UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID

PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOCIENCIAS
MOLECULARES

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAD DE CIENCIAS

HIDROGELES FOTOTERMICOS CON
APLICACION EN INGENIERIA TISULAR OSEA

SILVIA SANCHEZ CASANOVA
MADRID, 2021



g
o FACULTAD DE

. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID

HIDROGELES FOTOTERMICOS CON
APLICACION EN INGENIERIA TISULAR OSEA

Memoria presentada por Silvia Sanchez Casanova, Graduada en
Biologia, para optar al grado de Doctora

Directora

Dra. Nuria E. Vilaboa Diaz

Instituto de Investigacion Hospital Universitario La Paz-IdiPAZ



Nuria E. Vilaboa Diaz, Doctora en Farmacia, Investigadora del Hospital
Universitario La Paz de Madrid.

CERTIFICA:

Que Silvia Sanchez Casanova, Graduada en Biologia, ha realizado bajo su
direccion el trabajo titulado: “Hidrogeles fototérmicos con aplicacion en ingenieria
tisular 6sea”, que presenta como Tesis Doctoral.

Madrid, 22 de marzo de 2021

Nuria E. Vilaboa Diaz



Este trabajo se ha llevado a cabo mediante financiaciéon concedida por los
siguientes organismos: Comunidad de Madrid y Fondo Social Europeo
(PEJ15/BIO/AI-0250), Ministerio de Economia y Competitividad (SAF2013-
50364-EXP), Instituto de Salud Carlos Il (P115/01118), Ministerio de Ciencia,
Innovacion y Universidades (RTI2018-095159-B-100), la Fundacién para la
Investigacidon Biomédica del Hospital Universitario La Paz (Convocatorias de
ayudas financiadas por Roche Farma) y Centro de Investigaciones Biomédicas

en Red en Biomateriales, Bioingenieria y Nanomedicina CIBER-BBN.



A mis Padres
A mi Hermana
A Sergio



“f=/ P/accr enla tarca aporta Pcn[cccién al i'raf)ﬁ'o”

(Aristoteles)



RESUMEN



El empleo de la proteina morfogénica ésea 2 (BMP-2) recombinante en
ingenieria tisular manifiesta graves inconvenientes relacionados con su
seguridad. Debido a su baja vida media y rapida difusion, se requieren
megadosis del factor de crecimiento para estimular una respuesta osteogénica
eficiente, que conducen a efectos adversos. La terapia génica ofrece soluciones
que permiten controlar eficientemente la produccion fisiolégica de factores de
crecimiento. En el presente trabajo, se ha empleado una tecnologia que combina
sistemas de expresion transgénica inducible y materiales sensibles al infrarrojo
cercano (NIR) para desarrollar una plataforma terapéutica que incrementa la
produccién de BMP-2 y potencia la regeneracion ésea. Para ello, se integré en el
genoma de células madre mesenquimales un sistema de expresion transgénica
activado por calor y dependiente de dimerizador para controlar condicionalmente
la produccién de BMP-2. Las células modificadas genéticamente se incluyeron
en hidrogeles de fibrina que contenian nanoparticulas plasménicas de oro
(HGNP), capaces de transducir la energia incidente de un laser que emite en el
infrarrojo cercano en calor. En presencia de dimerizador, la hipertermia inducida
por la irradiacion estimuld la liberacion de BMP-2 bioactiva a partir de las células
incluidas en los hidrogeles. Los hidrogeles fototérmicos se implantaron en un
defecto 06seo de tamafio critico creado en calvaria de ratones
inmunocompetentes. En los animales que fueron tratados con dimerizador, la
irradiacién NIR de los implantes indujo la produccion de BMP-2 en la lesidn 6sea,
dando lugar a la formacién de nuevo tejido mineralizado.

Con el fin de facilitar la preparacion de hidrogeles fototérmicos, se
generaron HGNP recubiertas con poli-L-lisina, utilizando COOH-PEG-SH como
agente de acoplamiento, lo que permiti6 la conjugacion de trombina al
nanomaterial. Las HGNP conjugadas a trombina catalizan la polimerizacién de la
fibrina, facilitando el proceso de generacién de matrices fototérmicas que
transducen la energia del infrarrojo cercano en calor. Los hidrogeles resultantes
se comportan como andamiaje biocompatibles que permiten, in vitro e in vivo, el
control de la expresion génica activada por la hipertermia en presencia de

dimerizador.

Resumen



SUMMARY



Bone tissue engineering therapies based on the use of recombinant bone
morphogenetic protein 2 (BMP-2) have serious drawbacks in safety. Due to its
short half-life and rapid diffusion, megadoses of the growth factor are required to
elicit efficient osteogenic responses which may lead to adverse events. Gene
delivery can control the production of physiological amounts of growth factors. In
the present work, we employed a technology that combines inducible transgene
expression and materials responsive to near infrared (NIR) to develop a
therapeutic platform able to increase BMP-2 production and enhance bone
regeneration. A heat-activated and dimerizer-dependent transgene expression
system was incorporated into mesenchymal stem cells to conditionally control the
secretion of BMP-2. Genetically engineered cells were entrapped in fibrin
hydrogels including plasmonic hollow gold nanoparticles (HGNP) that transduce
incident energy of a NIR laser into heat. In the presence of dimerizer,
photoinduced hyperthermia stimulated the release of bioactive BMP-2 from NIR-
responsive cell constructs. A critical size bone defect, created in calvaria of
immunocompetent mice, was filled with these photothermal hydrogels. In animals
that were treated with dimerizer, NIR irradiation of implants induced BMP-2
production in the bone lesion resulting in the formation of new mineralized tissue.

In order to facilitate the preparation of photothermal fibrin hydrogels,
HGNP were coated with poly-L-lysine, through the use of COOH-Poly (ethylene
glicol)-SH as a linker, to allow thrombin conjugation. Thrombin-conjugated HGNP
conduct fibrin polymerization, facilitating the process of generating photothermal
matrices which transduced energy of the near infrared into heat. The resulting
NIR-responsive hydrogels can function as biocompatible scaffolds for cells
capable of controlled gene expression, in vitro and in vivo, triggered by

hyperthermia in the presence of dimerizer.

Summary
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ABREVIATURAS



37 °C/5 % CO,: condiciones de incubacién de cultivos a 37 °C, 5 % de CO, y 95
% de humedad relativa

AFC: fluoréforo 7-amino-4-trifluorometilcumarina
BMP: proteinas morfogénicas dseas
CuSNP: nanoparticulas plasmaénicas de sulfuro de cobre

C3H/10T1/2 clon 8 (ATCC-CCL-226): células multipotentes embrionarias de
raton

C3H/10T1/2-BMP-2: linea celular estable derivada de células C3H/10T1/2 que
alberga en su genoma el gen Bmp2 bajo el control del circuito activable por calor
y dependiente de rapamicina

C3H/10T1/2-VEGF: linea celular estable derivada de células C3H/10T1/2 que
alberga en su genoma el gen VEGF165 bajo el control del circuito activable por
calor y dependiente de rapamicina

C3H/10T1/2-fLuc: linea celular estable derivada de células C3H/10T1/2 que
integran en su genoma el gen de luciferasa de luciérnaga bajo el control del
circuito activable por calor y dependiente de rapamicina

CLSM: microscopio de barrido laser confocal

DE: desviacion estandar

DMA: N, N-dimetilacetamida

DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium

DMEM-FBS: Dulbecco's modified eagle medium que contiene 10 % de suero
fetal bovino previamente tratado a 56 °C durante 30 min, 1 % de L-glutamina,
100 U mL™" de penicilinay 0,1 mg mL™ de estreptomicina

EDC: N-(3-Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida

EMEM: Eagle’s minimum essential medium

EMEM-FBS: Eagle’s minimum essential medium suplementado con 10 % suero
fetal bovino previamente tratado a 56 °C durante 30 min, 1 % de L-glutamina,
100 U mL™" de penicilina y 0,1 mg mL™" de estreptomicina

EthD-1: homodimero de etidio-1

Fbg-AF546: fibrindgeno humano conjugado con Alexa Fluor 546




FKBP12: FK506-binding protein 12

FRB: FKBP12-rapamycin binding domain

FRAP: FKBP12-rapamycin-associated protein

HGNP: nanoparticulas de oro huecas

HGNP-PEG-PLL: nanoparticulas de oro huecas unidas a PEG y PLL
HGNPT: nanoparticulas de oro huecas conjugadas a trombina
HSE: elemento de choque térmico

HSF: factor de transcripcion de choque térmico

HSP: proteina de choque térmico

fLuc: luciferasa de luciérnaga

mTOR: mammalian target of rapamycin diana de la rapamicina
MP-AES: espectrometria de emision atdmica de plasma por microondas
NHS: N-hidroxisuccinimida

NIR: infrarrojo cercano

NP: nanoparticulas

PLL: poli-L-lisina

qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
rBMP: proteina morfogénica humana recombinante

RT: temperatura ambiente

SEM: microscopia electronica de barrido

SPR: resonancia localizada del plasmén de superficie

TEM: microscopia electrénica de transmisién

UV-VIS-NIR: region del ultravioleta-visible-infrarrojo cercano

VEGF: factor de crecimiento vasculoendotelial humano
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Introduccion
1. REGENERACION DEL TEJIDO OSEO

El hueso es un tejido dinamico, altamente vascularizado, cuya funcién principal
es el soporte estructural del cuerpo. Ademas, el tejido éseo protege a los
organos internos, permite el movimiento y es un reservorio mineral.
Traumatismos, infecciones o tumores derivan frecuentemente en importantes
pérdidas de tejido éseo que requieren cirugias reconstructivas y/o reparadoras.
Por otro lado, la incidencia de enfermedades Gseas asociadas al envejecimiento,
que requieren de este tipo de intervenciones, esta incrementando notablemente
debido al aumento de la longevidad en nuestra poblacién. En el caso de pérdidas
de grandes volumenes de masa 6sea, el tejido no es capaz de regenerarse lo
que compromete su estructura y funcién. La magnitud de este problema se
ilustra con la elevada incidencia anual en el numero de fracturas totales en
diferentes paises pertenecientes a la Unién Europea, que en la segunda década
de este siglo oscilé entre 1200 y 1900 por cada 100.000 habitantes (Court-Brown
y col., 2014; Driessen y col., 2016). Se estima que entre un 5y 10 % de las
fracturas experimentan un retardo en su consolidacién o son incapaces de
soldar. Es por ello que el tratamiento para este tipo de defectos éseos constituye
un importante reto clinico y socioecondmico siendo la busqueda de terapias
efectivas que permitan la reconstruccion del tejido éseo un objetivo fundamental
en cirugia ortopédica y traumatologia.

Un gran numero de estrategias quirurgicas para el tratamiento de
lesiones 6seas estan basadas en el trasplante de injertos de hueso autélogo o
alogénico (Chiapasco y col.,, 2009; Aryal y col., 2014). Los injertos &éseos
autdlogos constituyen el material de eleccién, si bien existe una importante
limitacion en la cantidad de tejido disponible. Por otro lado, los injertos
alogénicos de hueso implican riesgos de bioseguridad que incluyen la
transmisién de enfermedades infecciosas (Mickiewicz y col.,, 2013). La
integracion de hueso cortical, pobremente vascularizado y con una baja carga
celular constituye un desafio en la reconstruccién de lesiones de huesos largos y
craniofaciales (Bhatt y col., 2012). Estas limitaciones han propiciado la
investigacion de nuevas estrategias terapéuticas que permitan la reconstruccion

del hueso mediante la generacion ex vivo de intermediarios tisulares que tras su
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implantacién activen los mecanismos innatos de autoreparacion del hueso. La
ingenieria tisular 6sea es un campo de estudio multidisciplinar orientado a
reparar, reemplazar, mantener o mejorar la funcion particular de un érgano o
tejido mediante el desarrollo de sustitutos biolégicos (Langer y Vacanti, 1993;
Dvir y col., 2010). Dichos sustitutos combinan células troncales con potencial
osteoformador, materiales osteoconductores o andamiajes y factores de
crecimiento osteoinductores que favorezcan la adhesion, migracién vy
proliferacion celular, garantizando una exitosa integracién en los tejidos del
hospedador ademas de facilitar su vascularizacion (Place y col., 2009; Murphy y
col., 2013; Shiekh y col., 2018). Los factores de crecimiento se definen como
proteinas biolégicamente activas, secretadas por las células, que actuan sobre
células dianas afectando funciones especificas relacionadas con su capacidad
de proliferacion y diferenciacion (Zellin y col., 1998; Park y col., 2014). Forman
parte de una vasta red de comunicaciones celulares que influye en procesos tan
criticos como la divisiébn celular, la sintesis de la matriz extracelular y la
morfogénesis (Eap y col., 2014). Muchos estudios han establecido que los
factores de crecimiento desempefian un papel vital en la consolidacion de las
fracturas dseas (Lieberman y col., 2002). Algunos de los factores de crecimiento
mas estudiados en el campo de la ingenieria tisular 6sea son la proteina
morfogenética 6sea 2 (BMP-2, del inglés bone morphogenetic protein 2) y el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés vascular endotelial
growth factor), que estan involucrados en la osteogénesis y la angiogénesis,
respectivamente (Geuze y col., 2012; Hernandez y col., 2012).

La efectividad de los protocolos de ingenieria tisular 6sea depende de su
capacidad para mimetizar el proceso natural de reparacion de fracturas, en el
que el hueso neoformado adopta la estructura, composicion y vascularizacion del
tejido al que reemplaza. Es por ello que una caracteristica deseable de los
andamiajes que componen los intermediarios tisulares es la biodegradabilidad.
Lo ideal seria que un andamiaje se fabricara con materiales de degradacion
lenta y con la suficiente resistencia para garantizar la estabilidad estructural
hasta la completa formacion de un tejido funcional. Los andamiajes se disefian

como estructuras biocompatibles y altamente porosas que guian la migracion
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celular para favorecer una profunda colonizacién celular, permitiendo la difusién
de nutrientes, oxigeno y desechos metabdlicos. Entre los materiales de soporte
mejor estudiados destacan las matrices poliméricas, que se pueden clasificar en
sintéticas y naturales. Los polimeros naturales son buenos candidatos para la
preparacion de sustitutos bioldgicos, por ser biodegradables, biocompatibles,
presentar un bajo coste de fabricacion y escasa inmunogenicidad, si bien su
comportamiento mecanico es limitado (Wubneh y col.,, 2018). Los mejor
estudiados son el colageno (Goh y Holmes, 2017), el quitosano, la fibroina de la
seda y la fibrina. El fibrinégeno, precursor de la fibrina, es una proteina soluble
del plasma. Se conforma por tres pares de cadenas de polipéptidos
denominados Aa, BB, y 2y, unidas mediante enlaces disulfuro (Weisel y Litvinov,
2017). La polimerizacion que da lugar a la fibrina se inicia mediante la accion de
la trombina. Esta serin proteasa, cuyo peso molecular es de unos 33Kd, se
genera a partir de la protrombina o factor Il en una reaccion catalizada por el
factorXa. La trombina ataca residuos de arginina-glicina de la cadena Aa y de la
cadena B del fibrindgeno, retirando fibrinopéptidos de la region central de la
molécula, y convirtiendo asi al fibrinbgeno en un mondémero de fibrina. La
liberacion de los fibrinopéptidos inicia la union de los mondémeros de fibrina
formando oligdbmeros que cuando alcanzan tamafos superiores a 0,5 um se
denominan protofibrillas. Las protofibrillas se asocian entre si, generando
ramificaciones y haciendo de la fibrina una red tridimensional (Ahmad y col.,
2015). Mediante la accion del sistema fibrinolitico, y en particular de la plasmina,
la fibrina sufre un proceso de biodegradacién (Hoppe y col., 2014), por lo que
resulta un polimero muy atractivo en ingenieria tisular. La fibrina ha logrado un
uso generalizado como adhesivo y sellador tisular en diversas aplicaciones
clinicas destinadas a reparar tejidos dafados o facilitar el cierre de las heridas
(Bao y col., 2020). Las matrices basadas en polimeros sintéticos se caracterizan
por un mejor comportamiento mecanico, pero a menudo presentan baja
biocompatibilidad, pudiendo dar lugar a problemas de toxicidad derivados de sus

productos de degradacion (Ghassemi y col., 2018).
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1.1. Proteinas BMP

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) son ligandos de la superfamilia del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-(3, del inglés transforming growth
factor-beta) (Wozney y col., 1988). Su actividad se identificé por primera vez en
el decenio de 1960 tras observar que la implantacion ectopica de matriz ésea
desmineralizada inducia la formacion de hueso (Urist y Strates, 1965). Tras su
aislamiento, las proteinas BMP se caracterizaron como potentes reguladores de
la osteogénesis y la condrogénesis (Hanamura y col., 1980). Utilizando modelos
animales de sobreexpresion y delecion genética, en los ultimos afos se ha
observado que las BMP juegan un papel crucial mucho mas alla de la formacién
y reparacién de huesos y cartilagos, desempefando importantes funciones
durante el desarrollo, por ejemplo, en la neurogénesis, (Nogami y col., 1984;
Lyons y col., 1990; Jones y col., 1991), en la funcién cardiovascular (Lowery y
col., 2010) y en la adquisicidon y progresion del fenotipo tumoral (Zhang y col,
2016).

