induccién de la actividad ALP en estas células, cuando se formularon a una
concentracion de DBM al 30%. Esta concentracidn es la que mostré una mejor
consistencia y maleabilidad. En conclusion, el GelMA es un excipiente que podria ser

usado para la formulacién de la DBM y su aplicacién clinica en humanos.



3. Abstract

The demineralized bone matrix (DBM) is a bone allograft with osteoinductive
properties widely used to promote the formation of new bone. This osteoinductive
potential is due to the presence of bone morphogenetic proteins (BMP) and other
proteins like members of the TGF-B family or the matrix metalloproteinase MMP2.
DBM is obtained from human femoral cortical bone, after grinding, washing and
demineralization. For its application, it is necessary to formulate the DBM with an
excipient that, in addition to facilitating handling and implementation, it also enhances
its osteoinductive activity. In this study, we evaluated three excipients (glycerol,
hyaluronic acid and gelatin methacryloyl (GelMA)) to formulate the DBM and we have
investigated its effect on osteogenic differentiation of the C2C12 muscle cell line. All of
the DBM donor samples that were analyzed induced the ALP activity in muscle cells,
indicative of osteogenic differentiation. In addition, the protein extracts of DBM
showed measurable levels of BMP2. Of the excipients tested, none were toxic to
C2C12 cells and the GelMA was the excipient that showed a greater induction of ALP
activity in these cells when formulated at a concentration of 30% DBM. This
concentration was the one that showed better consistency and malleability. In
conclusion, the GelMA is an excipient that could be used to formulate the DBM for its

clinical application in humans.



4. Introduccion

El hueso estd formado por una matriz extracelular, células y agua, como
cualquier otro tejido conectivo. La matriz extracelular 6sea estd compuesta por
materia organica (¥35%) e inorgdnica (“65%). La parte organica se compone
principalmente de colageno (90%), que aporta flexibilidad y resistencia a la traccion al
hueso, y proteinas no colagenosas (10%), entre las que predominan la sialoproteina
del hueso, la osteocalcina y la osteonectina. Las proteinas no colagenosas tienen
funciones importantes como la modulacidn de la calcificacion y la reparacion del tejido
0seo, la adhesidn celular y el enlace de factores de crecimiento. La parte mineral esta
formada principalmente por cristales de hidroxiapatita carbonatada, un fosfato calcico
cristalino de formula molecular Cas(PO4)3(OH). Los cristales de hidroxiapatita se

encuentran localizados entre las fibras de colageno.

El hueso es un tejido dindmico que sufre un proceso continuo de formacion y
resorcion, conocido como remodelacién dsea. La remodelacidn dsea tiene lugar en
distintos sitios del cuerpo donde el hueso se encuentra en crecimiento, sufre tensiones
mecanicas, o donde se han producido micro-fracturas o pequefias roturas. Sin
embargo, cuando existen fracturas traumaticas, o defectos patolédgicos (diabetes,
osteoporosis...) el tejido éseo no se regenera correctamente por lo que es necesario el
uso de estrategias que ayuden a recuperar la arquitectura y las funciones del tejido

~ 1
dafiado.

De entre estas estrategias, actualmente se acepta que el mejor material para
sustituir al tejido 6seo es el propio hueso, al ser un material biocompatible. Aunque el
hueso autélogo estd considerado como el estdndar “oro”, fundamentalmente debido a
sus propiedades osteoconductivas y osteoinductivas, no siempre es posible obtener
hueso del mismo paciente, siendo ademas una técnica no exenta de morbilidad que
muchas veces incomoda mas al paciente que la patologia original. Es por ello que la
utilizacién en multiples aplicaciones de cirugia traumatoldgica y ortopédica, cirugia

maxilo-facial y neurocirugia, de aloinjertos dseos suministrados por los Bancos de



Tejidos a partir de donaciones altruistas ha experimentado un gran aumento en los

ultimos anos.

Todas las presentaciones de aloinjerto éseo mantienen la capacidad
osteoconductora pero uUnicamente los aloinjertos desmineralizados, y en menor
medida los congelados, conservan ademds propiedades osteoinductoras®*. El
aloinjerto &éseo desmineralizado mas ampliamente utilizado es la matriz 6sea
desmineralizada (DBM). Cabe destacar que los aloinjertos son injertos éseos o de parte
del hueso extraidos de individuos de la misma especie que pueden ofrecer distintas
capacidades bioldégicas como son la osteogénesis, osteoconduccion vy la
osteoinduccion. La osteogénesis es la capacidad que tiene el injerto de producir hueso
nuevo a partir de células vivas que contiene el mismo. La osteoconduccion es la
capacidad del injerto de servir como molde para que el hueso pueda regenerarse.
Finalmente, la osteoinduccion es la habilidad del injerto de producir hueso nuevo a

partir de células madre mesenquimales4.

