& cru

Universidad
San Pablo

Master Universitario en Medicina Molecular:

Dano Oxidativo y Bioproteccion

Estudio experimental de la influencia de la
administracion de IGF-1y de su andlogo peptidico
Pep-1, en cultivos celulares de condrocitos humanos

TRABAJO FIN DE MASTER

FACULTAD DE MEDICINA

Maria Munoz de Benavides

Curso académico 2012-2013



Trabajo Fin de Mdster

INDICE:

.. PARTE TEORICA...........ooooooooeeessesesesssesssseessssees oo 3
INEFOAUCCION............ooeee e 4
1.1. Cultivos celulares......................eonionienieeeeese s 6
1.1.1. INtroduccion RiSEOFICAQ...................coccueineeceeeieeieiineee st 6
1.1.2.Ventaja del uso de cocultivos en Biotecnologia.......................cccccuueenn.... 8
1.1.3. Conceptos actuales de cultivo celular........................cccoveevevvervenvencennanen. 10
1.1.4. Tipos de cultivos de tejidos.....................coueveeveeveiveiienienienesesesriesienenens 13
1.1.5. Biologia de la célula en cultivo.......................ouueveveeceeceeieiieeie s 14
1.2. CONAIOCILOS.............ooeeeeereeeeteeeeeseeee et 19
L. 2.1, INEFOQUCCION............cecee ettt sttt et e s ae e e 19
1.2.2. Aplicacion clinica del cultivo de condrocitos...........................cocuuun..... 21

1.2.3. Influencia del factor de crecimiento semejante a la insulina tipo |
(IGF-1) en el cartilago articular........................cccoeeeeeveerneneeceeecreeriereeens 22
1.3. Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I (IGF-1).. 24
1.3.1. Estructura, sintesis y regulacion de IGF-1.....................c...cocvevvecreennnn... 25
1.3.2. Receptores de IGF-.................eeeeeeeeieiestiesee ettt 27
1.3.3. Proteinas transportadoras de IGF-L........................ccoeveeumneneneeereenan. 29
1.3.4. Péptido- 1 derivado de IGF-I.......................ccueeeieinieineeeesreeeeieenans 30
OBIJETIVOS ... s 32
Il. PARTE EXPERIMENTAL...........eeeeesireeserserreesisser s 33
1.1. Material Yy MEtOdOsS.......................oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s ee e, 34
Cultivo de coNdroCitos....................ccoooeinineeenisireneee st s 34
Estudios de sefializacion de condrocCitos......................ccccvveeevenncecrnnennn. 36
1.2. RESUIIAAOS...................ocooooeees et 39
Cultivo de coNdIOCItOs................cocceeceeceeceiieiie e ettt 39
Estudios de senalizacion de condrocitos...................ccccuccecvvcecncrncununnnne. 44
1.3, DISCUSION.............oooeeeeeeeeeeeeee s e e e 47
CONCLUSIONES.............eeeeeeeeeeeeeveeeeeeeese e eess s ene s 48
BIBLIOGRAFIA.............coooeeeeseoseseesososs oo 49

A
& cru

Universidad
San Pablo 1



Trabajo Fin de Mdster

ANEXO: Protocolos de las técnicas de laboratorio empleadas............. 55
1. ELABORACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA ......coveueerteiieesestste e essesssae s eesesse e 1
2. METODO DE BRADFORD PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS ....cccvvveverererenvennne 4
3. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA WESTERN BLOT......cccvveiiiiicieceeeeeeieeee, 6
4. TECNICA DE ELECTROFORESIS ...oveueeereerereeeteseesetesessess s aesessssssssssesssssessssssessssessssesnns 8
ELABORACION DE LOS BUFFER.......ccueeueeteerecetesieteseessseseseesesssasssessesssssssassessssesnsesnsenes 12
5. WESTERN BLOT ..ottt ettt ettt et st s st s s 13
5.1. TRANSFERENCIA DEL GEL A MEMBRANA DE NITROCELULOSA.........cocevrrerennees 13
5.2. TINCION CON ROJO PONCEAU.......cooteeeeectctetee ettt es e en e 16
5.3, BLOQUED ...ttt ettt ea e et et et e sttt aesena s 17
5.4, DETECCION.....uoootiecetcteet ettt ettt es e s ena e s et s et st ss s s enne 17
5.4.1. INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO.........ooeererrenerererreeseeesneessrens 18

5.4.2. INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO........cooeuererrrerrererreererenenns 18
D D ANALISIS ...ttt ettt et ettt s e ettt ettt reterens 19
6. CULTIVOS CELULARES......coetevetetereteieteteeseaeeeseaseessassssbes et sesesesesesesessseesssesssasssss et sesssenns 21
6.1. CONGELACION Y DESCONGELACION PARA SIEMBRA DE CELULAS................... 36
6.2. CAMBIO DE MEDIO. MIANTENIMIENTO....ccoirierrieeeeeesree e eeeseseneseseesseae e 38
6.3. DILUCION DE LA DENSIDAD (PASE) DE CELULAS.....oueverereereerrereeereesasseseenenens 39
6.4.  TRIPSINIZACION....cocuiieeititeteeeriee ettt esass st esasas sebste s ess s st st sesenasasnsesereaas 40
6.5.  RECUENTO DE CELULAS......coivevieeieeeererie s esesa st ess s ses st sss s esens e s s esssanns 41

& cru

Universicdad
Saan Pablo



Trabajo Fin de Mdster

I. PARTE TEORICA

& ccu

Universidad
San Pablo 3



Trabajo Fin de Mdster

Introduccion

El uso de sistemas de cultivos celulares in vitro, supone en la actualidad una
plataforma tecnolégica esencial para el desarrollo de multiples investigaciones
cientificas. La evolucion de esta metodologia durante las ultimas décadas, la ha
convertido en una herramienta imprescindible en el intento de desentrafiar los
mecanismos moleculares y celulares caracteristicos de todo proceso biolégico.

El cultivo celular o cultivo de tejidos, tiene su origen en el siglo XIX, como método
experimental para el estudio del comportamiento de las células animales, libres de las
variaciones sistémicas ocurridas dentro del organismo durante su normal homeostasis y
bajo el estrés de un experimento. El cultivo de fragmentos disgregados de tejidos
aumenté notablemente el crecimiento celular in vitro, respecto del cultivo de explantos.
Este fendmeno supuso un gran avance y provoco el interés creciente en este area a
partir de los afos 50 (Sanford et al, 1948; Grey et al, 1952; Levi-Montalcini, 1954; Eagle,
1955; Hayflick y Moorhead, 1961; etc.).

Entre los tipos celulares de mayor interés en medicina traslacional se encuentran
los condrocitos, Unico componente celular del cartilago hialino, encargado de mantener
la integridad de la matriz cartilaginosa, a través de la produccidn de sus principales
compuestos: coldgeno y proteoglicanos. Los condrocitos son esenciales para el
mantenimiento de la matriz extracelular, que comprende el 95% del tejido cartilaginoso.
La limitada capacidad de reparacidn del cartilago articular es causa de la osteoartritis
(OA), patologia de elevada incidencia en la poblacién mayor de 65 afios, con sintomas
caracteristicos como dolor y disfuncién articular y consiguiente discapacidad en dichos
pacientes (Mobasheri A, 2009).

La investigacién de factores hormonales, como el IGF-1 (insulin-like growth factor-
1), relacionados con los mecanismos de control del crecimiento y regeneracidn celular
de los condrocitos esta logrando esclarecer la importancia de determinadas moléculas o
vias de sefializacion intracelulares caracteristicas de tales procesos y, por tanto, el
hallazgo de posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de la OA (Yin, 2009).

Numerosos autores han demostrado que la expresion aberrante de IGF-I o una
alteracion en su sefializacién producen enfermedades y alteraciones sistémicas en el
hombre, como desérdenes del crecimiento, diabetes tipo Il y enfermedad
cardiovascular, OA, cancer, senescencia celular. Con la edad, se ha observado una
menor respuesta a la estimulacién de IGF-I en los tejidos musculo-esqueléticos, incluido
el hueso (D’avis et al, 1997; Cao et al, 2007) vy el cartilago (Martin et al, 1997; Loeser et
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al, 2000; Messay et al, 2000), aunque los mecanismos que subyacen a la disminucidn de
la efectividad de esta hormona son aun desconocidos.

Weihong Yin y colaboradores (Yin, 2009) han observado que la capacidad de IGF-I
de estimular a los condrocitos para producir matriz cartilaginosa disminuye con la edad
y en la OA. Este fendmeno aparece asociado a una mayor cantidad de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en estas células enfermas y envejecidas respecto de las sanas y
jévenes. Las ROS parecen ser responsables de esta degeneracion, por provocar
interferencias en la sefializacién normal que tiene lugar en el citoplasma, por la unién de
IGF-1 a su receptor de membrana. Los citados autores postulan que, niveles elevados de
ROS, alteran el equilibrio en la actividad de Akt frente a ERK, segundos mensajeros
implicados en las dos principales vias de sefializacidn intracelular que se activan en
respuesta a la autofosforilacion del receptor de IGF-I (IGF-IR) por la unién a su ligando.

Dependiendo del tipo celular y del contexto en el que tiene lugar la estimulacién
con IGF-I, se produce la activacién preferente de la via de sefalizacion de la
fosfatidilinositol-3-kinasa-Akt, que promueve el crecimiento celular, la sintesis de
proteinas de la matriz extracelular cartilaginosa (proteoglucano y colageno de tipo Il)
y/o la supervivencia de la célula; o bien, la activacién de la via MEK-ERK, que promueve
la proliferacidn celular y/o la transcripcion génica.

Resultaria de gran interés, por tanto, el hallazgo de alguna molécula que lograra
activar al receptor de IGF-I de forma selectiva, es decir, que lograra principalmente la
activacion de la via del fosfatidilinositol-3-kinasa-Akt, responsable de la supervivencia de
los condrocitos, la promocién de su crecimiento y la sintesis de proteoglucano, para
contrarrestar la falta de efectividad que parece experimentar esta via de sefializacion en
presencia de las ROS caracteristicas del envejecimiento y de la OA. Es aun desconocido
el mecanismo a través del cual las ROS activan la cascada MEK/ERK, que provoca la
inhibicién de la via Akt por la fosforilacion de IRS-1 en residuos de serina, que conlleva la
inactivacion de esta via con la disminucion consiguiente en la produccidn de proteinas,
ademas de la disminucién en la transcripcion de RNAm de agrecano, proteina
constitutiva del proteoglucano.

Los péptidos sintéticos derivados de IGF-I, como el péptido-1 (Pietrzkowski,
1995), se presentan como una estrategia posible a la demanda no satisfecha de nuevas
opciones terapéuticas para el tratamiento de OA en pacientes de edad avanzada, ya
gue, segun nuestra hipodtesis, conseguirian unirse al IGF-IR, inhibiendo la via ERK,
responsable de la proliferacidn celular y pudiendo estimular, en cambio, la cascada de
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sefializacion de ISR-1 que produce la activacién de la via Akt conducente a la produccién
de matriz cartilaginosa.

I.1. Cultivos celulares

1.1.1. Introduccion historica

El cultivo de tejidos se desarrollé a partir de los ultimos afios del siglo XIX como
una continuacién de las técnicas empleadas en embriologia. Wilhem Roux, en el afio
1885, mantuvo células de embrién de pollo en solucidn salina durante unos dias. El
zoologo americano R.G. Harrison es considerado el iniciador de los cultivos de tejidos
animales, en 1907.

Harrison fue el primer autor que empled técnicas in vitro para el estudio de
fenémenos in vivo, realizando cultivos de médula espinal embrionaria de anfibios. Pudo
observar el crecimiento de los axones de los neuroblastos, y establecié que el axén se
formaba por expansién a partir del cuerpo neuronal y no por fusién de una cadena de
células. El cultivo se realizaba en una gota de linfa del anfibio que colgaba de un
cubreobjetos sobre una cdmara sellada.

