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1. LISTA DE ABREVIATURAS

e ABP: proteina de union viral.

e ADA: adenosin deaminasa.

e ADN: &cido desoxirribonucleico.

e Adenovirus-X-Tet-ON: las células diana infectadas por este virus
recombinante expresan la proteina Tet-On 3G y contienen un gen de interés
bajo el control del promotor TRE 3 G de tal forma que expresan dicha proteina
s6lo cuando se cultiva en presencia de doxiciclina. En definitiva, la expresion
del gen deseado esta regulado por la concentracion en el medio de
doxiciclina.

e Adv BMP-2: adenovirus portador del gen de la BMP-2.

e Adv BMP-6: adenovirus portador del gen de la BMP-6.

e AP: fosfatasa alcalina.

e AXCAOBMP-2: adenovirus recombinante con el gen de la BMP-2

e AxCalac-Z: adenovirus recombinante con el gen Lac-Z. Las células
infectadas se tifien positivamente con la tincion x-gal para la beta-
galactosidasa.

e ARN: &cido ribonucleico.

e BMP: proteina morfogenética productora de hueso (Bone Morphogenetic
Protein)

e CAR: receptores de superficie celular.

e CD4: cumulo de diferenciacion 4 (Cluster of Differentation 4). Glucoproteina
caracteristica de algunos linfocitos T helper o linfocitos T4.

e CDB8: Cumulo de diferenciacion 8 (Cluster of Differentation 8). Glucoproteina
caracteristica de algunos linfocitos T o linfocitos citotoxicos y que participa en
la adhesién de los linfocitos a las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad HLA tipo | (human leukocyte antigen).

e COz2 : di6xido de carbono.

e CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

e DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

e FGF: factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor).

e GFP: proteina fluorescente verte (Green Fluorescent Protein).
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HEPES: tampdn HEPES.

HEK 293

IFG: factor de crecimiento tipo insulina (Insulin-like Growth Factor).

ITR: Secuencias terminales de repeticion invertidas: se trata de unas
secuencias cortas en el ADN viral a ambos lados del genoma viral y que
constituyen el origen de la replicacién viral.

kDa: kilodalton. Unidad de masa molecular equivalente a 1000 daltons. Un
Dalton es la décima parte del atomo de carbono y equivale a 1,66 x 10*gr.
MLP: Promotor tardio mayor. Inicio de los genes tardios del genoma viral.
MOI: Multiciply Of Infection.

MRNA: RNA mensajero.

MSC: cultivo de células musculares.

NCS: Newborn Calf Serum. Medio de cultivo.

NIH 3T3: linea celular de fibroblastos de embrién de ratébn (mouse embryo
fibroblast cell line).

nm: nanomicras.

PBS: tampdn fosfato salino (Phosphatase Buffered Saline).

PDGT: factor de crecimiento plaquetar (Platelet- Derived Growth Factor).
pTP: proteina terminal viral.

RCA: replicacion competente de los adenovirus recombinantes.

RGD: secuencia especifica de arginina-glycina-aspartato en el penton base
de la capsula virica que interactla con las integrinas de la superficie celular.
rhBMP2: proteina morfogenética 6sea tipo 2 recombinante.

rhBMP4: proteina morfogenética 6sea tipo 4 recombinante.

rhBMP7 u OP1: proteina morfogenética 0sea tipo 7 recombinante.

SoX9: factor proteico que induce hacia la diferenciacidon condrogénica.
TGF-B: factor de crecimiento transformante beta (Transforming Growth
Factor B3) .

VEGF: factor de crecimiento endotelial (Vascular Endotelial Growth Factor).
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Figura 52. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 6 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen a las 6
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con los adenovirus AXCAOBMP-2. No consolidacion en el defecto dseo del fémur................. 108
Figura 53. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 6 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen a las 6
semanas del fémur de otra de las ratas del grupo control que no fue tratada con los adenovirus
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Figura 54. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 6 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen a las 6
semanas del fémur de otra de las ratas del grupo control que no fue tratada con los adenovirus
AxCAOBMP-2 . No consolidacién dsea en el defecto diafisario femoral. ........ccccoecvieeeennnnnis 110
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3. INTRODUCCION

El presente trabajo experimental surge como respuesta al reto al que se enfrenta
la practica clinica diaria de la cirugia plastica reparadora, a saber, la resolucion
de defectos tisulares, simples o complejos. Hasta la fecha, el principio basico
para la solucion de estas pérdidas de tejidos es la utilizacion de otros tejidos y
su transferencia a una nueva localizacion anatomica. En este sentido, los

principales recursos terapéuticos disponibles son los injertos y los colgajos.

El mejor conocimiento sobre la diferenciacion celular y la utilidad de las
células indiferenciadas pluripotenciales, capaces de diferenciarse hacia distintos
tejidos, junto con la utilizacion de técnicas de modificacion genética celular nos

han abierto en los ultimos afios nuevas opciones terapéuticas en este campo.

Estas nuevas terapias dejarian atras la solucion clasica de transferir un
tejido de una localizacion a otra, para aplicar un nuevo concepto radicalmente
distinto. Se trataria de modificar genéticamente una determinada poblacion
celular e inducir en esta una determinada diferenciacion y que el tejido

neoformado sirva para solucionar el déficit tisular.

En concreto, en el presente trabajo experimental se ha recurrido a la
modificacion genética mediante terapia génica para favorecer la osteoinduccion
de tejido 6seo autélogo y su aplicacion para la resolucion de defectos éseos

como alternativa al tratamiento clasico con injertos y colgajos de hueso.
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La terapia génica se puede definir como la transferencia de material genético

ajeno a las células de un individuo, resultando en beneficio para dicho individuo.

El desarrollo de la genética molecular durante los ultimos afos vy,
especialmente, toda la informacion derivada del Proyecto Genoma Humano, ha
propiciado que podamos afrontar la modificacion directa de las alteraciones

genéticas y la utilizacidén de acidos nucleicos como agentes terapéuticos.

La terapia génica es una nueva modalidad terapéutica surgida a finales
de los afios 80, y que puede definirse como la transferencia de acidos nucleicos

(ADN o ARN) con fines terapéuticos.

Toda estrategia de terapia génica se basa, por tanto, en la transferencia
de acidos nucleicos al interior de un grupo celular, lo que se conoce como
transferencia génica. Estas células pueden ser células enfermas cuyo dafio se
pretende reparar, o bien células normales que se modifican genéticamente para
gue sean las efectoras de una determinada accion terapéutica, por ejemplo,
sintetizar una proteina concreta. Por lo tanto, todo sistema de terapia génica es
analogo a un sistema de transporte, en el que hay una agente que es
transportado y un vehiculo de transporte. En nuestro caso, el agente
transportado es un acido nucleico y el vehiculo encargado de llevarlo al interior
de las células diana se llama vector. Segun el modo de hacer llegar el vector
conteniendo el agente terapéutico a las células diana, es ya clasica la distincién

entre terapia génica ex vivo y terapia génica in vivo.
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En el primer caso, la administracion del vector se realiza fuera del cuerpo:
se obtiene una biopsia del 6rgano de interés, se expanden las células mediante
cultivo celular y se ponen en contacto con el vector mientras estan siendo
cultivadas. Esto hace posible seleccionar las células que hayan sido modificadas

genéticamente y reintroducirlas en el paciente.

En la administracion in vivo, el vector terapéutico se administra
directamente al individuo enfermo por cualquiera de las vias habituales, como
por ejemplo intramuscular, oral o intravenosa). Se trataria de escoger aquella

que nos permita alcanzar la maxima eficacia terapéutica.

En la terapia génica utilizamos vectores para la administracion del gen
responsable de codificar una determinada proteina en las células diana, de modo
que, tras la expresién del gen, se produce la proteina. (1) De este modo, en vez
de alterar el fenotipo de la enfermedad mediante el uso de agentes que
interactlen con las proteinas, la terapia génica permite la modificacién de genes

especificos consiguiendo asi el tratamiento de la enfermedad.

Los descubrimientos cientificos que demuestran que los virus son
capaces de transferir material en células infectadas son el principio basico de la
terapia génica. Los primeros experimentos de terapia génica se desarrollaron en
los afios 80 con la transferencia del gen ADA o adenosin deaminasa en las
células precursoras de meédula O0sea de rata para corregir el sindrome de

inmunodeficiencia severa combinada.

Los primeros ensayos clinicos en humanos se realizaron en los afos 90

para corregir la misma deficiencia. (2-5)
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Lo osteoinduccion es la capacidad de inducir la formacion tejido 6seo en el seno
de un defecto 6seo o0 en un tejido no 6seo. (6—8) Hay que distinguirlo de la
osteoconduccion que es la capacidad de determinados biomateriales, como por
ejemplo la hidroxiapatita, que permiten el crecimiento del tejido 6seo a su través

pero no inducen la transformacién de tejido no 6seo en tejido 6seo.

Los primeros estudios con hueso desmineralizado demostraron la
capacidad osteoinductiva del mismo. (9-11) El estudio de la capacidad
osteoinductiva del hueso desmineralizado revelé que estaba relacionada con la
presencia en el mismo de una serie de proteinas, a saber, las proteinas
morfogenéticas productoras de hueso (BMP). Las BMP son factores de

crecimiento de la superfamilia TGF-R3.

Las BMP se descubrieron cuando Urist y sus colaboradores demostraron
que al implantar matriz 6sea desmineralizada en bolsillos submusculares y
subcutaneos de roedores se inducia la formacién de hueso ectdpico. Este
proceso se denominé osteoinduccion. (12,13) El andlisis del hueso desarrollado
en estos bolsillos revelo un proceso similar al desarrollo del hueso embrionario y
a la reparacién endocondral de las fracturas con la aparicion de un molde de
cartilago, su sustitucion posterior por hueso y la formacién de matriz 6sea
hematopoyética. El aislamiento de las fracciones proteicas responsables de la
migracion y diferenciacion de las células mesenquimales pluripotenciales

condujeron al descubrimiento de las BMP.

24



Hasta la fecha, se han identificado 15 isoformas diferentes de BMP, cuyas
isoformas se subdividen en 3 subfamilias en base a la similitud de las secuencias

de aminoacidos:

e La familia de las BMP3 (con una identidad de secuencia del 43% al 49%),
e La familia BMP2 y BMP4 (con un 92% de identidad de secuencia)
e La familia BMP5, BMP6, BMP7 y BMP8 (con un 89% de identidad de

secuencia).

Por otro lado, la BMP1 es una proteina procolageno C que no esta
relacionada con las otras familias de BMP y no tiene propiedades

osteoinductivas.

Asi pues, aunque se puede osteoinducir la formacion de hueso autélogo
mediante la utilizacion de diversos factores de crecimiento, las BMP son los méas
conocidos. (14) Otros factores de crecimiento han demostrado a nivel
experimental su capacidad osteoinductiva como factores de crecimiento de la
superfamilia TGF-B, factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF),
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y factores de crecimiento tipo

insulina (IGF).

De todos ellos, los de mayor capacidad osteoinductiva son las BMP2, BMP4
y BMP7. Las BMP endbégenas estan implicadas en los mecanismos moleculares
de la reparacion de las fracturas que desencadenan la migracion de las células
mesenquimales, la proliferacion y la diferenciaciéon dirigidas a la formacion del

callo y reparacion ésea. (15-23)

Se ha intentado producir en laboratorio estas proteinas para su potencial

aplicacién clinica. Son las BMP exdgenas. Formas recombinantes de BMP2
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humana (rhBMP2), BMP4 humana (rhBMP4), BMP7 humana (rhBMP7) también
conocida como OP-1. Todas ellas son producidas en el laboratorio mediante la

utilizacion de sistemas de expresion de proteinas recombinantes. (24-32)

Por razones historicas, practicas y econémicas, los sistemas de expresion
con E.coli han sido los de eleccion para la expresion de proteinas heterologas.
Pero la expresion en células humanas es la mejor opcidn para obtener proteinas
humanas con las mismas caracteristicas de las proteinas nativas. Se utiliza un
virus recombinante que aporta el gen de la proteina que queremos producir y
que infecta las lineas celulares, como por ejemplo lineas celulares humanas tipo
293, para la produccion de las proteinas recombinantes y su posterior

purificacion para su aplicacion clinica. (33)

Se han usado un gran numero de vehiculos o carriers para administrar las
BMP al sitio donde se pretende que ejerzan su accién osteoinductiva, incluyendo
esponjas de coldgeno absorbibles, varias mezclas de poli-L-lactico/glicélico,
hidroxiapatita, hidrogeles, fosfato tricalcico poroso y carbonato calcico, entre

otros.