La DBM se prepara a partir de hueso cortical eliminando los minerales vy
manteniendo activos los factores de crecimiento osteoinductivos del hueso, el
colageno y otros componentes organicos. Asi, contiene los complejos de proteinas
necesarias para la induccion o¢sea utilizada sola o en combinacién con otros

biomateriales para la reconstruccion de defectos 6seos.

Para elaborar la DBM, en primer lugar se tiene que separar el hueso del
donante de los tejidos blandos que lo rodean y eliminar la sangre y los lipidos. A
continuacion se sumerge en una solucién con antibidtico para, posteriormente
someter al hueso ya limpiado a un proceso de desmineralizacidén con acido clorhidrico
0.5-0.6 M seguido de una fase de liofilizacion. Tras esta fase, el polvo obtenido se

puede formular en pastas o masillas para su uso”.

Un punto conflictivo en la preparacién de la DBM es el tamafio de particula
Optimo. Se sugiere que particulas de menos de 250 micras no son tan osteoinductivas

como particulas de mayor tamafio. Hay estudios que avalan que particulas de DBM de
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entre 550 y 710 micras de tamafio son las que presentan un mayor potencial

osteoinductivo, que disminuye a medida que el tamafo de particula se reduce®.

La DBM es ampliamente investigada como material para promover la formacion
de hueso nuevo. Muchos estudios demuestran que contiene proteinas morfogenéticas
dseas (BMPs) que son importantes reguladores para la formacidn de hueso. Se postula
qgue el potencial osteoinductivo de la DBM es atribuible a la disponibilidad de BMPs
presentes. El papel osteoinductivo de las BMPs es multifacético. Pueden funcionar
como factores quimiotacticos, que inician el reclutamiento de células progenitoras,
como el crecimiento de factores estimulantes de la proliferacion de células madre
mesenquimales y como factores de diferenciacion para promover la maduracion de
estas células en condrocitos, osteoblastos y osteocitos’. Entre la amplia familia de
BMPs, la BMP4 es una de las mds osteoinductivas que han sido investigadas para su
uso en aplicaciones clinicas pero otras como la BMP2 y la BMP7 también estan
presentes en extractos de DBM y juegan un papel importante en la osteoinduccion®’.
Por ejemplo, la BMP7 es capaz de restaurar defectos dseos’. Por otra parte, la BMP2
inhibe la diferenciacién miogénica de las células y la deriva hacia el linaje
osteoblastico™. Cabe destacar que los niveles de BMPs necesarios para producir
efectos en los cultivos de mioblastos son relativamente altos. Esto no es sorprendente
ya que en los mioblastos C2C12 se necesitan entre 100 y 300 ng/ml para estimular la

produccién de osteocalcina y la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP).

Otros factores, como miembros de la familia TGF-B tienen un efecto sobre el
crecimiento y la diferenciacién de una variedad de células y juegan un papel
importante en la formacién de hueso y en su reparacion. El TGF-B puede inducir o
inhibir la formaciéon de hueso nuevo dependiendo de la concentracidn, la densidad
celular o el estado de diferenciacion en el que se encuentran los osteoblastos e

inducen la expresiéon de marcadores como la ALP™.

La metaloproteasa de la matriz MMP2 también conocida como gelatinasa A
tiene una actividad centrada en la destruccién del colageno, cualidad positiva para la

osteoinduccion ya que facilita la angiogénesis del nuevo hueso en formacidn, la
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liberacion de factores como TGF-B y el reclutamiento de células mesenquimales de la

médula dsea®’.

Para realizar estudios in vitro y corroborar los efectos osteogénicos de la DBM
se suele utilizar como marcador temprano de la diferenciacion de células osteogénicas
la actividad ALP. Las células osteobldsticas normalmente expresan tres veces mas
actividad ALP que cultivos similares con células fibroblasticas, aunque estas ultimas
doblan su actividad ALP en presencia de DBM debido a la capacidad de ésta de
diferenciarlas en células similares a los osteoblastos. También se ha demostrado un
aumento de la actividad ALP incubando con BMPs ya que éstas también tienen la

capacidad de diferenciar los fibroblastos en células osteoblasticas °.