La primera limitacién para el establecimiento de cultivos era lograr un medio
nutritivo adecuado. Burrows (1910) empleé plasma de pollo para nutrir los explantos de
tejidos embrionarios de pollo. Este medio se revel6 mucho mejor que los anteriormente
probados, lo que le permitié observar el crecimiento del tejido nervioso, corazén y piel.

Burrows y Carrel realizaron los primeros intentos de establecer cultivos de
células de mamifero, y consiguieron mantener explantos obtenidos a partir de perros,
gatos y conejos de indias, asi como el crecimiento de tumores sdlidos. Demostraron que
la vida del cultivo se puede prolongar mediante subcultivo. Los medios empleados
fueron plasma suplementado con extractos de embrion.

Rous y Jones (1916) emplearon por vez primera extractos enriquecidos en
tripsina para disociar las células de embriones de pollo, estableciendo el primer cultivo
celular. Uno de los mayores problemas que describen para el establecimiento de los
cultivos celulares es la aparicion de multiples contaminaciones, por lo que desarrollaron
numerosos métodos de manipulacién en condiciones de asepsia que siguen utilizandose
hoy en dia.

En 1913, Carrel demostrd la posibilidad de mantener en cultivo células extraidas
de un animal, embrién de pollo, durante un periodo de tiempo superior al de la vida de
éste. Mantuvo en cultivo células de pollo durante 34 afios (Berj y Sharp, 1977). Gran
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parte del éxito en el mantenimiento de los cultivos se debié al desarrollo del
denominado frasco de Carrel (Leyva-Cobian, 1985).

Entre los afios 1920 y 1940 se desarrollaron diferentes estrategias de obtencion
de cultivos y de mantenimiento de las condiciones estériles, pero sin grandes avances.
A partir de los afios 40, con el aislamiento de los primeros antibidticos, se
desarrollaron numerosas aplicaciones de entre las que podemos destacar:

e 1948, Earle y col. (Sanford, Earle y Likely, 1948) aislaron células de la linea
celular L y mostraron que eran capaces de formar clones en el cultivo de tejidos.
Demostraron que, para que una célula llegue a dividirse, necesita ser alimentada con
los nutrientes correctos.

e 1952, Grey y col. (Grey, Coffman y Kubicek, 1952) establecen la primera linea
celular continua, las actualmente bien conocidas células Hela. El medio empleado era
extremadamente complejo y poco definido: plasma de pollo, extracto de embrién
bovino y suero de cordén umbilical humano.

e 1954, Rita Levi-Montalcini y col. establecen que el factor de crecimiento
nervioso estimula el crecimiento de los axones en tejidos en cultivo (Levi-Montalcini y
Calissano, 1979). Este trabajo supuso el Premio Nobel para Levi-Montalcini en 1986.

e 1955, Eagle (Eagle, 1955) realiza la primera investigacion sistematica de los
requerimientos nutritivos de las células en cultivo. Describe que las necesidades del
cultivo de soluciones corporales complejas (sueros...) pueden ser satisfechas por tan
poco como el 1% de suero de caballo dializado en un medio definido de pequefias
moléculas (aminoacidos, azUcares...)

® 1961, Hayflick y Moorhead usaron por primera vez antibiéticos para prevenir la
contaminacién de los cultivos de fibroblastos. Pudieron mantener estos cultivos
durante unos 12 pases, pero no consiguieron establecer lineas estables.

e 1965, Ham introduce el primer medio definido libre de suero capaz de
mantener algunas células de mamifero en cultivo indefinidamente (Ham, 1965).

e 1969, Augusti-Tocco y Sato establecen la primera linea celular estable de
neuroblastoma aislando clones que establecian procesos nerviosos y que eran
eléctricamente excitables (Augusti-Tocco y Sato, 1969). Se empiezan a establecer las
primeras lineas celulares diferenciadas.

e 1975, Kohler y Milstein establecen la primera linea celular productora de
anticuerpos monoclonales (Koehler y Milstein, 1975). El establecimiento de la
tecnologia de obtencidn de anticuerpos monoclonales les valié el Premio Nobel.

& cru
Universidad
Saan Pablo 7



Trabajo Fin de Mdster

e 1976, Sato y col. publicaron sus trabajos en los que demuestran que las
diferentes lineas celulares requieren mezclas distintas de hormonas y factores de
crecimiento para crecer en medios libres de suero (Sato y col., 1982).

A pesar de que el primer animal del que se establecieron cultivos celulares era un
anfibio, poiquilotermo, rapidamente el interés se centré en el cultivo de células de
animales homeotermos, especialmente humanas, por su gran interés médico. Sin
embargo en los ultimos afos, y especialmente debido a la problematica del control de
plagas e infecciones en agricultura y piscicultura, se ha desarrollado notablemente el
establecimiento de lineas celulares de poiquilotermos e invertebrados.

En los ultimos afos la aplicacion de la tecnologia del cultivo celular ha permitido
grandes avances en la comprensiéon de los mecanismos implicados en los procesos
intracelulares e intercelulares con el establecimiento de co-cultivos...

1.1.2. Ventajas del uso de cocultivos en Biotecnologia

En biotecnologia la mayoria de los productos se obtienen usando una cepa pura,
ya que de esta manera se facilita el control del proceso. Se esteriliza el medio de cultivo
y se inocula con un cultivo; sin embargo, en la naturaleza la mayoria de los
microorganismos se encuentran formando parte de comunidades microbianas, en las
que se obtienen productos mediante la combinacién de vias metabdlicas de diferentes
microorganismos. Algunos procesos, como los que ocurren en las compostas, en el
intestino humano o en los alimentos fermentados tradicionales, actian microbiotas
mixtas, las cuales son por lo general complejas. Bader et al. (2010) distinguen estos
cultivos mixtos, de los cuales comUnmente no se conoce qué microorganismos los
componen, de los cocultivos, que se forman mezclando microorganismos conocidos y se
llevan a cabo en condiciones asépticas.

Dentro de las ventajas del uso de los cocultivos se encuentran: el incremento en
el rendimiento del producto con respecto al del cultivo puro, la produccién de
diferentes compuestos debida a la sucesién en el crecimiento de diferentes
microorganismos, la estabilizacién de alimentos, al tener cepas que produzcan
compuestos antimicrobianos. Asimismo, es posible usar en vez de glucosa sustratos mas
baratos, como alguin residuo lignoceluldsico, junto con un cocultivo que incluya
microorganismos capaces de degradar el sustrato, junto con los que usen los productos
de esta degradacion para crecer y producir el compuesto de interés. Esto abarataria
considerablemente el proceso.

Los efectos de los cocultivos se deben a que existen interacciones entre los
microorganismos que forman parte del complejo. En la mayoria de los casos se busca
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una interacciéon positiva entre los miembros de un cultivo, es decir, se incluye un
miembro cuya accion seria benéfica para uno o todos los integrantes de un cocultivo. En
este caso una cepa estaria sacrificando su propio bien en aras del bien de la comunidad
y éste es un tema a investigar en ecologia microbiana.

Existe un gran potencial en el uso de cocultivos o de cultivos mixtos para mejorar
los procesos biotecnoldgicos. Es necesario entonces conocer mas sobre los cultivos
mixtos naturales y sus interacciones, para aprovechar no solamente lo que un cultivo
puro puede proporcionar, sino también lo que es capaz de hacer “en equipo”.

1.1.3. Conceptos actuales de cultivo celular

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten
el mantenimiento de las células in vitro, manteniendo al maximo sus propiedades
fisioldgicas, bioquimicas y genéticas. Dependiendo del grado de preservacién de la
estructura del tejido o del 6rgano de origen y de su duracion hablaremos de diferentes
tipos de cultivos: de 6rganos, explantos, primarios o secundarios,...

Los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran ndmero de disciplinas y
aproximaciones al estudio del fenémeno celular:

e Actividad intracelular. Mecanismos implicados en los diferentes procesos
intracelulares, como por ej. transcripcidon de DNA, sintesis de proteinas, metabolismo
energético, etc.

e Flujo intracelular. Movimientos intracelulares de sustancias y sefiales asociadas
a los diferentes procesos fisioldgicos, como por e]. el ensamblaje y desensamblaje de
los diferentes componentes intracelulares, movimientos del RNA: nucleo-citoplasma,
movimiento de proteinas, etc.

e Ecologia celular. Estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular y de su diferenciacion, como por e€j. el
estudio de las necesidades nutricionales, infecciones, estudio de la transformacion
celular (inducidas por virus o agentes quimicos), cinética de la poblacidn celular, etc.

e Interacciones celulares. Procesos de induccién embrionaria, cooperacién
metabdlica, inhibicidon por contacto o por adhesion, interacciones célula-célula.

Como ejemplo de areas de investigacion fuertemente dependientes de las
técnicas de cultivo celular, citamos:

- Virologia: establecimiento de condiciones de cultivo de virus animales y de
plantas, produccion de vacunas antivirales, etc.
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1. Actividad intracelular (e]. Transcripcion de DNA,
— sintesis de proteinas,...)

{’ L 2. Flujo intracelular (ej. RNA, hormonas,
‘ metabolitos
N "\‘
»_) > 3 3. Ecologia (ej. Accién
( | u,~ —, de drogas, cinética de
\ A | poblaciones, ...)

4 | 4, Interacciones
) célula-célula (ej.
b Induccién embrionaria,
] } cooperacién metabdlica,
inhibicién por contacto,
[ ) Figura 1: Esquema representativo

de los dmbitos de aplicacion del

Areas de interés en el cultivo de tejidos y células cultivo de tejidos y células.

- Investigacion del cancer

- Inmunologia. Gracias especialmente a la introduccién de las técnicas de
fusion celular en la produccién de anticuerpos monoclonales, asi como en el
analisis de la genética de la célula somatica.

- Ingenieria de proteinas. Por la produccién de proteinas en lineas celulares:
interferdn, insulina, hormona de crecimiento, etc.

- Estudios de interaccion y sefializacion celular, en la diferenciacién y en el
desarrollo. Comprende el estudio de los receptores y de las vias de
translocacion de la sefial.

- Aplicaciones diagnésticas. Por ejemplo en medicina y farmacologia destacan
el andlisis cromosdmico de células crecidas a partir de muestras de
amniocentesis, deteccidn de infecciones virales, ensayos de toxicidad, etc.

- Aplicaciones médicas: mantenimiento y produccidn de tejidos para
transplante.

- Aplicaciones industriales y agrondmicas: produccion por reproduccién in vitro
de clones de plantas de interés comercial, etc.

Los cultivos celulares tienen una serie de ventajas innegables, pero al mismo
tiempo tienen unas desventajas que hay que tener en consideracién.
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Ventajas de la técnica de cultivo celular:

a) Permite un control preciso y fino del medio ambiente. En un cultivo se pueden
controlar todos los factores del medio: fisico-quimicos (pH, temperatura, presion
osmotica, niveles de 0O,, CO,, tensidn superficial, etc.), y fisiolégicos (hormonas,
factores de crecimiento, densidad celular, etc.). Esto es cierto completamente sélo
para algunas lineas celulares, para las que se han definido los denominados medios
definidos. Un medio definido es aquel en el que se conocen todos y cada uno de los
componentes que lo forman y la concentracién exacta en que se encuentran.
Establecer un medio definido supone conocer con precisidn las necesidades nutritivas
de las células en cuestién. Sin embargo, en muchas lineas no se han llegado a
establecer medios definidos. En estos casos, se trata de medios que se suplementan
con soluciones complejas (suero, extractos de embrién, etc.) en los que se encuentran
factores hormonales y nutritivos imprescindibles para el mantenimiento del cultivo
pero cuya naturaleza se desconoce. Estas soluciones complejas estdn sujetas a
variacion de lote a lote.

b) Caracterizacién y homogeneidad de la muestra. Las células en cultivo de una
linea celular (cultivo primario propagado) o de una linea continua son homogéneas,
con morfologia y composicidon uniformes. Se pueden obtener con facilidad un nimero
elevado de réplicas idénticas, con lo que se supera el grave problema de
heterogeneidad de las muestras asociado al uso de animales de experimentacidn.