Sin embargo la aplicacién efectiva de las proteinas BMP exdgenas en cirugia
reconstructiva de defectos 0seos tiene unas limitaciones importantes y no
consigue una adecuada respuesta osteoinductiva sobre todo en situaciones
clinicas relacionadas con la aplicacion en un tejido local con propiedades
biolégicas poco adecuadas, como vascularizacion pobre, fibrosis, lechos

irradiados o escasez o ausencia de hueso remanente.
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Para que estas proteinas sean eficaces e induzcan la formacion de hueso
autologo deben llegar a las células que queremos que se diferencien hacia tejido
0seo en cantidad suficiente y durante el tiempo necesario. Con la aplicacion
directa de las proteinas en la zona del defecto 6seo esta neoformacion tisular no

es posible.
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Mediante la terapia génica, a través de un vector, incorporariamos a las células
diana el gen que induzca la produccion de la proteina deseada. Se trataria de
que dicha produccion se mantenga en el tiempo y alcance una cantidad

suficiente para que tenga una capacidad de osteoinduccion efectiva.

Existen una gran variedad de vectores con sus ventajas e inconvenientes.
Los kits de construccion de estos vectores se producen por distintos laboratorios
e incorporan el gen deseado al vector para su posterior uso. Los vectores usados
en terapia génica pueden ser no-virales, como liposomas o polimeros, o virales,

como adenovirus, lentivirus o retrovirus.

Los vectores virales utilizan la biologia natural de un virus para suministrar
informacion genética a las células. Los virus usados son virus recombinantes a
los que se les ha incorporado el gen deseado y estan modificados de tal forma
gue tienen una replicacion incompetente para interrumpir la propagacion del

virus. (34,35)

Dependiendo del vector los genes suministrados pueden ser expresados
de forma transitoria o de forma estable por la célula. La expresién transitoria se
produce cuando el transgen se aporta de forma episomal al ntcleo de la célula.
Cuando la célula se divide la expresion disminuye rapidamente. Por el contrario
la expresién estable se produce en las células por vectores que insertan el

transgen en los cromosomas de la célula del huésped.

Los adenovirus son uno de los vectores virales mas usados y tienen un
gran uso potencial como método rutinario de transfeccion. Pueden ser

producidos a titulos elevados y pueden transducir el gen a una gran variedad de
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tipos celulares con alto nivel de efectividad. El desarrollo de adenovirus
recombinantes nos permite la infeccion de muchas lineas celulares diferentes y

de tejidos de origen humano y no humano. (36-40)

El mecanismo de entrada del virus en la célula es a través de la union a
receptores de superficie celular (CAR) y oa-integrinas. Los adenovirus
recombinantes penetran en las células pero no se replican ya que el gen esencial
E1l estd ausente para su replicacion. Esta infeccién abortiva puede usarse como

sistema de transfeccion para introducir un gen funcional en las células

Entre las ventajas de usar adenovirus para introducir genes dentro de las

células se contarian las siguientes:

a) Es rapido, simple y no requiere ningun equipo especial

b) Al contrario de otros métodos es bien tolerado, de hecho la viabilidad
postinfeccién es del 100%. Asi pues los adenovirus tienen la capacidad para
transferir material genético en las células sin, aparentemente, efectos toxicos.

c) La mayoria de los tipos celulares pueden ser infectados.

d) La expresion genética se puede analizar unas pocas horas después de la
infeccion.

e) Mas de una proteina se puede expresar simultaneamente. Por ejemplo,
usando un adenovirus recombinante GFP se facilita la visualizacion y
determinacion del nimero de células infectadas expresando la proteina

deseada o para verificar el tejido concreto que ha sido infectado.

Todo ello convierte a los adenovirus en un buen vector para transgenes

con aplicaciones osteoinductivas (41-51).
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No obstante también tienen sus desventajas. Una de las limitaciones de
los adenovirus como vector es su alta inmunogenicidad en las aplicaciones in-
vivo. (52-58) La modificacion de células ex-vivo puede reducir la
inmunogenicidad aunque las proteinas virales del vector pueden expresarse en
las células transplantadas y provocar una respuesta inmune significativa. (59—
63) Se trata por tanto de estimular la osteoinduccién mediante la utilizacion de
una poblacién de células que van a ser modificadas genéticamente previamente
ex-vivo y posteriormente trasplantadas para que las células actien como

vehiculo para suministrar las proteinas osteoinductivas (BMP).

Respecto al tipo celular que va a ser modificado genéticamente, deberian

tener las siguientes caracteristicas:

a) Facil obtencion.
b) Capacidad para expansion ex-vivo.
c) Capacidad para producir el transgen suministrado por el vector.

d) Capacidad para incorporarse al tejido nativo del receptor.

Se han usado células osteogénicas genéticamente modificadas como
células precursoras de osteoblastos y osteoblastos (64), para su trasplante en el
tejido diana donde queremos osteoinducir la formacion de hueso autologo.
También se han utilizado, con la misma finalidad, células no-osteogénicas

genéticamente modificadas, como fibroblastos y lineas celulares.

Las lineas celulares no tienen utilidad clinica porque el sistema inmune de
huésped las elimina. (65) Las células autblogas tienen mayor utilidad clinica, ya

gue pueden ser reintroducidas en el huésped sin respuesta inmune.
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Podemos concluir por tanto que en terapia de regeneracion 6sea se han
usado células modificadas genéticamente de origen osteogénico como células
de médula de donantes (66-69) y, dentro de estas, células mesenquimales
pluripotenciales. (70-75) Del mismo modo, también se han usado células de
origen no osteogénico: fibroblastos (76) y mioblastos (77—-81). Estas poblaciones
celulares modificadas genéticamente mediante terapia génica se convierten en
osteogénicas. Estos tipos celulares de origen no osteoblastico, cuando se
modifican genéticamente, adquieren la capacidad de formacion Osea tanto

ectOpica como ortotépica en defectos 6seos.

En el presente trabajo experimental se han empleado adenovirus cedidos
por los doctores Okubo y Besho del Departamento de Cirugia Oral y Maxilofacial
de la Universidad de Kioto en Japdn, quienes nos remitieron el adenovirus
AXCAOBMP-2, que es el adenovirus recombinante que lleva el gen de la BMP-

2,y el adenovirus AxCalLacZ para los grupos control.
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Los adenovirus se aislan de distintas especies de aves y mamiferos. Hay mas
de 40 serotipos conocidos de adenovirus humanos divididos en 6 subgrupos,
dependiendo entre otras cosas de su potencial oncogénico en roedores y su
semejanza en la secuencia de DNA. Los serotipos 2 y 5 son los mas estudiados

y, consecuentemente, desarrollados como vectores para terapia génica.

3.4.1. MORFOLOGIA

Los adenovirus son virus icosaédricos sin envoltura. Su capsula se compone de
240 hexones y 12 pentones. Las subunidades pentagonales se encuentran en
los 12 veértices del icosaedro mientras los hexones forman las caras de la
capsula. Proyectando desde cada pentdn hay una proteina fibrilar terminanda
con una punta globular conocida como “knob domain”. El didmetro de la capsula
del adenovirus es de 80-90 nm y de, aproximadamente, 140 nm cuando se

incluye la proteina fibrilar.

3.4.2. ESTRUCTURA GENOMICA

Los adenovirus contienen un DNA lineal, no segmentado y de doble cadena. El
tamafio de genoma varia de 30 a 40 kDa. Todos los adenovirus humanos
comparten algunas caracteristicas, por ejemplo, que el genoma es flanqueado a
cada lado por secuencias de terminales de repeticion invertidos (ITR) que actian
como origen de la replicacién. Cada ITR es denominado especificamente como
izquierdo o derecho. Localizado cerca del ITR izquierdo se encuentra la sefial de
encapsulacién, requerida para el empaquetado del genoma virico dentro de la
capsula. El resto del genoma puede ser simplemente dividido en regiones que
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se expresan en periodos tempranos y otras que se expresan en periodos tardios

del ciclo de infeccion.

Asi pues, hay regiones de trascripcion temprana y tardia. Las regiones de
transcripcion temprana son E1 (Ela, E1b), E2 (E2a, E2b), E3 y E4. La primera
region que se transcribe durante la infeccion viral es Ela, que produce dos
proteinas mayores requeridas para la replicacion viral y para la regulacion de la

transcripcion.

Aligual que Ela, E1b se une resultando en la produccion de dos proteinas
mayores necesarias para bloquear el transporte del mRNA del huésped y

estimulando el transporte del mRNA viral.

La primera generacion de los adenovirus recombinantes se produjo
mediante la eliminacion del Elay la gran mayoria de la region E1b, convirtiendo
a los virus en defectivos o0 no replicantes. Mediante la utilizacién de una linea
celular de rifidn embrionario humano (HEK 293) se pueden complementar las
regiones de transcripcidbn ausentes y replicar adenovirus recombinantes
defectivos hasta titulos altos. Estas células HEK 293 que permiten la replicacion

de los virus defectivos se denominan células empaquetadoras.

Los adenovirus producidos en HEK 293 pueden infectar otras células pero
no pueden replicarse si las células no expresan los genes E1. Sin embargo, se
ha demostrado in vitro que hay dos excepciones a esta regla general: la ausencia
de E1 puede ser obviada si se usa un titulo muy elevado de virus o si se aprecia

actividad E1-like en una linea celular infectada.

Por otra parte, la region E2a codifica la proteina de union de 72 kDa ABP,

mientras la region E2b codifica la DNA polimerasa y la proteina terminal pTP.
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La region E3 no es esencial para el crecimiento de adenovirus en los
cultivos tisulares. La mayoria de las proteinas E3 estan involucradas en modular

la respuesta inmune de las células infectadas.

La region E4 codifica al menos 6 proteinas de las cuales sélo E4 orf6 es

esencial para el crecimiento de los virus en los cultivos tisulares.

Después del establecimiento de la replicacion del DNA viral, el modelo de
transcripcion cambia radicalmente desde los genes de transcripcion temprana a

los genes de transcripcion tardia.

Los genes tardios se transcriben desde el promotor tardio mayor (MLP) y
codifica sobre todo las proteinas estructurales del virién. Esto incluye el penton
proteico codificado por la region de transcripcion L2, el hexdn proteico codificado
por el L3 y la proteina fibrilar codificada por el L5. Los RNAs que se requieren
para la traslocacion de la region tardia de transcripcion viral se expresan también

tardiamente durante la infeccion.

3.4.3. UNION DE LOS ADENOVIRUS A LOS RECEPTORES DE SUPERFICIE
CELULAR (CAR)

La union y entrada de los adenovirus en las células diana estd mediado por dos
receptores especificos de superficie celular. Primero el “knob domain”, localizado
en el extremo de las fibras de los adenovirus se une a los receptores para
coxsakie y adenovirus. Aislada, recientemente, esta proteina transmembrana de
48 kDa actia como un receptor especifico de alta afinidad por coxsakie y
adenovirus subgrupo C. El segundo paso constituye la internalizacion mediante
la interaccion de una RGD especifica (arginina-glycina-aspartato) localizada en

el penton base con las integrina alfalbeta3 o alfalbeta5 de la superficie celular.
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Una vez en el interior de la célula, el penton base media la lisis de la
membrana endosomial liberando el contenido del endosoma en el citosol. El
virion es desmontado mediante el proceso de internalizacion y entrada en el
nacleo. La transcripcion, replicacion y empaguetamiento viral tiene lugar

integramente dentro del nucleo de las células infectadas.

3.4.4. REPLICACION COMPETENTE DE ADENOVIRUS

Un problema a tener en cuenta cuando se trabaja con adenovirus es la
posibilidad de que ocurra una replicacion competente de los adenovirus (RCA)
en una poblaciébn de adenovirus de replicacion defectiva. La RCA puede
producirse como resultado de un doble cruce entre secuencias homologas
solapadas presentes en el adenovirus recombinante y el genoma de las células

HEK 293.

Este hecho tiene como resultado la pérdida del gen trans y su
reemplazamiento por la region E1, asi permitiendo la replicacion competente del
adenovirus sin la necesidad de una linea celular complementaria. Los stocks de
adenovirus contienen una cantidad creciente de replicaciones competentes
después de un incremento en el nimero de pases en las células HEK 293. Para
evitar la aparicion de adenovirus conteniendo regiones E1, es necesario
establecer un stock puro de adenovirus recombinantes. Esta estrategia ayuda a

reducir el riesgo de RCA.
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3.5.1. TECNICAS FUNDAMENTALES EN CIRUGIA PLASTICA

La cirugia plastica surge como una especialidad quirdrgica encargada de la
reconstruccion de defectos que afectan a diferentes tejidos, y de la modificacion

de la forma y aspecto de los mismos. (82,83)

Fundamentalmente consiste en la movilizacion de tejidos con el fin de
reparar defectos tisulares o mejorar la forma y funcién de diferentes areas. Para

ello cuenta con una serie de técnicas basicas.