Al igual que otros ligandos de TGF-B, los miembros de la familia BMP
sefalizan a través de dos tipos de receptores tipo serina/treonina quinasa,
denominados receptores tipo | y tipo Il. Los receptores candnicos de tipo | para
las BMP son el receptor de activina tipo IA (ActRIA/ALK-2), el receptor de BMP
tipo IA (BMPRIA/ALK-3) y el receptor de BMP tipo IB (BMPRIB/ALK-6). Respecto
a los receptores de tipo I, las BMP utilizan el receptor de BMP tipo Il (BMPR-II),
el receptor de activina tipo Il (ActR-Il) y los receptores de activina tipo |IB (ActR-
[IB) (Miyazono y col.,, 2010). La naturaleza de las interacciones con los
receptores varia entre las diferentes BMP. Por ejemplo, las proteinas BMP-6 y
BMP-7 se unen a los receptores de tipo Il antes de reclutar a los receptores de
tipo I. Por el contrario, se ha postulado que las proteinas BMP-2 y BMP-4 se
unirian en primer lugar a los receptores de tipo | o alternativamente, a complejos
de receptores de tipo /Il previamente ensamblados (Nickel y col., 2009).
Independientemente del orden de unién, tras la interaccién con el ligando los
receptores de tipo | y tipo Il forman complejos heterotetraméricos de orden
superior, en los que dos receptores de tipo Il transfosforilan los dos receptores

de tipo | asociados, activandolos (Wrana y col.,, 1994). Dicha fosforilacion
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conduce a la activaciéon de diferentes vias de sefializacion clasicamente divididas
en dos categorias: canonicas y no canodnicas. La via de sefalizacion canonica de
BMP implica a la familia de proteinas Smad (acrénimo derivado de la fusion de
los acrénimos de los genes Sma de Caenorhabditis elegans y Mad de
Drosophila) (Shi y col., 2003; Wang y col., 2014). En concreto, las proteinas
Smad reguladas por el receptor de BMP (BR-Smad), Smad1, Smad5, Smads,
son fosforiladas y activadas por los receptores BMP de tipo I. Una vez
fosforiladas, las BR-Smad se disocian de los receptores y forman complejos
oligoméricos con Smad4 en el citosol (Chen y col., 1996; Shi y col., 2003),
traslocandose al nucleo, donde actian como factores de transcripcion que
regulan la expresion de diferentes genes. Alternativamente a la via de
sefalizacién canonica dependiente de Smad, los complejos receptores activados
pueden iniciar una via no canoénica independiente de Smad que conduce a la
activacion de la proteina quinasa activada por mitégenos p38 MAPK (Martinez y
col., 2011).

La proteina BMP-2 ha sido una de la mas estudiadas de la familia de las
proteinas BMP debido a su potente capacidad de induccién de la formacion de
hueso tanto en localizaciones ectépicas como ortotdpicas (Winn y col., 1999;
Gorskaya y col., 2013). Actua como un regulador pleiotropico que rige los pasos
clave de la cascada de induccion ésea, como la quimiotaxis, la mitosis y la
diferenciacién de las células madre mesenquimales hacia el linaje osteogénico
(Jeon y col., 2008; Rivera y col., 2013). Ademas, juega un papel clave en la
proliferacion y maduracion de los condrocitos durante el desarrollo del hueso
endocondral (Sartori y col., 2015). Dado que la BMP-2 es una alternativa
prometedora a los autoinjertos para las fracturas no union, las fracturas abiertas
de la tibia, fusiones espinales y el retardo de consolidacién de fracturas (Suarez-
Gonzélez y col., 2013; Bae y col., 2013), su uso clinico, ya sea administrada sola
0 en combinacion con sustitutos 6éseos, experimentd un considerable auge
durante las dos primeras décadas de este siglo (Vukicevic y col., 2014). Con el
fin de mejorar la capacidad de osteoinduccion de los andamiajes, se han
investigado asimismo otros factores de crecimiento que participan en el proceso

natural de reparacion de fracturas. Ademas de la BMP-2, las proteinas BMP-4 y
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BMP-7 son otros miembros de la familia de las BMP con elevado potencial
osteoinductor (Wozney y col., 1988), ya que promueven la formacion de hueso
ectdpico y aceleran el proceso de osificacion intramembranosa y endocondral
(Reddi y col., 2001; Chen y col., 2004). Estos efectos derivan de la capacidad de
estas proteinas para estimular la proliferacion y quimiotaxis de células
mesenquimales, promoviendo su diferenciacién hacia el linaje condrocitico y
osteoblastico (Wang y col., 1990; Sakou, 1998). Versiones recombinantes de las
proteinas humanas BMP-2 y BMP-7 (rBMP-2 y rBMP-7) estimulan
eficientemente la regeneracion del hueso en varios modelos animales de defecto
6seo (Groeneveld y col., 2000; Einhorn, 2003), habiendo sido aprobado su uso
clinico para el tratamiento de pseudoartrosis de hueso largo (Govender y col.,
2002; Dimitriou y col., 2005) y pelvis (Giannoudis y col., 2007), fracturas de tibia
(Johnson y col., 1990) y en fusiones espinales (Vaccaro y col., 2008). Este tipo
de medicamentos manifiestan graves inconvenientes, que dificultan su progreso
como estrategia terapéutica. Se requieren altas dosis de la proteina
recombinante para asegurar su bioactividad ya que presentan vidas medias muy
cortas, no existen métodos eficientes para asegurar su biodisponibilidad a medio
y largo plazo unicamente en el sitio de la lesién ya que difunden de forma pasiva
desde el lugar de implantacion, y su coste es muy elevado (Garrison y col.,
2007). La difusién incontrolada de estas proteinas a tejidos circundantes implica
un alto riesgo de dafo colateral tras el tratamiento como puede ser la osificacion
heterotépica en fracturas de tibia (Axelrad y col., 2008) o manifestacién de
osteolisis (Helgeson y col.,, 2011). Estos inconvenientes hacen evidente la
necesidad de controlar el marco espacio-temporal de bioactividad de estos

factores de crecimiento.

2. REGULACION DE LA EXPRESION TRANSGENICA

La terapia génica se revela como una alternativa prometedora capaz de superar
las limitaciones manifestadas por los tratamientos que emplean proteinas
recombinantes para promover regeneracion osea. La terapia génica in vivo

administra directamente el transgén mientras que la terapia génica ex vivo
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administra una poblacién celular en la que se ha insertado in vitro el transgén de
interés (Wehling, 2001). A diferencia de las terapias basadas en proteinas, la
terapia geénica posibilita la produccion sostenida en el tiempo de cantidades
fisiolégicas de factores de crecimiento. Por consiguiente, puede ofrecer una
solucidon clinica mas eficiente para aquellas lesiones 6seas que se tratan
actualmente con rBMP (Kimelman y col., 2007).

La mayor parte de los estudios en que se ha explorado la sobreexpresion
de transgenes que codifican factores de crecimiento utilizan estrategias basadas
en el uso de promotores constitutivamente activos, que no permiten regular la
magnitud ni duracion de expresion del transgén, ni su localizacién especifica.
Dado que en muchas situaciones patologicas es deseable que los transgenes
terapéuticos se expresen unicamente durante el periodo de tiempo requerido
para que ejerzan un efecto optimo, silenciandose posteriormente, se han
desarrollado multiples sistemas que permiten regular la duracion de la expresién
de transgenes. La mayoria de estos sistemas estan basados en a) un factor de
transcripcién cuya actividad esta condicionada a la presencia o ausencia de un
ligando y b) un promotor que responde al factor de transcripcion activado y
controla la expresion del transgén (Vilaboa y col., 2006; Vilaboa y col., 2011). En
estos sistemas, la ventana temporal de expresién transgénica esta condicionada
por la presencia o ausencia del ligando. Ejemplos de estos circuitos son los que
responden a tetraciclina, basados en los elementos reguladores que controlan el
operon de resistencia a tetraciclina en bacterias (Hillen y Wissman, 1989) o los
que responden a antagonistas del receptor de progesterona como la mifepristona
o ulipristal (Wang y col., 1997). Otro tipo son los que utilizan transactivadores
heterodiméricos en los que el dominio de unién al ADN y el de transactivacion se
expresan de forma independiente y carecen de afinidad entre si. En presencia de
un ligando especifico del sistema, ambos mddulos dimerizan posibilitando la
formacion de un transactivador funcional con capacidad para activar el promotor
que controla la expresion del transgén terapéutico (Rivera y col., 1996). Uno de
estos sistemas, que utiliza como ligando la rapamicina, se ha explorado para
controlar la expresion de factores de crecimiento como BMP-2, mediante una

aproximacion ex vivo (Koh y col., 2006). El circuito dependiente de rapamicina
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fue introducido en el genoma de fibroblastos para controlar la expresion de BMP-
2. Los experimentos in vitro demostraron que en ausencia de ligando no se
detectaba secrecion de BMP-2 mientras que al tratar los cultivos con rapamicina
se inducia la expresién del transgén, siendo secretada BMP-2 por las células de
forma dependiente a la dosis empleada. Los subsiguientes experimentos in vivo
mostraron formacién de hueso mineralizado tras implantar intermediarios
tisulares conteniendo los fibroblastos modificados genéticamente en defectos
0seos de ratones inmunocompetentes a los que se les administré rapamicina
intraperitonealmente, cada 48 h durante 6 semanas.

De forma general, la mayoria de los vectores empleados en terapia
génica carecen de la capacidad para suministrar los transgenes de forma
exclusiva a aquellos tejidos, células u organos que requieren tratamiento
(Vilaboa y col., 2006; Vilaboa y col., 2011). Experimentos realizados hace mas
de dos décadas demostraron que incluso tras la administracion directa de un
vector adenoviral en un tejido diana, dicho vector se disemina rapidamente
ganando acceso a érganos que no son objeto del tratamiento y acumulandose
en algunos de ellos al mismo nivel que en el 6rgano en el que se habia
administrado (Bramson y col., 1997). Dependiendo de la naturaleza de los
transgenes, esta diseminacion incontrolada puede ocasionar importantes
problemas de toxicidad, por ejemplo, si codifican proteinas citotdxicas utilizadas
en terapias antitumorales o potentes factores de crecimiento con acciones
pleiotrépicas. Con el fin de paliar este problema, se ha realizado un gran
esfuerzo para desarrollar vectores con una mayor selectividad o afinidad por el
tejido diana, si bien no se ha podido identificar vehiculos totalmente especificos.
Una de las estrategias mas eficaces para evitar efectos secundarios derivados
de una diseminacion incontrolada de los vectores contempla el control
transcripcional de la expresion transgénica unicamente en las células o tejidos
necesitados de terapia (Robson y col., 2003; Vilaboa y col., 2006; Vilaboa y col.,
2011). Asi, se ha explorado el uso de promotores especificos de tipo celular o
tejido (Beck y col., 2004; Melo y col., 2004; Li y col., 2006; Messina y col., 2007;
Chen y col.,, 2012; Yu y col.,, 2013). Sin embargo, estas aproximaciones

presentan importantes limitaciones derivadas de la ausencia de total
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especificidad de los promotores, de la dificultad para modular el nivel de
activacion del promotor y de la necesidad de usar diferentes promotores para
cada organo o tejido diana. Como alternativa, se ha explorado el uso de
promotores que responden a estimulos fisicos, por ejemplo, radiacion ionizante,
luz o elevacion de temperatura. Estos promotores pueden ser localmente
activados en, virtualmente, cualquier tejido y presentan la ventaja de poder ser
controlados de forma no invasiva en el 6rgano diana (Vilaboa y col., 2006;
Vilaboa y col., 2011). Debido a su toxicidad, las estrategias que emplean
radiaciones ionizantes quedan restringidas al ambito de la terapia antitumoral.
Como ejemplo, el promotor del gen EGR1 se ha empleado en combinacién con
radioterapia para sobreexpresar el factor de necrosis tumoral en diferentes
tumores solidos (Weichselbaum y Kufe, 2009; Chang y col., 2012; Hecht y col.,
2012). En cuanto a los sistemas que utilizan luz, se han generado circuitos
activables por luz visible azul (Ye y col., 2011; Wang y col., 2012; Polstein y col.,
2012; Konermann y col., 2013), roja (Muller y col., 2013) y ultravioleta-B (Miller y
col., 2013b) que inducen los transgenes tras la iluminacion de la zona de interés.
La mayoria de estos sistemas utilizan componentes no humanizados y a menudo
requieren la administraciéon de cromoéforos exdgenos (Shimizu-Sato y col., 2002;
Muller y col., 2013), pudiendo derivar en problemas de inmunogenicidad o
toxicidad. Su mayor limitacion proviene de la baja penetracion de luz. Incluso
cuando la iluminacién en tejidos profundos se consigue implantando una fibra
Optica, la expresion transgénica se reduce a unos pocos milimetros desde la
fuente é6ptica (Wang y col., 2012).

Los sistemas que se inducen mediante un incremento de temperatura
emplean promotores de genes de estrés o de choque térmico (HSP, del inglés
heat shock protein). Los genes HSP codifican la familia de proteinas Hsps, que
se acumulan transitoriamente en respuesta a agentes que inducen
desnaturalizacion proteica, siendo la elevacion de temperatura el estimulo mejor
estudiado (Voellmy y col., 1985). Esto promotores contienen elementos de
choque térmico (HSE, del inglés heat shock element) caracterizados por tres o
mas repeticiones de la secuencia pentamérica 5-nGAAN-3', reconocidas por los

factores de transcripcion de choque térmico (HSF, del inglés heat shock factor)
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que actuan como activadores transcripcionales (Schiller y col., 1988). En células
de mamiferos se expresan varios tipos de HSF, siendo HSF1 el que ejerce un
papel dominante durante el proceso de estrés celular. En células deficientes en
HSF1, no se observa la induccion por calor de la expresion de los genes HSP
(McMillan y col., 1998). En condiciones fisiolégicas HSF1 se encuentra como
monomero en el citoplasma, formando complejos con diferentes chaperonas y
co-chaperonas que le mantienen en un estado inactivo (Voellmy y col., 2004). La
exposicion a estrés libera HSF1 del complejo represor, induciendo su
homotrimerizacion y translocacion al niucleo donde se une a los HSE presentes
en los promotores de genes HSP, adquiere capacidad transcripcional e induce la
expresion de genes HSP. La magnitud de la activacion de estos promotores es
proporcional a la intensidad del estimulo inductor. En lo que se refiere al estimulo
térmico, su intensidad es funcién tanto del incremento de temperatura como del
tiempo de exposicion. Cuando el estimulo térmico se atenua, HSF1 se transloca
de nuevo al citoplasma mediante un proceso no totalmente dilucidado (Neef y
col., 2011), inactivdandose los promotores de los genes HSP. Uno de los
promotores mas inducibles es el del pseudogen humano HSP70B (HSPA7) que
presenta una actividad basal a 37 °C muy reducida y se induce cientos de veces
tras estimulacion térmica (Voellmy y col., 1985). Desde la década de los 90 se ha
explorado la posibilidad de utilizar este promotor para el control espacial de la
expresion de una gran variedad de transgenes (Vilaboa y Voellmy, 2006; Vilaboa
y col.,, 2011). Los métodos para administrar calor oscilan desde los mas
sencillos, basados en el contacto con superficies o liquidos a determinadas
temperaturas, hasta los mas complejos que utilizan microondas (Fujita y col.,
2012), radiacion infrarroja (Deguchi y col., 2009) y ultrasonidos (Guilhon y col.,
2003; Deckers y col., 2009) y permiten administrar el calor de forma no invasiva
y, en determinados casos, de forma focalizada en el 6rgano o tejido diana.