¢) Economia. Suponen una economia en el uso de reactivos o farmacos a estudiar
pues, al realizarse en volumenes reducidos y con un acceso directo de las células al
farmaco, las concentraciones requeridas son mucho mdas bajas que en animal
completo. El coste de investigacion para la industria farmacéutica de una nueva
molécula es mucho menor si se ha de probar en cantidades del orden del gramo (en el
caso del estudio en animales) al de miligramos, como es el caso de los cultivos.

d) Motivaciones éticas. La investigacion biomédica supone el sacrificio cada afio
de miles de animales de experimentacion. El cultivo celular no puede reemplazar
siempre al ensayo in vivo, pero es una alternativa valida en muchas situaciones.

Desventajas del cultivo celular:

a) Técnica sensible. El crecimiento de las células animales es mucho mas lento
que el de los contaminantes mas habituales (hongos, levaduras, bacterias,
micoplasmas...). Ademas, puesto que proceden de organismos pluricelulares, son
incapaces de crecer en ausencia de una compleja mezcla de nutrientes que simula el
plasma o el fluido intersticial. Esto supone la necesidad de mantener las condiciones
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de asepsia en todo momento, lo cual supone unos requerimientos elevados de tipo
material -instrumental requerido- como del personal, que debe estar cualificado para
su manipulacién.

b) Cantidad y costo. El costo de produccion de 1 g de tejido en cultivo es mas de
10 veces superior al del animal. Asimismo, existe una limitacidon de produccién de unos
10 g de células en un laboratorio normal que, para ser superior a 100 g, requeriria
instalaciones de tipo industrial.

c) Inestabilidad. Muchas de las lineas celulares continuas son inestables, como
consecuencia de la dotacidon cromosdmica aneuploide. La poblacién celular puede
variar su composicion si alguna de las subpoblaciones celulares es capaz de crecer con
una tasa ligeramente superior. Es decir, podemos encontrar diferencias significativas
en la linea celular de una generacién a la siguiente. La Unica manera de evitarlo es
emplear lineas estables que se resiembran a partir de un stock congelado cada
determinado tiempo, o después de un determinado nimero de generaciones.

d) Validez del modelo in vitro. Cuando nos referimos a un cultivo celular nos
estamos refiriendo exactamente a un disgregado celular de un tejido de origen y que
se diferencia de éste en que:

se ha perdido la organizacién espacial tridimensional propia del tejido.

se han perdido las interacciones heterotipicas, entre los distintos tipos
celulares, y entre las células y la matriz extracelular. Es de destacar que los avances
mas interesantes en la funcidn celular proceden del reconocimiento de la
importancia de las interacciones especificas de las células con otras células o con el
sustrato.

carece de los componentes sistémicos de regulacién, caracteristicos de la
homeostasis in vivo, especialmente de los sistemas nervioso y endocrino.

Cuando se establece el cultivo, las células se desdiferencian, se hacen moéviles e
inician su proliferacién. Esta desdiferenciacidon puede en algunos casos ser revertida por
procedimientos de diferenciacién inducida por hormonas, confluencia, inductores
guimicos (ésteres de forbol...) pero no estd claro si el estado rediferenciado es
equivalente al estado de diferenciacién in vivo.

Por todo lo anterior, hemos de ser prudentes en cuanto al reconocimiento de la
validez de los resultados in vitro respecto a las observaciones in vivo. Sin embargo,
actualmente se estdn realizando numerosos estudios de validacién de modelos in vitro
en el marco del desarrollo de métodos alternativos a la experimentacién animal: ECVAM
(European Center for Validation of Alternative Methods), ALTWEB (Coleccion de
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recursos para el desarrollo de métodos alternativos a la experimentacién animal en web
de la Universidad John Hopkins, USA), Invittox (Coleccion de protocolos in vitro),
Invitroderm (Alternativas a los ensayos de irritacién dérmica en animales), etc.

1.1.4. Tipos de cultivos de tejidos

Se podria hablar de tres tipos de cultivos:

o

e Cultivo de drganos. Implica que la arquitectura caracteristica del tejido “in
vivo” se mantiene al menos en parte. Para ello el drgano se mantiene en un medio del
que obtiene los nutrientes y al que puede liberar los desechos y en el que mantiene su
estructura tridimensional, en general esférica. Este tipo de cultivo permite mantener
los tipos celulares diferenciados y es por ello una buena réplica del tejido de origen,
pero por el contrario no permite su propagacién pues el crecimiento, de producirse, se
limita a la periferia y es debido fundamentalmente a los tipos celulares embrionarios.
La imposibilidad de propagar obliga a partir en cada nuevo experimento de nuevo
material animal lo que conlleva una elevada heterogeneidad.

e Explantos primarios. Fragmentos de tejidos o de érganos que se adhieren a
una superficie y en la que proliferan las células de la periferia del explanto.

e Cultivo celular. Supone una disgregacion celular ya sea por medios enzimaticos
0 mecanicos. La suspensidn celular se puede cultivar como una monocapa adherente o
en suspension en el medio de cultivo. Este tipo de cultivo permite su propagacion,
aumentando notablemente la masa celular del cultivo a lo largo de las generaciones.
Como caracteristica negativa se pierde la heterogeneidad celular de partida, la

poblacién se hace uniforme y homogénea al predominar en el cultivo aquellos tipos
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En la actualidad los cultivos celulares son los mas empleados fundamentalmente
por la posibilidad de propagacién, asi como por las ventajas en la cuantificacién,
caracterizacidn y reproducibilidad de las muestras. A fin de compensar la ausencia de
interacciones heterotipicas, se realizan desde hace unos afos cultivos mixtos con
importantes éxitos.

1.1.5. Biologia de la célula en cultivo

En el proceso de establecimiento de un cultivo celular se seleccionan las células
que crecerdn segln numerosos criterios. Asi solo formaran el cultivo aquellas células
que sean por una parte capaces de superar el proceso de disgregacion, y por otra
capaces de adherirse al sustrato y proliferar en forma de monocapa o en suspension.

- El crecimiento en monocapa significa que las células se adheriran al
sustrato y en esa forma inician la proliferacion. Muchas lineas celulares son
anclaje dependientes, es decir no inician la proliferacién hasta que se han
adherido al sustrato. Este es el modo normal de proliferacidon de la mayor parte
de las células, con excepcion de las células hematopoyéticas maduras.

- El crecimiento en suspension es propio de aquellas células capaces de
proliferar sin necesidad de adherirse al sustrato, independientes de anclaje, y es
propio de las células hematopoyéticas, algunas lineas celulares transformadas y
de células procedentes de tumores. Es de destacar que en todo tejido existe una
fraccién o tipo celular que es capaz de crecer en suspension. A pesar de que su
origen no estd claro se cree que se trata de células cepa (stem cells)
indiferenciadas.

Cuando se mantiene el cultivo se establece una nueva seleccién: aumentan en
numero aquellas células que tienen una mayor tasa de crecimiento. En el momento en
gue se alcanza la confluencia las células, en general, detienen su crecimiento, aunque
pueden existir tipos celulares, neopldsicos, que sigan duplicdndose y que desplacen a los
otros del cultivo.

Asi, pues, se ha de entender el cultivo como un ente dinamico en el que las
proporciones relativas de los diferentes elementos que lo forman varian en el tiempo en
funcién de la presién selectiva a la que estén sometidos.

Una vez se alcanza la confluencia en el cultivo muchas lineas celulares expresan
sus aspectos mas caracteristicos. Es en este estado cuando el parecido morfoldgico y
fisioldgico es mayor al modelo celular de origen. Es también el momento en el que se
detiene el crecimiento y se hace necesario dividir, subcultivar (sembrar en otra placa,
hacer un pase) o propagar las células.
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Es una observacidon generalizada que, después del tercer pase, el cultivo se
estabiliza y homogeneiza: el tipo celular de mayor tasa de crecimiento ha ocupado
completamente el cultivo desplazando a los otros tipos celulares.
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En general, si no se establecen condiciones selectivas las células del tejido
conjuntivo, especialmente fibroblastos, serdn las seleccionadas finalmente. Para evitar
que las células mas especializadas del cultivo se vean desplazadas de éste por los
fibroblastos y otras células de rapido crecimiento se han establecido protocolos
detallados de medios selectivos.

En el momento en que las células comienzan a dividirse en la placa su nimero se
incrementa, hasta ocupar todo el espacio. En ese momento es necesario tomar algunas
y resembrar en una nueva placa. En el caso de células en cultivo primario el factor de
dilucién de un pase al siguiente suele ser de 1/2 a 1/5 pero no superior. En el caso de
lineas celulares establecidas la dilucion puede ser tan elevada como 1/100 o 1/1000,
siendo la habitual 1/10. El caso mas extremo serian los procesos de clonaje en los que se
siembran en pocillos (multiwell de 96 pocillos) una unica célula.

El crecimiento de las células en cultivo primario prosigue a lo largo de una serie
de generaciones o pases caracteristicos de cada tipo celular y condiciones de cultivo.
Asi, los hepatocitos de adultos no se establecen mas que como cultivo primario mientras
gue las células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) permanecen en
cultivo de 3 a 9 pases, y los fibroblastos dérmicos humanos pueden superar los 20 pases.
Sin embargo, al final todas ellas entran en una fase de senescencia, con acumulacién de
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numerosas anormalidades, pérdida de funciones especializadas, etc. que conducen a la
muerte del cultivo.

Sélo ocasionalmente un cultivo primario se mantiene durante mas generaciones
de las esperadas. Es debido a la aparicion en el cultivo de células inmortales. Estas
células forman lineas estables o cultivos celulares permanentes. La razén de la
inmortalizacidn de estas células es en la mayor parte de los casos desconocida pero se
incrementa la frecuencia de inmortalizacion mediante infecciones virales, tratamientos
con mutdgenos, etc. por lo que deben estar relacionadas con la pérdida, espontdnea o
inducida por el tratamiento, de las vias de control celular. Se hipotetiza que la capacidad
de un cultivo celular primario para establecerse como linea estable estd relacionado
directamente con su variabilidad genética. Asi lineas celulares que nunca se establecen
como estables se mantienen euploides como es el caso de fibroblastos humanos
(Hayflick y Moorhead, 1961), fibroblastos de pollo (Hay y Strehler, 1967), y la glia
humana (Pontén y Westermarck, 1978) mientras que otras lineas frecuentemente se
convierten en aneuploides y se transforman en lineas celulares continuas con mayor
frecuencia, como es el caso de las células epidérmicas (Green y col., 1979).
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Existen diferencias muy importantes entre una linea celular continua y una linea
primaria o un cultivo primario. En la tabla siguiente se recogen las propiedades
diferenciales de las lineas finitas y continuas (Tabla 1).
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Finita Continua
Ploidia Diploide / Euploide Heteroploide / Aneuploide
Transformacion Normal Transformada
Tumorogenicidad No-tumorogénica Tumorogénica
Dependencia de anclaje Si No
Inhibicién por contacto Si No
Limitacién de crecimiento por Si No
densidad
Mantenimiento Ciclico Posible mantenerlas
quiescentes
Requerimientos de suero Elevados Bajos
Eficiencia de clonaje Baja Elevada
Marcadores Pueden expresar marcadores Cromosomales, enzimaticos...
especificos se pierden
Funciones especializadas Se mantienen Se suelen perder
Tasa de crecimiento Baja (24 a 96 h tiempo de Rapida (12 a 24 h)
replicacién)
Rendimiento en cultivo Bajo (<10’ células/ml; Alto (>10° células/ml;
<105 céIuIas/cmZ) >105 céIuIas/cmZ)

Tabla 1: Propiedades diferenciales de las lineas celulares finitas y continuas.
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Figura 5: Caracteristicas diferenciales del
crecimiento de un cultivo primario, linea 4 i
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El cultivo de las células no presenta las mismas dificultades independientemente
del tipo de célula de que se trate. Hay grandes diferencias que se relacionan
fundamentalmente con el grado de diferenciacion del tipo celular. Asi pues, en general,
se puede establecer como norma que una linea celular serd tanto mas facil de
establecer o cultivar cuanto mas indiferenciada sea, con las excepciones de las lineas
tumorales de células diferenciadas.
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Condiciones que favorecen la diferenciacion
(hormonas, interacciones celulares y con la matniz extracelular) _—

Seleccion o modificacion
debidas a las condiciones

g Condiciones que favorecen la proliferacion
'-_:-; (alto suero, factores de crecimiento, baja densidad celular)
o T~
3 ~
o
Células Precursores Células
§ e multipotentes..—, determinados | diferenciadas
S > WA W | maduras
Sl U U s
E § Repoblacién Amplificacion, neoplasia
E S (mantenimiento de la poblacion  fegeneracion o %
® de 'stem cells’ ulas
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® g Células de médua glioblastos,
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Figura 6: Condiciones que facilitan la diferenciacidn o la proliferacién de células en cultivo.