Se ha comprobado que hay una correlacidn entre los resultados obtenidos in
vivo midiendo el contenido de calcio tras la implantacion de la DBM con la actividad
ALP de las células expuestas a DBM en el estudio in vitro. Asi, si la DBM induce bajos
niveles de formacién de hueso nuevo (remineralizacién) en el ensayo in vivo, también
induce bajos niveles de actividad ALP en el ensayo in vitro. En cambio, si la DBM induce
altos niveles de formaciéon de hueso nuevo en el estudio in vivo, también induce altos

niveles de actividad ALP en el ensayo in vitro®.

Para realizar estudios in vivo y para su aplicacioén clinica, la DBM en polvo es
dificil de utilizar y para ello se utiliza en combinaciéon con otros materiales para asi
facilitar su manipulacién, preparacion y aplicacién en el defecto dseo. El formato mas
utilizado es la masilla moldeable que puede ser colocada en los defectos dseos. Hay
una gran variedad de excipientes que se han utilizado para formular DBM. Diferentes
casas comerciales optan por sustancias diferentes. Por ejemplo, el Grafton Putty® se
combina con glicerol, el DBX Putty® se combina con hialunorato calcico y el Allomatrix

Putty® se combina con hemihidrato de sulfato de calcio y carboximetilcelulosa™**.

En el presente trabajo se ha evaluado la actividad osteogénica de la DBM

formulada 3 excipientes diferentes: glicerol, acido hialurénico y metacriloilo de



gelatina (GelMA) que tienen propiedades que a priori parecen adecuadas para ser

utilizados como excipientes.

El glicerol es usado en algunas formas comerciales de DBM, como el Grafton®.
Se trata de una molécula de bajo peso molecular muy soluble en agua. El glicerol
experimenta una marcada reduccién de su viscosidad cuando la temperatura se eleva
desde la temperatura ambiente (25 °C) hasta la temperatura del tejido del paciente,
que suele rondar los 37 °C. Asi, la combinacién de su alta solubilidad en agua y
reducida viscosidad en el tejido hace que el aloinjerto fluya inmediatamente después
de su colocacién en la fractura dsea. La concentraciéon de glicerol a la cual formular la
DBM es un misterio ya que las casas comerciales no proporcionan dicha informacion,
pero se ha demostrado su eficacia al ser formulaciones ya comercializadas y usadas en

el &mbito clinico.

El acido hialurénico es un glucosaminoglucano de alto peso molecular
encontrado en la matriz extracelular de los tejidos conectivos y presente en los sitios
de lesidn de muchos tejidos. Se trata de un compuesto biocompatible, bioabsorbible y
no resulta toxico ni inmunogénico. Su composicién quimica es déptima para su
utilizacidn en muchas aplicaciones médicas como portador de productos bioldgicos. La
DBM formulada con acido hialurénico mantiene sus propiedades, pero la adicion del
excipiente supone una reduccién de la cantidad de DBM por unidad de volumen que

podria tener un impacto en la osteoinductividad del aninjertolG.

El GelMA es un hidrogel de metacrilamida de gelatina fotopolimerizable que
contiene los componentes de matriz extracelular modificados, ya que la gelatina es un
material hecho de colageno desnaturalizado que contiene proteinas de unién celular y
metaloproteinasas de matriz'’, por lo que es un material muy atractivo para
aplicaciones de ingenieria de tejidoslg. Se trata de un hidrogel estable a 37 °C con una
viabilidad celular a largo plazo que permite la migracion de las células y la

remodelacién del tejido recién formado™.
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5. Objetivos y planteamiento experimental

El objetivo general del proyecto en el que se enmarca este Trabajo Fin de Grado
es el desarrollo de una metodologia sencilla que permita la obtencién de DBM en un
banco de tejidos convencional y su formulacién con un excipiente que, ademas de

facilitar su manipulacion e implantacién, potencie su actividad osteoinductora.

El objetivo especifico del trabajo ha sido determinar las condiciones éptimas de
formulacidon de la DBM para obtener la consistencia apropiada (gel, pasta maleable)
que facilite su manipulacién y estudiar in vitro el efecto de dichas formulaciones,
analizando el efecto sobre la induccién de la diferenciacién osteogénica en la linea

celular de mioblastos de ratén C2C12.

Para cumplir con los objetivos planteados, en primer lugar se ha estudiado Ila
DBM de distintos donantes para comprobar que inducen la diferenciacién osteogénica
de las células musculares y ver si son éptimas para ser usadas en la investigacion, asi
como cuantificar los niveles de proteina BMP2 en los extractos proteicos de la DBM, ya
gue se ha comprobado que ésta induce la diferenciacion osteogénica de células

musculares.