La transferencia de tejidos se basa siempre en la viabilidad de éstos. Es
pues necesario que el tejido transferido resulte vascularizado, bien a partir de la
zona receptora, bien llevando su propio aporte vascular. Si el volumen del tejido
transferido es suficientemente pequefio, puede tolerar un periodo de
supervivencia avascular por imbibicion plasméatica hasta que se revasculariza
desde el lecho. Estamos ante un injerto. Cuando la vascularizacion del tejido
transferido no depende del lecho receptor sino que se aporta con el propio tejido,

estamos ante un colgajo.

Asi, un injerto es una pieza de tejido de volumen limitado que colocamos
en un lecho bien vascularizado y que esperamos se revascularice a partir del
mismo, esto es, que prenda. Un colgajo, por el contrario, es una porcion de tejido
que lleva su propia vascularizacion. Si afladimos los implantes de materiales

sintéticos biocompatibles, tenemos las tres técnicas basicas en cirugia plastica.
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Practicamente todos los tejidos se pueden transferir como injerto. Debe
existir un lecho receptor bien vascularizado y el injerto debe ser poco voluminoso
para que todas sus células se puedan nutrir por imbibicion, permaneciendo vivas

mientras se revasculariza.

Respecto a los colgajos, a grandes rasgos, se pueden clasificar como

sigue:

a) Colgajos no microvasculares: Son aquellos en los que se mantiene intacta su
vascularizacién. Siempre conservan un pediculo vascular por el cual
discurren sus vasos nutricios, pero que al mismo tiempo limita su rango de
movimiento. Tiene pues un alcance limitado. Pueden ser cutdneos, fasciales,
musculares, mucosos, 0seos o combinaciones de ellos, segun el tejido
transferido.

b) Colgajos libres o microvasculares. En este caso se aislan los vasos que
irrigan el colgajo, se seccionan separandolo asi totalmente del organismo y
se restablece el flujo en el colgajo mediante microanastomosis entre los
vasos del colgajo y vasos receptores en el area a la que se transfiere. Se
amplian asi inmensamente las posibilidades de reconstruccion, permitiendo
transferir cualquier combinacion de tejidos con tal que tengan un pediculo

vascular anatbmicamente constante de suficiente calibre.

Los colgajos libres surgen de la necesidad de no depender de la
localizacion anatdmica de cada colgajo clasico y de su limitado rango de
movimiento. Requieren como condicion imprescindible la aplicacion de técnicas
de anastomosis microvascular. Asi, mediante instrumental quirdrgico de alta
precision y suturas entre los 9/0 (22 micras) y los 11/0 (18 micras) con
microagujas del orden de 50-75 micras de calibre, se pueden anastomosar con
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seguridad vasos incluso inferiores a 0.5 mm de calibre. Logicamente esta cirugia

requiere el uso de magnificacion, sean lupas o microscopio quirdrgico. (84).

Se permite asi la transferencia de los llamados colgajos quiméricos
(“quimera flaps”) que son combinaciones de diversos tejidos sobre un mismo
pediculo vascular. El nombre hace referencia al animal mitolégico que posee

atributos de diversos animales.

3.5.2. TECNICAS DE RECONSTRUCCION EN DEFECTOS OSEQS

Los injertos &seos autdlogos no vascularizados constituyen el método
convencional para reconstruccion de pequefios defectos 6seos. Para defectos
0seos mayores Yy alli donde el lecho receptor tiene una pobre vascularizacion la

eleccion es el injerto 6seo vascularizado.

Los aloinjertos 6seos de cadaver tienen capacidad osteconductiva pero
no poseen propiedades osteoinductivas. Ademas presentan el inconveniente de
su importante grado de reabsorcion y la posibilidad de transmision de

enfermedades.

Los implantes de material sintético no son una buena solucién biolégica y

tienen una longevidad limitada.

El injerto 6seo autdlogo vascularizado es el de primera eleccién en la
reconstruccién de defectos 6seos extensos. Se trata de colgajos libres (85).
Como inconvenientes de estos injertos éseos vascularizados estan por un lado
la morbilidad que ocasiona en las zonas donantes y, por otro, el reducido nimero
de las mismas. Esto conlleva unas restricciones anatomicas en cuanto a las

dimensiones y morfologia de las posibles transferencias 0seas vascularizadas.
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La osteoinduccion utilizando técnicas de terapia génica plantea un
concepto distinto para la solucion de defectos 6seos complejos. Se utiliza la
terapia génica para la modificacién genética de determinados grupos celulares.
Para ello se emplea un vector y unas células diana, las cuales, modificadas
genéticamente, producen proteinas BMP que estan implicadas en los procesos
de la reparacion de fracturas y que inducen la transformacion de las células hacia
células osteogénicas y por tanto a la formacion de hueso autélogo. Finalmente
este hueso autélogo osteoinducido puede ser til en la reconstruccién de un
defecto 6seo como alternativa a la solucion clasica que supone la aplicacion de

injerto 6seo de cualquier tipo.

Valgan todas estas consideraciones previas como justificacion del

siguiente trabajo experimental.
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4. HIPOTESIS

Mediante la terapia génica es posible crear hueso autélogo, concretamente
manipulando genéticamente células enddgenas para sintetizar proteinas
especificas con capacidad osteoinductiva, y utilizar el hueso autélogo asi

obtenido en cirugia reconstructiva de defectos 6seos.
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5. OBJETIVOS

1. Infectar in vitro fibroblastos obtenidos de rata Lewis (células diana) con el
adenovirus AXCAOBMP-2, que es un adenovirus de replicacion deficiente y con

expresion del gen de la BMP-2.

2. Detectar expresion de BMP-2 por las células infectadas con el vector viral

mediante la técnica Western-blot.

3. Comprobar la conversion de las células diana hacia osteoblastos mediante la

deteccion de fosfatasa alcalina como marcador de diferenciacion celular.

1. Infectar in vivo células musculares de la rata Lewis (células diana) mediante

inyeccién intramuscular de los adenovirus AXCAOBMP-2.

2. Comprobar mediante estudio radiolégico e histoldgico la formacién de hueso

osteoinducido.

1. Infectar in vitro de células pluripotenciales de médula 6sea obtenidas de la

rata Lewis (células diana), con el adenovirus AXCAOBMP-2.

2. Transferir in vivo, mediante inyeccion de las células infectas in vitro en el

cuadriceps del animal experimental (rata Lewis).
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3. Comprobar mediante estudio radioldgico e histolégico la formacion de hueso

osteoinducido.

1. Crear un defecto diafisario femoral en la rata Lewis.

2. Infeccién in vivo del foco de fractura mediante la inyeccion intramuscular de

los adenovirus AXCAOBMP-2.

3. Comprobar radiol6gicamente la consolidacion del defecto 6seo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.1. ANIMALES

Se emplearon ratas Lewis de 200-300 gr provenientes de granja. Se estabularon
en las instalaciones de la Fundacion de Investigacion del Consorcio Hospital

General Universitario de Valencia.

Todos los animales recibieron un tratamiento de acuerdo con las directrices de
la Unidn Europea y la “Guia para el manejo de animales en experimentacion” del

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

Los animales estuvieron en ayunas, con acceso libre al agua, la noche anterior
a la intervencion. Antes de la cirugia sedd a las ratas con una inyeccion
subcutanea de 2-3 ml de xilacina-HCI. El sacrificio se realiz6 mediante una

inyeccion intracardiaca con una sobredosis de pentobarbital.

6.1.2. LINEAS Y CULTIVOS CELULARES

Se emplearon lineas celulares y cultivos celulares primarios en las instalaciones

de la Fundacién de Investigacion del Hospital General de Valencia.

En concreto las lineas celulares HEK 293 (células de rifibn de embriones
humanos) y NIH 3T3 (fibroblastos de ratén). En ambos casos se trata de lineas

celulares establecidas de laboratorio.

LINEAS CELULARES:
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Células HEK 293.

Las células HEK 293 se propagaron en medio de cultivo constituido por Medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Biomedia SA, Langnau) que
contenia 4 g/l de glucosa y 3.7 g/l de bicarbonato sodico y suplementado con
10% de Fetal Bovine Serum (FBS, Biomedia SA, Langnau), 2 mM de L-
glutamina, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, anfotericina 2.5
pug/mly gentamicina 5 pg/ml.

El cultivo se realizé en placas de 10 cm diametro a 37° C y COz al 5%. Las
células se cultivaron hasta su confluencia, y después se recolectaron
mediante incubacién a 37° C con tripsina 0,12% EDTA 0,5 mM (Trypsin-
EDTA, Sigma-Aldrich, Saint Louis) y centrifugacion posterior a 300 g durante
10 minutos. El precipitado se resuspendié en medio DMEM sin bicarbonato,
conteniendo un 10% de FBS y 25 mM de solucién HEPES (Tampon HEPES,
Fisher Scientific SL, Madrid).

Se realiz6 un recuento del numero de células vivas utilizando una camara de
Netbauer y el colorante vital azul tripano (Tripan blue, Sigma-Aldrich, Saint
Louis). La suspension celular se conservo en congelacién hasta el momento
del ensayo.

Células NIH 3T3.

Las técnicas de cultivo utilizadas con las células de fibroblastos de raton
NIH3T3 fueron las mismas que para las células HEK 293 pero sustituyendo
en los medios de cultivo el suero bovino FBS por 10% de Newborn Calf

Serum (NCS, Biomedia SA, Langnau).

Por otra parte los cultivos celulares primarios que se obtuvieron a partir de

células de rata Lewis.
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CULTIVOS AUTOLOGOS:

Fibroblastos aut6logos.

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de musculos estriados de ratas Lewis.
Después del sacrificio de la rata se extrajeron los musculos rectos
abdominales, pectorales y cuédriceps mediante técnicas quirargicas
estandar. Se separaron y desecharon el tejido conjuntivo y graso v,
posteriormente, se troced el musculo con tijeras hasta que se obtuvieron
fragmentos de un tamafo de alrededor de 0,5 mm que se digirieron con
colagenasa en PBS a 1000 U/ml (Collagenase, Sigma-Aldrich, Saint Louis) a
37° C durante dos horas con agitacion.

El resultado de la digestién se filtr6 a través de una gasa estéril y se centrifugo
a 300 g. El precipitado, conteniendo basicamente miocitos y fibroblastos, se
resuspendié en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% FBS, L-
glutamina, penicilina G y anfotericina, se vertié en placas de cultivo de 6 cm
de diametro y se pasoé a estufas de cultivo a 37° C y CO: al 5%.
Aprovechando la diferente capacidad de adherencia entre los fibroblastos y
los miocitos provenientes de la digestion del musculo, se realiz6 un
enriquecimiento de fibroblastos del siguiente modo: al cabo de 1 6 2 dias se
retir6 el medio de cultivo junto a las células suspendidas en él que
corresponderian a miocitos, los cuales tienen una capacidad de adherencia
en la placa de cultivo menor que los fibroblastos. Las células adheridas a las
placas corresponderian, por el contrario, a fibroblastos. Se renové el medio
de cultivo con los componentes ya mencionados. Esta operacion se repitid
cada dos dias hasta el séptimo u octavo dia en que se realizé el primer

tripsinizado.
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Para ello, se afiadi6 tripsina-EDTA y se agitdé a temperatura ambiente hasta
que las células se separaron del fondo de la placa. La suspensién celular se
recogio en medio de cultivo FBS para inhibir la tripsina, se disgregaron los
aglomerados de células y se centrifugd a 300 g. Después se lavaron de nuevo
las células con el mismo medio de cultivo y se analiz6 su viabilidad con una
camara de Neulbauer utilizando azul tripano. Estas células se sembraron en
las mismas condiciones a razén de 5 x 10%-106 células por placa en placas
de cultivo de 10 cm de didmetro. Cuando se alcanzo el 80% de confluencia,
entre los dias 6 y 8, se repiti6 la tripsinizacién del mismo modo. El rendimiento
medio del cultivo fue de 1.2 x 10° células viables por placa. Las células que
no se utilizaron inmediatamente se guardaron en nitrégeno liquido utilizando
protocolos estandar de congelacion celular, hasta su uso posterior.