Los cultivos primarios de muchos tipos celulares son posibles porque las células
pierden algunas de sus propiedades diferenciadas, entre ellas la caracteristica
incapacidad de dividirse, y se convierten en células que mantienen tan sdlo algunas de
las propiedades que las caracterizaban. Esta pérdida de propiedades puede ser debida a
desdiferenciacién o desadaptacién. La primera implica una pérdida irreversible de una
propiedad diferencial del tipo celular (por ejemplo, un hepatocito en cultivo pierde sus
enzimas caracteristicos: arginasa, aminotransferasas..., no puede almacenar glucégeno
ni sintetizar las proteinas del suero...), mientras que, la segunda, manifiesta que la
caracteristica especializada perdida no es irreversible sino consecuencia de la pérdida de
la sefial (por ejemplo, hormonal, nerviosa...) y que basta con recuperarla para que se
reexprese. Sattler y col. (1978) demostraron que los hepatocitos de rata pueden
reexpresar tirosina aminotransferasa en presencia de ciertas hormonas (insulina e
hidrocortisona) cuando crecen sobre una matriz de colageno.
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1.2. Condrocitos
1.2.1. Introduccion

El cartilago articular es el componente principal que recubre la mayoria de las
articulaciones diartrdsicas de los seres humanos (De Croos et al, 2006). También llamado
cartilago hialino, es una estructura muy especializada que facilita los movimientos
articulares y resiste importantes cargas provocadas por las actividades normales del
movimiento corporal. En las articulaciones, el cartilago debe cumplir dos funciones
esenciales: distribuir las cargas articulares sobre un area amplia (Ateshian y Wang, 1995)
y permitir el movimiento relativo de las superficies articulares opuestas con minima
friccion y desgaste (Mow y Ateshian, 1997).

El grosor de este cartilago en una persona adulta se relaciona con su ubicacidn.
Asi, en la articulacion de la rodilla puede ser de 3-4 mm, en tanto que en la articulacidn
interfalangica de la mano, mide 1-2 mm.

La carga ciclica es el modo mds comun de carga en las articulaciones del
miembro inferior del ser humano. Recientemente, se ha despertado el interés en el
estudio del efecto de las cargas dinamicas repetitivas sobre el cartilago articular, debido
a que la fuerza de contacto articular tiene un patrén repetitivo durante las actividades
diarias, tales como caminar y correr (Afoke, 1987; Krishnan, 2005). Seedhom vy
Wallbridge, han observado que las articulaciones del miembro inferior del ser humano
estan sujetas a un promedio de entre 1-4 millones de ciclos de carga por afio.

Recientes evidencias experimentales indican que estas cargas dindmicas pueden
aumentar la actividad de biosintesis de los condrocitos. De hecho, algunos
investigadores han confirmado que la fuerza mecanica aplicada a una articulacion puede
regular las actividades metabdlicas del cartilago articular en vivo (Kiviranta, 1988).

Por otra parte, el cartilago articular se puede modificar por diversos aspectos,
por ejemplo, el desarrollo y crecimiento endocondral de los huesos. Este es un proceso
de multiples etapas, en el que la adhesidn de las células mesenquimales es seguida por
la formacidon de la condensacidon de células que participan en la condrogénesis
(Papadopoulou, 2007). Estas células proliferan mas tarde y se convierten en condrocitos,
gue pasan luego a condrocitos maduros y luego a hipertroéficos los cuales sintetizan los
principales componentes de la matriz extracelular (MEC) del cartilago y, en ultima
instancia, después de su diferenciacién terminal, sufren la apoptosis.

CEU
Universidad
Saan Pablo 19



Trabajo Fin de Mdster

Estos acontecimientos se producen continuamente durante toda la vida y son
controlados por factores sistémicos (hormonas) y mediadores locales (citoquinas,
factores de crecimiento y factores de transcripcion) (Takeda, 2005). Ademas, la
regulaciéon de la morfogénesis por parte de las moléculas bioldgicas, el desarrollo,
mantenimiento y adaptacién del tejido cartilaginoso depende en gran medida de las
cargas mecanicas.

De manera general, y bajo condiciones de equilibrio fisiolégico, el cartilago
articular adulto estad sujeto a un equilibrio entre los procesos anabdlicos (sintesis de
matriz extracelular) y catabdlicos (degradacion y pérdida de matriz), regulados
fundamentalmente por el condrocito en respuesta a una serie de factores en su
microambiente, incluidas las fuerzas fisicas o mecanicas, los factores de crecimiento, las
citoquinas, el envejecimiento y las lesiones (Nesic, 2006; Bay-Jensen AC, 2007; Lotz,
1995) (Figura 7). Las cargas ciclicas son entonces necesarias para el mantenimiento
normal de la funcién del cartilago articular en las articulaciones diartrésicas (Chahine,
2007) (Figura 8).
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1.2.2. Aplicacion clinica del cultivo de condrocitos

Una aplicacién clinica del cultivo de condrocitos es el implante de condrocitos
autdlogos en el tratamiento de patologia del cartilago hialino. Esta indicado en lesiones
de cartilago sintomaticas focales, del espesor completo. Es recomendable sélo si no hay
artritis o es muy leve, para pacientes jévenes, de entre 15 y 50 afios (Couceiro, 2002).

Cuando los condrocitos diferenciados se separan de su matriz extracelular
pueden cambiar su fenotipo por un proceso que se conoce como modulaciéon y que
ocurre particularmente en los sistemas de cultivo en monocapa. Este sistema de
modulacién consiste en una interconversion reversible entre células fenotipicamente
relacionadas. Estas modulaciones pueden depender de unas interacciones con las
células vecinas que podrian ocasionar ciertas sefales que, al mismo tiempo, controlarian
la secrecién de una u otra sustancia. Asi pues, tanto los autores citados como Muller en
1977 pudieron demostrar que en el sistema de cultivo en monocapa los condrocitos
pueden dejar de segregar colageno tipo Il y sintetizar el coldgeno tipo .

El implante de condrocitos autélogos consta de tres etapas:

1. EXTRACCION DE BIOPSIA DE CARTILAGO SANO: Se realiza mediante una artroscopia
frecuentemente de rodilla. Se extraen unos 200-300 mg del espesor completo de
cartilago sano, mejor del surco intercodileo aunque tradicionalmente se utiliza
una zona marginal superior del céndilo femoral.

2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LOS CONDROCITOS: Consiste en liberar los condrocitos de
su matriz cartilaginosa mediante una digestion enzimdatica. A continuacién son
cultivados en monocapa a través de varios subcultivos para su multiplicacion. A
las tres semanas aproximadamente, se alcanza una poblacién celular 4000 veces
superior a la de partida que serd implantada en el defecto.

3. |MPLANTE DE LAS CELULAS POR ARTROTOMIA PARAROTULIANA MEDIAL O LATERAL

Otras aplicaciones del cultivo de condrocitos es la técnica de ingenieria de tejidos
utilizando células en cultivo, factores de crecimiento inductores del fenotipo celular y
armazones como estructuras para el desarrollo del tejido. Entre los armazones
empleados estan los polimeros que pueden ser de origen natural o biolégico, como el
colageno o el 4acido hialurénico, alginato, xenoinjerto de submucosa, aloinjertos
dérmicos; sintéticos, como el polilactico (PLLA), poliglicélico (PGA), polilactico-coglicdlico
(PLGA); de base mineral (THP, HA, sulfato célcico).

El método de utilizacidn podria ser la inyeccién de polimeros como el alginato o
el 6xido de polietileno (PEO) que se entrecruzan quimicamente in situ.
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El armazén ideal deberia reunir una serie de requisitos para el adecuado
desarrollo tisular entre los cuales estarian una distribucién uniforme de células en la
estructura tridimensional, que facilite la difusidn eficiente de moléculas bioquimicas y el
flujo de nutrientes y que sean biocompatibles y reabsorbibles, es decir, que la
degradacion del mismo se produzca a igual ritmo que el reemplazamiento por el tejido
nuevo.

Han surgido algunas inquietudes con el empleo de algunos armazones, respecto
a su eficacia para la retencién de las células implantadas, la ausencia de efectos
inflamatorios locales asi como la reduccién del contenido de glucosaminoglicanos vy la
baja eficiencia en el sembrado celular que hace necesario el implante de un nimero
muy elevado de células. También se ha observado una distribucién celular irregular asi
como una minima retencién de las moléculas de la matriz extracelular (Maracci et al,
2005).

1.2.3. Influencia del factor de crecimiento semejante a la insulina
tipo 1 (IGF-1) en el cartilago articular

Es bien conocida la influencia de IGF-I sobre los condrocitos, constitutivos del
cartilago tisular, asi como los mecanismos de accidn por los que lleva a cabo sus efectos
en el mantenimiento de la integridad celular, produccién de matriz cartilaginosa vy
proliferacién celular.

Numerosos autores han demostrado que la expresion aberrante de IGF-I o una
alteracion en su sefializacién producen enfermedades y alteraciones sistémicas en el
hombre, como desérdenes del crecimiento, diabetes tipo Il y enfermedad
cardiovascular, OA, cdncer, senescencia celular. Con la edad, se ha observado una
menor respuesta a la estimulacién de IGF-I en los tejidos musculo-esqueléticos, incluido
el hueso (D’avis et al, 1997; Cao et al, 2007) y el cartilago (Martin et al, 1997; Loeser et
al, 2000; Messay et al, 2000), aunque los mecanismos que subyacen a esta disminucién
de la efectividad de esta hormona son aun desconocidos.

En la introduccion de este Trabajo se ha descrito que los avances en el
conocimiento de las rutas de seiializacién intracelular que se desencadenan como
consecuencia de la activacion del IGFR-I en los condrocitos, puede llevar a la
identificacion de dianas terapéuticas Utiles en la patologia de OA que, como es bien
sabido, cursa con la degeneracidon de la matriz extracelular del tejido cartilaginoso
hialino.
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Recientes investigaciones han observado que la capacidad de IGF-I de estimular a
los condrocitos para producir matriz cartilaginosa disminuye con la edad y en la OA y
han pretendido dilucidar los mecanismos por los que la incidencia de esta patologia es
mayor en la poblacién envejecida (Yin, 2009).