Tanto las cinéticas de activacion de los promotores HSP como las de
su posterior desactivacion estan definidas por mecanismos enddgenos de
regulacion y, por tanto, su actividad puede no ajustarse al perfil de expresion
temporal que requiera la terapia. Asi, la activacion de los promotores de genes

HSP es reversible, silenciandose horas después del tratamiento térmico
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activador, lo que limita su utilidad cuando se requiera inducir un transgén durante
un periodo de tiempo prolongado. Un problema mas importante lo constituye la
eventual activacion no planificada del promotor a consecuencia de un aumento
en la temperatura corporal asociada a procesos febriles, ejercicio extenuante o a
la administracién de determinados farmacos, lo que resultaria en la expresion no
intencionada del transgén (Locke y col., 1995; Venkataseshan y Marquet, 1996;
Salminen y col.,, 1997; Moseley, 1998; Shastry y col., 2002). Con el fin de
solventar ambos problemas, nuestro grupo desarrolld circuitos génicos basados
en el promotor HSP70B y un transactivador regulable por ligando. Estos
sistemas proporcionan un grado de control superior sobre la actividad
transgénica que aquellos que Unicamente emplean un promotor inducible HSP
(Fig. 1) (Vilaboa y col., 2005; Martin-Saavedra y col., 2013).
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Figura 1. Circuito de genes activado por calor y dependiente de ligandos. El circuito se
compone de un transactivador controlado por un promotor hibrido que contiene componentes del
promotor HSP70B y de un promotor trp (del inglés, transactivator-responsive promoter) que se
regula por el transactivador activado. La expresion del transgén de interés esta controlada por un
promotor frp. Tras un incremento de temperatura el transactivador se expresa y, en presencia del
ligando especifico del sistema, adquiere capacidad transcripcional activando tanto el promotor
hibrido que regula su propia expresion como el promotor que regula la expresion del transgén de
interés. La flecha gruesa en negrita indica la degradacién del transactivador. eHSF1: HSF1
endogeno. Adaptado de Vilaboa y Voellmy (2015).

El primer componente de estos circuitos esta formado por un promotor
hibrido que combina secuencias del promotor del gen HSP70B y secuencias de

reconocimiento de un transactivador regulable por ligando. El estimulo térmico

17



Introduccioén

18

induce la actividad del promotor hibrido, incrementando la expresién del
transactivador controlado por dicho promotor. En presencia del ligando
especifico del sistema, el transactivador adquiere capacidad transcripcional,
activando tanto al promotor que controla la expresion del transgén de interés
como al promotor hibrido que dirige su propia expresion. Este sistema de
retroalimentaciéon positiva asegura que la expresion transgénica, una vez
inducida, se mantenga en tanto en cuanto el ligando esté presente,
inactivandose al interrumpir el suministro del ligando al sistema bioldgico. Por
otro lado, el hecho de que el promotor hibrido emplee secuencias del promotor
HSP70B implica que la magnitud de la expresion transgénica pueda modularse
en virtud de la intensidad del tratamiento térmico (Vilaboa y col., 2005; Martin-
Saavedra y col., 2013). El disefio de este tipo de circuitos evita los problemas de
induccién transitoria y no planificada de la expresion transgénica, inherentes al
empleo de promotores HSP. Un primer circuito utilizaba transactivadores
activables por antagonistas del receptor de progesterona como la mifepristona o
ulipristal para regular la expresion transgénica (Vilaboa y col., 2005; Vilaboa y
col.,, 2011; Voellmy y col., 2015; Vilaboa y col., 2015; Voellmy y col., 2020).
Posteriormente se generdé un segundo circuito que utiliza transactivadores
dependientes del dimerizador rapamicina (Martin-Saavedra y col., 2009; Martin-
Saavedra y col., 2013) (Fig. 2).

El transactivador de este sistema esta formado por dos moédulos. El
primer médulo integra 3 copias en tandem de la proteina de unién a la
inmunofilina FKBP12, (del inglés, FK506-binding protein 12) fusionadas a la
proteina ZFHD1, que contiene dominios de dedo de cinc y de unién a sitios de
reconocimiento en el ADN que presentan la secuencia TAATTANGGGNG
(Pomerantz y col., 1995). El segundo médulo incluye FRB, un dominio de 100
residuos de la proteina FRAP (del inglés, FKBP rapamycin-associated protein)
humana, con capacidad de unidon al complejo rapamicina-FKBP12. En este
segundo modulo, FRB esta fusionado a una combinaciéon de dominios de
activacion transcripcional de los factores p65 y de HSF1 (Pollock y col., 2000).
En este sistema, los componentes esenciales que constituyen el factor de

transcripcién, es decir, el dominio de uniéon al ADN y el dominio de activacion
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transcripcional se distribuyen en dos modulos que carecen de afinidad alguna y
que integran FKBP12 y secuencias de reconocimiento del complejo FKBP12-
rapamicina, respectivamente. Unicamente en presencia de rapamicina los dos
modulos dimerizan, generando un factor de transcripcion funcional. En este tipo
de circuito la expresion de los dos moddulos que integran el factor de
transcripcién se mantiene mediante los sitios de unién de ZFHD1 presentes en el
promotor hibrido HSP70B/Z12 mientras que la expresién del transgén de interés
esta controlada por los sitios de unién de ZFHD1 fusionados al promotor minimo
de IL-2.
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Figura 2. Esquema del circuito génico activado por calor y dependiente de rapamicina para
controlar la expresion del transgén de interés. El primer componente del circuito genético esta
formado por un promotor hibrido HSP70B/Z12, que combina un promotor HSP70B y 12 elementos
de reconocimiento de la proteina de fusion ZFHD1 (Z12), y conduce la expresion de un gen
bicistronico que codifica los dos moédulos de un transactivador regulado por rapamicina. Un modulo
contiene 3 copias en tdndem de FKBP12, y la proteina de fusion ZFHD1 que contiene dos
dominios de dedo de zinc del factor de transcripcién humano Zif268 unidos a un homeodominio
derivado del factor de transcripcion humano Oct-1. Un segundo moddulo contiene FRB, un
fragmento de 100 aminoacidos de FRAP (del inglés, FKBP rapamycin-associated protein) humana,
con capacidad de unién al complejo FKBP12-rapamicina, asi como dominios de activacion
transcripcional de los genes RELA (p65) y HSF1. El segundo componente del circuito génico esta
compuesto por 12 elementos de reconocimiento de ZFHD1 fusionados a un promotor minimo de
interleuquina 2 (Z12/IL2) que responden al transactivador activado por rapamicina para dirigir la
expresion de un transgén de interés. El promotor hibrido HSP70B/Z12 responde tanto al HSF1
enddégeno activado por calor como al transactivador activado por rapamicina. p65: factor de
transcripcion p65, HSF1: factor de transcripcion de factor de choque térmico 1, eHSF 1: HSF1
enddégeno. AD: dominio de activaciéon. DBD: dominio de unién del ADN. IRES: sitio de entrada al
ribosoma interno. Adaptado de Vilaboa y Voellmy (2015).
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Para determinar in vitro la funcionalidad de este sistema de expresion, se
generd mediante transfeccion estable la linea celular C3H/10T1/2-fLuc, derivada
de células multipotentes embrionarias de ratén C3H/10T1/2. Las células
C3H/10T1/2-fLuc integran en su genoma un gen reportero de luciferasa (fLuc)
bajo el control del circuito activable por calor y dependiente de rapamicina. No se
observé actividad fLuc en células cultivadas a 37 °C, ni en ausencia ni presencia
de rapamicina, ni tampoco cuando las células se sometieron a choque térmico
en ausencia del dimerizador. Sin embargo, un tratamiento a 45 °C durante 30
min en presencia de rapamicina dio lugar a un fuerte incremento de la actividad
luciferasa. Se observo que el grado de induccién de la expresion transgénica era
dependiente de la intensidad del estimulo térmico y de la concentracion del
dimerizador (Martin-Saavedra y col., 2013). Subsiguientes experimentos in vivo
empleando estas mismas células que fueron implantadas subcutaneamente en
ratones C3H/HeNRj indicaron que el sistema podia ser inducido en la zona de
implantacién mediante aplicacion local de calor exclusivamente en aquellos
animales tratados con rapamicina, pero no en aquellos a los que se administro
vehiculo, ni tampoco en aquellos que no fueron sometidos a tratamiento térmico,
pero recibieron dimerizador. Con el fin de evaluar si el sistema podia ser eficaz
para controlar la induccién de un factor de crecimiento, se generaron de forma
similar células C3H/10T1/2-VEGF derivadas de C3H/10T1/2, que albergaban en
su genoma el gen VEGF165 bajo el control del circuito activable por calor y
dependiente de rapamicina. Las células se implantaron subcutaneamente en
ratones C3H/HeNRj que fueron tratados con rapamicina y sometidos a
tratamiento térmico local a 44,5 °C durante 25 min, observandose al cabo de 3 y
7 dias una fuerte respuesta angiogénica en la zona implantada, atribuible a la
produccion de VEGF (Martin-Saavedra y col., 2013). Esta respuesta angiogénica
no pudo ser objetivada en animales que no recibieron rapamicina, ni en los que
la recibieron en ausencia de tratamiento térmico.

La rapamicina es un agente inmunosupresor comercializado con el
nombre de Rapamune, que interactia con la inmunofilina FKBP12. El complejo
rapamicina-FKBP12 se asocia especificamente al dominio FRB de la proteina

mTOR (del inglés, mammalian target of rapamycin) (Liang y col., 1999;
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Banaszynski y col., 2005). mTOR es una proteina quinasa que participa en
procesos de supervivencia y proliferacion celular (Abraham, 1998; Lee y col.,
2007). La interaccion del complejo rapamicina-FKBP12 con mTOR inhibe
diferentes rutas de sefalizacion efectoras dependientes de mTOR (Sarbassov y
col., 2005). Dado que la rapamicina inhibe la proliferaciéon de células T,
induciendo inmunosupresion, se aprobd inicialmente por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos en el ano 1999 para el
tratamiento preventivo del rechazo agudo, en combinacion con esteroides y
ciclosporina. Un afio mas tarde, el farmaco fue aprobado por la Agencia Europea
de Medicamentos como una alternativa a los antagonistas de la calcineurina en
la terapia a largo plazo para evitar el rechazo de trasplantes. A nivel
experimental, ha demostrado efectos protectores contra la prevencion del
envejecimiento, inhibicién del crecimiento de tumores, regulacion del crecimiento
de las células endoteliales, e inhibicién de la diferenciacion adipogénica de
células madre mesenquimales derivadas de la médula o6sea, entre otros
(Chanika y col., 2009). La rapamicina también juega un papel importante en la
homeostasis 6sea a través de S6K1, efector de mTOR que regula la
condrogénesis. La inhibicibn de mTOR por la rapamicina aumenta la expresion
de NF-kB (del inglés, nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells),
que juega un papel importante en la diferenciacién de osteoclastos mientras que
en otros tipos celulares presentes en el estroma 6seo modula la expresion de
RANKL (del inglés, receptor activator for nuclear factor k B ligand), M-CSF (del
inglés, macrophage colony-stimulating factor) y del factor de necrosis tumoral a
(TNFa), resultando en efectos que oscilan desde la inhibicion hasta la
estimulacion de la formacién osea (Singha y col., 2008; Lee y col., 2010; Yeh y
col., 2013; Chen y col., 2018).

Los circuitos génicos que emplean como ligando la rapamicina generan
cierto recelo, derivado de las propiedades inmunosupresoras del dimerizador.
Por ello, se ha realizado un importante esfuerzo para identificar derivados de la
rapamicina, denominados rapalogos, que han reducido sustancialmente la
actividad inmunosupresora de la molécula original, a la vez que retienen la

capacidad de heterodimerizacion del transactivador quimérico (Indraccolo y col.,

21



Introduccioén

22

2006). La activacion de los circuitos dependientes de rapamicina utilizando estos
rapalogos requiere que el dominio FRB del transactivador presente una
sustitucion de Thr por Leu en la posicion 2098 (Pollock y col., 2002; Toniatti y
col., 2004). Ensayos de nuestro grupo de investigacion indicaron que la actividad
transgénica controlada por el circuito activable por calor y dependiente de
rapamicina se inducia tanto in vitro como in vivo cuando se utilizaba rapamicina
o el rapalogo AP21967. Se obtuvieron resultados similares en cuanto al grado de
actividad transgénica alcanzada, si bien la potencia del rapalogo como agente
inductor fue aproximadamente unas cinco veces menor que la de la rapamicina
(Martin-Saavedra y col., 2013).

3. TECNOLOGIA LASER y NANOPARTICULAS METALICAS

El Iaser (del inglés, light amplification by stimulated emission of radiation) utiliza
un efecto de la mecanica cuantica, la emision inducida o estimulada, para
generar un haz de luz monocromatico y coherente tanto espacial como
temporalmente. La coherencia espacial se relaciona con el mantenimiento de la
direccionalidad del haz y la coherencia temporal proviene de su naturaleza de
radiacion monocromatica que presenta la misma fase, frecuencia y amplitud. Los
fundamentos tedricos del laser fueron descritos por primera vez por Einstein en
1917, y mas tarde por Townes, Gennadiyevich y Mikhailovich en el decenio de
1950, a quienes se les concedié colectivamente el Premio Nobel de Fisica en
1964 por su labor fundamental en la fisica cuantica. En 1960 Theodore Maimen
desarrollé el primer laser funcional en los Laboratorios Bell, un dispositivo
basado en rubi capaz de generar una radiacion electromagnética relativamente
uniforme en cuanto a longitud de onda, fase y polarizacién (Maiman, 1960).

El hecho de que el laser sea una tecnologia tan atractiva se debe a su
capacidad para generar un haz de fotones con una sola longitud de onda,
colimado, coherente y de alta energia (Franck y col., 2016). Las particularidades
de la radiacion laser han sido explotadas para su uso en diferentes aplicaciones
biomédicas, dependiendo de su alta o baja intensidad, en cirugia o cicatrizacion

de heridas respectivamente (Migliario y col., 2018). La mayoria de los laseres
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que se utilizan en medicina generan luz dentro del rango visible, del infrarrojo
cercano (NIR, del inglés near infrared) (750-1350 nm), del infrarrojo medio (1,4-3
pgm), del infrarrojo (>3 um) y, mas raramente, del rango ultravioleta (200-400 nm)
(Allemann y Kaufman, 2011). Tras su interaccion con los tejidos, la luz laser
experimenta fendmenos de reflexién, transmisién y absorcion, que no son
excluyentes (Reinisch, 1996). La reflexién impide que cierta proporcién de luz
pueda penetrar en el tejido, mientras que la transmision implica que la luz lo
atraviese y, sin ser absorbida o dispersada, acceda al tejido adyacente. La
reflexion y la transmisién no tienen efectos adversos sobre los tejidos bioldgicos
siendo la absorcion el principal causante de dafio térmico. Ademas, el haz de luz
gue penetra en el tejido puede dispersarse en multiples direcciones, debido a la
interaccion con tejidos que presentan una arquitectura heterogénea, lo que
implica la irradiacion de zonas mas amplias. La absorcidn conlleva la conversién
de la energia del haz laser en calor cuando los fotones de luz son captados por
cromoforos presentes en los tejidos (Carroll y Humphreys, 2006). Los tres
cromoforos mas abundantes y mejor estudiados son la melanina, que absorbe
radiacion ultravioleta (UV), la hemoglobina, que absorbe la radiacién visible, y el
agua, que absorbe radiacion infrarroja. Cada uno de estos cromaoforos presenta
Su propio espectro y maximos de absorcion (Allemann y Kaufman, 2011).