Células mesenquimales de médula 6sea autdlogas.

Se extrajeron muestras de médula 6sea a partir de fémures y tibias de rata
mediante aspiracion. Las muestras aspiradas se vertieron en placas de
cultivo con DMEM suplementado con 10% FBS. A las 24 horas, el
sobrenadante de la placa con las muestras de médula 6sea se pas6 a una
nueva placa de cultivo, descartando las células adheridas en la primera placa
gue eran principalmente fibroblastos.

Esta segunda placa se dejé en cultivo a 37° C y CO2 al 5% durante 48-72
horas, tras lo cual se descart6 el sobrenadante. Las células adheridas a esta
segunda placa se tripsinizaron y se transfirieron a una nueva placa de cultivo.
El medio de cultivo se cambi6 aproximadamente cada 7 dias. Las células se
dejaron crecer hasta su confluencia. Entonces se tripsinizaron de nuevo y se

transfirieron a placas de cultivo de 15 cm con el mismo medio para obtener
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una mayor cantidad de células. En estas placas confluentes se obtuvieron 2.5
x 108 células viables por placa. El recuento de las células viables se realiz6

utilizando la camara de Neubauer y el colorante azul tripano.

6.1.3 ADENOVIRUS

Utilizamos los adenovirus AXCAOBMP-2 y AxCalLac-Z cedidos a nuestro
laboratorio por los doctores Okubo y Bessho del departamento de cirugia
maxilofacial de la Universidad de Kioto (Japon). También se utilizé el adenovirus

GFP, cedido por laboratorio del CSIC de Valencia.

El manejo de material que contiene los adenovirus a que se refiere este trabajo

se realiz6 en salas de cultivo de seguridad biolégica nivel 2.

Para determinar la capacidad infectiva de los adenovirus se utiliz el adenovirus
control AxCalLac-Z. Este virus es portador del gen Lac-Z lo que permite detectar
las células infectadas por el adenovirus y que expresan dicho gen transferido,

mediante la tincion habitual para la beta-galactosidasa (X-gal).

Para la titulacion de las cargas virales utilizamos el parametro conocido como
multiplicity of infection (MOI). Se trata de un valor relativo que hace referencia a
la relacion de cargas virales por célula. EI MOI 10 es la minima cantidad viral que

se produce el efecto citopatico (10 particulas virales por célula).

En la experiencia | se describira el método de célculo del MOI mediante el test

de infectividad.
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6.2.1. EXPERIENCIA |

Infeccién in vitro de fibroblastos por los adenovirus AXCAOBMP-2 y
AxCalac-Z a concentraciones de carga viral crecientes (0, 2, 5, 10, 25,50 y

100 pl)

Como paso previo se obtuvieron fibroblastos a partir de masculos estriados de
ratas Lewis y se cultivaron segun lo ya descrito en el apartado de materiales

referente a cultivos celulares de fibroblastos autélogos.

Adicionalmente se llevé a cabo un test de infectividad de los adenovirus. Para
llevarlo a cabo utilizamos como adenovirus control el AxCalLac-Z portador del
gen Lac-Z que permite determinar facilmente las células infectadas por el
adenovirus y que expresan dicho gen transferido mediante la tincion habitual

para la beta-galactosidasa (X-gal).

Partimos de cultivos celulares de células de estirpe HEK 293 y células NIH 3T3.

Ambas son lineas celulares de uso habitual en cultivos celulares.

Las células HEK 293 al ser infectadas por los adenovirus AxCalac-Z permiten
su replicacion con el consiguiente efecto citopético y la muerte de las células

infectadas y liberacion de las cargas virales replicadas.

Las células NIH 3T3 pueden ser infectadas por los adenovirus pero no permiten
que estos se repliqguen ni sufren efecto citopatico. Esto es debido a que los
adenovirus utilizados en nuestras experiencias son adenovirus defectivos, tanto
el adenovirus con el gen Lac-Z o AxCalLac-Z como el adenovirus con el gen de
la BMP-2 o AXCAOBMP-2. Estos adenovirus tienen capacidad para infectar
células diana y transferir al genoma de la célula el gen del que son portadores
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pero no tienen capacidad para replicarse en ellas. A diferencia de las lineas
celulares que si permiten su replicacibn y que llamamos células

empaquetadoras, como es el caso de las HEK 293.

Para preparar el primer stock viral de los adenovirus AXCAOBMP-2 y AxCalac-
Z, se descongelaron las cargas virales recibidas y se procedio a la infeccion de
5.000.000 de células empaquetadoras HEK 293 en 10 ml de medio de cultivo

con carga viral desconocida.

A las 72 horas se produjo el primer ciclo litico de todas las células infectadas.
Diez mililitros de medio con las células lisadas por la accién viral se sometieron
a 3 ciclos de congelacion-descongelacion. Se dividieron los 10ml iniciales en
muestras de 1ml respectivamente que se congelaron de nuevo para su

conservacion.

Para la titulaciéon de las cargas virales a utilizar durante el presente estudio se
utilizé el pardmetro conocido como MOI. Se trata de un valor relativo que hace

referencia a la relacion de cargas virales por célula.

Se calcul6 el MOI partiendo de las cargas virales obtenidas y aliquotadas tras la
primera replicacion o primer stock viral del adenovirus AxCalLac-Z. Los mismos

valores se extrapolaron para el adenovirus AXCAOBMP-2.

Se infectaron con adenovirus AxCalLac-Z células NIH 3T3 y células HEK 293
simultaneamente en placas de 6 cm de diametro con 1.000.000 de células cada
una. Se utilizaron adenovirus AxCalac-Z del primer stock viral en las siguientes

cantidades:
e Oul (grupo contral), 2, 5, 10, 25, 50 y 100ul de HEK 293.

e Oul (grupo control), 2, 5, 10, 25, 50 y 100ul de NIH 3T3.
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En general, para que la infeccion sea 6ptima conviene que se realice con el
minimo medio posible en la placa que contiene 1.000.000 de células. Una hora

después se aflade medio de cultivo suficiente.

A las 72 horas se comprob6 en las células HEK 293 con que cantidad se habia
producido un efecto citopatico completo. La minima cantidad en la que se
produce el efecto citopético es el MOI 10, es decir, 10 particulas virales por
célula. En el presente experimento esto se produjo en los 10 pl del primer stock

viral por millén de células (figura 1).

EFECTO CITOPATICO EN CELULAS
HEK 293 A LOS 3 DIAS.

Figura 1. EXPERIENCIA I. TEST DE INFECTIVIDAD. Imagen del efecto citopatico de los adenovirus

en las células empaquetadoras HEK 239.
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Esto nos permitié extrapolar el MOI al que se produce la infeccion de las células
NIH 3T3, que corresponderia igualmente con 10 pl por millén de células (MOI

10).

Alas 72h de la infeccion se procedio a la tincion de las células NIH 3T3 infectadas
a MOl crecientes con el kit de tincion x-gal, previamente se fijaron las células con
glutaraldehido 0.25% y se lavaron 3 veces con PBS. Se pudo demostrar mayor

tasa de células teflidas a MOI de infeccion més elevados (figura 2).

Figura 2. EXPERIENCIA I. TEST DE INFECTIVIDAD. Células NIH-3T3 con la tincion X-gal alas 72 h

de la infeccion con los adenovirus AxCalac-Z
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Tras obtener los cultivos de fibroblastos y determinar la infectividad de los
adenovirus se llevd a cabo la experiencia | propiamente dicha, es decir, la
infeccion in vitro de los fibroblastos por los adenovirus AXCAOBMP-2 y AxCalac-

Z a concentraciones de carga viral crecientes (0, 2, 5, 10, 25, 50 y 100 pl)

Se prepararon placas de cultivo de 6 cm de didmetro con fibroblastos cultivados
obtenidos de musculo de rata Lewis segun ha sido descrito. Cada placa con
medio contenia 250.000 células, contadas con el método del azul tripan. Se
dispusieron 4 series con 7 placas cada una. Asi pues, en cada serie teniamos 7

placas con 250.000 células para ser infectadas a MOI crecientes.

Dado el mayor tamario celular de los fibroblastos con respecto a las células NIH
3T3 y las HEK 293, las infecciones se realizan en poblaciones de cultivos
celulares de 250.000 en vez de 1.000.000. Las concentraciones de cargas virales
del primer stock viral se diluyeron por tanto 1:4 para que mantener la misma
correspondencia de MOI que cuando se realizo el test de infectividad en células
NIH-3T3. Una serie fue infectada con el adenovirus AxCalac-Z y las 3 series
restante con el adenovirus AXCAOBMP-2 con cargas virales obtenidas del primer

stock viral.

Asi pues, la primera serie se infectdo con AxCalac-Z a las concentraciones O pl
(grupo control), 2, 5, 10, 25, 50 y 100 pl en 7 placas con 250.000 fibroblastos. El

MOI 10 correspondié de nuevo a los 10 pl.

Las otras 3 series de 7 placas cada una se infectaron con AXCAOBMP-2 a las
siguientes concentraciones 0 pl (grupo control), 2, 5, 10, 25, 50 y 100 pl. EI MOI

10 correspondi6 otra vez a 10 pl.

60



Adicionalmente, se establecioé una serie mas de células HEK-293 con 1.000.000
de células que fueron infectadas por concentraciones crecientes de AXCAOBMP-
2 pero sin diluir 1: 4. Estableciéndose que el MOI 10 corresponde a la
concentracion minima en la que se produce efecto citopético a las 48 horas. Esta

concentracion se correspondioé de nuevo con los 10 pl.

A las 48 h se realizé también el test de infectividad en la serie infectada con el
adenovirus AxCalLac-Z mediante la tincion con X-gal de los fibroblastos, que
demostré tinciones crecientes a mayor concentracién de virus en la infeccién

(figura 3).
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Figura 3. EXPERIENCIA I. Serie de fibroblastos infectados con el adenovirus AxCalac-Z. La superior

corresponde al grupo 0 (grupo control) y la inferior al grupo infectado con 100 pl del primer stock viral de

AxCalac-Z.




Las 3 series infectadas a MOI crecientes con el adenovirus AXCAOBMP-2 se
utilizaron con distintos objetivos. La primera serie se utilizd a las 48h para
extraccion de proteinas. Estas proteinas sirvieron para realizar un Western-Blot

de las mismas utilizando anticuerpos anti-BMP2 y anti-tubulina (control).

El Western-Blot positivo demostraria que los fibroblastos infectados por el
adenovirus con el gen de la BMP-2 tienen capacidad para producir dicha
proteina. Ademas, demostraria que a concentraciones mayores de infeccién el

estudio de las proteinas revelaria mayor cantidad de proteina BMP-2.

La segunda de las series se utiliz6 para realizar la tincién especifica de fosfatasa
alcalina (AP) a las 72h (AP Staining Kit, System Biosciences SBI, Palo Alto, CA).
La fosfatasa alcalina es una enzima hidrolasa responsable de la defosforilacion
de moléculas como las proteinas y los nucleétidos en condiciones alcalinas y es
un marcador de células indiferencias pluripotenciales (“stem cells”) y de células
Oseas (osteoblastos y osteocitos). Los fibroblastos y miocitos maduros son

fosfatasa alcalina negativos.

La produccion de la proteina BMP-2 por los fibroblastos, y dado que dicha
proteina induce la transformacién celular hacia células de estirpe Osea
(osteoblastos), hace pensar que las células infectadas ademas de producir la
BMP-2 pueden ser transformadas por su accion. Si dichas células son positivas
a la tincion quedaria demostrada su capacidad de transformarse hacia
osteoblastos o células pluripotenciales indiferenciadas susceptibles de

diferenciarse hacia células osteogénicas por accion de la BMP2.

El AP Staining Kit es un set de tincion para cultivos celulares en placas o pocillos.
Utiliza una solucién conteniendo un sustrato y un tinte para la lectura de actividad

enzimatica fosfatasa alcalina. Este set de tincion tifie las células AP positivas de
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azul o rojo. En nuestra experiencia se uso este ultimo, que tifie de rojo las células
con actividad fosfatasa alcalina positiva, tanto en fibroblastos infectados con el
adenovirus AXCAOBMP2, como en un grupo control de fibroblastos no

infectados.

La tercera y Ultima serie se utilizd para una nueva extraccion de proteinas a los

5 dias y realizacion del Western-Blot.