Weihong Yin y colaboradores han planteado la hipdtesis de que la edad y la OA
producen una mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) que serian
responsables de la interferencia en la sefializacion normal que tiene lugar en el interior
de la célula a partir de la union de IGF-1 a su receptor de membrana. Los citados autores
postulan que, niveles elevados de ROS, alteran el equilibrio en la actividad de Akt frente
a ERK, segundos mensajeros implicados en las dos principales vias de sefializacion
intracelular en respuesta a la autofosforilacién del receptor de IGF-I (IGF-IR) (Yin, 2009).

Dependiendo del tipo celular y del contexto en el que tiene lugar la estimulacion
con IGF-I, se produce la activacidén de la via de sefalizacion de la fosfatidil-inositol-3-
kinasa-Akt, que promueve el crecimiento celular, la sintesis de proteinas y/o la
supervivencia celular, o bien, la activacién de la via ERK MAPK, que promueve la
proliferacion celular y/o la transcripcidn génica.

Resultaria de gran interés clinico el hallazgo de alguna molécula que lograra
activar al IGF-IR de forma selectiva; es decir, que activara principalmente la via del
fosfatidil-inositol-3-kinasa-Akt, responsable de la supervivencia de los condrocitos, la
promocion de su crecimiento y la sintesis proteica, para contrarrestar la falta de
efectividad que experimenta esta via de sefializacion en presencia de las ROS como
consecuencia del envejecimiento oxidativo.

Los péptidos sintéticos derivados de IGF-I se presentan como posibles respuestas
a esta demanda terapéutica para el tratamiento de OA en pacientes de edad avanzada,
ya que, segun nuestra hipdtesis, conseguirian unirse al IGF-IR, estimulando
preferentemente una de las dos cascadas de activacién e inhibiendo a la otra.
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1.3. Factor de crecimiento semejante a la insulina Tipo |
(IGF-1)

El factor de crecimiento semejante a la insulina tipo | (IGF-1) es una hormona
polipeptidica segregada en multiples tejidos, que ejerce efectos autocrinos, paracrinos y
endocrinos, promoviendo la regulacién del crecimiento, desarrollo y diferenciacion
tisular en el cuerpo humano. Ademas tiene efecto hipoglucemiante y anabolizante. El
90 % del IGF-I circulante es de origen hepatico.

Su existencia fue propuesta inicialmente por Salmon y Daughaday (Salmon et al,
1957). Estos autores comprobaron que el efecto estimulante de la hormona del
crecimiento (GH) in vivo desaparecia en cultivos in vitro. Sin embargo, demostraron la
existencia en plasma de una sustancia capaz de estimular el crecimiento del cartilago en
cultivo; dicha sustancia desaparecia del torrente sanguineo al realizar hipofisectomia al
animal, volviendo a aparecer al administrar GH de forma exdgena, postulando de esta
manera que la accién de la GH se realizaba de forma indirecta a través de un factor
plasmatico, que denominaron factor de sulfatacion.

Posteriormente, Froessch y colaboradores, en 1963, propusieron el término
NSILA-S (Non Suppressible Insulin Like Activity) por su analogia funcional con la insulina y
su actividad anabdlica. Finalmente, se secuenciaron y se identificaron las dos formas de
NSILA-S (Rinderknech et al, 1976 y 1978). Posteriormente, se logrd identificar y
secuenciar las dos formas de NSILA-S, decidiéndose entonces cambiar la terminologia
por las actuales IGF-I e IGF-1I (factores de crecimiento semejantes a la insulina tipo | y Il,
Insulin-like growth factors) para asi resaltar tanto las similitudes estructurales con la
insulina como su papel en el crecimiento (Rinderknech et al, 1976; Rinderknech et al,
1978). En 1990, Salmon y Daughaday (Salmon et al, 1990) propusieron un modelo por el
cual determinadas acciones de la hormona del crecimiento (GH) podrian llevarse a cabo
por medio de los IGFs.

IGF-1 circula por el torrente sanguineo unida a sus proteinas transportadoras
(IGFBP). Dichas proteinas juegan un papel muy importante en la biodisponibilidad del
IGF-I circulante.

Ademas, algunas IGBP tienen efectos bioldgicos especificos de forma directa, sin
necesitar de la IGF-I, como la induccién de apoptosis e inhibicién de la proliferacion
celular en algunos tumores, como es el caso de la IGBP-3. La IGBP-3 es la que liga mas
del 95 % del IGF-I, su produccién depende de la GH y del IGF-I, el complejo formado por
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IGBP-IGF-I eleva la semivida del IGF-I hasta 15-20 horas, manteniendo un pool de IGF-I
en el compartimento vascular.

IGF-I actia en los tejidos uniéndose a un receptor especifico localizado en la
membrana de las células; este receptor es muy parecido al receptor de la insulina.

En esencia, el IGF-I es un factor anabolizante con efectos troficos en diferentes
organos y tejidos favoreciendo su crecimiento y desarrollo desde el periodo posnatal.

1.3.1. Estructura, sintesis y regulacion de IGF-1

El factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 es un polipéptido de
cadena simple, formado por 70 aminoacidos, con un peso molecular de,
aproximadamente, 7,6 kDa.

La secuencia primaria consta de cuatro dominios: A, B, el dominio C que conecta
los anteriores, y el dominio aminoterminal D.

Los dominios A y B son semejantes a los de la insulina y el C al de la proinsulina.
Tiene en comun con la insulina la conservacién de residuos de cisteina y glicina en
determinadas posiciones, la existencia de 3 puentes disulfuro, asi como, la estructura
central hidrofébica, correspondiente a los dominios A y B. Difiere de la insulina en la
ausencia del dominio D en ésta y la existencia de un dominio C hidrofilico (Sara et al,
1990; Rutanen et al, 1990; Langford et al, 1993; Le Roith, 1999). Aunque la estructura
secundaria y terciaria de IGF-1 no ha sido determinada con precisidn, se ha propuesto un
modelo tridimensional con analogias a la proinsulina que explican las interacciones con
los receptores, sus proteinas transportadoras y su inmunorreactividad (Van den Brande,
1992, 1999; Langford et al, 1993).

a. Insulina b. IGF-I
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Figura 9: Homologia estructural entre insulina e IGF-I
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Un dato a destacar es la similitud que presenta la secuencia de aminodcidos del
IGF-I en los mamiferos. En los roedores, el dominio A es idéntico y en los dominios
restantes solo existen tres aminoacidos diferentes (Sara y Hall, 1990; Van den Brande et
al, 1992, 1999).

Se ha identificado una variante natural de IGF-I, la des(1-3)IGF-I, que es el mismo
péptido sin los tres aminodcidos terminales. Esto le confiere algunas caracteristicas
especiales, como mayor potencia y menor capacidad de unién a IGFBPs (Ballard et al,
1987; Sara et al, 1990; Binoux, 1995, Yamamoto et al, 1995). Se ha identificado una
proteasa en suero de rata capaz de generar des(1-3)IGF-I a partir e IGF-I intacta.

IGF-1 es sintetizado de forma predominante (mas del 90 % del IGF-I circulante) en
el higado, como producto de un sélo gen, localizado en el brazo largo del cromosoma
12, que tiene mas de 90 Kpb, con al menos 5 exones. La expresidon génica es muy
compleja, fundamentalmente por la falta de definicién del extremo 5" del gen (Ward A
et al., 1992). Dicho gen codifica dos formas precursoras distintas de IGF-l, mediante dos
ARN de transcripciéon con regiones 3° diferentes (procedentes de exones distintos); de
tal forma que los precursores resultantes, IGF-la e IGF-lb, tienen idénticos péptidos
aminoterminales y difieren en la regién carboxiterminal, esto es, en el dominio E. El
procesamiento posterior puede dar lugar a IGF-1 y des(1-3)IGF-I, por accién de una
proteasa; o solo IGF-l, sobre el que puede actuar dicha proteasa para formar los
compuestos anteriormente descritos (Sara y Hall, 1990).

La regulacidn de la sintesis de IGF-1 sucede en diferentes pasos: en el proceso de
transcripcion, procesamiento, transporte y estabilidad del ARN; asi como en los
mecanismos post-transcripcionales (Sara VR y Hall K, 1990). La complejidad del gen hace
gue el control de su expresion se pueda realizar a multiples niveles, asi como la ruptura
de exones alternativos que determina la estructura primaria de la prohormona puede
influir en su procesamiento. Ademas, el lugar de comienzo de la transcripcion influye en
la longitud y composicion de la secuencia peptidica, lo cual puede determinar la
cantidad de proteina y potencialmente, el procesamiento intracelular y secrecion final
de la hormona (Le Roith et al, 2001).

IGF-1 se expresa en la mayoria de los tejidos del organismo, siendo variable en las
diferentes fases de desarrollo humano. En el feto, las concentraciones titulares de IGF-I
estdn disminuidas, aumentando a lo largo del desarrollo y descendiendo, de nuevo, en
edades avanzadas (Xu et al, 1995). En el higado, la expresion de IGF-I esta regulada por
la GH principalmente, aunque también influyen otros factores, como son los
nutricionales (Sara et al, 1990; Rutanen et al, 1990, Binoux, 1995). En los otros tejidos la
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regulacion es menos dependiente de GH, dependiendo también de las hormonas
tréficas, agresiones y fases del desarrollo. La insulina no parece tener influencia sobre la
expresion génica del IGF-I (Sara et al, 1990).

1.3.2. Receptores de IGF-I

Asi como la estructura y actividad de IGF-I y de la insulina pueden ser
equiparables, los receptores de cada una de dichas sustancias son especificos. Los
receptores tipo 1 (IGF-IR) son genética y estructuralmente similares al receptor de la
insulina (IR), presentando alta afinidad para IGF-I y menor afinidad por la insulina y el
IGF-II. Los receptores tipo 2, presentan alta afinidad para IGF-II, aunque también se une
IGF-1. Este ultimo puede unirse también a los receptores propios de la insulina, aunque
con menos afinidad que a los receptores tipo 1 (Sara et al, 1990; Cohick et al, 1993;
Rubin et al, 1995).

Las acciones metabdlicas de IGF-1 y de insulina son muy diferentes, pero parece
que sus respectivos receptores median efectos biolégicos similares dentro de la célula
en condiciones in vitro; por lo que la especificidad de accion de los receptores viene
determinada por su expresién tisular (Siddle et al, 2001).

El IR y el IGF-IR, junto al IRR (Insulin-receptor-related receptor), forman un
subgrupo de receptores tirosina kinasa, siendo los dos primeros semejantes en un 70 %
de su estructura (Figura 10).

A

Figura 10. (A) Estructura tridimensional del IGF-I y su receptor y (B), insulina y su receptor.

El gen del receptor IGF-I estd localizado en el cromosoma 15, consta de 21
exones, 100 Kpb y tiene en comun con el de la insulina el tamafio y nimero de exones.
Son diferentes en su particidn proteolitica y en los enlaces disulfuro de los mondmeros
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de pro-receptor que generan receptores maduros con una estructura de subunidades B-
a-a-B, consistentes en heterodimeros glicoproteicos (Mr= 300-350 KDa).

Los IR e IGF-IR son relativamente especificos para sus respectivos ligandos,
aunque a altas concentraciones se producen reacciones cruzadas de la insulina con IGF-
IRy de IGFs con IR.

El receptor IGF-I posee, al igual que IR, una subunidad extracelular y otra
intracelular. La subunidad extracelular o a, es el lugar de unién a IGF-I. La subunidad B,
posee un extremo extracelular y otro intracelular, el cual tiene actividad tirosin-kinasa
sobre diferentes sustratos celulares, mecanismo que determinard las acciones biolégicas
de IGF-I (Cohick et al, 1993; Rubin et al, 1995).

IGF-l IGF-II Insulina
- T . J ~.~ - m
: ....'T!-i. ‘ ;\:L \\\ oo
. T Ssg S .
= £ & = 5\“\:' \~. =
. b nt S SN N v/

IGF-IRIR-A M6P/IGF-IIR  HibridoIR IR
IGF-IR

Figura 11. Imagen tridimensional de receptores IGF-I (modificada de Wu et al, 2011). El grosor
del trazo de las flechas expresa la mayor o menor afinidad.