A continuacién, se ha formulado la DBM con los tres excipientes elegidos. En
primer lugar, se han estudiado diferentes concentraciones con la que formular la DBM
teniendo en cuenta la induccidén osteogénica y la consistencia y aspecto de la pasta.
Una vez elegida la mejor concentracién, se han estudiado los distintos excipientes con
el fin de seleccionar el mejor, el que sea capaz de potenciar las propiedades

osteoinductoras de la DBM y que la haga apta para su uso clinico.
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6. Materiales y métodos

6.1. Preparacion de la DBM.

La DBM se preparo a partir de hueso cortical de fémur de diferentes donantes,
después de recibir el consentimiento informado y aprobacién ética. Los huesos se
obtuvieron a partir de donantes vivos segun los protocolos vigentes en el Banco de
Tejidos y que se ajustan a los estandares de la Asociacion Espafiola de Bancos de
Tejidos. Una vez recogidos en quiréfano en condiciones asépticas, los huesos fueron
congelados a -80 °C sin manipulacién previa. Posteriormente fueron fragmentados,
molidos y tamizados, con el fin de conseguir un tamafio de particula entre 250 y 800
pum. Una vez obtenido el polvo de cortical, éste se sometid a un lavado con PBS, etanol
70%, etanol absoluto y PBS (Biowest, Nuaillé, France), para el tratamiento
desengrasante de la muestra. A continuacién, se desmineralizé con HCl 0,5N (Sigma,
St. Louis, MO, USA) mediante 3 lavados de una hora cada uno. Posteriormente, se
lavé exhaustivamente con agua MilliQ cada muestra, afiadiendo 50 ml de agua MilliQ
a cada muestra unas 8-9 veces. Por ultimo, se liofilizé6 cada muestra para eliminar toda

el agua retenida.

6.2. Preparacion de los excipientes y formulacion de la DBM.

Para las formulaciones se utilizé glicerol (Sigma, St. Louis, MO, USA)
previamente autoclavado y acido hialurénico (Bioibérica, Barcelona, Spain) al 2%

peso/peso con PBS dejando en agitacion 24 horas antes de la utilizacion.

El GelMA se sintetizo disolviendo 10 gramos de gelatina en polvo (Sigma, St.
Louis, MO, USA) en 100 ml de tampdn de fosfato salino de Dulbecco (DPBS) (Biowest,
Nuaillé, France) a 50 °C afiadiendo lentamente 1ml de metacrilato anhidrido (Sigma, St.
Louis, MO, USA). La mezcla se mantuvo en agitacion durante 3 horas a 50 °C. A
continuacion, la solucién se dializé con agua destilada, que se cambiaba dos veces al
dia, con tubos de didlisis de 12-14 kDa incubados a 37 °C. La solucidn final se liofilizd

hasta un peso constante y se guardé a -80 °C hasta su uso®.
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Para realizar los experimentos se utilizd GelMA al 10% con PBS anadiendo a
continuacion un 0.5% peso/volumen de 2-hidroxi-1-(4-(hidroxietoxi)fenil) -2-metil-1-
propanona (12959) (Sigma, St. Louis, MO, USA) como fotoiniciador. Una vez formulada
la pasta, fue expuesta a luz ultravioleta durante 10 segundos para activar la

polimerizacic')nls.

Estos excipientes se utilizaron para realizar formulaciones con DBM a diferentes
concentraciones de DBM (%, p/p) de 0%, 10%, 20%, 30%, 50% y 80% mezclando ambos

componentes hasta conseguir una pasta homogénea con la que tratar las células.

6.3. Cultivo celular.

Las linea celular de células musculares C2C12 (ATCC® CRL-1772™, Manassas,
VA, USA) se utilizd6 para los ensayos in vitro. Las células fueron cultivadas
rutinariamente a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO, y mantenidas en medio
RPMI (Biowest, Nuaillé, France) suplementado con un 10% de suero de ternero fetal
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) y 50 IU penicilina/ml y 50ug
estreptomicina/ml (Biowest, Nuaillé, France). Las células se subcultivaron antes de
llegar a la confluencia con PBS vy tripsina (Biowest, Nuaillé, France). Para realizar los
experimentos se utilizaron placas de 24 pocillos con una concentracién de 50000

células por pocillo.

Las células fueron tratadas con DBM sola y con DBM formulada con los
diferentes excipientes. En el primer caso, se afiadio a cada pocillo unos 5 mg de DBM,
ya que se ha comprobado que esta cantidad ya induce diferenciacion osteogénica. En

el caso de las DBM formuladas, se traté las células con 22 mg de pasta por pocillo.