6.2.2. EXPERIENCIA II

Infeccion in vivo por particulas virales en musculo de rata Lewis

Para esta experiencia se utilizaron 4 ratas Lewis macho adultas. Los animales
se inmunosuprimieron con ciclofosfamida por via intraperitoneal a dosis de 150

mg/kg 24 horas antes de la infeccién.

La infeccion in vivo se realizé inyectando particulas virales del primer stock viral

de los adenovirus AXCAOBMP-2 y el adenovirus GFP de control.

La inyeccién se realiz6 en el cuadriceps del muslo de los animales. Los
adenovirus GFP en el muslo izquierdo de las ratas y los adenovirus AXCAOBMP-
2 en coinfeccion con el adenovirus GFP en el muslo derecho. Se inyectaron 0,5
ml del primer stock viral de los adenovirus GFP en cada muslo izquierdo. La
coinfeccion de los adenovirus GFP con los adenovirus AXCAOBMP-2 se hizo con
1 ml respectivamente de cada tipo de virus obtenidos del primer stock viral y se

inyect6 0,5 ml de la mezcla de ambos en cada muslo derecho.

A la semana se sacrific6 el primer animal. Se extrajeron muestras de la
musculatura en la zona correspondiente a los puntos de inyeccion en cada

muslo. Se obtuvieron muestras para congelacion del muslo izquierdo para
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estudio con el microscopio de fluorescencia y muestras para tincion con
hematoxilina-eosina del muslo derecho, estas dUltimas se fijaron con
formaldehido. A la segunda semana se sacrific6 el segundo animal. Se
obtuvieron muestras de ambos muslos. Del muslo izquierdo muestras para
cortes por congelacion y estudio con el microscopio de fluorescencia. También
se tifleron con hematoxilina-eosina las muestras del lado izquierdo como grupo

control (figura 4).

Figura 4. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. GRUPO CONTROL. Histologia de las muestras tomadas del
muslo izquierdo (grupo control) en las que se infectan las células musculares sélo por el adenovirus GFP.

El corte histolégico muestra fibras musculares normales.

Del muslo derecho se obtuvieron también muestras para fijacion con

formaldehido y tincién con hematoxilina-eosina.
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A los dos animales restantes se les inyectd a las dos semanas una segunda
dosis intraperitoneal de ciclofosfamida por la misma via y a la misma dosis que

la primera vez.

El tercer animal se sacrificé a las 3 semanas realizdndose previamente control
radiologico de ambos muslos. Se obtuvieron muestras de ambos muslos. Del
muslo izquierdo para congelacion y estudio de fluorescencia. Del muslo derecho

para fijacion con formaldehido y fijacion con hematoxilina-eosina.

El cuarto animal se sacrificé a las seis semanas realizandose también controles
radiolégicos previos. Se obtuvieron también muestras de ambos muslos. Del
muslo izquierdo para congelacion y estudio con el microscopio de fluorescencia.

Del muslo derecho para tincion con hematoxilina-eosina.

6.2.3. EXPERIENCIA III

Infeccion in vitro de células mesenquimales de médula ésea con el
adenovirus AXCAOBMP-2 y posterior inyecciéon de las células infectadas

en el modelo animal (rata Lewis)

Tras obtener células mesenquimales de médula 6sea mediante el procedimiento
descrito previamente, se procedié a la infeccion in vitro de las mismas con el
adenovirus AXCAOBMP-2 y el adenovirus-GFP. Para ello, se infectaron 8 placas
con 2 millones de células con 200 pl de stock viral, lo que equivale a una
concentracion relativa de MOI-100: 4 placas con 2 millones de células
respectivamente con el adenovirus AXCAOBMP-2 y las otras 4 placas con 2
millones de células con el adenovirus-GFP.

A las 48h de la infeccién se cambio el medio de cultivo suspendiendo las células

en medio de cultivo sin FBS para su inyeccion en el modelo animal y, finalmente,
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se inyectaron las células infectadas en los cuédriceps de los muslos de 4 ratas
Lewis adultas. En las 24 horas previas a la inyeccién se inmunosuprimieron los
animales mediante la técnica anteriormente descrita consistente en una
inyeccion intraperitoneal de ciclofosfamida.

En cada uno de los animales se inyectaron 2 millones de células centrifugadas y
suspendidas en 0.5 ml de medio en muslo derecho y la misma cantidad en muslo
izquierdo. En el muslo izquierdo se inyectaron las células infectadas con el
adenovirus-GFP y en el muslo derecho se inyectaron las células infectadas con
el adenovirus AXCAOBMP-2.

Los animales se sacrificaron a la cuarta semana realizandose radiografias
previamente. Del muslo izquierdo se obtuvieron muestras para congelacion y
observacion con el microscopio de fluorescencia. Del muslo derecho se

obtuvieron muestras para tincién con hematoxilina-eosina.

6.2.4 EXPERIENCIA IV:

Aplicacion de terapia génica en un defecto 6seo a nivel de la diafisis del

fémur en rata Lewis

Para esta experiencia se utilizaron 6 ratas Lewis adultas, que fueron intervenidas

quirdrgicamente para crearles un defecto 6seo a nivel de la diafisis del fémur.

Los animales se intervinieron bajo anestesia general utilizando una diluciéon de
3ml de diazepam, 1ml de ketamina y 1ml de atropina. Estos 5 ml se diluyeron en
suero fisioldgico hasta alcanzar un volumen de 10ml. Cada animal, de entre 200
y 300 gr de peso, recibié una inyeccion intraperitoneal de 3 cc antes de proceder

a la cirugia.
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Los procedimientos se realizaron en el quiréfano de experimental anexo al
estabulario. Se rasuraron los muslos de los animales y aplic6 como antiséptico
povidona yodada. Se utilizé6 material quirtrgico esterilizado y guantes quirargicos

estériles. No se administro antibioticoterapia.

Con una sierra quirargica, se cre6 un defecto 6éseo de 3-4 mm en la diafisis del
fémur. A continuacion se interpuso en el defecto éseo de un colgajo muscular de
vasto lateral con pediculo superior con la finalidad de evitar el colapso de los
extremos 0seos, manteniendo asi el defecto creado. De esta forma se evitaria la
consolidacion espontanea. Finalmente, se procedi6 a la fijacion 6&sea

endomedular con una aguja de Kirschner de 1mm.

Las cirugias en los 6 animales se realizaron en distintos dias. Una vez
intervenidas todas las ratas Lewis que se utilizaron para esta experiencia y
recuperadas de la cirugia se les dividio aleatoriamente en dos grupos de 3

animales: el grupo experimental y el grupo control.

En el grupo experimental, los animales fueron infectados con cargas virales del
adenovirus AXCAOBMP-2. En las 24 horas previas a la intervencion, este grupo
de animales fue inmunosuprimido con ciclofosfamida, mediante una inyeccion
intraperitoneal de 45 mg de ciclofosfamida, calculada para un peso medio de la
rata Lewis adultas de 200 a 300 gramos. La infeccion con las cargas virales se
realiz6 mediante inyeccion percutanea de 0,5 cc del primer stock viral en el
colgajo muscular de vasto lateral interpuesto en el defecto 0seo. Los tres

animales de este grupo se infectaron el mismo dia.

Por su parte, los 3 animales del grupo control no fueron inmunosuprimidos ni

infectados.

68



Alas 3y alas 6 semanas de la infeccion se realizaron controles radiologicos de
todos los animales. Para la realizacion de los controles radiol6gicos se preciso
anestesiar a los animales utilizando la dilucion previamente descrita de ketamina,

diazepam y atropina.

Todas las ratas Lewis que se utilizaron en las 3 experiencias con animales
(experiencias Il, Il y IV) permanecieron siempre en el estabulario acondicionado
para estas experiencias y aislados del resto de los animales del laboratorio en

una estancia independiente.
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7. RESULTADOS
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7. RESULTADOS

El grupo control se infectd con el adenovirus portador del gen de la beta-
galactosidasa también a dosis crecientes permitiendo comprobar la infeccion de
los fibroblastos por los adenovirus al realizar la tincién especifica (X-gal). Se
obtuvieron mayores porcentajes de tincibn a mayor carga viral y por tanto a
mayor tasa de infeccion (test de infectividad).

La primera serie de fibroblastos infectados por el adenovirus AXCAOBMP-2 se
utilizé para extraccion de proteinas a las 48 horas y realizacion de Western-Blot.
Para ello se utilizaron anticuerpos anti-BMP-2 y anti-tubulina. El resultado del
Western-Blot fue positivo demostrando la produccion de BMP-2 por los

fibroblastos y ademas con mayor intensidad a mayor carga viral (figura 5).

PRODUCCION DE BMP-2 EN LAS CELULAS DIANA.
WESTERN BLOTTING A LAS 48H

kDa

119
79

TUBULINA .= 47

33
24

Figura 5. EXPERIENCIA I. Western Blotting a las 48 h.
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La segunda serie de fibroblastos se utiliz6 a las 72 horas para la tincion
especifica de fosfatasa alcalina. Los fibroblastos infectados se tifieron
positivamente de color rojo indicando su transformacion en células fosfatasas
alcalina positiva: células pluripotenciales con diferenciacion hacia osteoblastos.
El grupo control correspondiente a fibroblastos no infectados no se tifié con la
tincion especifica para fosfatasa alcalina.

La tercera serie de fibroblastos se utilizé a los 5 dias para nueva extraccion de
proteinas y realizacion de Western Blot. El resultado fue de nuevo positivo
demostrando la existencia BMP-2. Ademéas mayor cantidad de BMP-2 en los

fibroblastos con exposicion a mayor infeccion por particulas virales (figura 6).

WESTERN BLOTTING A LOS 5 DIAS. MANTENIMIENTO DE
LA PRODUCCION DE BMP-2

TUBULINA .=

Figura 6. EXPERIENICA I. Western Blotting a los 5 dias.
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7.2 RESULTADOS DE EXPERIENCIA II. INFECCION IN VIVO POR
PARTICULAS VIRALES EN MUSCULO. RATA LEWIS.

Las muestras musculares correspondientes a los puntos de inyeccion de las
particulas virales del animal sacrificado a la primera semana se procesaron de
la siguiente manera.

Las muestras del lado izquierdo infectadas por el adenovirus GFP y obtenidas
para congelacion se examinaron al microscopio de fluorescencia. Las muestras
fueron positivas observandose células musculares marcadas por fluorescencia.
Las células musculares por lo tanto son células diana apropiadas para uso de un
adenovirus como vector. El adenovirus GFP induce la produccion de la proteina
verde en la célula infectada.

También se tomaron muestras para tincion con hematoxilina-eosina del lado

izquierdo (figuras 7-8).
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Figura 7. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1. GRUPO CONTROL. Histologia de tejido muscular infectado
con adenovirus GFP. Miocitos de aspecto normal con tincion hematoxilina-eosina.

Figura 8. HISTOLOGIA EXPERIENCIA II. GRUPO CONTROL. Miocitos de aspecto normal con tincion
hematoxilina-eosina




Las muestras del lado derecho correspondientes al punto de inyeccion por
particulas virales AXCAOBMP-2 se fijaron con formaldehido y se tifieron con
hematoxilina-eosina. En el punto de inyeccion se observan células musculares
junto a gran cantidad de células mesenquimales (células fibroblasto-like) por
transformacion de las células musculares o por proliferacion de las células

mesenquimales del tejido muscular (figuras 9 a 14).

Figura 9. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. PRIMERA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Histologia del tejido muscular infectado por el adenovirus AXCAOBMP-2 en las muestras
de la primera semana post-infeccion. Junto a los miocitos del tejido muscular se aprecia una proliferacion
de fibroblastos en el punto de inyeccidn.
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Figura 10. HISTOLOGIA EXPERIENCIA I1I. PRIMERA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Tincion hematoxilina-eosina del tejido muscular del muslo derecho. Muestras tomadas a
la semana tras la infeccion por el adenovirus AXCAOBMP-2. Se observa una gran proliferacion de células
de aspecto fibroblastico que se intercalan entre las musculares.
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Figura 11. HISTOLOGIA EXPERIENCIA II. PRIMERA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Tincion hematoxilina-eosina del tejido muscular a la semana de la infeccién por el
adenovirus AXCAOBMP-2. Infiltracion del tejido muscular por tejido fibroblastos con la aparicién de
yemas conectivo-vasculares.

Figura 12. HISTOLOGIA EXPERIENCIA I1I. PRIMERA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Detalle de un yema conectivo-vascular. Proliferacion similar a lo que sucede en un tejido
inflamatorio o de granulacién
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Figura 13. HISTOLOGIA EXPERIENCIA II. PRIMERA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Tincién hematoxilina-eosina del tejido muscular a la semana de la infeccion por los
adenovirus AXCAOBMP-2. Miocitos infiltrados por células de aspecto fibroblastico y proliferacion de
yemas vasculares.