Estructuralmente el IGF-IR posee seis dominios de aproximadamente 150
aminodcidos, designados como L1, CR (cysteine-rich), L2, Fnl, Fn2 y Fn3. El dominio Fn2
es una estructura de 135 aminodacidos, contiene el lugar de unidn entre la subunidad a y
la B. Los dominios L1, CR y L2, constituyen una estructura de unos 462 aminodcidos, se
configuran de tal manera que rodean un espacio central donde se localiza una molécula
de ligando (Lou M. et al. 2006); sin embargo este fragmento por si mismo no es capaz de
unirse a IGF-1. En la porcién intracelular, el dominio TK, se encuentra situado entre los
dominios JM (yuxtamembrana) y C-terminal (CT). Los dominios tirosin-Kinasa (TK) son
las regiones mas altamente conservadas de los receptores, con un 84% de similitud en
su cadena de aminodcidos. La activacion inducida por el ligando tiene lugar via trans o
autofosforilacidn intramolecular entre las subunidades B. Los dominios yuxtamembrana
(JM) contienen un sitio de autofosforilacion en una secuencia Asn-Pro-Glu-Tyr que
participa en la unidn al sustrato. La funcidon de los dominios CT no esté clara; de hecho,
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la deleccién o sobreexpresién de su secuencia no afecta la funcién del receptor. La
mayor divergencia de secuencia de CT en comparaciéon con los dominios TK y JM, le
confiere especificidad en las vias de sefializacion o en la regulacién especifica del
receptor.

Un rasgo diferente de la familia IR/IGFR es la dependencia de la fosforilacion de
sustratos intracelulares como oposicién a la autofosforilaciéon, para el reclutamiento de
componentes de la cascada molecular “hacia abajo” (Bernal et al, 1998). Tanto IR como
IGF-IR fosforilan sustratos IRS y proteinas Shc con homologia Scr/colageno
(p46/p52/p66) activando las cascadas moleculares (Rakatzi et al, 2006) (Figura 12).
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Figura 12. Segundos mensajeros intracelulares tras la estimulacion del receptor del IGF-I
1.3.3. Proteinas transportadoras de IGF-1 (IGFBPs)

Las acciones de IGF-| estan moduladas por sus receptores en los tejidos diana y
por sus proteinas transportadoras en el plasma: las IGFBPs (IGF- binding proteins), que
ligan y transportan de forma especifica dichos factores de crecimiento (Rutanen, 1990;
Sara, 1990).

Existen 10 variedades de IGFBP, con denominaciones desde IGFBP-1 hasta IGFBP-
10, cuya localizacién cromosdémica es 7, 2, 7, 17 y 5 (Baxter, 1989), 12 y 12 (Oh et al,
1997), 6, 8 y 1, respectivamente.
Son péptidos de 200-300 aminoacidos con puentes disulfuro en su interior, que son
fundamentales para su unién con IGF-I; y secuencias con carbohidratos, que juegan un
papel importante en la interaccidn con la superficie celular (Cohick W).
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El IGF-I circulante se encuentra ligado a las IGFBPs en un 90 % (Yamamoto et al,
1995). La mayor fuente de las IGFBPs circulantes es el higado. Las IGFBPs se encuentran
presentes en prdcticamente todos los fluidos bioldgicos; liquido folicular, liquido
amnidtico, humor vitreo, linfa, plasma seminal, liquido cefalorraquideo y en todas las
secreciones gastrointestinales. Se expresan en practicamente todos los tejidos y son
secretadas por células normales y transformadas en cultivo, sugiriendo un papel
modulador del IGF-I a nivel local y sistémico (Jones et al, 1995).

Existen, al menos 10 proteinas transportadoras, denominadas insulin-like growth
factor binding proteins (IGFBP1-10). En la Figura 16 mostramos un esquema con las seis
proteinas transportadoras de mayor afinidad y su capacidad de unién a IGF-1 e IGF-II.

Suero ’\
/ AlS )
" H e
IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3  IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6

Figura 13. Proteinas transportadoras de IGFs-(IGFBPs) de mayor afinidad

Dichas proteinas se localizan en practicamente todos los fluidos bioldgicos,
secreciones gastrointestinales y en casi la totalidad de tipos tisulares. In vitro todas las
IGFBPs inhiben la actividad bioldgica libre, sugiriendo que podrian tener funcion
controladora sobre esta hormona, impidiendo su unién al receptor celular. No sélo se
encargan de transportar IGF-I, sino que ademas controlan su distribucién tisular,
regulando su disponibilidad y su actividad a nivel celular.

1.3.4. Péptido-1 derivado de IGF-I

La activacion del receptor de IGF-lI por su ligando, como ya se ha descrito
anteriormente, juega un papel central en el crecimiento de la mayoria de los tipos
celulares —fibroblastos, células hematopoyéticas, condrocitos, osteoblastos y otras. Sin
embargo, IGF-l también puede ser responsable de dramaticos efectos en la proliferacién
celular, favoreciendo el crecimiento y desarrollo de distintos tipos de cancer humano.

Zbigniew Pietrzkowski y colaboradores han empleado las técnicas de quimica
computacional para disefiar y sintetizar diversos andlogos novedosos de IGF-I, capaces
de inhibir la autofosforilacidon del receptor de IGF-I asi como el crecimiento de distintos
tipos celulares, incluidas células de carcinoma de prdstata (Pietrzkowski et al, 1992).
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Los andlogos sintéticos parecen mostrar un gran potencial tanto por su
estructura como por si tamafio y topologia, con afinidad por IGF-IR, y por consiguiente
con actividad celular, pero diseccionando solo determinadas vias de la cascada de
sefializacion de IGF-l. Ademas, estos andlogos peptidicos de IGF-I, por competencia con
el ligando, inhibirian la activaciéon del receptor y, por tanto, determinadas rutas de la
proliferacion celular. Por otro lado, estos andlogos mostrarian un perfil diferente y mas
selectivo de unién a las IGFBPs lo que supondria un cambio importante frente a IGF-I en
lo que a su distribucion en los diferentes tejidos se refiere. En resumen, en condiciones
controladas, estos andlogos podrian ser nuevas estrategias clinicas para el control del
crecimiento y de las multiples vias de sefalizacion celular de IGF-I.

Uno de estos analogos derivados de IGF-lI es el péptido-1, conocido en la
literatura cientifica como JB1 (Figura 14). Se trata de un péptido andlogo de IGF-I,
antagonista del IGF-IR. JB1 es un péptido ciclico formado por 12 aminodcidos, de
secuencia: CYAAPLKPAKSC, empleado en investigacion en diversos ambitos para inhibir
la actividad de IGF-I impidiendo su unién a IGF-IR. Tiene un peso molecular de 1248,50
Da y su férmula empirica es: Cs5HggN14015S,.

Figura 14: Estructura
tridimensional del péptido-1
(JB1), andlogo de IGF-I.

Teniendo en cuenta las dos cascadas de senalizacion intracelular que se activan
como consecuencia de la unidon de IGF-I a su receptor y la analogia estructural del
péptido-1 con IGF-I, nos planteamos la hipdtesis de una posible inhibicion selectiva del
analogo sintético que consiga inactivar la cascada MEK-ERK, conducente a la
proliferacién celular, como han probado diversos autores (Pietrzkowski et al, 1992) y, en
cambio, una posible activacidn de la via Akt, responsable de la produccién de proteinas
constitutivas de la matriz extracelular.
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OBJETIVOS

El proyecto de este Trabajo Fin de Master pretende el estudio de la influencia de
la administracién de diversas dosis de IGF-I y del péptido-1 (JB1), andlogo de IGF-I,
inhibidor del receptor de IGF-I (IGF-IR), sobre cultivos celulares de condrocitos humanos,
con objeto de investigar las rutas de sefializacidn intracelulares que se activarian como
consecuencia de la uniéon de la citada hormona y su derivado sintético al IGF-1R.

Con este fin, hemos cultivado in vitro poblaciones celulares de condrocitos y
hemos puesto a punto un método de identificacion de proteinas mediante
inmunodeteccion por Western blot —electroforesis en gel de poliacrilamida con
transferencia a membrana de nitrocelulosa y posterior incubacién con anticuerpos
especificos- para detectar, mediante quimioluminiscencia, las proteinas de interés en
este estudio: IGF-IR total, IGF-IR fosforilado, Akt y ERK.

& cru

Universicdad
Saan Pablo 32



Trabajo Fin de Mdster

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Il.1. Materiales y Métodos
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Reactivos y anticuerpos

Medio de cultivo DMEM (Sigma®, Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
D5546. Lot. RNBC 2235. Exp 07/2013), suplementado con suero de ternera
(FBS) al 10% (Biochrom® AG); glutamina 2mM, nutriente, al 2% (Gibco®);
antibidticos, al 1% (Sigma®), 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina.

IGF-1 se obtuvo de Igefercia®SL, 2003, CIF B83752097; PM: 7,65 kDa
Péptido-1 derivado de IGF-1, sintetizado por el Dr. David Andrew del
Laboratorio de Péptidos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Central de Barcelona; PM: 1248,52 kDa; Secuencia Pepl:
CYAAPLKPAKSC

Trip/EDTA, suministrada por Gibco®

Buffer de lisis: Ripa, enriquecido con ortovanadato sédico, inhibidor de
fosfatasas, al 1% y fluoruro sddico, inhibidor de proteasas, al 1% (Sigma®)

El Kit ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagents de GE Healthcare, de
Amersham

Los anticuerpos provienen de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA):
primarios: anti-IGF-1rB- rabbit MAB y anti-B-actin-goat; secundarios: anti-

rabbit y anti-goat.

Cultivo de condrocitos

El cartilago normal de rodilla humana se obtuvo por donacion de tejido sin

historial clinico de osteoartritis (OA) del Hospital Publico de Parla (Madrid), en

intervencion quirdrgica realizada por el Dr. Arglello, colaborador en el proyecto de

investigacidn coordinado por el Dr. Forriol.

Procedimiento de disgregacion del tejido para la obtencion del cultivo primario:

(1)

(2)

(3)
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La biopsia de cartilago articular se obtuvo por raspado y se secciond
en pequenos cubos de aproximadamente 1-3 mm?, con ayuda de
bisturi y pinzas estériles.

Se introdujo el cartilago con las manos, para palpar que no hubiera
hueso, en un tubo Falcon de 50 ml con 15 ml de medio de lavado,
previamente preparado (500 ml de suero salino con 2 ml de
gentamicina, 40mg/ml).

Después de retirar el suero de lavado, se afadieron 10 ml de una
solucion de tripsina (Lonas Cat. BE17-161E). Se sellé el Falcén con

parafilm y se dejé en agitacién en el baiio 15 min, a 37 ¢ C.
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(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

Se retird la tripsina con ayuda de una pipeta Pasteur con cuidado de
no arrastrar los trozos de cartilago.

Anadir 20 ml de una solucién de colagenasa tipo IV (20 ml de medio
DMEM (Lonas BE12-614F) al 10% en FBS, 1% en glutamina y 1% en
peniestreptomicina) con 0,02 g de colagenasa tipo IV, Sigma: C5138-
5G, con la precaucidn de filtrarla antes de afiadirla al medio). Se selld
con parafilm y se dejo en el bafio, en agitaciéon a 37 2C, 5 h.
Transcurrido este tiempo, se recogid todo el liquido posible, sin
retirar los trozos de cartilago del fondo, que se trasvasaron a un
nuevo tubo Falcon. Si el cartilago no se hubiera disgregado bien,
podriamos haber afiadido colagenasa para dejarla actuar un par de
horas mas.

Se centrifugd durante 5 min, a 500 g, a temperatura ambiente. Se
decanté el sobrenadante.