6.4. Cuantificacion de la BMP2.

Los extractos proteicos de las DBM de diferentes donantes se analizaron para
cuantificar la BMP2 usando un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Para realizar la extraccidn se utilizd una solucidon de Guanidina HCl 4M / 50 mM Tris-
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HCI/ 10mM EDTA pH=6,9 (Sigma, St. Louis, MO, USA). La extraccion se llevd a cabo en
una proporciéon 300 mg de matriz dsea desmineralizada por 5 ml de solucién. La
mezcla se mantuvo en agitacién rotatoria durante 24 horas a 4 °C. Pasado ese tiempo
se centrifugaron las muestras, se dializé el sobrenadante frente a PBS y se cuantificé la
concentracion proteica. Las alicuotas de 50 ul de los extractos proteicos se incubaron
durante 2 horas en agitacidon a temperatura ambiente y se midié la cantidad de BMP2
segun las instrucciones descritas en el kit del fabricante (Quantikine Immunoassay,

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

6.5. Viabilidad celular.

La actividad lactato deshidrogenasa (LDH) se utilizé para medir la citotoxicidad
de las diferentes formulaciones de la DBM. Después de 48 horas de incubacién de las
células C2C12 con las formulaciones de DBM se recogié el medio de cultivo, se
centifugd a 250 g durante 5 min a 4 °C y el sobrenadante se almacend a 4 °C hasta el
momento de realizar la medicion. La actividad LDH se determind
espectofotométricamente con las instrucciones del kit (Cytotoxicity Detection Kkit,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Los resultados se representan respecto a
células incubadas solo con medio de cultivo (0% de toxicidad) y respecto a células
incubadas con medio de cultivo con Tritén X-100 al 1% (100% de toxicidad) (Sigma, St.
Louis, MO, USA).

6.6. Actividad fosfatasa alcalina (ALP).

La actividad ALP se utilizd6 como marcador de diferenciaciéon de las células

musculares C2C12 hacia el linaje osteogénico.

Después de 48 horas de incubacion de las células con las formulaciones de
DBM, se eliminé el medio de cultivo de los pocillos y se afiadié 100 pl de PBS tritén X-
100 al 0.1 % para conseguir el lisado de las células. A continuacién, las muestras fueron
sometidas a dos ciclos de congelacién (en nitrégeno liquido) y descongelacion (en un
bafo a 37 °C) y posteriormente fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 5 minutos

14



a 4 °C. A continuacidn, se cogié una alicuota de 25 pl de células de cada muestra por
duplicado y se le afiadié 100ul de p-Nitrofenil Fosfato (PnPP) (Sigma, St. Louis, MO,
USA) como sustrato. La reaccion se detuvo 30 minutos después de una incubacién a 37
°C. La actividad se midid, por la escision del PnPP que confiere un color amarillo a la
muestra, leyendo la absorbancia a 405 nm. En paralelo a las muestras se prepard una
curva con fosfatasa alcalina que fue construida mezclando 1ul de ALP (Promega,

Madison, WI, USA) con 5 mL de tampdn y luego realizando diluciones en serie de 1:5.

6.7. Analisis estadistico.

Todos los datos se presentan como la media de los valores + SEM (error
estandar de la media). El efecto de los tratamientos se evalué mediante un analisis
ANOVA vy las diferencias entre grupos se evaluaron mediante el test de t de Student. El
anadlisis estadistico se realiz6 usando el programa estadistico SPSS para Windows
version 17 (SPSS, Chicago, IL USA). Los resultados se consideraron significativos con un
valor de P< 0.05. Para realizar los graficos se utilizé el programa GraphPad v 5.00 para

Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
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7. Resultados y discusidn

En estudios previos realizados en el grupo de investigacidén se habia optimizado
la técnica de obtencidon de la DBM, ensayando diferentes condiciones de molienda,
lavado y desmineralizacidn; y se habia puesto a punto el test in vitro con las células
C2C12 para evaluar su actividad osteoinductora mediante la evaluacion de la actividad

ALP, utilizando DBM comercial.