La energia NIR se clasifica en NIR-I (750-1000 nm) y NIR-Il (1000-1350
nm). La absorcion de la energia NIR por parte del agua aumenta
logaritmicamente a medida que aumenta su longitud de onda. Asi, las longitudes
de onda superiores a 900 nm disminuyen notablemente su capacidad de
penetracién en los tejidos, que ademas experimentan un acusado calentamiento
debido a la absorcion de la energia por parte del agua (Salehpour y col., 2019).
Dado que es absorbida de forma minima por el agua, la energia comprendida en
la bioventana NIR-I penetra a mayor profundidad y se caracteriza por su mayor
seguridad (Dariva y col., 2019). Por ello, esta region del espectro se conoce
como ventana del agua o ventana terapéutica y se caracteriza por presentar
menor dispersion que la observada en las regiones del visible o UV (Sakudo,
2016). La luz NIR | es capaz de alcanzar profundidades de hasta 10 cm en

pecho, 7 cm en musculo y 4 cm en craneo o cerebro (Weissleder, 2001).
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El calor que se genera tras incidir la energia luminica en determinados
materiales metalicos es un efecto bien conocido. Para los metales en bloque,
este fendmeno es independiente tanto de la longitud de onda incidente como de
la forma del material. La reduccion de su tamafio a la escala submicrométrica
resulta en modificaciones de sus propiedades termodinamicas, quimicas,
mecanicas, electronicas, electromagnéticas o espectroscopicas. Como
consecuencia, las nanoparticulas (NP) metalicas experimentan aumentos de
temperatura dependientes de la longitud de onda incidente (Abu-Salah y col.,
2010; Jaque y col., 2014). El oro presenta propiedades atractivas como material
en bloque, que se conservan en la escala nanométrica: es un material bioinerte,
posee alta conductividad eléctrica, resistencia a la corrosion y a la oxidacién. En
cuanto a su interaccién con la luz, el oro nanométrico experimenta una fuerte
absorcién de luz con determinadas longitudes de onda. Dicha absorcién esta
condicionada en gran medida por la morfologia de la NP y la constante
dieléctrica del medio (Cobley y col., 2011), pudiendo convertir la energia luminica
absorbida en calor que se disipa y aumenta la temperatura del entorno (Ahmad y
col., 2012). Este fendmeno, denominado resonancia de plasmén de superficie
(SPR, del inglés surface plasmon resonance), se basa en las oscilaciones
resonantes de los electrones libres que se producen en presencia de luz con
longitudes de onda especificas. Tras ser excitados, los electrones de diferentes
niveles atémicos regresan al estado basal liberando energia térmica. La SPR
tipica para nanoesferas de oro se localiza aproximadamente a una longitud de
onda de 520 nm, pero puede ser desplazada a la regién NIR mediante la
modificacion del tamano y forma de las NP (Norouzi y col., 2018). Entre las
nanoestructuras de oro capaces de desplazar su SPR hacia la region NIR se
incluyen las NP conocidas como nanorods, nanoshells, y nanocages. Estos tipos
de NP de oro se obtienen a través de protocolos de sintesis relativamente
simples, siendo posible generar particulas con propiedades uniformes en un
amplio rango de tamafos. La facilidad de funcionalizacion de este tipo de
nanomateriales ha posibilitado que su uso se haya explorado en multiples
aplicaciones bionanotecnoldgicas (Yeh y col., 2012). Las HGNP (del inglés,

hollow gold nanoparticles) son NP de oro huecas. Presentan una cubierta de oro
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delgada con el interior desprovisto de material. Se caracterizan por exhibir un
maximo de absorcion intenso en la regiéon NIR, que viene determinado por la
relacién entre el diametro y el espesor de la cubierta metalica y por la
uniformidad de su tamafio (Schwartzberg y col., 2006). Las HGNP ofrecen varias
ventajas sobre las NP macizas, como una mayor eficiencia de absorcion de luz
en la region NIR por unidad de masa, lo que redunda en una reduccién de la
cantidad y del material necesario para su sintesis y, por tanto, del coste
(Preciado-Flores y col., 2011). Ademas, el espacio hueco que poseen permite
introducir farmacos y otras moléculas en su interior (Kumar y col., 2005; You y
col.,, 2012). Tras irradiacién con laseres que emiten en la region NIR del
espectro, las HGNP han demostrado ser agentes fototérmicos eficientes tanto in
vitro (Cebrian y col., 2013; Liu y col., 2014; Martin-Saavedra y col., 2017) como
in vivo (Martin-Saavedra y col., 2014; Park y col., 2015; Wang y col., 2015;
Sanchez-Casanova y col., 2020).

Existe cierta controversia en cuanto a la biocompatibilidad de las NP de
oro. Al igual que ocurre con otros tipos de materiales, las caracteristicas
fisicoquimicas especificas de las distintas nanoestructuras sintetizadas, asi como
la variedad de metodologias y modelos empleados para determinar su toxicidad,
dificultan la comparacién directa de resultados (You y col., 2014). El tamafio de
las NP condiciona decisivamente su distribucién por el organismo, siendo mayor
su dispersion en el mismo cuanto mas pequenfa es la nanoestructura (De Jong y
col., 2008). En general, las NP con tamafo superior a 8 nm no se excretan por la
orina dado que no es posible su filtracién glomerular (Longmire y col., 2008),
siendo el sistema hepatobiliar la ruta primaria de excrecién de las NP que no se
eliminan por via renal. En general, las NP circulantes pueden ser captadas por
hepatocitos que las eliminan por via biliar si son metabolizables, y por células de
Kupffer, que son parte del sistema reticulo endotelial y cuya capacidad de
eliminacion también depende de procesos intracelulares. Por tanto, aquellas NP
no susceptibles de degradacion permanecen en las células siendo retenidas en
el organismo (Chen y col., 2009). You y colaboradores (2014) no detectaron
toxicidad en ratones CD-1 a los que se administraron por via intravenosa (1.V.)

10 dosis de 12,5 mg kg”' de HGNP pegiladas, distribuidas a lo largo de dos
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semanas. La cuantificacion del oro depositado en higado, bazo y rifién a lo largo
del tiempo indicé una eliminacion gradual pero lenta de las NP, cuya
desaparicion total necesita periodos superiores al tiempo de observacion de tres
meses. Guo y colaboradores (2013) observaron que un mes después de la
administracion I.V. de 20 mg kg”' de HGNP pegiladas a ratones BALB/c, éstas
aun se detectaban en la sangre mientras que tres meses después, el 70 % del

oro inyectado permanecia en el higado.

4. CONTROL DE LA EXPRESION TRANSGENICA MEDIANTE HIPERTERMIA
INDUCIDA POR NIR

La hipertermia se ha explorado como terapia adyuvante en el tratamiento del
cancer desde los afios 70. Los tratamientos basados en hipertermia persiguen
exponer el tejido tumoral a un calentamiento que lo destruya, fendémeno
denominado “ablaciéon térmica”. Temperaturas superiores a 46 °C ya
desencadenan un dafo celular irreversible, generando necrosis en un alto
porcentaje de células tras tiempos de exposicién tan cortos como 10 min.
Temperaturas entre 46 y 52 °C reducen el tiempo de exposicion necesario para
provocar la muerte celular, pero provocan trombosis microvascular, isquemia e
hipoxia, comprometiendo seriamente la viabilidad de los tejidos circundantes a la
zona de exposicion. Temperaturas superiores a 60 °C provocan muerte celular
instantdnea mediante una desnaturalizacion rapida de las proteinas y la
desestabilizacion de membranas lipidicas. En el rango de temperatura
comprendido entre los 41 y 45 °C, la hipertermia puede ser empleada para
aumentar la susceptibilidad de células tumorales a otros tratamientos, fenémeno
que se denomina “sensibilizacion térmica”. El aumento moderado de temperatura
en los tejidos provoca cambios en la permeabilidad vascular, aumentando el flujo
sanguineo y potenciando la accién de agentes quimioterapeuticos (Hurwitz,
2010; Beik y col., 2016). Al deprimir la actividad metabdlica de las células
tumorales, el calor incrementa la oxigenacion global del tejido tumoral,
convirtiendo a la hipertermia en un potente radiosensibilizador (Griffin y col.,
2010). Los resultados de varios ensayos clinicos muestran que, en comparacion

con pacientes que solo recibieron radioterapia o quimioterapia, el tratamiento
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adyuvante con hipertermia incrementd la supervivencia general de pacientes
afectados por diferentes tipos de tumores sélidos, como el cancer de mama, el
melanoma, el sarcoma y el cancer cervical localmente avanzado (Hurwitz, 2010;
Moros y col., 2010; Issels y col., 2010). Las microondas, los ultrasonidos, la
radiofrecuencia y el laser NIR son tecnologias que se han explorado para

generar hipertermia de forma no invasiva.

La luz emitida por los laser NIR, en virtud de su penetrabilidad y alta
capacidad de focalizacion, esta siendo activamente explorada en el desarrollo de
diferentes aplicaciones biomédicas en combinaciéon con agentes fototérmicos
(Wang y col., 2015; Norouzi y col., 2018). Los materiales que absorben energia
en el infrarrojo cercano son candidatos para ser empleados no sélo en
diagnéstico, sino también en terapias fototérmicas y fotodinamicas, asi como en
sistemas de administracion de medicamentos. Existe una gran cantidad de
nanomateriales, incluyendo varios basados en oro, que han sido propuestos
como agentes fototérmicos antitumorales (Cebrian y col., 2013; Liu y col., 2014;
Park y col.,, 2015). Una de las principales limitaciones de esta aproximacion
terapéutica es la dificultad que experimenta la energia NIR para alcanzar
tumores muy profundos (Li y col., 2015). Este problema ha sido eludido mediante
el empleo de sondas capaces de conducir hasta zonas profundas fibras 6pticas
emisoras de energia NIR. Se trata de un procedimiento minimamente invasivo
denominado terapia laser intersticial, cuya efectividad ha sido validada en un

ensayo clinico de ablacién térmica de tumor de prostata (Stern y col., 2016).

En los dultimos afios se han desarrollado sistemas que conjugan
diferentes farmacos a multiples tipos de NP para prolongar su vida media y
mejorar su biodistribucién, ademas de posibilitar vias de administracion
alternativas. Se han propuesto sistemas de liberacion de medicamentos basados
en los efectos fototérmicos y fotodinamicos de nanomateriales sensibles a la luz
NIR. Estos sistemas desencadenan una liberacién controlada de farmacos
(Dariva y col., 2019), persiguiendo liberar la mayor cantidad posible del agente

terapéutico en el 6érgano o tejido diana y minimizando su acceso y acumulacién
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en localizaciones inespecificas. Esta estrategia es especialmente importante
cuando se precisa evitar los importantes efectos secundarios derivados de la
administracion sistémica de quimioterapia (Park, 2007). Ademas, los materiales
que absorben luz NIR se han explorado en aplicaciones en las que se persigue
generar un incremento de temperatura suficiente para estimular promotores de
genes HSP con el fin de controlar la expresion de diferentes transgenes. Asi, se
han desarrollado nanotransductores como nanohorns de carbono (Miyako y col.,
2012), nanoparticulas plasménicas de sulfuro de cobre (CuSNP) (Martin-
Saavedra y col., 2018) o HGNP (Cebrian y col., 2013) que tras irradiacion NIR
son capaces de activar la expresion de transgenes controlados por el promotor
HSP70B tanto in vitro como in vivo (Miyako y col., 2012; Cebrian y col., 2013;
Martin-Saavedra y col., 2014; Martin-Saavedra y col., 2018).

Estudios realizados en nuestro grupo de investigacion indican que es
posible estimular la expresiéon transgénica tras irradiar hidrogeles de fibrina
implantados en ratones C3H/HeNRj con un laser NIR que emite a 808 nm.
Dichos hidrogeles se conforman facilmente in situ implantando subcutaneamente
una mezcla que contiene fibrindgeno, trombina, nanoparticulas fototermicas y
células que incorporan el transgén fLuc bajo el control del sistema activable por
calor y dependiente del ligando rapamicina (Martin-Saavedra y col., 2014;
Martin-Saavedra y col.,, 2018). En estos experimentos, los ratones fueron
tratados con rapamicina y, a continuacioén, la zona implantada fue irradiada
durante 10-15 min con un laser NIR emitiendo en régimen continuo, empleando
una potencia de 17 mW/mm?. Este tratamiento incrementé la temperatura en la
superficie corporal irradiada hasta valores de 44-45°C, lo que indica que la luz
aplicada es capaz de atravesar la piel del animal e incidir sobre las
nanoparticulas que alberga el implante. Los ensayos de bioluminiscencia
revelaron que es posible inducir a demanda la expresion del transgén
exclusivamente en la zona de irradiacién de la luz NIR en aquellos animales que
habian sido tratados con el dimerizador. Ademas, observamos que la expresion

transgénica disminuye al interrumpir la administracion de rapamicina pero podia
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ser reestimulada tras readministrar el ligando e irradiar con luz NIR (Martin-
Saavedra y col., 2014).

De forma similar, se ha podido regular la produccion del factor de
crecimiento transgénico VEGF (Martin-Saavedra y col.,, 2014). Es importante
destacar que las condiciones experimentales empleadas en este modelo
experimental no causaron dafio en la piel o el musculo que rodea el implante. La
irradiacion laser no estimuld la expresion transgénica en aquellos grupos control
que fueron implantados con hidrogeles que carecian de nanoparticulas
fototérmicas, a pesar de que se detectd un incremento de la temperatura de la
superficie corporal iluminada que en algunos experimentos alcanzé los 40°C.
Esta observacion confirma que los tejidos biolégicos no son totalmente
transparentes a la luz NIR, sino que cierta proporcion de energia absorbida se
disipa en forma de calor debido a la presencia de croméforos, por ejemplo,
oxihemoglobina, hemoglobina reducida o melanina, con capacidad de absorcion

a 808 nm (Jacque y col., 2013).
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Objetivos

En base a los antecedentes expuestos, los objetivos propuestos para el
desarrollo de este trabajo fueron los siguientes:

1. Generar hidrogeles de fibrina fototérmicos que incluyen nanoparticulas
plasmoénicas de oro y células que secretan BMP-2 transgénica tras
activacion mediante irradiacion NIR en presencia de los agentes
dimerizadores rapamicina o rapalogo AP21967.

2. Evaluar in vitro el potencial bioactivo de la BMP-2 transgénica secretada
por hidrogeles fototérmicos.

3. Evaluar la regeneracion o6sea inducida por la BMP-2 secretada por
hidrogeles fototérmicos implantados en un defecto de tamafio de critico
generado en calvaria de raton.

4. Generar nanoparticulas plasmonicas de oro conjugadas a trombina y
caracterizar el nanomaterial resultante.

5. Preparar y caracterizar hidrogeles de fibrina fototérmicos empleando
nanoparticulas plasménicas de oro conjugadas a trombina.
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Materiales y Métodos

1. NIR-NP

Las NIR-NP utilizadas en este trabajo han sido generadas y caracterizadas por el
Grupo de Peliculas y Particulas Nanoporosas del Instituto de Nanociencia de
Aragén (NFP-INA) en Zaragoza, Espafa. Todos los productos quimicos
empleados para la sintesis de HGNP se adquirieron en Merck y se utilizaron

siguiendo las recomendaciones del proveedor.