Se resuspendio el pellet y se sembraron 10-12 ml por placa Petri, para
formar un cultivo primario que, una vez alcanzada la confluencia, se
tripsinizd para proceder a su recuento en cdmara de Neubauer y su
posterior congelacidn en FBS al 10% en DMSO (di-metil-sulfoxido). Se
conservé en un criotubo, en nitrégeno liquido (-1692C).

Los protocolos de cada técnica de laboratorio empleada en este trabajo

se describen en Anexo. El manejo de las células en cultivo se realizd siempre en

ambiente controlado en la campana de flujo laminar TELSTAR Bio Il A de

Burdinola®. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora de CO, (Thermo

Scientific®), a una atmdsfera controlada de 5% de CO, y una humedad relativa

del 100%.

Propagacion de las células del cultivo primario en subcultivos:

(1)

(2)
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Se descongelé el criotubo que contenia las células obtenidas en cultivo
primario, a 372C y se trasvasd su contenido a un tubo Falcén para
afiadirle 5 ml de medio DMEM completo (Sigma®, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, D5546, con FBS 10%, glutamina 2% y antibidticos 1%)
con objeto de diluir el DMSO, que es tdéxico para las células a
temperatura ambiente.

Se centrifugd durante 10 min a 1200 rpm (centrifuga Thermo
Scientific®).
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(3) Se desecho el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 12 ml para
sembrar esta suspensiéon de células en 2 flask 75, para formar un
subcultivo, que fue el pase 2 (#2).

Se han realizado sucesivos pases a los cultivos, una vez alcanzada una
confluencia de, al menos, el 80%. Hemos hecho, hasta el momento, 9 pases.

El seguimiento de los cultivos se llevé a cabo por observacién de las
células en microscopio invertido Leica®, con camara fotografica incorporada
regulable desde el software Leica LAS EZ 3.0 (microscope imaging software).
Ademas, en cada pase se procedid al recuento en camara de Neubauer, tal como
se describe en el protocolo recogido en Anexo. Se sembraron, al menos, 600.000
células por cada nueva placa.

Para el mantenimiento de los cultivos se procedié al cambio total del
medio de cultivo DMEM completo -suplementado con FBS 10%, glutamina 2% y
antibidticos 1%-, calentado previamente a 372C para evitar cambios bruscos de
temperatura para las células en cultivo, cada 3-4 dias.

Estudios de senalizacion de condrocitos:
Tratamiento con IGF-I

Se realizaron experimentos en cultivos de condrocitos crecidos en monocapa en
6 placas Petri, con una confluencia del 80-90%. El disefio de la prueba consistio en el
tratamiento con distintas dosis de IGF-I (5nM y 10nM) por un tiempo de 30 y 60 minutos
para cada dosis, dejando 2 de las placas como controles que no recibieron tratamiento.

Se empled la técnica de inmunodeteccidon por Western blot, como se describe en
el protocolo del Anexo. En resumen, la cantidad total de proteina en cada placa se
obtuvo de la siguiente manera:

(1) Se retir6 el medio de cultivo de cada placa, a los 30 min del inicio del
experimento, a 3 placas (control, 5nM IGF-l y 50 nM IGF-1) 6, a los 60 min, a
las otras 3, segun el disefio ya descrito. Se lavd con PBS.

(2) Se anadieron 200 ul de buffer de lisis Ripa enriquecido con un inhibidor de
proteasas (fluoruro sddico) y de fosfatasas (ortovanadato sédico), de Sigma®,
a cada placa. Con ayuda del émbolo de una jeringa, se raspé la base de cada
placa para arrastrar las células. Este volumen con fragmentos de células en
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suspension se llevd a tubos eppendorf de 1,5 ml, previamente rotulados con
las condiciones del experimento, en frio. Se llevaron, después, a -802C.

(3) Para proceder a la cuantificaciéon de proteina de cada muestra, se
descongelaron los tubos eppendorf en hielo y se centrifugaron 15 min, a 3000
rpm. Se recogio el sobrenadante (incluye las proteinas) en tubos nuevos y se
desechd el tubo con el pellet.

(4) EI volumen recogido de cada tubo eppendorf se alicuotd distribuyendo 50 pl
en tubos de 0,5 ml, en frio.

(5) Se empled el método de Bradford para la cuantificacidon de proteina de cada
muestra, preparando previamente una curva de calibrado con soluciones de
concentracion conocida de BSA y determinacion de las lecturas de
absorbancia a 630 nm en espectrofotometro Varioscan de Scanlab® (véase
protocolo de cuantificacién segin el método de Bradford en Anexo).

(6) Se prepararon las muestras para comenzar la técnica de Western blot para la
separacion de proteinas mediante electroforesis, segun se describe en
Anexo, haciendo los calculos oportunos de manera que en cada pocillo del
gel de poliacrilamida donde se llevaria a cabo la electroforesis, hubiera un
volumen de 20 pl de muestra que contuviera 15 ug de proteina. Se anadié la
cantidad conveniente de buffer que contiene B-mercaptoetanol y azul de
bromofenol como marcador del frente de electroforesis (electrophoresis
sample buffer), para desnaturalizar y solubilizar las proteinas. Ademas, se
llevaron 5 min a 952C en Termobloc, Accublok® (digital dry bath labnet), para
completar la desnaturalizacidn. A continuacidn, se les aplicé un pulso en la
centrifuga Minispin, de Eppendorfe®.

(7) Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS (SDS-PAGE) (cfr. Anexo) y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad) que, tras la tincién con rojo Ponceau para asegurar la
eficacia de la transferencia, se incubd con anticuerpos especificos para la
actina y para IGF-IR. A saber, después de la adicién del tampdn de bloqueo
con leche en polvo (caseina) al 5% en TBS-Tween, se realizé la incubacién con
el anticuerpo primario del control positivo (actina) y del IGF-IR, a una
concentracion de anticuerpo 1:1000, durante toda la noche, a 42C en
agitacién suave. A la mafiana siguiente, tras los lavados descritos en Anexo
con TTBS, se procedid a la incubacién con el anticuerpo secundario (1:2000),
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durante 1h, en las mismas condiciones de agitacién y temperatura, tras los
cuales se lavé la membrana para proceder al revelado.

(8) La deteccidn de la sefial se llevd a cabo por quimioluminiscencia, mediante el
kit ECL plus (GE Healthcare, de Amersham) en un transiluminador MF-
ChemiBIS 3.2 (Grupo Taper), con camara de sensor CCD y resolucién de
3,2Mpixels (2.184 x 1.510) y luz ultravioleta, controlada desde el software
Genesys, con analisis de la imagen: TL-100 para 1D de Nonlinear Dynamics.

Tratamiento con péptido-1 inhibidor de IGF-1

El experimento consiste en administrar dosis conocidas de péptido-1 inhibidor de
IGF-1 (100 ng/ml, 500 ng/mly 1 pug/ml), en 6 placas, durante 1 h. En 3 de ellas, se afiadira
a los 30 min de inicio del experimento, una dosis 50 nM de IGF-1. Habra 2 placas control:
en una de ellas no habra péptido-1 ni adiciéon de IGF-I; en la otra, no habra péptido-1
pero se adicionara IGF-1 a los 30 min de inicio de la prueba.

Pretendemos observar si tiene lugar una inhibicién de la fosforilacién del IGF-IR
como consecuencia de la adicién del péptido-l, asi como observar las bandas
correspondientes a Akt fosforilado y a ERK fosforilado.

Una vez realizado el experimento se procedera a la recogida de proteina con
buffer de lisis para, posteriormente, separarlas mediante la técnica de Western blot por
electroforesis en gel, transferencia a una membrana de nitrocelulosa e incubacién con
los anticuerpos especificos de IGF-IR fosforilado, Akt fosforilado y ERK fosforilado.
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11.2. Resultados

Cultivo de condrocitos

La observacién de las células crecidas en cultivo se llevéd a cabo mediante el
microscopio invertido Leica®, con cdmara fotogréfica integrada, regulada mediante el
software LAS EZ, como se ha descrito en el capitulo anterior, que permitié obtener
fotografias para el seguimiento de la evolucién de los sucesivos subcultivos de
condrocitos.

Como muestra, recogemos en esta memoria varias imdagenes de condrocitos
crecidos in vitro, en distintos subcultivos. Las figuras 15 y 16 muestran fotografias de
cultivos en pase 2, con una morfologia estrellada caracteristica, debida a las
prolongaciones citoplasmaticas que se adhieren al sustrato. La mayoria de los tipos
celulares crecen en cultivo adheridas a un sustrato. El seguimiento del cultivo al
microscopio permite observar, también, la ausencia de artefactos o contaminacién
microbiana.

Figura 15: Fotografia en microscopio
invertido Leica” (10x), de un cultivo de
condrocitos en pase 2, a los 7 dias de la
siembra.

Figura 16: Fotografia en microscopio
invertido Leica’ (20x), de un cultivo de
condrocitos en pase 2, a los 7 dias de la
siembra.
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Una vez alcanzada una confluencia aproximada del 80%, procedimos
rutinariamente al levantamiento de las células mediante la técnica de tripsinizacién,
como se describe en Anexo, para poder propagarlas en otras placas de cultivo. Para
comprobar si las células se despegaban del sustrato, una vez transcurridos los 5 min de
incubacién a 37 2C con la solucién de tripsina, observamos que hubieran adquirido una
morfologia redondeada y brillante, al microscopio, como muestra la figura 17.

64
o ) Figura 17: Fotografia 10x (Leica’) de un
' g cultivo de condrocitos, tras la
, tripsinizacién de un pase 3. Se observan
(%) <

las células despegadas del sustrato, a los
5 min de incubacién con tripsina.

Procedimos, por tanto, a la tripsinizacion de los 2 flasks de células en pase 3, de
confluencia semejante, aproximada al 80%, en observacién al microscopio. El contenido
de uno de ellos, se prepard para su congelacion y conservacion para posteriores usos. Y,
el otro, tras el recuento en camara de Neubauer que mostré un valor de 997.500 células
—aproximadamente 1 millén-, fue resuspendido en medio de cultivo DMEM para su
propagacion en 3 nuevos flasks de pase 4.

Transcurridas varias horas desde la siembra, observamos al microscopio el
fendomeno incipiente de adherencia de las células al sustrato para su crecimiento (Figura
18).

Figura 18: Fotografia 10x (Leica’) de un
cultivo de condrocitos en pase 3, a las 4
h de la siembra. Se observan algunas
células con prolongaciones
citoplasmaticas adhiriéndose al sustrato.

CEU

Universidad
San Pablo 40




Trabajo Fin de Mdster

Se realizaron sucesivos pases. Las figuras 19 y 20 muestran uno de los cultivos en
pase 4, a los 3 dias de la siembra y a los 10 dias, respectivamente. Para el
mantenimiento de las células en cultivo, se renovd completamente el medio DMEM,
cada 3-4 dias.

Figura 19: Fotografia 10x (Leica’) de un
cultivo de condrocitos en pase 4, a los 3
dias de la siembra. Se observa una
confluencia baja, aproximadamente de
un 30-40%.

Figura 20 (a): Fotografia 10x (Leica’) de
un cultivo de condrocitos en pase 4, a
los 10 dias de la siembra. Se observa una
confluencia del 80-90%.

Figura 20 (b): Fotografia 20x (Leica’) de
un cultivo de condrocitos en pase 4, a
los 10 dias de la siembra. Se observa una
confluencia del 80-90%.
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Las dos placas de cultivo de pase 7 se tripsinizaron y se contaron en la cdmara de
Neubauer. Una de las placas contenia 779.800 células vy, la otra, 700.000 células. El total
de células, 1.479.800, se resuspendié en 8 ml de medio DMEM para sembrar 8 placas de
pase 8 (184.975 células/placa).

La figura 21 muestra las imagenes de diversas placas de cultivo de condrocitos de
pase 8, a 10x, en microscopio invertido Leica’.