Durante el desarrollo del presente TFG en primer lugar se comprobd la
actividad osteoinductora de DBM obtenida a partir de diferentes donantes y DBM
comercial mediante el test in vitro optimizado. Después de un cultivo de 48 horas de
las células C2C12 con las diferentes DBM se midi6 la actividad ALP. En la figura 1 se
pueden observar los resultados obtenidos. Se ve que la DBM de todos los donantes
tienen una capacidad de induccidn osteogénica similar o mayor que la DBM comercial,
dependiendo del donante. De esta forma se puede decir que las DBM analizadas
inducen diferenciacién osteogénica de las células musculares, por ello, podrian ser

utilizadas para seguir adelante con la investigacién.
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Figura 1. Evaluacion de la induccion osteogénica en células C2C12 por DBM. Las células
musculares C2C12 se cultivaron segun lo descrito en el apartado de Materiales y Métodos y la
actividad ALP como marcador de la induccidon osteogénica se midio después de 48h de cultivo
con DBM, obtenidas de 7 donantes diferentes. El experimento se realizo por cuadruplicado,
para cada donante. Los datos representan la media + error estdndar de la media.
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Un estudio de Zang et al ® ya corroboré que la DBM aumentaba la actividad
ALP en células musculares, y por ello, la induccién osteogénica en dichas células.
Ademas, cabe destacar que estudios similares al nuestro llevados a cabo por otros
autores ya demostraron la gran variabilidad que existe entre los diferentes donantes®.

De este modo, los resultados obtenidos en relacién a la induccién osteogénica de la

DBM son los esperados.

A continuacion, se eligieron tres de los donantes para medir el contenido de
BMP2 de los distintos extractos de DBM, ya que se sabe que esta proteina le confiere
la capacidad de osteoinduccion y es crucial para las propiedades de la DBM”. La figura
2 muestra la cantidad de BMP2 por gramo de proteina obtenido para cada uno de los
donantes. Puede observarse bastante variabilidad entre ellos, al igual que con la
actividad ALP de las diferentes DBM estudiadas anteriormente. Asi, se tendria que
seguir estudiando la actividad ALP de distintas DBM vy ver si existe alguna correlacién
con la cantidad de BMP2 de la misma®®, ya que posiblemente la cantidad de dicha

proteina ayuda a potenciar las propiedades osteoinductoras de la DBM.
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Figura 2. Evaluacion de la cantidad de proteina BMP2 por gramo de proteina. Se evalud la
BMP2 de extractos de DBM de tres donantes diferentes y el experimento se realizé por
quintuplicado, para cada donante los datos representan la media + error estdndar de la media.

Un estudio de Willdemann et al ** cuantificé la cantidad de BMP2 de diferentes

DBM comerciales obteniendo cantidades de proteina superiores a las obtenidas en
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este estudio. Esta diferencia pueden deberse a la calidad de las DBM analizadas, ya
que se trata de DBM comerciales aptas para el uso terapéutico y cuyo proceso de
obtencién se encuentra perfectamente optimizado. Cabe destacar que en esta
investigacion también se pudo observar la variabilidad entre distintos lotes de DBM
comerciales, asi como se ha dado en el presente experimento, en el que DBM de

diferentes donantes contiene distintas cantidades de BMP2.

Una vez realizados estos estudios se centré la atencidén en formular la DBM con
un excipiente que le confiriera las caracteristicas dptimas para ser comercializada y
utilizada en el dmbito clinico. La DBM es un polvo que necesita ser formulado para
obtener la consistencia adecuada, que mantenga o mejore sus propiedades
osteoinductoras para su uso terapéutico en humanos. Para ello se disefiaron estudios
con glicerol, acido hialurénico y GelMA con el fin de seleccionar el mejor excipiente y

la concentracién adecuada con la que formular la DBM.

En primer lugar se formuld la DBM con cada uno de los excipientes a diferentes
concentraciones de DBM (%, p/p) de 0%, 10%, 20%, 30%, 50% y 80%. Se utilizd un solo
donante para poder observar la consistencia de las diferentes pastas y también evaluar
la induccion osteogénica de las mismas en las diferentes concentraciones para poder
seleccionar la mejor. Como puede verse en la figura 3, a medida que aumenta la
concentracion de DBM, la actividad ALP también se ve incrementada. A pesar de que la
induccién de la ALP fue mdaxima entre un 50-80%, al tener en cuenta la consistencia de

la pasta, se eligié la DBM formulada al 30% para continuar con la investigacion.
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Figura 3. Evaluacion de la induccion osteogénica en células C2C12 por DBM formulada con
diferentes excipientes. Las células musculares C2C12 se cultivaron segun lo descrito en el
apartado de Materiales y Métodos y la actividad ALP se midid después de 48h de cultivo con
DBM formulada como marcador de la induccion osteogénica. Se utilizaron tres excipientes a
diferentes concentraciones (0%, 10%, 20%, 30%, 50% y 80% - DBM/excipiente): glicerol (A),
dcido hialurénico (B) y GelMA (C) preparados segun lo descrito en el apartado de Materiales y
Métodos. Se utilizé un solo donante y los experimentos se realizaron por cuadruplicado, los
datos representan la media * error estdndar de la media. Las diferencias se evaluaron
mediante ANOVA de un factor(p<0.05): % indica un efecto del % de DBM en el gel. Test de t-
student (p<0.05): *, diferencias significativas vs. 0%; #, diferencias significativas vs. 10%; 6,
diferencias significativas vs. 20%; &, diferencias significativas vs. 30%.