1.1 Preparacion y caracterizacion de HGNP

La sintesis de HGNP se llevé a cabo siguiendo protocolos descritos previamente
(Schwartzberg y col., 2006; Preciado-Flores y col., 2011; Ortiz de Solérzano y
col., 2016), con algunas modificaciones. En primer lugar, se dispusieron en un
matraz de fondo redondo 0,8 mL de cloruro de cobalto hexahidratado 0,4 M, 3,2
mL de citrato de sodio tribasico dihidratado 0,1 M y 400 mL de agua Milli-Q. La
solucién se desgasificO mediante inyeccion de argén durante 45 min
afadiéndose a continuacién, bajo agitacion empleando un agitador magnético, 4
mL de una solucién de polivinilpirrolidona (55 kDa) al 1 % y 900 uL de
borohidruro de sodio 0,1 M. La solucion viré de rosa palido a marrén oscuro en
pocos segundos, indicando la formacion de NP de cobalto. Con el fin de
completar la hidrdlisis del borohidruro de sodio, la dispersién de NP se mantuvo
bajo agitacion magnética e inyeccion de argon durante otros 15 min. Finalmente,
a 380 mL de la dispersidn de NP se afiadieron, bajo agitacion magnética, 100 mL
de acido cloroaurico 0,38 mM, lo que dio lugar a la formacién de cloruro de
cobalto y a la reduccion del Au*. La solucién se mantuvo en agitacién durante
otros 30 min para permitir el desplazamiento galvanico del cobalto por oro. El
cambio de color en la dispersién de marréon a verde indicéd la formacién de
HGNP. Tras la sintesis, las HGNP se lavaron varias veces con agua
desionizada, centrifugando cada vez a 13000 x g durante 10 min, se liofilizaron
utilizando un liofilizador modelo LyoQuest (Telstar S.L.) y se almacenaron a -20
°C.

Para determinar el contenido en Au y Co de las HGNP se utilizé la técnica

de espectrometria de emisién atdmica de plasma por microondas (MP-AES),
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empleando un equipo 4100 MP-AES (Agilent Technologies Inc.). Las HGNP se
filtraron a través de un filtro de 0,25 ym de poro y se suplementaron con 0,1
volumenes de agua regia. La determinacion se realizé a longitudes de onda de
268 y 243 nm con una posicion de visualizacion de 0° y presion de nebulizacion
de 120 kPa.

El espectro de absorcién en la region del ultravioleta-visible-infrarrojo
cercano (UV-VIS-NIR) de las HGNP en suspensién acuosa se determino
utilizando un espectrofotometro modelo 8453 (Agilent Technologies Inc.). Una
caracterizacion fisico-quimica mas exhaustiva de las HGNP utilizadas en el
presente trabajo se puede encontrar en publicaciones previas de nuestro grupo

de investigacion (Cebrian y col., 2013; Escudero-Duch y col., 2019).

1.2 Preparacion y caracterizacion de HGNP acopladas a trombina

Las HGNP acopladas a trombina (HGNPT) se sintetizaron a partir de
suspensiones acuosas de HGNP a concentracién de 1 mg mL™. En primer lugar,
la superficie de las HGNP se funcionalizé empleando el agente de acoplamiento
bifuncional COOH-PEG-SH (5 KDa). Para ello, se anadié gota a gota una
solucién acuosa conteniendo 1 mg mL™" de dicho agente a un mismo volumen de
la suspension de HGNP, y se dejé reaccionar durante 2 h. La dispersion
resultante se lavd dos veces en agua desionizada a 4 °C y dos veces, a la
misma temperatura, en tampén MES (acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico) 500
mM (pH 5,5), centrifugando cada vez a 13000 x g durante 10 min. A
continuacién, se ajusté la concentracion de la dispersion a 2 mg mL™" con
tampén MES y se anadid, gota a gota y bajo agitacién, un mismo volumen de
una solucién conteniendo EDC N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida y
NHS (N-hidroxisuccinimida) a 2 y 4 mg mL™, respectivamente, en tampén MES.
Tras dejar reaccionar durante 10 min a 4 °C, las NP se lavaron tres veces en
agua desionizada a 4 °C, centrifugando cada vez a 13000 x g durante 10 min. A
continuacioén, el pH de la dispersién acuosa resultante se ajusto a 8, utilizando
NaOH 0,1 M. Finalmente, se afiadi6 un exceso de poli-L-lisina (PLL), en
proporcion 2:1 en peso, a la dispersion de NP y se dejo reaccionar bajo agitacion

a 4 °C durante 4 h para dar lugar a la unién covalente de los grupos amino de
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PLL y éster de NHS. Para eliminar el exceso de PLL que no reacciono, se
realizaron cuatro ciclos de lavado en tampén fosfato salino (PBS, pH 7,4),
centrifugando cada vez a 13000 x g durante 10 min. Las NP resultantes,
denominadas “HGNP-PEG-PLL", se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C para
su posterior uso.

Con el fin de conjugar trombina bovina a las HGNP-PEG-PLL, se
disolvieron 20 unidades NIH (del inglés, National Institute of Health) del enzima
en 1 mL de PBS. Se define una unidad NIH como la cantidad de trombina capaz
de coagular en 15 s una muestra de 0,2 mL de plasma diluida al 50 % en PBS, a
37 °C (Biggs, 1976). La solucién de trombina en PBS se utilizé para dispersar
0,03 mg de HGNP-PEG-PLL, obteniéndose HGNP conjugadas a trombina que
se denominaron HGNPT. La trombina no conjugada se elimind mediante dos
ciclos de lavado en PBS y centrifugacion a 13000 x g durante 10 min, a 4 °C. Los
coloides resultantes se analizaron espectrofotométricamente usando un
espectrofotdmetro  UV-VIS-NIR V-670 (Jasco). El potencial zeta de las
dispersiones de NP se determiné mediante andlisis de dispersion dinamica de
luz utilizando un analizador de tamafo de particula 90Plus (Brookhaven
Instruments Corp.). El contenido de Au y Co en las HGNPT se determiné
mediante espectrometria de emision atomica, tal y como se ha descrito
anteriormente. La actividad enzimatica de la trombina conjugada a las NP se
cuantifico utilizando el sustrato BOC-Val-Pro-Arg-AFC (Merck). Se diluyeron 10
uL de una dispersion acuosa conteniendo 30 ug mL™" de HGNPT en 65 L de
Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, y a continuacion se mezclaron con 30 pL de una
solucién conteniendo 0,5 mg mL™" del sustrato diluido en agua desionizada. Tras
incubar a 37 °C durante 30 min, se cuantificd la fluorescencia emitida por el
fluoréforo 7-amino-4-trifluorometilcumarina (AFC) liberado como consecuencia
de la hidrdlisis del sustrato por la trombina. Para ello, tras excitar la muestra a
400 nm, se cuantifico la emisién a 505 nm en un lector de placas multimodo

Synergy4 (Biotek Instruments).
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1.3 Microscopia electronica de transmisiéon

El estudio morfolégico de las diferentes NP utilizadas en este trabajo se realizo
utilizando microscopia electrénica de transmisién (TEM, del inglés fransmission
electron microscopy). Para visualizar el recubrimiento organico de las HGNPT,
las NP se trataron con una solucion de acido fosfotungstico (Gomez y col.,
2014). Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio Tecnai T20 (FEI

Company) en modo de campo claro y operando a 200 keV.

2. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

La secuencia del ADN complementario del gen (RAT)Bmp2 (NM_017178.1) se
amplific6 mediante reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
polymerase chain reaction) empleando como molde el plasmido pBluescript-SK-
BMP-2rat (Koh y col., 2006) y los oligonucledtidos 5-
GAATTGGGTACCGGGTTTAAACTCGAG-3’ y 5'-
CTGCAGGGATCCGGCACGAG-3'. El producto de PCR se digiri6 con las
enzimas de restriccion Pmel y BamHI y se ligé al vector pGene/V5-His A
(Invitrogen) previamente digerido con las mismas enzimas, obteniéndose el
plasmido pGeneRatBMP. A continuacion, en este plasmido se introdujeron dos
sitios de restriccion para el enzima Clal, haciendo uso del kit de mutagénesis
dirigida Quikchange (Agilent) con los siguientes oligonucledtidos y sus
complementarios: 5'-
GGATCGGGAGATCGTACCTATCGATTACGCGGGTCGAAGCGG-3' 'y 5
GGATGCGGTGGGCTCTATGGCTATCGATGCGGAAAGAACCAG-3'.  Ambos
sitios de restriccion Clal flanquearon un fragmento que contiene el promotor del
gen GAL4, la secuencia codificante del gen Bmp2 y las secuencias adyacentes
de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. El plasmido resultante,
denominado pGeneRatBMP-Clalx2, sirvi6 como molde para amplificacion
mediante PCR utilizandose los oligonucledtidos 5-
GAGATCGTACCTAACGCGTACGC-3 y 5'-
CTGGTTCTTTCCGCATCGATAGCC-3'. El producto de PCR se digirié con las

enzimas de restriccion Mlul y Clal y se ligé al fragmento de mayor tamafno que se
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obtuvo tras digerir el plasmido pLH-Z,I-PL (ARIAD Gene Therapeutics Inc) con
Miul y Clal, obteniéndose el plasmido pLH-GAL4-ratBMP-2-BGHpA. A
continuacion, se introdujo una secuencia de reconocimiento para el enzima
BamH en el sitio de multiclonaje del plasmido pLH-Z4,I-PL, utilizando el kit de
mutagénesis dirigida QuikChange y el oligonucledtido 5'-
TTGCCCTGCAGCGGGGATCCCACTAGTCGAGATC-3'y su complementario. El
plasmido resultante se digiri6 con BamHI y Clal. El fragmento de mayor tamano
se ligd a un fragmento que contiene la secuencia codificante del gen Bmp2 y la
secuencia de poliadenilacion adyacente, obtenido tras digerir el plasmido pLH-
GAL4-ratBMP-2-BGHpA con BamHI y Clal. El plasmido resultante se denominé
pLH-Z;,I-PL-ratBMP2.

Las enzimas de restriccion se obtuvieron de New England Biolabs
mientras que los oligonucleétidos procedieron de Sigma-Aldrich. Todas las
etapas de subclonaje y mutagénesis se monitorizaron mediante analisis de

restriccion y secuenciacion de nucleétidos.

3. LINEAS CELULARES

En este trabajo se han utilizado las células C3H/10T1/2, clon 8 (ATCC CCL-226)
y sus lineas clonales C3H/10T1/2-BMP-2"9" y C3H/10T1/2-fLuc que albergan de
forma estable un circuito génico, activable por calor y dependiente de un
dimerizador, para controlar la expresion de BMP-2 y fLuc, respectivamente. La
linea C3H/10T1/2-BMP-2"9" se genero en el curso de este trabajo, mientras que
a su inicio nuestro grupo de investigacion ya disponia de la linea C3H/10T1/2-
fLuc (Martin-Saavedra y col., 2013).

Las células multipotentes embrionarias de raton C3H/10T1/2 se cultivaron
en el medio de crecimiento comercial EMEM (del inglés, Eagle’s minimum
essential medium; Lonza) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS)
(Hyclone) previamente tratado a 56 °C durante 30 min, 1 % de L-glutamina
(Lonza), 100 U mL™" de penicilina y 0,1 mg mL™" de estreptomicina (Lonza). Este
medio se denomin6 EMEM-FBS.
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Para generar la linea clonal C3H/10T1/2-BMP-2"9" se emple6 un clon
derivado de células C3H/10T1/2 que integra de forma estable en su genoma las
secuencias codificantes de los dos modulos de un transactivador quimérico
dependiente de un dimerizador (Martin-Saavedra y col., 2013). Dichos médulos
se expresan bajo el control de un promotor hibrido que contiene secuencias del
promotor del pseudogen humano HSP70B (HSPA7) y secuencias de un
promotor que responde al transactivador activo. Dicho clon se transfecté con el
plasmido pLH-Z,I-PL-ratBMP-2, utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen), de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Con el fin de seleccionar
transfectantes estables, los cultivos se suplementaron con 1200 ug mL™ de
G418 y 600 pug mL™" de higromicina B (ambos de Invivogen). Se aislaron clones
celulares cuya inducibilidad se caracterizé mediante tratamiento térmico en
presencia de dimerizador. Como dimerizadores se emplearon la rapamicina
(Invivogen) que se disolvio en N, N-dimethylacetamide (DMA) a una
concentraciéon de 5 mg mL™" y el rapalogo AP21967 (Clontech) que se disolvié a
0,5 mM en etanol absoluto. Se sembraron 10° células en 1 mL en pocillos de
placa de 24 pocillos y se cultivaron durante 24 h. Las células se trataron con
rapamicina 10 nM o con AP21967 150 nM y tras 75 min, los cultivos se
sumergieron durante 30 min en un bano de agua termostatizado a 44 °C. Una
vez finalizado el tratamiento térmico, las células se incubaron durante 24 h,
recogiéndose a continuacion el medio de cultivo. Se identificd una linea celular
altamente inducible que, tras el tratamiento térmico en presencia de dimerizador,
secretaba niveles elevados de BMP-2, determinados mediante inmunoensayo tal
y como se indica en el apartado 13. Dicha linea se denominé C3H/10T1/2-
BMP29",

Las lineas clonales C3H/10T1/2-BMP-2"9" y C3H/10T1/2-fLuc se
cultivaron en el medio de crecimiento comercial DMEM (del inglés, dulbecco's
modified eagle medium; Lonza) suplementado con 10 % de FBS, 100 U mL™" de
penicilina y 0,1 mg mL™" de estreptomicina. Este medio se denominé DMEM-
FBS. Ademas, el medio incluyé 1200 pg mL" de G418 y 600 ug mL" de

higromicina B como antibiéticos de seleccion.
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Todas las lineas celulares empleadas en este trabajo se incubaron a 37
°C, 5 % de CO, y 95 % de humedad relativa (37 °C/5 % CO,).

4. HIDROGELES DE FIBRINA

4.1 Preparacion de hidrogeles de fibrina

Con el fin de generar hidrogeles de fibrina conteniendo HGNP, el fibrinbgeno
bovino (Merck) se disolvié a una concentracién de 40 mg mL™" en DMEM, a 4 °C.
Para preparar hidrogeles de fibrina conteniendo HGNPT, el fibrindgeno se
disolvié a 20 mg mL™ en idénticas condiciones. Las HGNP y HGNPT liofilizadas
se resuspendieron en agua desionizada estéril a concentracién de 1 mg mL™,
sonicandose a continuacién con el fin de reducir su agregacion durante 20-30
min en un bafio de ultrasonidos (Bransonic Ultrasonidos S.A.E.) que opera a 40
kHz y 80 W de potencia de salida. A un volumen de fibrinégeno se le afiadieron
0,8 vélumenes de DMEM conteniendo las concentraciones de HGNP y HGNPT
necesarios para alcanzar las concentraciones de NP indicadas en cada
experimento, asi como células C3H/10T1/2-BMP-2"9" o C3H/10T1/2-fLuc para
alcanzar concentraciones finales en el hidrogel que oscilaron entre 2,5y 4 x 10°
células mL™. Finalmente, para catalizar la polimerizacién de los hidrogeles que
contenian HGNP, se agregaron 0,2 volumenes de una solucién enfriada en hielo
de DMEM conteniendo 20 unidades NIH mL" de trombina bovina. Tras
homogeneizar mediante pipeteo, la suspension se distribuyd a razén de 0,25 mL
por pocillo en placas de 48 pocillos que, con el fin de evitar que la fibrina se
adhiriese al plastico de cultivo, habian sido pretratados con 0,25 mL de FBS. Las
suspensiones se dejaron polimerizar a 37 °C/5 % CO, durante 30 min,
afadiéndose a continuacién 0,25 mL de DMEM suplementado con 20 % de FBS.
Tras incubar el hidrogel a 37° C/5 % CO, durante 4 h, el medio de cultivo se
reemplazoé por 1 mL de medio DMEM-FBS. En algunos experimentos y utilizando
el mismo procedimiento, se prepararon hidrogeles que no contenian NP o
células.

En aquellos experimentos en los que se cuantificéd la degradacion de la

matriz de fibrina, durante la preparacion del hidrogel la suspensién de
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fibrindgeno se suplementé con 30 yg mL™" de fibrinégeno humano conjugado a
Alexa Fluor 546 (Fbg-AF546, Invitrogen). La liberacién al medio de cultivo de
productos de degradacion conteniendo Fbg-AF546 se determindé mediante
excitacion a 558 nm y cuantificacion de la fluorescencia emitida a 573 nm,
utilizando un lector de placas multimodo Synergy4.

Los hidrogeles que albergan HGNP y células C3H/10T1/2-BMP-2"¢" o
C3H/10T1/2-fLuc  se  denominaron NIR-BMP-2-HG y  NIR-fLuc-HG,

respectivamente.