Figura 14. HISTOLOGIA EXPERIENCIA I1I. PRIMERA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Detalle del tejido muscular infiltrado por las yemas vasculares del tejido inflamatorio.
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Las muestras obtenidas a las dos semanas se procesaron de la siguiente
manera.

Las muestras control del muslo izquierdo correspondiente a la infeccion por
adenovirus GFP se examinaron en el microscopio de fluorescencia.

Las muestras del muslo derecho fijadas con formaldehido se tifieron con
hematoxilina-eosina. El estudio histolégico permite ver junto a células
musculares proliferacion de gran cantidad de células mesenquimales y, junto a
ellas, zonas de proliferacion de condrocitos y areas de osificacion siguiendo un

patron de osificacion endocondral (figuras 15 a 21).

Figura 15. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Histologia con hematoxilina-eosina del tejido muscular a las dos semanas de la infeccion
con los adenovirus AXCAOBMP-2. Aparicion de condrocitos que nos recuerdan un patrén de osificacion
endocondral.
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Figura 16. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Detalle histolégico donde se aprecia la proliferacién de condrocitos y las primeras
trabéculas 6seas siguiendo un patrén de osificacion endocondral.

Figura 17. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXxCAOBMP-2. Proliferacion de condrocitos y aparicion de trabéculas dseas siguiendo un patron de
osificacion endocondral.
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Figura 18. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AxCAOBMP-2. Agrupaciones de condrocitos que formaran los nucleos de osificacion endocondral.

Figura 19. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Condrocitos y focos de osificacion endocondral. Formacion de trabéculas éseas.
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Figura 20. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AXCAOBMP-2. Detalle de la aparicion en el tejido conectivo de formaciones de condrocitos que daran
lugar a los ndcleos de osificacién endocondral.

Figura 21. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. SEGUNDA SEMANA. GRUPO INFECTADO CON
AxCAOBMP-2, Detalle las formaciones de condrocitos origen de los nlcleos de osificacién endocondral.
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El tercer animal se sacrifico a las 3 semanas realizdndose previamente control
radiologico de ambos muslos. El muslo izquierdo con apariencia radiologica
normal y el muslo derecho con imagen radiologica de densidad 6sea en el recto
anterior del cuadriceps del animal coincidiendo con el area de infeccion de las

particulas virales AXCAOBMP-2 (figura 22).

Figura 22. RADIOLOGIA EXPERIENCIA 11. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Imagen radiolégica del muslo infectado con AXCAOBMP-2 a las 3 semanas.
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La muestra del lado derecho fijada con formaldehido se tifi6 con hematoxilina-
eosina y se proceso para descalcificacion de la muestra. EI examen histoldgico
permitio ver areas musculares, areas de osificaciéon endocondral y areas de tejido

0seo correspondiente a trabéculas de hueso esponjoso (figuras 23 a 29).

Figura 23. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1I. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Histologia del muslo infectado con AXCAOBMP-2 a las 3 semanas Se puede distinguir tejido muscular,
tejido conectivo y la formacidn de trabéculas Oseas a partir de las agrupaciones de condrocitos.
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Figura 24. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXxCAOBMP-
2. Fibras musculares y tejido conectivo con diferenciacion de los fibroblastos hacia condrocitos y la
aparicion de trabéculas dseas a partir de los condrocitos.

Figura 25. HISTOLOGIA EXPERIENCIA I1. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Formacion de trabéculas 6seas a partir de los condrocitos.

87



Figura 26. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1l. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Detalle histolégico de osificacion endocondral. Formaciones de condrocitos que se diferencian hacia
tejido dseo.

Figura 27. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Formaciones de condrocitos en el tejido conectivo que se diferencian hacia tejido 6seo y adquieren un
patron trabecular.
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Figura 28. HISTOLOGIA EXPERIENCIA II. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Tejido conectivo con fibroblastos. Condrocitos y su diferenciacion hacia osteoblastos formadores de
tejido dseo que se dispone en trabéculas.

Figura 29. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1l. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXxCAOBMP-
2. Tejido conectivo con gran cantidad de fibroblastos y algunas células musculares y un nucleo de
osificacion endocondral.
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El cuarto animal se sacrificO a las seis semanas realizandose también
previamente controles radioldgicos. El muslo izquierdo con imagen radioldgica
normal y el muslo derecho con imagen radioldgica de osificacion en recto anterior

del cuédriceps (figuras 30-31).

Figura 30. RADIOLOGIA EXPERIENCIA 1. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen radiolégica a las 3 semanas del animal que se sacrificard a las 6 semanas. Osificacion en el
cuadriceps del muslo infectado con el adenovirus AXCAOBMP-2.
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Figura 31. RADIOLOGIA EXPERIENCIA I1. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Imagen radiol6gica a las 6 semanas del animal . Osificacion en el cuédriceps que ya se apreciaba a las 3
semanas. A las 6 semanas hay mayor extension de la osificacién y mayor densidad radioldgica en el area
de osificacion del cuadriceps infectado.
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La muestra del muslo derecho fijada con formaldehido se traté para su
descalcificacion y posterior tincion con hematoxilina-eosina. La histologia de la
muestra permite ver tejido O6seo caracterizado por trabéculas de hueso
esponjoso con espacios de médula 6sea entre los mismos. No se aprecian

elementos hematopoyéticos en los espacios medulares (figuras 32 a 38).

A Y AN
AL g “c‘t‘g
e, .q'. wat

‘ § | y ‘:C. S
| P RGN

Figura 32. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXxCAOBMP-
2. Histologia de las muestra del muslo derecho del animal sacrificado a las 6 semanas con tincion
hematoxilina-eosina. Tejido 0seo (trabéculas de hueso esponjoso) intercaladas en el tejido muscular.
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Figura 33. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Trabéculas dseas y elementos medulares entre las trabéculas del hueso esponjoso.

Figura 34. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Detalle histoldgico de las trabéculas dseas. Osteocitos en la matriz mineral que ha sido descalcificada
para su tincién con hematoxilina-eosina.
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Figura 35. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1l. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXxCAOBMP-
2. Trabéculas 6seas y espacios de médula ésea sin elementos hematopoyéticos.

Figura 36. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1l. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Tejido muscular junto a un area de proliferacion de condrocitos y un area de tejido 6seo esponjoso
(osificacion endocondral).
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Figura 37. HISTOLOGIA EXPERIENCIA II. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Detalle histologico de las trabéculas 6seas del hueso esponjoso osteoinducido.

Figura 38. HISTOLOGIA EXPERIENCIA 1l. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AxCAOBMP-
2. Trabéculas 6seas de hueso esponjoso osteoinducido.
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7.3. RESULTADOS EXPERIENCIA III: INFECCION IN VITRO DE CELULAS
MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA CON EL ADENOVIRUS
AXCAOBMP-2 Y POSTERIOR INYECCION DE LAS CELULAS
INFECTADAS EN EL MODELO ANIMAL.

A las cuatro semanas se realizaron radiografias de ambos muslos. El muslo
control sin observarse ningun hallazgo radiologico significativo y el muslo
derecho observandose una imagen de densidad Osea a nivel del punto de
inyeccion de las células infectadas con el adenovirus AXCAOBMP-2 en el

cuadriceps (figuras 39-40).

Figura 39. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IIl. 4 SEMANAS. GRUPO DE CELULAS INFECTADAS
CON AxCAOBMP-2. Imagen radioldgica del muslo derecho a las 4 semanas: cuadriceps inyectado con
células previamente infectadas con los adenovirus AXCAOBMP-2. Area de osificacion en el tercio distal
del cuédriceps.
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Figura 40. RADIOLOGIA EXPERIENCIA I1l. 4 SEMANAS. GRUPO CONTROL Imagen del mulso
izquierdo: inyeccion con células infectadas con el adenovirus GFP. No se evidencia osificacion en el punto
de inyeccion en el cuadriceps.
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Tras los controles radiologicos se sacrificaron los cuatro animales extrayéndose
las muestras del lado izquierdo para examen con el microscopio de fluorescencia
y las muestras del lado derecho para la tincién con hematoxilina-eosina.

Las muestras del lado izquierdo presentaban fluorescencia positiva en el
microscopio de fluorescencia.

Las muestras del lado derecho tefildas con hematoxilina-eosina demostraban

gue a nivel del punto de inyeccibn muscular existia un area de osificacion

endocondral junto a trabéculas 6seas (figuras 41 a 43).

Figura 41. HISTOLOGIA EXPERIENCIA I1l. 4 SEMANAS. GRUPO CON CELULAS INFECTADAS
CON AxXCAOBMP-2. Tincién hematoxilina-eosina para las muestras del lado derecho. Cuédriceps con
inyeccion de células infectadas con el adenovirus AXCAOBMP-2. Tejido muscular con é&reas de
osificacion.
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Figura 42. HISTOLOGIA EXPERIENCIA Il1I. 4 SEMANAS. GRUPO CON CELULAS INFECTADAS
CON AxXCAOBMP-2. Detalles histologicos de las areas de osificacion de las muestras tomadas de los
muslos derechos correspondientes a los puntos de inyeccidn con las células infectadas por los adenovirus
AxCAOBMP-2. Imégenes de trabéculas dseas intercaladas entre células con aspecto de fibroblastos.

Figura 43. HISTOLOGIA EXPERIENCIA I1l. 4 SEMANAS. GRUPO CON CELULAS INFECTADAS
CON AxCAOBMP-2. Imagen de detalle de trabéculas Oseas intercaladas células con aspecto de
fibroblastos.
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7.4 RESULTADOS EXPERIENCIA IV: APLICACION DE TERAPIA GENICA
EN UN DEFECTO OSEO A NIVEL DE LA DIAFISIS DEL FEMUR EN RATA
LEWIS.

Las 6 ratas intervenidas se distribuyeron en dos grupos. El grupo control (3 ratas)
en los que se creaba un defecto 6seo critico en el fémur y no se trataban con el
adenovirus y el otro grupo (3 ratas) en las que se creaba un defecto 6seo critico

similar pero se realiz6 una infeccién in vivo con los adenovirus AXCAOBMP-2.

Los controles radiolégicos a las 3 semanas en los fémures del grupo control

mostraron los defectos 6seos en los fémures de las ratas sin consolidar (figuras

44-45),

Figura 44. RADIOLOGIA EXPERIENCIA 1V. 3 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen radiolégica a
las 3 semanas del fémur de rata del grupo control: no consolidacion del defecto en la diafisis del fémur.
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Figura 45. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 3 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen radioldgica a
las 3 semanas del fémur de otro animal del grupo control. Fijacion con aguja sin evidencia de consolidacion
en el defecto dseo.
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Los controles radioldgicos a las 3 semanas de las ratas del grupo infectado con
los adenovirus AXCAOBMP-2 mostraban neoformacion ésea interpuesta en el

defecto 0seo (figuras 46 a 48).

|

Figura 46. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen radiol6gica también a las 3 semanas pero correspondientes al fémur un animal del grupo que se
aplicé el adenovirus AXCAOBMP-2. Se aprecia formacion dsea en el defecto de la diafisis femoral.
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Figura 47. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen también correspondiente a las 3 semanas del fémur de un animal que se traté con el adenovirus
AXCAOBMP-2. Se evidencia formacion de hueso en el defecto diafisario femoral.
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Figura 48. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 3 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen radioldgica a las 3 semanas del fémur de un tercer animal correspondiente al grupo tratado con
el adenovirus AXCAOBMP-2. Se evidencia también consolidacion en el defecto diafisario.
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Los controles radiolégicos a las 6 semanas en el grupo de las ratas infectadas
con el adenovirus AXCAOBMP-2 mostraban signos de consolidacion en los
defectos diafisarios del fémur incluso retirando la inmovilizacién con la aguja

intramedular (figuras 49 a 51).

s

Figura 49. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen radioldgica a las 6 semanas de uno de los animales del grupo tratado con el adenovirus
AXCAOBMP-2 . Se aprecia consolidacion del fémur a pesar de la retirada del KW de fijacion.
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Figura 50. RADIOLOGIA EXPERIENCIA 1V. 6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen de control a las 6 semanas una de las ratas del grupo tratado con el adenovirus AXCAOBMP-2.
Se evidencia consolidacion del defecto diafisario femoral y osificacion del cuadriceps.