Ding et al 22 vealizé una investigacion en células madre de las propiedades de la
DBM formulada con un excipiente de fibroina de la seda y observé que la expresién de
ALP era significativamente mayor a una concentracion del 20% de DBM que a
concentraciones mayores. Estos resultados se contrastan con los obtenidos en este
trabajo en los que a medida que aumenta la concentracién de DBM, aumentaba la
actividad ALP. Estas variaciones pueden deberse al excipiente utilizado o simplemente

qgue diferentes tipos celulares tengan unas necesidades diferentes para empezar su
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diferenciacién hacia el linaje osteoblastico. En contraposicion y similar a nuestros
resultados, otro estudio” demostré gue a mayor cantidad de DBM, mayor era la

actividad ALP de las células, resultados que concuerdan con este trabajo.

A continuacidn se realizd un estudio de citotoxicidad para comprobar si alguno
de los excipientes utilizados resultaba ser toxico para las células. Para ello se midio la
actividad LDH a partir del medio de cultivo de las células incubadas con cada uno de los
excipientes. Para valorar la toxicidad en las células se utilizé un control negativo,
células incubadas con medio de cultivo (0% toxicidad) y un control positivo, células
incubadas con medio de cultivo con Tritén X-100 al 1%. Este rompe las membranas
celulares liberando la LDH al medio y servirda como valor del 100% de toxicidad. Los
resultados obtenidos pueden observarse en la figura 4A, en las que se ven diferencias
significativas de los excipientes respecto al control negativo, si bien todas presentan
valores inferiores al valor maximo permitido (30%) para biomateriales evaluados in
vitro segun la 1SO-10993:5, lo que indica que ningln excipiente seria téxico para las
células. Ademads, se pueden ver diferencias significativas entre el GelMA respecto al
glicerol y al acido hialurénico, mostrando el GelMA valores de citotoxicidad inferiores a

los otros dos excipientes evaluados.

Asi, sabiendo que ningun excipiente es tdxico para las células se siguid con la
investigacion con la finalidad de seleccionar el mejor excipiente y con un mayor
numero de donantes, al trabajar solo con el porcentaje de DBM al 30%. La figura 4B
muestra que la DBM formulada al 30% tanto con el glicerol como con el GeIMA induce
significativamente la actividad ALP respecto al excipiente solo, sin embargo no se
encontraron diferencias entre la DBM formulada con acido hialurénico y su control
excipiente. Ademds, la DBM formulada con GelMA mostré una actividad ALP

significativamente superior a la DBM formulada con acido hialurénico.
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Figura 4. Evaluacion de la citotoxicidad y la actividad ALP en células C2C12 incubadas con
DBM formulada con diferentes excipientes. Las células C2C12 se cultivaron segun lo descrito
en el apartado de Materiales y Métodos y la citotoxicidad y la actividad ALP se midieron
después de 48h de cultivo con DBM formulada con diferentes excipientes a una concentracion
del 30% de DBM y de los excipientes sin DBM al 0% de DBM. Se utilizaron siete donantes y los
experimentos se realizaron por cuadruplicado, los datos representan la media * error estdndar
de la media . A: Actividad LDH medida a partir del medio de cultivo de las células incubadas con
DBM formulada con los tres excipientes. El control negativo (0) son células incubadas con
medio de cultivo y el control positivo (100) son células incubadas con medio de cultivo
suplementado con 1% Triton X-100. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante
ANOVA de un factor (p<0.05): Exp; efecto del excipiente.Test de t de student (p<0.05): *,
diferencias significativas vs. 0; # diferencias significativas vs. 100; &, diferencias significativas
vs. glicerol; 6, diferencias significativas vs. H.A. B: Actividad ALP en células incubadas con DBM
formulada con los tres excipientes. Las diferencias se evaluaron mediante ANOVA de un factor
(p<0.05): Exp; efecto del excipiente.Test de t de student (p<0.05): *, diferencias significativas vs.
0%.; 6, diferencias significativas H.A. vs. GelMA.