4.2. Caracterizacion de hidrogeles de fibrina

La morfologia interna de los hidrogeles se visualizd mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM, del inglés scanning electron microscopy). Los
hidrogeles se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se
seccionaron transversalmente con un bisturi. Las muestras se liofilizaron
utilizando un liofilizador modelo Lyoquest (Telstar) y se recubrieron con una fina
capa de platino previamente a su visualizacién con un microscopio Inspect F50
(FEI Company), empleando rangos de energia comprendidos entre 10 y 15 keV.
Los diametros medios de los poros de los hidrogeles se cuantificaron en, al
menos, 200 poros correspondientes a 4 hidrogeles de cada condicion
experimental, utilizando el programa Image J.

El comportamiento viscoelastico de los hidrogeles se estudido empleando
un redémetro de esfuerzo y deformacion controlada (TA ARG2, TA Instruments),
utiizando una geometria de platos paralelos de 20 mm de diametro. Se
realizaron medidas de cizallamiento oscilatorio determinandose los valores del
moédulo de almacenamiento (G’) y del modulo de pérdidas (G”). La zona de
comportamiento viscoelastico lineal se determind tras realizar un barrido de
temperatura entre 4 y 37 °C, con una rampa de calentamiento de 10 °C min™,
una frecuencia oscilatoria de 0,5 Hz y una tensién oscilatoria del 0,5 %.

El perfil de degradacion de los hidrogeles, asi como la capacidad de
migracion de las células incluidas en los mismos se determiné mediante ensayos

in vitro. Se prepararon hidrogeles que se sometieron a irradiacién NIR al cabo de
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1 y 6 dias tras ser polimerizados, incubandose durante un periodo total de 45
dias. Periddicamente se tomaron fotografias de los hidrogeles y, previo lavado
con PBS, se tifieron los pocillos en los que se habian incubado los hidrogeles
con una solucién de cristal violeta (George T. Gurr Ltd.) al 0,5 % disuelto en
etanol al 20 %, durante 30 min a temperatura ambiente. Tras lavar
extensivamente los pocillos con agua destilada, las células tehidas se
visualizaron y fotografiaron en un microscopio Olympus BX41 (Olympus). Los
hidrogeles se dispusieron en otro pocillo de cultivo, se suplementaron con medio
de cultivo y se incubaron a 37 °C/5 % CO, hasta la siguiente toma de imagen y

tincién celular.

5. ENSAYO DE ACTIVIDAD METABOLICA

La actividad metabdlica de las poblaciones celulares incluidas en los hidrogeles
se analizé utilizando el reactivo comercial alamarBlue (Biosource). Este reactivo
incorpora el indicador de 6xido-reduccién resazurina que a consecuencia de la
actividad metabdlica se reduce al compuesto fluorescente resorufina. Tras lavar
con PBS, los hidrogeles se incubaron a 37 °C/5 % CO, en el medio de cultivo
especifico suplementado con alamarBlue al 10 %, durante 3-4 h. Se recolecto el
medio de cultivo y tras excitar a 530 nm, se cuantifico la sefial de fluorescencia

emitida a 590 nm usando un espectrofluorimetro Synergy4.

6. MICROSCOPIA CONFOCAL

La distribucion de las poblaciones celulares contenidas en los hidrogeles se
estudi6 mediante microscopia de barrido laser confocal (CLSM, del inglés
confocal laser scanning microscopy). Los hidrogeles se seccionaron
transversalmente usando un bisturi y se lavaron con PBS. A continuacion, se
fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 40 min y se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0,1 % en PBS durante 15 min. Para visualizar los filamentos
de actina, los hidrogeles se incubaron con 0,3 pyg mL" de faloidina-TRITC

(Merck) en PBS durante 40 min. Tras dos lavados con PBS, y con el fin de
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observar el nicleo celular, las muestras se incubaron con 10 pg mL™" de Hoechst
33342 (Merck) en PBS durante 10 min. Todas las incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente (RT, del inglés room temperature) y en oscuridad. Tras
lavar con PBS, se tomaron imagenes de las muestras utilizando un microscopio
confocal espectral Leica TCS SP5 AOBS (Leica Microsystems). Para visualizar
los filamentos de actina, las muestras se excitaron con la linea de laser de 532
nm y la sefal de fluorescencia se recogié en el rango de 560 a 621 nm. Para
observar el nucleo celular las muestras se excitaron a 405 nm y se recogié la
sefal en el rango de 428 a 506 nm. Se adquirieron imagenes de 3872 x 1456
pixeles, correspondientes a areas de 10,23 x 3,38 mm, distribuidas en 10
secciones del eje Z y cubriendo una profundidad de 500 um, con un objetivo
seco 10 X y una apertura numérica de 0,5. Adicionalmente, se adquirieron
imagenes magnificadas de 607,2 x 607,2 ym distribuidas en 100 secciones a lo
largo del eje Z, cubriendo una profundidad de 250 ym, con un objetivo seco de
10 X y apertura numérica de 0,3. Las imagenes se analizaron empleando el
programa informatico Leica LAS AF (version 2. 6. 0. 7266).

Las células viables y no viables incluidas en los hidrogeles se
discriminaron mediante tincion con éster acetoximetilico de calceina (calceina-
AM), que tifie células vivas, que presentan actividad esterasa, y con el
homodimero de etidio-1 (EthD-1), agente impermeable a membranas celulares
integras. Los hidrogeles se seccionaron como se ha indicado anteriormente y
tras lavar con PBS, se incubaron durante 2 h a RT en medio DMEM-FBS
conteniendo calceina-AM 2 yM y EthD-1 4 uyM (ambos de Invitrogen) para la
tincién de células viables y dafiadas, respectivamente. Las muestras se lavaron
suavemente con PBS antes de ser examinadas utilizando el microscopio
confocal espectral Leica TCS SPE AOBS. Para visualizar las células tefidas con
calceina-AM y EthD-1, las muestras se excitaron con las lineas laser 488 y 532
nm, recogiéndose la emision a 517 y 617 nm, respectivamente. Se obtuvieron
imagenes de 4,7 mm? del area de interés realizandose secciones de 2 Mm a lo
largo del eje Z que se analizaron con el programa informatico indicado

anteriormente. La cuantificacion de las células vivas, tefiidas con calceina-AM,
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se realiz6 empleando el programa informatico de analisis Image J/Fiji (Schindelin
y col., 2012).

7. IMPLANTACION DE HIDROGELES

Todos los procedimientos realizados con animales fueron aprobados por el
Organo Encargado del Bienestar Animal del Instituto de Investigacién Hospital
Universitario La Paz (ldiPaz) en cumplimiento de la Directiva de la Unién
Europea 2010/63/UE para experimentacion animal (PROEX 141/17). Con el fin
de evaluar la severidad de los procedimientos, como indicadores de bienestar
animal se utilizaron parametros fisicos como la presencia de lesiones visibles,
asi como la monitorizacion de los cambios de comportamiento y de peso de los
animales durante los experimentos.

Se utilizaron ratones de la cepa C3H/HeNRj (Janvier-Labs) de 4-5
semanas de edad en los experimentos de implantacién subcutanea en la region
dorsal y de 7 semanas en los experimentos de implantacion en calvaria. Con el
fin de preparar la region de implantacién, se eliminé el pelo mediante afeitado
con rasuradora mecanica y tratamiento con crema depilatoria. Los animales se
anestesiaron con isoflurano (Baxter) al 5 % para la induccién y al 2 % para el
mantenimiento.

Con el objetivo de retrasar la degradacion de la fibrina una vez
implantada, las mezclas de los componentes con los que se prepararon los
hidrogeles se suplementaron con 0,15 U mL™ de aprotinina (Merck).

Para los experimentos de implantacion subcutanea, se mezclaron los
componentes de hidrogeles de fibrina conteniendo HGNPT o HGNP, o
careciendo de NP, como se describe en el apartado 4.1 y se incorporaron 10° de
células C3H/10T1/2-fLuc en un volumen final de 0,5 mL. Este volumen se inyecto
en el espacio subcutaneo de la region dorsal posterior utilizando una aguja de
incision 25G.

Con el fin de implantar hidrogeles en defectos dseos de tamafo critico
practicados en calvaria, se realizd una incisién coronal de 3 cm en el cuero

cabelludo a nivel occipital para exponer la béveda craneal. Se cred un defecto de
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tamano critico de 4 mm de diametro utilizando un taladro dental de carburo de
tungsteno (calibre 012; Hager & Meisinger) conectado a un micromotor de alto
par (Mestra) bajo irrigacion continua con solucion salina normal (Fresenius). La
incision coronal se cerrd6 con una sutura reabsorbible Vicryl recubierta 6/0
(Ethicon). A continuacion, se mezclaron los componentes de los hidrogeles de
fibrina conteniendo o no HGNP, como se describe en el apartado 4.1. Los
hidrogeles incorporaron 10° de células C3H/10T1/2-fLuc o C3H/10T1/2-BMP-
29" en un volumen final de 0,25 mL. Inmediatamente después de preparar las
mezclas, este volumen se inyecté en el area del defecto utilizando una aguja de
incision de 25G. En algunos experimentos se ensayaron asimismo hidrogeles
que carecieron de células.

Una vez inyectados los hidrogeles, los animales se mantuvieron inmdéviles
bajo una lampara incandescente durante 5 min para facilitar la polimerizacién in

situ del implante, ubicandose a continuacion en una jaula de recuperacion.

8. IRRADIACION NIR

Las irradiaciones con laser NIR se llevaron a cabo utilizando un sistema
compuesto por un laser diodo que emite a una longitud de onda de 808 nm,
acoplado a una fibra 6ptica de 400 ym de diametro (Optilas MDL-I1I-808-2W,
New Industries Optoelectronics Technology Co., Ltd.) conectado a un colimador
de foco fijo (f = 11,07 mm, apertura numérica de 0,26; Thorlabs) y a un sensor
fotodiodo de silicio modelo PD300-3W que se utiliza en combinacién con un
potenciometro modelo NOVA 1l (ambos de Ophir Laser Measurement Group)
para cuantificar la energia depositada desde el colimador por unidad de
superficie. La fibra Optica se encuentra acoplada a un sistema de
microposicionamiento que durante los ensayos in vitro se coloca en el interior de
una camara termostatica (modelo Stuart SI60D, Fisher Scientific Afora) con el fin
de mantener la temperatura ambiental a 37 °C. Para determinar las dimensiones
del punto de irradiacion laser a una distancia conocida desde la superficie del

colimador se utilizé una tarjeta fotosensible VRC4 (Thorlabs).
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En los ensayos in vitro, las matrices poliméricas se colocaron en pocillos
de placas de 48 pocillos, sumergidas en 0,5 mL de medio de crecimiento
conteniendo o no dimerizador a las concentraciones indicadas en el apartado 3.
Después de 75 min de incubacion a 37 °C/5 % de CO, con el dimerizador, los
hidrogeles se irradiaron con el laser NIR durante 10 min a 44 mW mm? en el
interior de la camara termostatica. Como controles se emplearon hidrogeles que
no contenian NP, o que no se irradiaron. Un dia después de la irradiacion, se
recogieron los medios de cultivo, que se utilizaron para cuantificar mediante
inmunoensayo los niveles de proteina secretada, como se indica en el apartado
13. Los cronogramas de estos experimentos se muestran en las Figs. 7A, 10A,
11A, 12A, 14A.

En los experimentos en que los hidrogeles se implantaron en el espacio
subcutaneo, las irradiaciones se realizaron 1 dia tras la implantacion. En
aquellos experimentos en que los hidrogeles se implantaron en un defecto critico
practicado en calvaria, los animales fueron irradiados 1 y 8 dias tras la
implantaciéon. En todos los casos, antes de la irradiacion se administré una dosis
de 1 mg kg'1 de rapamicina en un volumen de 0,1 mL, mediante inyeccion
intraperitoneal empleando una aguja de incision de 27G. Inmediatamente antes
de su administracion, la rapamicina disuelta a concentracion de 5 mg mL™" en
DMA' se diluyd en una mezcla de DMA al 50 %, polioxietilenglicol (peso
molecular medio de 400 Da) al 45 % y monooleato de sorbitan polioxietilenado al
5 % (todos de Merck). Al cabo de 75 min tras la administracion de rapamicina,
los ojos de los ratones se cubrieron con papel de aluminio para evitar el dafio
retiniano y la zona implantada se sometié a irradiacion NIR durante 10 min
utilizando una potencia de entre 11y 17 mW mm?.

Los cambios de temperatura en la superficie de los hidrogeles o de las
areas implantadas, en el caso de los ensayos in vivo, se monitorizaron mediante
termografia infrarroja (IR) usando una camara de imagen térmica Testo 875-2i

(Testo, Inc.).
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9. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA

La actividad luciferasa se cuantificO mediante ensayos de bioluminiscencia. En
los ensayos in vitro, se afiadid D-luciferina (Promega Biotech Ibérica) a
concentracién de 80 pyg mL™" al medio de cultivo de los intermediarios tisulares,
incubando a continuacion durante 15 min a 37 °C/5 % CO,. Los ensayos de
bioluminiscencia in vivo se realizaron anestesiando a los animales como se ha
indicado en el apartado 7. A continuacién, se inyectaron 50 L de una solucion
de D-luciferina a concentracién de 40 mg mL™ en PBS en la proximidad de la
region de implantacion. Tanto en los ensayos in vitro como in vivo, la sefal de
luminiscencia se adquiri6 con un equipo de imagen optica IVIS-Lumina Il
(PerkinElmer). Los datos se analizaron utilizando el programa Living Image 4.0
(PerkinElmer).

10. ESTUDIO DE CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA

El ARN total de las células incluidas en los hidrogeles se purificd utilizando el kit
“Animal Tissue RNA Purification” (Norgen Biotek Corporation) y se proceso
utilizando el kit GeneChip WT PLUS Reagent, con el fin de generar dianas
biotiniladas de ADN complementario que se hibridaron con la matriz GeneChip®
Mouse Clariom S (todos de Applied Biosystems). Para escanear la matriz se
utilizé un escaner GeneChip 3000 7G (Applied Biosystems), cuantificandose los
niveles de transcripcion de aproximadamente 22100 genes. Los datos se
normalizaron y los niveles de expresion de los genes se analizaron utilizando el
algoritmo Robust Multi-array Average del programa informatico Transcriptome
Analysis Console (Applied Biosystems). Para cada condicion experimental, se
procesaron y analizaron tres réplicas de ARN correspondientes a tres
experimentos independientes. Los cambios en la expresion génica entre las
diferentes condiciones experimentales se calcularon como la razén de las
medias de las sefiales de expresion obtenidas para cada gen. Los genes que
experimentaron cambios significativos de sus niveles de expresion mayores o
iguales a 1,5 veces se consideraron para los analisis posteriores. Los analisis

ontoldgicos se realizaron usando la base de datos DAVID, (del inglés, Database
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for Annotation, Visualization and Integrated Discovery;
http://david.abcc.ncifcrf.gov) (Huang y col., 2009).

Las conclusiones extraidas para un numero representativo de genes de
los experimentos con microarrays fueron corroboradas mediante ensayos de
retrotranscripcion acoplados a ensayos de PCR cuantitativa (QPCR, del inglés
quantitative PCR). Para ello, se prepar6 ADN complementario a partir del ARN
total utilizando el kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Life Technologies). Los
ensayos de gqPCR se llevaron a cabo utilizando los ensayos de expresion génica
TagMan (Life Technologies) indicados en la Tabla 7, de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Las reacciones de gqPCR se llevaron a cabo en
un equipo 7900HT (Applied Biosystems). Para el analisis de los datos se utilizd
el programa informatico Sequence Detection System 2. 4 (Applied Biosystems),
con el que se determinaron los valores de ciclo umbral (CT, del inglés cycle
threshold). Los cambios relativos en la expresion de genes se determinaron
mediante el método 2**°T (Livak y Schmittgen, 2001). Como normalizadores se
utilizaron los genes de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (Gapdh, ensayo
Mm99999915 g1), de beta-glucuronidasa (Gusb, ensayo Mm01197698 m1) y

de hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Hprt, ensayo Mm03024075_m1).