106



Figura51. RADIOLOGIA EXPERIENCIA V.6 SEMANAS. GRUPO INFECTADO CON AXCAOBMP-
2. Imagen a las 6 semanas del mismo animal del grupo tratado con el adenovirus AXCAOBMP-2 en el que
se ha retirado la fijacion.
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Figura 52. RADIOLOGIA EXPERIENCIA 1V. 6 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen a las 6
semanas del fémur de una de las ratas correspondientes al grupo control que no fue tratada con los
adenovirus AXCAOBMP-2. No consolidacion en el defecto dseo del fémur.
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Figura 53. RADIOLOGIA EXPERIENCIA 1V. 6 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen a las 6
semanas del fémur de otra de las ratas del grupo control que no fue tratada con los adenovirus AXCAOBMP-
2. No consolidacion del defecto 6seo femoral.
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Figura 54. RADIOLOGIA EXPERIENCIA IV. 6 SEMANAS. GRUPO CONTROL. Imagen a las 6
semanas del fémur de otra de las ratas del grupo control que no fue tratada con los adenovirus AXCAOBMP-
2 . No consolidacion ésea en el defecto diafisario femoral.
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En definitiva los animales del grupo control no tuvieron consolidacion 6sea como
demostraron los controles radiolégicos a las 3 y a las 6 semanas (figuras 52 a

54).

Los animales del grupo tratado con los adenovirus AXCAOBMP-2, aplicado in
vivo sobre el defecto creado en la diafisis de los fémures, si tuvieron
consolidacion 6sea como se evidencian en los controles radiologicos a los 3y 6

semanas.
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8. DISCUSION

Los resultados de las cuatro experiencias sugieren que la terapia génica podria
ser una alternativa para usar en clinica para inducir la formacién de tejido 6seo
en casos con defectos 6seos extensos donde el injerto 6seo convencional no es
efectivo. En estos casos se necesitan en la actualidad injertos Oseos
vascularizados que nos plantean dos problemas: la limitacién de las zonas
donantes a usar para este tipo de colgajos microvasculares y las secuelas en

dichas zonas donantes.

En la actualidad se han utilizado ya en clinica las BMP recombinantes para el
tratamiento de defectos 6seos y problemas de consolidacion 6sea. El uso de las
BMP en clinica tiene una limitacion importante. Si bien las BMP recombinantes
tienen una capacidad osteoinductiva mas que probada, la aplicacion clinica de
las mismas tiene una limitacion temporal en su accién. Su permanencia en el

punto de aplicacién es muy breve, lo que limita el efecto osteoinductor.

Con la terapia génica se produce la incorporacion del gen productor de la BMP
en un determinado tipo celular, las células diana, que desarrollan la capacidad
para producir y secretar este tipo de proteinas morfogenéticas (BMP) en el punto
de aplicacion y, por tanto, desarrollando la capacidad osteoinductiva en dicho
punto de forma mantenida en el tiempo, con el consiguiente incremento en la

efectividad.
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Durante el desarrollo de las experiencias de este trabajo se ha podido comprobar

que mediante la utilizacion de un adenovirus como vector es posible incorporar

el gen de la BMP-2 a distintos tipos celulares y valorar la osteoinduccion 0sea

derivada del efecto de la BMP-2.

Experiencia |. Infeccion in vitro y transformacion de los fibroblastos hacia
células precursoras de tejido 6seo.

Experiencia Il. Infeccion in vivo de tejido muscular por los adenovirus,
produccion de BMP-2 y osteoinduccion en el punto de inyeccion de la carga
viral.

Experiencia lll. Infeccidn in vitro de células de médula 6sea pluripotenciales,
trasplante de las células productoras de BMP a un animal vivo
inmunosuprimido y comprobacién de la capacidad osteoinductiva en el tejido
receptor.

Experiencia IV. Creacién de un defecto critico 6seo en el fémur de la rata,
interposicion de un colgajo muscular, infeccion in vivo del tejido muscular,

osteoinduccién y valoracion de la consolidacion del defecto 6seo.

En definitiva es posible utilizar técnicas de terapia génica como alternativa al

tratamiento de fracturas 6seas de dificil consolidacion y de defectos dseos

extensos.
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En este trabajo se ha usado como vector del gen de la BMP-2 un adenovirus. El
uso de adenovirus en clinica tiene dos inconvenientes principales que
imposibilitan, de momento, su utilizacion. Por una parte la necesidad de
inmunosuprimir al receptor para que el sistema inmunitario no actie contra las
células infectadas por el adenovirus y anule el efecto deseado que es la
produccion de BMP-2 por estas células. Por otra parte, aunque estos adenovirus
son virus defectivos que no se replican en las células diana y sélo se replican en
las células empaquetadoras, existe el peligro potencial de que puedan en un

momento dado replicarse.

La terapia génica debera mejorar su seguridad de aplicacion en clinica para
poder mejorar sus expectativas de uso. En un futuro breve posiblemente se
encuentren nuevos vectores virales y no-virales para uso en clinica que permitan
incorporar un determinado gen a las células diana sin peligros potenciales para

el individuo receptor.

Asi pues, parece que el futuro esté en el desarrollo de vectores no-virales que
imiten la accion de estos incorporando los genes terapéuticos a las células diana
0, por otra parte, en mejorar las condiciones de los vectores virales. Ademas de
los adenovirus se estan utilizando como vectores virales, lentivirus, virus
adenoasociados, herpesvirus, poxvirus y alfavirus. Dentro de los adenovirus se
esta intentando disminuir la respuesta inmune que estos desencadenan

utilizando los denominados adenovirus vacios con menor inmunogenicidad.
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Los vectores no-virales representan un intento de imitar las funciones de los virus

como vehiculos de transferencia génica mediante sistemas sintéticos, de forma

gue en principio son vectores mucho mas seguros desde el punto de vista de su

peligrosidad biologica y su patogenicidad. La principal limitacion de este tipo de

vectores es que su eficacia in vivo es mucho menor que la de los vectores virales.

Esto se debe a la inestabilidad propia de los sistemas sintéticos complejos y a

las diferentes barreras que han de superar:

Los complejos entre el acido nucleico y los demas componentes de estos
sistemas han de ser estables tras su administracién y no desintegrarse antes
de alcanzar las células. La concentracion efectiva en las células diana suele
ser baja por lo que es importante que lleven en su superficie algun tipo de
ligando para receptores especificos de las células a las que los queremos
enviar.

Habitualmente, estos complejos entran en las células por endocitosis, de
manera que quedan expuestos al atague de enzimas lisosomales. Para evitar
esto, se intenta incluir en estos vectores algun tipo de molécula que altere el
pH del endosoma y consiga romperlo antes de su fusion con los lisosomas y
liberar asi el complejo intacto al citoplasma. Estas moléculas suelen ser
péptidos o proteinas virales que cumplen esta misma funcién en algunos tipos
de virus. Una vez en el citoplasma, estos complejos han de ser lo
suficientemente estables como para llegar hasta el nacleo, pues si el acido
nucleico se libera muy pronto sera degradado por nucleasas citoplasmaticas.

Pero si son demasiado estables, el acido nucleico no conseguira liberarse y
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por tanto no podra entrar en el nucleo de la célula. Este compromiso entre
proteccion y liberacidn es quizas uno de los retos mas importantes que tienen
que superar los vectores no virales para aumentar su eficacia actual.

- En cierta medida, la inclusion en estos complejos de alguna molécula capaz
de dirigirlos al nucleo celular serviria para acelerar su transito citoplasmaético.
Por tanto, otro componente habitual en los vectores no virales son las
moléculas con sefiales de localizacién nuclear que ademas permitan la
entrada del acido nucleico a través del complejo del poro nuclear, pues de lo

contrario sélo seran capaces de ser efectivos en células que estén en mitosis.

La tarea de construir un vector no-viral ideal equivale a intentar reconstruir en el
laboratorio lo que los virus consiguen de manera natural. Este es uno de los
campos de investigacibn mas activos, sobre todo por parte de empresas
farmacéuticas y de biotecnologia, y es previsible que los préximos afios vean

avances significativos en este terreno.

Actualmente, los vectores no-virales mas utilizados son los siguientes:

a) Inyeccion directa (métodos fisicos): l6gicamente, lo mas sencillo es
inyectar directamente el acido nucleico, o ADN desnudo, en el 6rgano de
interés. Aunque poco eficaz, este procedimiento sélo funciona de forma
razonable en ciertas aplicaciones y en algunos 6rganos. Por ejemplo, el
musculo esquelético es uno de los 6rganos que mas eficazmente incorporan
un plasmido inyectado, alcanzando niveles de expresion suficientes para a
proteinas virales, tumorales... En ocasiones se utiliza la inyeccién de ADN
formulado con diversos polimeros, sobre todo poli-vinil- pirrolidona, que lo

protegen de la accion de las nucleasas y prolongan su vida media tras la

117



administracion. También se utiliza el ADN encapsulado en microesferas de
polimeros biodegradables, por ejemplo, copolimeros de &cido lactico y
glicélico, que pueden inyectarse en un érgano y proporcionar liberacidn
sostenida del &cido nucleico terapéutico durante un periodo de tiempo mas o

menos prolongado (86—88).

Otra variedad es la transferencia génica balistica, pistola génica o “gene gun”
(89), en la que el acido nucleico terapéutico se adhiere sobre la superficie de
unas bolas microscopicas de oro u otro metal inerte, que son disparadas a
presion sobre él 6rgano diana. Es una via de administraciéon utilizada en la
piel para inmunizacion génica o, a veces, sobre otros 6rganos. Esrtas bolas
no tienen un gran poder de penetracidén, que es raramente superior a unos

pocos milimetros. Otra alternativa es el uso de microagujas. (90).

b) Complejos formados por el acido nucleico terapéutico y otros componentes
(métodos quimicos): son los sistemas mas complicados de elaborar y
optimizar, pero los mas eficaces. El principio que subyace a todos los
sistemas de este tipo es la complejaciéon del ADN, que es una molécula
grande con alto nimero de cargas negativas, con polimeros de naturaleza
cationica, es decir, con cargas positivas, de manera que la neutralizacion de
cargas da lugar a complejos mas o menos estables, de pequefio tamafio, en
los que el ADN esté protegido de la accién de nucleasas. Suelen distinguirse
entre lipoplexos (ADN complejado con lipidos catiénicos) y poliplexos (ADN
complejado por policationes, habitualmente poli-lisina o poli-etilén-amina).
Sobre la estructura béasica de un lipoplexo o un poliplexo pueden afadirse
otro tipo de moléculas que actien como estabilizadores, ligandos para

receptores especificos, moléculas desestabilizadoras del endosoma, sefiales
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de localizacién nuclear... Por ejemplo, se ha utilizado poli-etilén-glicol para
aumentar la estabilidad de lipoplexos en el torrente sanguineo y evitar la
inactivacion por el suero. Asimismo ha sido muy utilizada la unién de poli-
lisina a transferrina 0 a orosomucoide, para conseguir la union especifica a
receptores hepéticos. Otra estrategia utilizada con bastante éxito ha sido la
formacién de lipoplexos que ademds incluyen particulas del virus
hemaglutinante del Japén, o virus Sendai, inactivados, lo que proporciona

una entrada en las células muy eficaz y un buen escape endosomal. (91-94).

En resumen, la clave para el éxito y una mayor aplicacion de la terapia génica
no reside en los genes terapéuticos, que son numerosos y con grandes
posibilidades sino en encontrar estrategias no-toxicas y eficientes para
transferir los genes terapéuticos a las células diana. Estas estrategias usan
un vector que facilita el paso del gen terapéutico a través de la membrana
celular. Son los vectores virales o los vectores no-virales. Estos ultimos
actian mediante métodos quimicos que imitan la accion de los vectores
virales 0 mediante métodos fisicos que utilizan varias modalidades de fuerzas
fisicas para crear poros transitorios en la membrana celular que permiten la
entrada de los genes terapéuticos en las células. Son ejemplos la

electroporesis, los “gene-gun”, los ultrasonidos...

El primer paciente en ser tratado mediante terapia génica lo fue en 1989. Se
trataba de un paciente que sufria inmunodeficiencia combinada severa por déficit

de la enzima adenosin-deaminasa. Desde entonces el nimero de ensayos
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clinicos llevados a cabo en todo el mundo ha aumentado rapidamente, de
manera que en la actualidad son numerosos los protocolos en ensayos clinicos

de terapia génica (95,96).

Las estrategias utilizadas para uso de la terapia génica en clinica son muy

variadas.