Un estudio de Boyan et al 16 respalda los resultados obtenidos respecto al acido
hialurénico en el que no hay diferencia en la actividad ALP de |la DBM formulada a una
concentracion de 30% de DBM y de 0% de DBM. En dicho estudio se investigd el uso
del acido hialurénico como excipiente de la DBM y se observd una gran variacion entre

donantes, hasta el punto en que el cultivo control tenia una igual o mayor induccién
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osteogénica que el tratado con la formulacién de DBM con acido hialurdnico, hecho
que no condujo a ninguna conclusion clave sobre la validez del excipiente para su

formulacion con DBM.

En la figura 5A, se pueden ver las imagenes de las diferentes pastas formuladas
con DBM al 30%. En el caso del glicerol se observa una textura muy liquida que no
puede ser moldeada, por lo que no confiere a la DBM las propiedades fisicas dptimas
en esta concentracién para ser aplicado en defectos dseos. Los otros excipientes
testados si confieren una textura de pasta a la DBM. En ambos casos la misma puede
ser moldeable pero la pasta formulada con GelMA parece ser la mejor por su mayor

consistencia y facil maleabilidad.

Ademads, en la figura 5B se pueden observar imdgenes del microscopio
invertido donde se ve la morfologia celular de las células C2C12 cultivadas durante 48
horas con DBM formulada al 30% con cada uno de los tres excipientes. En ningun caso
se observé un efecto negativo de las distintas formulaciones de la DBM sobre la

morfologia celular.

La figura 6 muestra los resultados de actividad ALP obtenidos en células C2C12
incubadas durante 48 horas con DBM sin formular y formulada con acido hialurdnico y
GelMA por donante. Los resultados muestran que la DBM formulada al 30% con
GelMA tiene una mayor induccion osteogénica respecto a la DBM sdla o formulada con
acido hialurdnico para todos los donantes menos uno, resultados que confirman que el

GelMA es el mejor de los excipientes estudiados para formular la DBM.
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Figura 5. Imdgenes representativas de las pastas obtenidas de la formulacién de la DBM y de
la morfologia celular de las células cultivadas con DBM formulada con los tres excipientes. A:
Imagen de las tres pastas obtenidas mediante la formulacion de la DBM con cada uno de los
excipientes a una concentracion del 30% de DBM/excipiente. B: Imagen representativa de la
morfologia células de las células C2C12 tras estar cultivadas 48h con DBM formulada con los
diferentes excipientes a una concentracion del 30% de DBM/excipiente
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Figura 6. Evaluacion de la induccién osteogénica en células C2C12 por DBM formulada con
diferentes excipientes. Las células musculares C2C12 se cultivaron segun lo descrito en el
apartado de Materiales y Métodos y la actividad ALP se midid después de 48h de cultivo con
DBM formulada como marcador de la induccién osteogénica. Se utilizé la DBM sola (DBM), y
formulada a una concentracion de 30% de DBM con dcido hialurdnico (A.H.) y GelMA (GelMA).
Cada una de las diferentes barras corresponde a una preparacion de la DBM, se utilizaron siete
donantes y los experimentos se realizaron por cuadruplicado, los datos representan la media +
error estdndar de la media. Las diferencias se evaluaron mediante ANOVA de un factor
(p<0.05), test t-student (p<0.05): * diferencias significativas vs. DBM; # diferencias
significativas vs. A.H.
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8. Conclusiones

Todos los estudios realizados en este TFG se han hecho con el fin de potenciar
las capacidades osteoinductoras de la DBM y conseguir formularla de la manera mas
similar posible a las de las marcas comerciales que estan en el mercado hoy en dia. Las

principales conclusiones son:

1. Todas las muestras de DBM de los donantes analizados inducen actividad ALP

en células musculares, indicativo de la diferenciacidon osteogénica.

2. Los extractos proteicos de DBM de los donantes analizados han mostrado
niveles cuantificables de BMP2, aunque no en el rango de las DBM comerciales que

contienen mas proteina.

3. La concentracion optima a la que se debe formular la DBM, teniendo en
cuenta la induccidn osteogénica y la textura de las formulaciones realizadas es de DBM

al 30%.

4. Ninguno de los tres excipientes utilizados (glicerol, acido hialurénico y
GelMA) es téxico para las células, y el GelMA es el que presenta niveles menores de

toxicidad.

5. La DBM formulada al 30% con GelMA es la formulacién que potencia mas las
propiedades osteoinductoras de la DBM, ya que es la que muestra una actividad ALP
superior. Ademas, la formulacidon con GelMA tiene unas caracteristicas de consistencia
y maleabilidad similares a las DBM comerciales que se usan en la terapia regenerativa

Osea.
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