Figura 21 (a): Fotografia 10x (Leica’) de
un cultivo de condrocitos en pase 8, a
los 7 dias de la siembra. Se observa una
confluencia del 70-80%.

Figura 21 (b): Fotografia 10x (Leica’) de
un cultivo de condrocitos en pase 8, a
los 7 dias de la siembra. Se observa una
confluencia del 80%.

Figura 21 (c): Fotografia 10x (Leica’) de
un cultivo de condrocitos en pase 8, a
los 7 dias de la siembra. Se observa una
confluencia del 70-80%.
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El subcultivo 8 ha experimentado un crecimiento mas lento que los anteriores
pases ya que, hasta el dia 18 de la siembra, no alcanzé la suficiente confluencia como
para realizar la tripsinizacién y propagacién de las células a un numero suficiente de
placas que nos permita realizar los proximos experimentos con el péptido-1, andlogo de
IGF-1. Se muestran a continuacidn las imagenes del cultivo en pase 8, a los 18 dias de la
siembra (Figura 22).
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los 18 dias de la siembra. Se observa una

. N /| Y 4 05
\ D / /’ \) confluencia del 90%.

Figura 22 (b): Fotografia 10x (Leica’) de
un cultivo de condrocitos en pase 8, a
los 18 dias de la siembra. Se observa una
confluencia del 90-95%.

Se tripsinizaron las células de las 8 placas de cultivo en pase 8 y se contaron en la
camara de Neubauer. El recuento total de las células de las 8 placas fue de 15.285.600
de células, que se resuspendieron en 24 ml para sembrar 24 placas Petri (636.900
células/placa) que darian lugar al subcultivo 9.
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Estudios de senalizacion de condrocitos

Tratamiento con IGF-I

Se cultivaron las condrocitos para su propagacion en pase 7, en 6 placas Petri vy,
cuando alcanzaron la confluencia, se administrd el tratamiento con dosis diversas de
IGF-I: 5 nM y 50 nM, en un tiempo de incubacién de 30 y de 60 min.

Tras la recogida y tratamiento de la muestra de proteina, se procedid al ensayo
de inmunodeteccién por Western blot comenzando por la electroforesis en gel (PAGE-
SDS), seguida de la transferencia a una membrana de nitrocelulosa, que se incubd con
anticuerpos especificos y se analizd mediante quimioluminiscencia (cfr. Anexo: 5.5
Andlisis).

Se muestran a continuacidon las fotografias tomadas desde la cdmara del
transiluminador MF-ChemiBIS 3.2 (Grupo Taper), regulada desde el software Genesys
(Figuras 22 y 23). La figura 22 corresponde a la membrana de transferencia incubada
con anticuerpo primario anti-B-actin-goat (1:1000) y, secundario, anti-goat (1:2000),
como control de calidad del Western blot. La intensidad de luz revelada es homogénea
en la banda de actina (45 kDa). Esto indica que las muestras cargadas en el gel
contenian, como requiere esta técnica, la misma cantidad de proteina, ya que la actina
estd codificada por un gen que la célula sintetiza de forma constitutiva en niveles
basales de expresién de proteina. Como es bien sabido, se trata de una proteina
globular que forma los microfilamentos del citoesqueleto celular, tanto en su forma
polimerizada como no polimerizada. Las funciones de los microfilamentos de actina son
la contraccién muscular, la formacidon de pseuddpodos, el mantenimiento de la
morfologia celular y, en la citocinesis de células animales, forma un anillo contractil que
divide la célula en dos.

La cantidad de actina es constante en cada tipo celular, independientemente de
las condiciones del experimento al que se sometan las células. Por tanto, la observacién
de una sefial semejante de actina en los distintos carriles de una membrana de Western
blot, indica que la cantidad total de proteina cargada en cada pocillo ha sido la misma.
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Figura 22: Fotografia de deteccion de actina (45 kDa) por quimioluminiscencia en
transiluminador MF-ChemiBIS 3.2, tras la incubacién de la membrana de nitrocelulosa con
anticuerpo primario anti-B-actin-goat (1:1000) y anticuerpo secundario, anti-goat (1:2000)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).

La figura 23 muestra la imagen del revelado fotografico de la membrana de
transferencia incubada en presencia del anticuerpo primario especifico del receptor de
IGF-I (IGF-IR), anti-IGF-1rf- rabbit MAB (1:1000) y su anticuerpo secundario, anti-rabbit
(1:2000).

Figura 23: Fotografia de deteccién de IGF-1R (95 kDa) total por quimioluminiscencia en
transiluminador MF-ChemiBIS 3.2, tras la incubacién de la membrana de nitrocelulosa con
anticuerpo primario anti-IGF-1rB- rabbit MAB (1:1000) y anticuerpo secundario, anti-rabbit
(1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).

El carril de la izquierda corresponde al marcador de peso molecular Kaleidoscope
y Precission Plus Protein Standars Dual Color. De izquierda a derecha, tal como se
describe en Anexo (cfr. Anexo 4. Técnica de electroforesis), los carriles del gel
corresponden con las siguientes muestras del experimento con IGF-I:

12 pocillo: 4 ul de control de carga (control de PM). El avance del frente de
electroforesis, dio lugar a un despliegue de bandas de colores que sirven de referencia
de cada PM.

22 pocillo: Muestra 1 (C-30’), placa control de condrocitos, a la que no se ha
administrado tratamiento con IGF-1; se procedio al lisado de las células a los 30 min de
iniciar el experimento.

32 pocillo: Muestra 2 (C-60°). Muestra de la placa control, lisada a los 60 min.

.
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42 pocillo: Muestra 3 (5nM-30’). Placa a la que se administré una dosis 5nM de
IGF-1y se dejé en incubacidn a 372 durante 30 min.

52 pocillo: Muestra 4 (5nM-60’). Placa con dosis 5nM de IGF-1, a 372, 60 min.

62 pocillo: Muestra 5 (50nM-30’). Placa con dosis 50nM de IGF-1, a 379, 30 min.

72 pocillo: Muestra 6 (50nM-60’). Placa con dosis 50nM de IGF-1, a 372, 60 min.

Las bandas correspondientes al IGF-IR total presentan una intensidad de luz
parecida en todas las muestras del experimento llevado a cabo con IGF-l. Esto
demuestra que la cantidad de receptor de IGF-I es muy parecida en todas ellas ya que,
en estas condiciones de dosis y duracién breve del tratamiento, su expresion no se
modifica por la presencia de IGF-I. Se necesitaria, quizds, un tiempo de tratamiento mas
prolongado para poder observar una variacion en la expresiéon del receptor como
consecuencia de la accion de IGF-I.

Sin embargo, cabria pensar que la forma activa del receptor de IGF-I| si se vea
modificada por la presencia de su ligando en estas condiciones experimentales. Es decir,
que probablemente el tratamiento con IGF-I sélo modifique la forma fosforilada de este
receptor de tipo tirosina-kinasa, que es su forma activa. Para observar este fendmeno
de activacion del receptor de IGF-I por la uniéon a su ligando, en los préximos
experimentos haremos el ensayo de deteccion de IGF-IR fosforilado.

Ademads, los ensayos de tratamiento con IGF-l y con péptido-1, descritos
anteriormente, permitirdn esclarecer las principales vias de sefalizacion intracelular que
se activan o inhiben en presencia de estos ligandos, por la deteccién de segundos
mensajeros, Akt y ERK, fosforilados.

Estudiaremos, también, el efecto de la accién prolongada (48 h) de IGF-I sobre
los pardametros morfoldgicos de los condrocitos, esto es, en la proliferacion celular. Y
observaremos el posible aumento en la expresién del receptor total de IGF-I como
consecuencia de ese tratamiento prolongado.

En la figura 23, por otra parte, se observa que la banda del IGF-IR aparece
desdoblada en dos lineas paralelas de parecido peso molecular, de aproximadamente 95
kDa. Podria deberse a la existencia de dos isoformas del receptor de IGF-I en los
condrocitos. No es un fendmeno inusual que aparezcan ligeras variaciones de un mismo
receptor que dan lugar a sefales préoximas.
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11.3. Discusion

Cultivo de condrocitos

Se han obtenido subcultivos in vitro de condrocitos humanos en condiciones
validas para el desarrollo de experimentos con factores hormonales como IGF-I y
péptido-1 (JB1), andlogo de IGF-I. El seguimiento de estos cultivos se ha llevado a cabo
mediante observacién en microscopio invertido y recuento celular en cada pase, que
asegurara los parametros morfolégicos imprescindibles para la viabilidad de los
subcultivos.

La velocidad de crecimiento de los condrocitos en cultivo, conforme al patrén
tipico de proliferacion celular con respecto al tiempo, ha sido inversamente
proporcional al nimero de pases realizados. Asi, el subcultivo 8 ha tardado 8 dias mas
en alcanzar una confluencia del 80-90% (18 dias desde la siembra) que el pase 4, que
tardd sdélo 10 dias en alcanzar este estado de confluencia.

Los equipos empleados en el proceso de crecimiento y conservacién de los
cultivos, asi como las buenas practicas de asepsia en el laboratorio, han evitado la
contaminacién de los cultivos celulares durante los pases sucesivos realizados hasta el
momento.

Estudios de senalizacion de condrocitos

Los experimentos con diversas dosis de IGF-I nos han permitido poner a punto la
técnica de deteccion del IGF-IR en condrocitos humanos crecidos en cultivo, mediante la
técnica de inmunodeteccién por Western blot, mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE-SDS) y transferencia a membrana de nitrocelulosa con deteccién
de proteinas mediante incubacién con anticuerpos especificos para su andlisis por
guimioluminiscencia.

No hemos observado variaciones significativas en la expresién total del IGF-IR en
las condiciones experimentales de tratamiento. Sin embargo, son necesarios ensayos de
detecciéon del IGF-IR fosforilado para probar la activacion del receptor como
consecuencia de la unién de su ligando. Por tanto, los préximos experimentos de
condrocitos in vitro con IGF-I y péptido-1, analogo de IGF-I, permitiran observar la
activacion del IGF-IR mediante la deteccién del receptor fosforilado, asi como la posible
fosforilacién de los segundos mensajeros Akt y ERK, como consecuencia de la unién de
cada uno de estos ligando al IGF-IR.
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11.4. Conclusiones

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)
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Se han obtenido subcultivos in vitro de condrocitos humanos en condiciones
validas para el desarrollo de experimentos con factores hormonales como
IGF-ly péptido-1 (JB1), analogo de IGF-I.

La velocidad de crecimiento de los condrocitos en cultivo, conforme al patrén
tipico de proliferacion celular con respecto al tiempo, ha sido inversamente
proporcional al nimero de pases realizados.

Para completar la caracterizacién de los parametros morfoldgicos de los
condrocitos en cultivo, es conveniente el estudio comparativo de
proliferacion celular de estas células en presencia de IGF-I y péptido-1,
inhibidor de proliferacidon celular.

Los experimentos con diversas dosis de IGF-I nos han permitido poner a
punto la técnica de deteccidn del IGF-IR en condrocitos humanos crecidos en
cultivo, mediante la técnica de inmunodeteccidon por Western blot, mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) y transferencia a
membrana de nitrocelulosa con deteccidn de proteinas mediante incubacion
con anticuerpos especificos para su analisis por quimioluminiscencia.

No hemos observado variaciones significativas en la expresion total del IGF-IR
en las condiciones experimentales de tratamiento. Sin embargo, son
necesarios ensayos de deteccion del IGF-IR fosforilado para probar la
activacion del receptor como consecuencia de la unién de su ligando.

Proximos experimentos completaran la caracterizacion bioquimica de los
condrocitos in vitro por la deteccion de segundos mensajeros fosforilados
implicados en las cascadas intracelulares de sefializacion: Akt y ERK, como
consecuencia del tratamiento con IGF-I y con péptido-1 (JP1).
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