En la terapia génica del cancer, la estrategia mas utilizada es, sin duda, la
utilizacion de los llamados genes suicidas. Se trata de transferir a las células
tumorales un gen que codifique una proteina capaz de activar un pro-farmaco
inactivo a su forma activa. Por tanto si somos capaces de transferir el gen a las
células tumorales la activacion del pro-farmaco a su forma activa provocara el

efecto citotoxico en el tumor deseado.

Otra estrategia en terapia génica del cancer se basa en la suplementacion de las
células malignas con genes supresores tumorales. Se ha utilizado también la
transferencia al tumor de genes que inhiben la angiogénesis para eliminar el
tumor por falta de aporte vascular. Por dltimo, una de las estrategias que han
tenido més éxito es la inmunopotenciacion, es decir, favorecer la puesta en

marcha de una respuesta inmune frente a las células tumorales. (97-100)

Por otra parte, en la terapia génica de enfermedades hereditarias, aprovechando
gue la mayoria de las enfermedades metabdlicas son debidas a mutaciones
inactivantes en genes que codifican proteinas con actividad biolégica (un
enzima, un factor de coagulacién, una hormona...), estas pueden abordarse
mediante una estrategia de suplementacion génica que restaure los niveles de
proteina deficiente. Por ejemplo, ha tenido especial resonancia el éxito

alcanzado con la transferencia mediada por virus adenoasociados del gen del
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factor IX de la coagulacién al musculo esquelético para producir niveles
plasmaticos de este factor que puedan corregir los defectos en la coagulacion

que sufren animales hemofilicos. (101,102)

Por dltimo, también encontramos ejemplos de inmunizacién frente a
enfermedades infecciosas mediante transferencia génica, con el fin de que las
células sinteticen péptidos inmunogeénicos y estimulen al sistema inmune hasta
eliminar el agente patdgeno. Se estan ensayando inmunizaciones génicas frente
a virus, como los virus de la hepatitis By C o el virus de la gripe, u otros agentes,
como el parasito de la malaria. Es bastante eficaz la inyeccidén directa de un
plasmido en musculo o la transferencia intradérmica mediante pistola génica. En
general, la eficacia de estos tratamientos reside en la capacidad de producir
localmente una proteina que sea liberada y capturada por macréfagos y otras
células presentadoras de antigenos, que procesan esas proteinas a pequefios
péptidos y los presentan con moléculas de clase Il del sistema mayor de
histocompatibilidad para estimular las células CD4+ (linfocitos T helper).
Ademas, si las células transfectadas expresan moléculas de clase | del sistema
mayor de histocompatibilidad también podran presentar los péptidos recién

sintetizados y estimular células CD8+ (linfocitos T citotdxicos). (103,104)

Tras mas de 30 afios de investigacion, la terapia génica estd comenzando a

demostrar su utilidad clinica en humanos.
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En el presente trabajo hemos aplicado esta nueva arma terapéutica, la terapia

génica, a la cirugia reconstructiva.

No cabe duda que la terapia génica tendra su utilizacion en los proximos afios
en la regeneracion tisular mediante la estimulacion por transfeccion de aquellos
genes responsables de la produccion de las proteinas que, a su vez, estimulen
a las células pluripotenciales a diferenciarse hacia un determinado tipo celular.
En el este trabajo hemos buscado la diferenciacién hacia tejido 6seo u

osteoinduccién para su utilizacion en reconstrucciones éseas complejas.

En lo que respecta a su utilizacion en el tratamiento de defectos 6seos y fracturas
Oseas de dificil consolidacion, en el momento en que las técnicas de terapia
génica avancen hacia vectores seguros y eficaces se podra incorporar a las
células diana del paciente el gen de la BMP-2 u otra de las proteinas
morfogenéticas (BMP) implicadas en los procesos de reparacion de las fracturas
y con propiedades osteoinductoras demostradas. Por ejemplo, la utilizacion de
otros vectores virales como los virus adenoasociados (105), vectores no virales
de tipo liposomas (106) o la asociacion con biomateriales como silicatos,

hidroxiapatita... (107-109)

Repasando las publicaciones de los udltimos afos, es patente que existen
multiples trabajos experimentales en los que, utilizando los adenovirus con el
gen de la BMP-2, se ha buscado su aplicacion a la formacion y regeneracion

Osea. Los articulos aparecen en publicaciones tanto especificas de terapia
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génica como de especialidades quirirgicas que se interesan por la regeneracion
0sea, a saber, cirugia plastica y reparadora, cirugia oral y maxilofacial, ortopedia

y traumatologia, cirugia craneofacial o neurocirugia.

Algunas de las aportaciones que se pueden extraer de los trabajos publicados
en los ultimos afios sobre el uso de adenovirus en la osteoinduccidén son las

siguientes.

La aplicacion directa de adenovirus como vectores de la BMP-2 en defectos
0seos es menos eficaz que la infecciobn en cultivos celulares y la posterior
aplicacion de las células infectadas al defecto 6seo. Se han utilizado en los
distintos trabajos experimentales cultivos celulares de fibroblastos dérmicos,
células pluripotenciales mesenquimales de musculo o de médula ésea. Incluso
se han utilizado en células derivadas de osteosarcoma, donde los adenovirus

BMP2 inducen una mayor proliferacion y agresividad del osteosarcoma. (110)

Por otra parte, la utilizacion de cultivos celulares con adenovirus BMP-2 con
microesferas de gel induce la osificacion heterotdpica en musculos o en defectos

fibulares. (111,112)

La utilizacibn de adenovirus BMP-2 en células de pulpa dental induce
diferenciacion odontogénica (113) y la utilizacibn de adenovirus BMP-2 en
células de musculo en defectos peridentales mejora la cementogénesis y la
regeneracion peridental. (114) Sin embargo la utilizacion de células
pluripotenciales o “stem cells” de ligamento peridental humano con adenovirus

BMP-2 no mejora la formacién dsea. (115)

La utilizacién de vectores BMP-2 estimula no sélo la osteogénesis sino también

la regeneraciéon del cartilago articular. (116) El empleo de células progenitoras
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de cartilago responden bien a la accién combinada de adenovirus BMP2 y la
estimulacién mecéanica. (117) Ademas, el factor condrogénico SoX9 potencia la
diferenciacion condrogénica de la BMP-2 e inhibe la diferenciacion osteogénica.

(118)

Los trabajos experimentales se desarrollan sobre todo en ratas. Hay pocos
articulos en mamiferos superiores, como ovinos o0 equinos y con resultados
peores. (119) Por ejemplo el uso de células mesenquimales de oveja con
adenovirus BMP2 en defectos 6seos en rata no presenta un resultado positivo.
(120) En otro estudio, la administracion diferida de adenovirus BMP-2 a los 5-10
dias de la creacién del defecto 6seo en un modelo en rata mejora la capacidad

osteogénica. (121)

La utilizacion de adenovirus BMP-9, en vez de adenovirus BMP-2, también

produce diferenciacion 6sea y formacion de hueso.(122)

La utilizacién de adenovirus que coexpresan BMP2 y VEGF165 (123) permite
ver la interaccion entre ambos factores. Se ha publicado tanto que la VEGF

inhibe la expresion de la BMP-2 (124) como que potencia la osteogénesis.(125)

Hay trabajos que asocian células infectadas con adenovirus BMP-2 con

biomateriales como la nano-hidroxiapatita en defectos 6seos. (126,127)

Finalmente se ha aplicado los sistemas de expresion Tet-On para doxiciclina en
combinacion con los adenovirus BMP-2. La coinfeccién de las misma células
diana con adenovirus BMP-2 y adenovirus-X Tet-On de forma que la expresién
de BMP-2 puede ser regulada mediante concentraciones variables de

doxiciclina.(128)
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Las publicaciones sobre el uso de adenovirus capaces de transfectar el gen de
la BMP-2 y su uso en defectos 6seos no sélo aparecen en revistas de terapia
génica sino en revistas de ortopedia y traumatologia, neurocirugia, cirugia de
raquis, cirugia craneofacial, cirugia oral y maxilofacial, cirugia plastica y
reparadora... Todo ello nos parece indicar que las especialidades quirdrgicas

despiertan también su interés en las nuevas terapias génicas.

En las publicaciones de cirugia ortopédica y traumatologia aplican la terapia
génica a defectos 0seos variados, por ejemplo defectos femorales (129)
empleando modelos animales distintos, como ratas y ratones (130), conejos
(131) e incluso un modelo equino. (132) Se utilizan células madre
mesenquimales de médula ésea (133,134) pero también de tejido graso(135).
Estas células se transfectan con adenovirus BMP2, pero también hay
publicaciones con el uso de lentivirus (136—138) o virus adenoasociados (139)
como vectores virales. Se utiliza la inyeccion directa (140) de las células
transfectadas en el punto de defecto 6seo pero también se emplean vectores de

polimeros o colageno. (141,142)

También hay trabajos en que se aplican a defectos osteocartilaginosos para
evaluar la accion de adenovirus BMP2 y adenovirus BMP6 en la regeneracion
cartilaginosa (143) y también hay trabajos que lo aplican a la regeneracién 6sea

alrededor de implantes de materiales sintéticos. (144)

En las publicaciones de cirugia de raquis se aplica la terapia génica a la fusion
espinal en modelos animales como ratas, ratones o cerdos, empleando células
mesenquimales transfectadas con adenovirus BMP2. También hay trabajos en
los que se aplica a la regeneracion discal empleando células del annulus fibrosus

y del nucleous pulposus.(145-150)
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En publicaciones en neurocirugia se aplica la terapia génica a defectos
bicorticales de craneo. Mas concretamente, hay un estudio en cerdo con células
de pluripotenciales de médula 6sea con adenovirus BMP2 en carrier de

biopolimero. (151)

Hay también publicaciones en cirugia craneofacial con aplicaciones de terapia
génica con células mesenquimales con adenovirus BMP2 en la regeneracion de

hueso alveolar en mandibulas o en distraccion mandibular. (152—-154)

Las publicaciones en cirugia oral y maxilofacial son estudios en modelos
animales, como ratas y conejos, en las que se aplica la terapia génica a defectos

mandibulares, defectos craneales o en distraccion mandibular. (155-159)

Por ultimo, las publicaciones en cirugia plastica y reparadora emplean células
madre pluripotenciales extraidas de tejido adiposo humano transfectadas con
adenovirus BMP2 y su aplicacion en distraccion mandibular, defectos 6seos o en
osteoinduccién en puntos de osificacion heterotdpica, en modelos animales

como ratas, ratones o cerdos. (160-163)

Todo ello nos hace pensar que la terapia génica va a ser un arma terapéutica
mas a incorporar al tratamiento de defectos tisulares complejos y las
especialidades quirdrgicas muestran su interés por esta nueva estrategia

terapéutica y de gran potencial en el futuro.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de las 4 experiencias desarrolladas nos han permitido extraer
conclusiones particulares de cada experiencia y, finalmente, la conclusion final

en respuesta a nuestra hipétesis del trabajo.

1. Conclusion experiencia |: Terapia génica aplicada in vitro. Se ha podido
comprobar in vitro en cultivos celulares de fibroblastos que la aplicacion de la
terapia génica mediante el uso de un adenovirus BMP2 consigue que las
células infectadas produzcan la proteina BMP2 y que dichas células sufren
una transformacién hacia células fosfatasa alcalina positivas, caracteristica
esta de las células pluripotenciales o de las células osteogénicas.

2. Conclusion experiencia Il: Terapia génica aplicada in vivo. La utilizacién
directa de adenovirus BMP-2 en un modelo animal previa inmunosupresion
permite la formacién de tejido 6seo autélogo y ectopico.

3. Conclusion experiencia lll: Terapia génica aplicada in vitro y posterior uso in
vivo. La utilizacion de células modificadas genéticamente que expresan
BMP2, mediante la utilizacion in vitro del adenovirusBMP2 en cultivos
celulares, y aplicadas en un modelo animal previa inmunosupresion consigue
la osteoinduccion y por tanto la produccion de tejido éseo ectopico.

4. Conclusién experiencia IV: Terapia génica aplicada en un defecto 6seo. La
utilizacion directa de los adenovirus BMP-2 en un defecto critico diafisario
femoral en un modelo animal, también previa inmunosupresion, permite

conseguir consolidacién en el defecto 6seo.
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Nuestra conclusion final responde de forma positiva a nuestra hipétesis de
trabajo: “es posible crear hueso autélogo a partir de la terapia génica aplicada a
la osteoinduccion y que el hueso autélogo obtenido se puede utilizar para la

reconstruccion de defectos 6seos en cirugia plastica”.
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