11. ENSAYOS DE DIFERENCIACION CONDROGENICA

Se dispusieron 10 pL de una suspension conteniendo 10° células C3H/10T1/2 en
medio EMEM-FBS en el centro del pocillo de una placa de cultivo de 12 pocillos.
Las células se incubaron a 37° C/5 % CO, durante 2 h y a continuacion se
agreg6 lentamente 1 mL de medio EMEM-FBS. Tras 24 h de incubacion a 37°
C/5 % CO,, se elimin6é el medio y los cultivos en micromasa se trataron con
proteina recombinante humana BMP-2 (rBMP-2; R&D) a concentraciones que
oscilaron entre 1y 100 ng mL™ en presencia o no de dimerizador. La rapamicina
se utilizé a concentracién 10 nM mientras que el rapalogo AP21967 se ensayo a
10 y 100 nM. Tras 5 dias de incubacion, el medio se reemplazd por medio
EMEM-FBS fresco conteniendo las correspondientes concentraciones de rBMP-

2 ylo dimerizador, prolongandose la incubacion a 37 °C/5 % CO, durante 5 dias

51



Materiales y Métodos

52

mas. Como controles se dispusieron cultivos en micromasa que no se trataron
con rBMP-2 ni con dimerizador.

En algunos experimentos, los cultivos en micromasa se cocultivaron con
células C3H/10T1/2-BMP-2"%"  contenidas en hidrogeles fototérmicos,
empleando un inserto poroso que permite el intercambio de factores solubles sin
que exista contacto fisico entre ambos tipos celulares (Corning). El inserto se
compone de una membrana de poliéster con un diametro de 12 mm y 10 um de
espesor, y sus poros presentan un diametro de 0,4 ym. El hidrogel se dispuso
sobre un inserto que se situé sobre un pocillo de una placa de cultivo de 12
pocillos en la que 24 h antes se habian sembrado células C3H/10T1/2 en
micromasa, tal como se ha detallado anteriormente. Tras incubar los cocultivos a
37 °C/5 % CO, durante 24 h en un volumen de 1 mL, el hidrogel se extrajo del
sistema con el fin de someterlo a irradiacion NIR, en presencia o ausencia de
AP21967 100 nM, como se ha indicado en el apartado 8. Inmediatamente
después de finalizar la irradiacién, los hidrogeles se dispusieron de nuevo en el
inserto y se cocultivaron con las células en micromasa en presencia o ausencia
de AP21967 100 nM, en un volumen de 1 mL de medio de cultivo EMEM-FBS.
Transcurridos 5 dias, los hidrogeles se extrajeron de nuevo del sistema de
cocultivo, se irradiaron en presencia o ausencia de AP21967 100 nM y se
dispusieron en el inserto, cultivandose con las células en micromasa durante 5
dias adicionales en presencia o ausencia de AP21967 100 nM.

Al finalizar los periodos de incubacion, los cultivos en micromasa se
fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 15 min y a continuacion se
incubaron durante 18 h a 37 °C con azul alcian (Merck) disuelto al 0,05 % en una
solucion conteniendo 4 partes de etanol al 75 % y 1 parte de HCI 0,1 M. Tras
lavar exhaustivamente con HCI 0,1 M, los cultivos se escanearon usando un
escaner de documentos (ScanJet 3400C, Hewlett Packard) y se visualizaron
usando un microscopio Olympus BX41.

Los cronogramas de estos experimentos se muestran en las Figs. 13A 'y
14A.
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12. ENSAYO DE FORMACION DE ESTRUCTURAS TUBULARES

La formacion de estructuras tubulares se estudié cultivando explantes adrticos
en Matrigel (Corning), una preparacion de membrana basal reconstituida de
proteinas de membrana y proteinas extracelulares extraidas del sarcoma
Engelbreth-Holm-Swarm de ratdon que estimula la adhesién y diferenciacion en
estructuras tubulares de las células endoteliales. Se compone de laminina al 60
%, colageno IV al 30 % y entactina al 8 %, ademas de factores de crecimiento
como el TGF-B, factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés epidermal
growth factor) y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1, del inglés insulin-
like growth factor-1), entre otros.

Las aortas toracicas se extrajeron de ratones macho de la cepa
C3H/HeNRj, de entre 6 a 10 semanas, que se sacrificaron mediante exposicion a
una mezcla de didéxido de carbono al 70 % en oxigeno. Tras su extraccion, las
aortas se dispusieron en una placa Petri que contenia PBS frio. El tejido
fibroadiposo periadrtico se separé cuidadosamente utilizando pinzas de punta
extrafina y tijeras curvas de microdiseccion, prestando especial atencién a no
dafar la pared adrtica. Haciendo uso de una regla y de una lupa se seccionaron
12-15 anillos por aorta, cada uno con una longitud de 1 mm de acuerdo a la
metodologia descrita previamente por Bellacen y col., 2009 y Primo y col., 2010.
A continuacion, se dispuso una gota conteniendo 15 yL de Matrigel en un pocillo
de una placa de cultivo de 24 pocillos. Una vez transcurridos 5 min, se depositd
el anillo aértico sobre la gota de Matrigel. Al cabo de 10 min se afiadié otra gota
de 15 pL de Matrigel sobre el anillo, que quedé embebido en la matriz. Las
muestras se incubaron a 37 °C/5 % CO, durante 10 min y por ultimo se les
anadié 0,3 mL de medio de cultivo. Los anillos aodrticos se cultivaron durante 7
dias, remplazandose el medio de cultivo cada 2-3 dias.

La formacion de nuevos vasos a partir de cada anillo adrtico se visualizé
mediante microscopia Optica, usando un microscopio 6ptico Olympus BX41,
desde el dia en que se embebieron en Matrigel, asi como tras 3, 5 y 7 dias de
incubacion a 37 °C/5 % CO.,. La cuantificacion del area de cada anillo adrtico se
realizé utilizando el programa de imagen Image J/Fiji. En cada experimento, se

cuantificaron las areas de 5 anillos adrticos por condicion experimental,
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analizandose datos obtenidos en tres experimentos independientes de acuerdo

al protocolo descrito por Berger y col., 2004.

13. ENSAYOS TIPO ELISA

La concentracion de BMP-2 se ha determinado usando kits de ELISA que
emplean anticuerpos especificos, siguiendo las instrucciones del proveedor
(R&D Systems).

En los experimentos in vitro, se cuantifico la concentracion de BMP-2 en
los medios de cultivo. Para ello, se recolectd el medio y se suplementd con
bacitracina a 50 mg mL™", aprotinina a 2 mg mL"", fluoruro de fenilmetilsulfonilo a
17,42 mg mL™ y pepstatina a 1 mg mL™ (todos de Sigma-Aldrich). Por otro lado,
las células se lavaron con PBS y se incubaron con 75 yL de un tampon de lisis
(Passive Lysis Buffer, Promega) a 4 °C durante 30 min, con fuerte agitacion. Los
extractos se sometieron a 3 ciclos de congelacién y descongelacién y se
centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes se
alicuotaron y almacenaron a -80 °C hasta su uso. La concentracion de BMP-2
secretada al medio de cultivo se normalizé de acuerdo a la cantidad total de
proteinas en los extractos, que se cuantificaron mediante el método de Bradford
utilizando un reactivo comercial (Bio-Rad) y albumina de suero bovino (Merck)
como estandar.

Para cuantificar la produccion de BMP-2 en los implantes, los ratones se
sacrificaron y los implantes se extirparon y pesaron en una bascula de precision.
Los implantes se homogeneizaron en un tampon de lisis que contenia Tris-Cl 10
mM (pH 8,0), EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,1 %,
SDS al 0,1 %, NaCl 140 mM y PMSF 1 mM, haciendo uso de un
homogeneizador (Ultra-turrax T8, IKA). Por ultimo, los extractos se centrifugaron
a 16000 x g durante 10 min a 4 °C, cuantificandose el contenido de BMP-2 en el
sobrenadante. La cantidad de proteina secretada se normalizé de acuerdo al

peso de cada implante.
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En todos los casos, las determinaciones espectrofotométricas se
realizaron empleando un lector de placas multimodo Synergy4, excitando las

muestras a 450 nm, y cuantificando su emision a 540 nm.

14. HISTOLOGIA

Las muestras de hidrogeles se fijaron en formalina (VWR Chemicals) durante 24
h para posteriormente ser deshidratadas en un gradiente de concentraciones
crecientes de etanol (70, 80, 96 y 100 %) y tratadas con xileno en un procesador
de tejidos Leica TP1020 (Leica Biosystems). Las muestras se embebieron en
bloques de parafina, haciendo uso de una estacién de inclusion Leica EG1160
(Leica Biosystems). Dichos bloques se cortaron en secciones de 5 um
empleando un micrétomo rotatorio Leica RM2255 (Leica Biosystems). Se eliminé
la parafina de las secciones mediante incubacién en una estufa a 60 °C durante
30 min, se trataron con xilol y se rehidrataron en soluciones de concentracion
decreciente de etanol (100, 96, 80 y 70 %). Con el fin de desenmascarar los
epitopos, las secciones se incubaron en tampén de citrato 0,01 M (pH 6,0)
durante 20 min a 95 °C, en un equipo PTLink (Dako). La actividad de la
peroxidasa endogena se inhibid® mediante incubacién de las secciones en
metanol conteniendo peréxido de hidrogeno al 2,88 % durante 10 min a RT. Tras
lavar con PBS, las muestras se incubaron con una solucion de bloqueo
conteniendo albumina de suero bovino al 1,5 %, suero caprino (Bio-Rad) al 10 %
y Tween 20 (Merck) al 0,05 %, a RT durante 1 h. Con el fin de identificar células
que sobreexpresan BMP-2, las muestras se incubaron durante 18 h a 4 °C con
un anticuerpo monoclonal de ratén anti-BMP-2 (Ab6285, Abcam) diluido 250
veces en la solucion de bloqueo. Después de lavar con PBS, las muestras se
incubaron durante 60 min a RT con un anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén
(Millipore), generado en cabra y conjugado con peroxidasa de rabano, diluido
200 veces en solucion de bloqueo. Finalmente, y tras lavar con PBS, las
muestras se tiferon con 3,3'-diaminobenzidina (Histologia CINtec) durante 7 min
a RT.
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Para analizar el grado de regeneracion tisular tras la activacion de
hidrogeles implantados en defectos Oseos, las cabezas de los animales se
extirparon quirdrgicamente y se fijaron con formalina durante 4 dias. A
continuacion, se expusieron a una solucién descalcificadora que contenia EDTA
(Osteodec, Bio-Optica) durante 3 dias a 4 °C, con cambios diarios de la solucion.
Las cabezas se sumergieron tres veces en PBS, durante 20 min cada vez, y se
eliminé el hocico y la mandibula inferior utilizando un bisturi. A continuacion, las
muestras se deshidrataron en un gradiente de concentraciones crecientes de
etanol, se trataron con xileno, se embebieron en bloques de parafina y se
cortaron en secciones de 7 ym tal y como se ha detallado anteriormente. Tras
desparafinar y rehidratar las secciones, éstas se sometieron a tincion empleando
tricrémico de Masson (Merck) siguiendo las instrucciones del proveedor.

En aquellos experimentos en que los hidrogeles se implantaron en el
espacio subcutaneo, éstos se extrajeron quirurgicamente junto con los tejidos
circundantes y se fijaron en formalina. A continuacién, las muestras se
deshidrataron en un gradiente de concentraciones crecientes de etanol, se
trataron con xilol y finalmente con xileno, embebiéndose posteriormente en
parafina, tal y como se describe anteriormente. Se obtuvieron secciones de 5 um
y tras desparafinar y rehidratar las muestras, éstas se tifieron empleando
tricrémico de Masson.

Las secciones histoldogicas se examinaron en un microscopio Optico
Olympus BX41. En el caso de la implantacién en calota se analizaron 6
secciones histologicas de regiones independientes del area de implantacion
(n=5). El grado de regeneracion del defecto 6seo se determind mediante
histomorfometria, utilizando un método de puntuacion para la evaluacion
cualitativa del hueso recién formado (Han y col., 2018). El area del defecto, de
un borde a otro de la osteotomia, fue segmentada en un rectangulo que contenia
135 cuadrados, con una longitud de 27 cuadrados y un ancho de 5 cuadrados,
cada uno con una longitud lateral de unas 125 pym. Para evaluar el grado de
regeneracion del hueso en cada cuadrado se aplico un sistema de puntuacion de
0 a 4. La puntuacion 0 correspondié a cuadrados sin tejido, la puntuacion 1 a

cuadrados conteniendo unicamente tejido fibroso, las puntuaciones 2 y 3
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correspondieron a cuadrados conteniendo tejido fibroso y un contenido de tejido
mineralizado inferior o superior, respectivamente, al 50 %, y la puntuacién 4
correspondié a cuadrados conteniendo exclusivamente tejido mineralizado. Para
cada defecto analizado se determind el valor promedio de las puntuaciones
correspondientes a los 135 cuadros.

Se utilizé el programa informatico (Image J/Fiji) tanto para el analisis
histomorfométrico como para la cuantificacion de células que sobreexpresan
BMP-2.

15. RADIOLOGIA

Transcurridas 10 semanas desde la implantacion en el defecto 6seo en la calota,
los animales se anestesiaron y se tomaron imagenes por rayos X de las regiones
implantadas utilizando un tubo de rayos X con microfoco durante 34 s, con un
voltaje de 35 kV y a una corriente de 100 pA (IVIS Lumina XR I, PerkinElmer).

16. ESTADISTICA

Los datos se han expresado como media + desviacion estandar (DE) de, al
menos, tres experimentos independientes, cada uno realizado empleando al
menos tres réplicas. En todos los experimentos que han requerido analisis
estadistico, los resultados numéricos se exportaron al programa GraphPad Prism
7. El andlisis estadistico entre dos grupos se realizé mediante la prueba t de
Student para datos independientes. Las comparaciones entre mas de dos grupos
se realizaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de
comparacion multiple de Dunnett. El analisis estadistico de los datos obtenidos
mediante analisis de microarrays se llevé a cabo empleando el programa
informatico Transcriptome Analysis Console. El criterio de significacion en el

analisis estadistico se fijo en p < 0,05.
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1. REGENERACION OSEA INDUCIDA POR INTERMEDIARIOS TISULARES
FOTOTERMICOS

En este apartado se describe la generacién de intermediarios tisulares
fototérmicos capaces de controlar la secrecion de factores de crecimiento que

regulan la regeneracion dsea.

1.1 Caracterizacion de células C3H/10T1/2-BMP-2"ish

Con el fin de determinar si las células C3H/10T1/2-BMP-2"9" secretan BMP-2 en
funcion de la aplicacién del tratamiento inductor, se sembraron 10° células por
pocillo en placas de 24 pocillos. Tras incubar durante 24 h, se reemplazé el
medio de cultivo con medio suplementado o no con rapamicina 10 nM o con
AP21967 150 nM. A continuacion, los cultivos se mantuvieron a 37 °C/5 % CO,0
se sometieron a tratamiento térmico durante 30 min mediante inmersién en un
bafo termostatizado a 44 °C. Una vez finalizado el tratamiento térmico, los
cultivos se incubaron durante 24 h a 37 °C/5 % CO, y se cuantificaron los niveles
del factor de crecimiento en el medio de cultivo. En comparacién con células
C3H/10T1/2-BMP-2""%" no tratadas, el tratamiento térmico en presencia de
dimerizador conduce a un incremento muy notable en la secrecion de BMP-2. No
se detectaron diferencias significativas entre la secrecion del factor en células no
tratadas y entre células que fueron sometidas Unicamente a tratamiento térmico
0 Unicamente a tratamiento con dimerizador. Cabe destacar que la secrecion de
BMP-2 inducida en presencia de AP21967 fue menor que la inducida en

presencia de rapamicina (Fig. 3).

La bioactividad del factor de crecimiento secretado tras el tratamiento
inductor se ensayé mediante un modelo ex vivo que emplea explantes adrticos
de ratén, con el fin de evaluar cambios en la formacion de estructuras tubulares
como consecuencia de la aplicacion de estimulos. Los explantes se cultivaron en
los medios condicionados por células C3H/10T1/2-BMP-2"", sometidas o no a
tratamiento térmico en presencia de AP21967 como se ha descrito

anteriormente, cuantificandose el area de las estructuras tubulares en el
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momento de afiadir los medios condicionados, asi como tras 3, 5 y 7 dias de

incubacion (Fig. 4).
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Figura 3. Secrecion de BMP-2 en células C3H/10T1/2-BMP-2"" sometidas a tratamiento
térmico en presencia de dimerizador. Concentracion de BMP-2 en el medio de cultivo de células
C3H/10T1/2-BMP-2"%" tratadas con rapamicina 10 nM (Rm), rapalogo AP21967 150 nM (RI) o no
tratadas (-) y sometidas (HS+) o no (HS-) a tratamiento térmico a 44 °C durante 30 min. La grafica
muestra los valores promedio + DE de la concentracion de BMP-2. #: p < 0,05 comparado con
células no sometidas a tratamiento térmico o sometidas a dicho tratamiento en ausencia de
dimerizador. *: p < 0,05 comparado con células tratadas con Rl y sometidas a tratamiento térmico.

Se observé un aumento significativo del area de las estructuras tubulares,
de aproximadamente 1 mm?, en los explantes cultivados durante 7 dias con
medio condicionado por células C3H/10T1/2-BMP-2""%" sometidas a tratamiento
térmico en presencia de AP21967. Por el contrario, no se observd incremento
alguno del area de las estructuras cuando la incubacion se realizdé con medios
condicionados por células que habian sido sometidas Unicamente a tratamiento
con AP21967. Estos resultados indican que los medios condicionados por
células CH3/10T1/2-BMP-2""" sometidas a tratamiento inductor, que contienen
niveles muy superiores de BMP-2 que los procedentes de células no sometidas a
tratamiento inductor, son bioactivos. Se realizaron experimentos similares en los
que se utilizd rapamicina como agente dimerizador sin observarse variacion
significativa del area de las estructuras tubulares en explantes tratados con
medios condicionados por células sometidas o no a tratamiento térmico en

presencia de rapamicina (datos no mostrados). Este resultado podria justificarse
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por el efecto inhibitorio que ejerce la rapamicina sobre la proliferacion de células
endoteliales (Laschke y col., 2006; Wang y col., 2017).
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Figura 4. Formacién de estructuras tubulares en anillos adrticos cultivados con medios
condicionados por células C3H/10T1/2-BMP-2"9", E| grafico muestra el area de las estructuras
tubulares que emergen de anillos adrticos. Se muestra el valor promedio + DE del area de las
estructuras en el momento de afiadir los medios condicionados (-) y al cabo de 3, 5y 7 dias. *: p <
0,05 comparado con el resto de condiciones, n = 3. Las imagenes muestran las estructuras
tubulares emergiendo del anillo adrtico incubado con medio condicionado por células C3H/10T1/2-
BMP-2"9" tratadas con AP21967 150 nM y sometidas (HS+RI+) o no (HS-RI+) a tratamiento
térmico a 44 °C durante 30 min tras 7 dias de incubacién o en el momento de afiadir el medio
condicionado (-). Escala: 500 pm.

1.2 Caracterizacion de intermediarios tisulares fototérmicos

Tras determinar que el tratamiento inductor de las células C3H/10T 1/2-BMP-2+9"
estimula notablemente la secreciéon de BMP-2, y que dicha BMP-2 es bioactiva,
incorporamos estas células en hidrogeles fototérmicos con el fin de generar
intermediarios tisulares que regulen la secrecién del factor tras irradiacion NIR en
presencia de dimerizador. Para ello se prepararon hidrogeles de fibrina
conteniendo 4 x 10° células mL™ y HGNP a 20-40 ug mL™", que se denominaron
NIR-BMP-2-HG. Tras un dia de incubacion a 37 °C/5 % CO,, los hidrogeles se
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irradiaron con un laser NIR que emite a 44 mW mm™. La zona irradiada de los
hidrogeles experimenté un significativo calentamiento local, incrementando
rapidamente su temperatura superficial de forma proporcional a la concentracion
de HGNP utilizada durante la polimerizacién (Fig. 5). La temperatura de la
superficie de los hidrogeles, de 30,17 + 0,84 °C en el momento en que comenzo6
la irradiacion, experimentd un incremento maximo de 11,20 + 0,60 °C tras irradiar
durante 15 min los hidrogeles en los que se habian incluido HGNP a 30 pg mL™.
Datos previos de nuestro grupo de investigacion indicaban que este incremento
de temperatura resulta éptimo para inducir en células incluidas en los hidrogeles,
in vitro e in vivo, la expresion de otros transgenes controlados por el circuito
génico activable por calor y dependiente de dimerizador (Martin-Saavedra y col.,
2014). Los hidrogeles preparados con HGNP a concentraciones de 20 o 40 ug
mL™ dan lugar a incrementos de temperatura que son insuficientes o excesivos,
respectivamente, para inducir la expresion transgénica. A la vista de estos
resultados, los experimentos subsiguientes se realizaron empleando hidrogeles

-1

conformados con HGNP a 30 yg mL™".
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Figura 5. Actividad fototérmica de NIR-BMP-2-HG. Termografias IR de NIR-BMP-2-HG
polimerizados con HGNP a las concentraciones indicadas o desprovistos de HGNP (-) que se
cultivaron durante 1 dia, irradiandose a continuacion con un laser NIR durante los tiempos
indicados. El grafico muestra los valores promedio + DE de los aumentos maximos de temperatura
detectados durante la irradiacion NIR, n = 3. Barra de escala: 1 mm.
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Figura 6. Secrecion de BMP-2 por NIR-BMP-2-HG sometidos a irradiacion NIR en presencia
de rapamicina. Un dia después de su polimerizaciéon con HGNP a 30 g mL™, los NIR-BMP-2-HG
se irradiaron durante 10 min en presencia (Rm+) o ausencia (Rm-) de rapamicina 10 nM
incubandose a continuacién durante 1 dia. Los datos son relativos a los niveles de BMP-2
detectados en el medio condicionado de hidrogeles no tratados (39,6 + 2,6 pg mL'1), a los que se
les dio el valor arbitrario de 100, n = 3. *: p < 0.05 comparado con el resto de condicione

1.3 Secrecion controlada de BMP-2 en intermediarios tisulares fototérmicos

Tras observar que la irradiaciéon de NIR-BMP-2-HG polimerizados con HGNP a
30 pug mL™" induce un incremento en la temperatura de los hidrogeles suficiente
para activar el circuito génico inducible por calor y dependiente de rapamicina,
evaluamos si este estimulo incrementa la secrecion de BMP-2 en las células
C3H/10T1/2-BMP-2"9" incluidas en estos hidrogeles. Se observé que la
irradiacién NIR durante 10 min en presencia de rapamicina 10 nM condujo a un
importante incremento en la secrecion de BMP-2 al medio de -cultivo,
determinada 24 h después de aplicar el tratamiento inductor (Fig. 6). Los medios
de cultivo de hidrogeles que fueron tratados Unicamente con rapamicina o
unicamente sometidos a irradiacion NIR no experimentaron variacion significativa

en los niveles de BMP-2 con respecto a los de hidrogeles no tratados.

Con el fin de investigar si la secrecion de BMP-2 se modulaba en funcién
del tiempo de exposicion a la luz NIR, se prepararon NIR-BMP-2-HG que se
trataron con rapamicina y se sometieron o no a irradiacion durante periodos de

tiempo que oscilaron entre 7,5 y 15 min. Tras un dia de incubacion, la
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concentracion de BMP-2 en el medio de cultivo de hidrogeles irradiados durante
7,5 min fue unas 8 veces superior a la cuantificada en hidrogeles no irradiados.
Cuando la irradiacion se prolongé a 10 min, la secrecion del factor transgénico
incrementd aproximadamente hasta 20 veces (Fig. 7A). Los ensayos de
inmunotincion revelaron que este tiempo de exposicion resulta en la
sobreexpresion de BMP-2 en mas del 80 % de las células incluidas en los
hidrogeles (Fig. 7B). Cuando la irradiacion se prolongé durante 12,5 o 15 min se
liberaron cantidades de BMP-2 superiores a las cuantificadas en hidrogeles
irradiados durante 7,5 min, pero inferiores a los irradiados durante 10 min. A
continuacion, quisimos determinar si la secrecién inducida de BMP-2 disminuia
tras eliminar el dimerizador del medio de cultivo y, de ser asi, si podia ser
reinducida de nuevo. Para ello, un dia después de la irradiacion NIR, el medio de
cultivo de los hidrogeles se reemplazé por medio carente de rapamicina. Tras
incubarlos durante tres dias, no se detectaron diferencias significativas entre los
niveles de BMP-2 cuantificados en los medios de hidrogeles que habian sido
sometidos o no a irradiacién (Fig. 7A). Una segunda ronda de irradiacion NIR en
presencia de rapamicina, aplicada cinco dias después de la primera ronda,
incrementd de nuevo la secrecidon de BMP-2 (Fig. 7A). Tal y como se observo
tras la primera ronda de irradiacion, la secrecion de BMP-2 dependia del tiempo
de exposicion al laser. En comparacion con NIR-BMP-2-HG no irradiados, la
irradiacion durante 10 o 12,5 min aumentdé la secrecion de BMP-2 unas 12
veces, mientras que 7,5 min dio lugar a un aumento similar al observado tras la
primera ronda de activacion. Cuando la irradiacién se prolongé a 15 min, se
cuantificaron niveles de proteina similares a los de hidrogeles irradiados durante

7,5 min.

Con el fin de explorar si el tratamiento activador afecta a la viabilidad de
las células incluidas en los hidrogeles, cinco dias después de cada ronda de
irradiacion NIR se realizaron ensayos de actividad metabdlica (Fig. 8A). Se
observé una disminucién gradual de dicha actividad en funcion del tiempo de
exposicion al laser (Fig. 8B). Para determinar si esta disminucion se debia a un

calentamiento letal en la zona de incidencia del laser en los hidrogeles, éstos se
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incubaron con calceina-AM y EthD-1. El analisis mediante microscopia confocal

indicd que el porcentaje de células vivas en la region irradiada por el laser

disminuia en funcion del tiempo de irradiacién (Fig. 8C).
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Figura 7. Control de la produccién de BMP-2 en NIR-BMP-2-HG. (A) El esquema representa la
cronologia de la preparacion de NIR-BMP-2-HG, irradiacion NIR, cultivo en presencia (Rm+) o
ausencia (Rm-) de rapamicina 10 nM y cuantificacion de BMP-2. En los dias 3 y 6, el medio se
recolectd y se reemplazé por medio carente de rapamicina. El grafico muestra la secrecion de
BMP-2 en medios condicionados por NIR-BMP-2-HG. Los datos son relativos a los niveles de
BMP-2 detectados en el dia 3 en el medio condicionado por hidrogeles no irradiados (46,6 + 10,3
pg mL™), a los que se les dio el valor arbitrario de 100, n = 3. (B) Tincién inmunohistoquimica de
BMP-2 en secciones de hidrogeles irradiados (NIR+) o no (NIR-) en presencia de rapamicina y
posteriormente incubados durante 24 h. El histograma muestra el porcentaje de células positivas
para BMP-2, n = 3. *: p < 0,05 comparado con muestras no irradiadas. Barra de escala: 50 ym.

67



Resultados

Rm- Rm+ Rm- Rm+ Rm-
NIR NIR
il [ T
. I T I I I T 1
Dia 1 2 3 6 T 8 1]2
|
Polimerizacion de Ensayos de Ensayos de
NIR-BMP-2-HG viabilidad celular viabilidad celular
S0l L l
100+ ” "
R
5
Lo
]
2 604
©
o
z
z
i3]
<
204
NIR - 751012515 - 751012515
t (min)
cC Dia 7 12
NIR
. 15
t (min)
I 1001
. @ * *
) © —L
Dia7 S
@
R o~
o X
® 501
T2
c >
(]
. 2
&
Dia 12
NIR """4o 15 - 10 15
t (min)
Dia 7 12

Figura 8. Viabilidad de células C3H/10T1/2-BMP-2""" incluidas en NIR-BMP-2-HG. (A) El
esquema representa la cronologia de la preparacion de NIR-BMP-2-HG, irradiacién NIR, cultivo en
presencia (Rm+) o ausencia (Rm-) de rapamicina 10 nM y determinacién de la viabilidad celular.
En los dias 3, 6 y 8 el medio se reemplazé por medio carente de rapamicina. (B) El histograma
muestra la actividad metabdlica de las células contenidas en NIR-BMP-2-HG irradiados durante los
tiempos indicados. Los datos son relativos a los valores detectados a dia 7 y 12 en hidrogeles no
irradiados a los que se les dio un valor arbitrario de 100, n = 3. (C) Las imagenes de microscopia
confocal muestran células vivas (verde) y muertas (rojo) en el area de incidencia del laser. El
histograma muestra el porcentaje de células vivas en el area de incidencia del laser. *: p < 0,05
comparado con muestras no irradiadas. Barra de escala: 50 uym.

Es interesante resaltar que, aunque la irradiacion durante tiempos
prolongados reduce notablemente la viabilidad de las células incluidas en NIR-
BMP-2-HG, la poblacién celular aun conserva la capacidad de producir

cantidades significativas de factor de crecimiento transgénico (Fig. 7). En base a
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los resultados obtenidos tanto en cuanto a capacidad de secrecion de BMP-2
como al grado de afectacion de la viabilidad celular, se seleccion6 el tiempo de
irradiacién de 10 min para la realizacion de todos los experimentos subsiguientes
ya que, en comparacion a tiempos de exposicion superiores, induce la
producciéon de cantidades sustanciales de BMP-2 afectando en menor medida a
la viabilidad de las células.

Finalmente, se investigd si la irradiacion de NIR-BMP-2-HG en presencia
del agente dimerizador AP21967 incrementaba eficientemente la secrecién de
BMP-2. Para ello, 1 y 6 dias después de su polimerizacion, los hidrogeles se
sometieron a dos rondas de tratamiento inductor de forma similar a lo realizado
en los ensayos que emplearon rapamicina. Como se puede observar en la figura
9, un dia después de la primera irradiacion NIR en presencia de AP21967 150
nM, la secrecion de BMP-2 incrementd unas 16 veces con respecto a la de
hidrogeles no irradiados. Una segunda ronda de irradiacién NIR en presencia de
AP21967, aplicada cinco dias después de la primera ronda, reindujo la secrecion
de BMP-2 en NIR-BMP-2-HG hasta alcanzar niveles similares a los logrados

después de la primera activacion (Fig. 9).

1.4 Degradacién de NIR-BMP-2-HG

A continuacion, se estudio el perfil de degradacion in vitro de los intermediarios
tisulares, sometidos o no a irradiacion NIR, asi como la capacidad de migracién
de las células C3H/10T1/2-BMP-2"" incluidas en ellos. Para ello, se prepararon
NIR-BMP-2-HG y se sometieron a irradiacion NIR al cabo de 1 y 6 dias de ser
polimerizados, incubandose durante 45 dias (Fig. 10). Como control, se
emplearon NIR-BMP-2-HG que no fueron sometidos a irradiacion.

A lo largo del periodo de observacion se detectdé una disminucion

progresiva del diametro de los NIR-BMP-2-HG, irradiados o no.
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Se observo que la irradiacion de NIR-BMP-2-HG retrasa su degradacion, como
lo demuestra el hecho de que a los 30 y 45 dias el diametro de los hidrogeles
irradiados fue significativamente mayor que el de los no irradiados (Fig. 10B).

La degradacién de NIR-BMP-2-HG se correlaciona con el incremento en la
capacidad de migracion de células C3H/10T1/2-BMP-2"9" desde el hidrogel
hacia el plastico de cultivo. Dicha capacidad de migracion aumenté a lo largo del

tiempo y fue similar entre hidrogeles irradiados o no (Fig. 10C).
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Figura 9. Secrecion de BMP-2 por NIR-BMP-2-HG sometidos a irradiacion NIR en presencia
de AP21967. (A) El esquema representa la cronologia de la preparacion de NIR-BMP-2-HG,
irradiacion NIR durante 10 min, cultivo en presencia (RI+) o ausencia (RI-) de AP21967 150 nM y
cuantificacion de BMP-2. En los dias 3 y 6, el medio se recolecté y se reemplazé por medio
carente de rapalogo. La grafica muestra los niveles de BMP-2 en los dias 3 y 8 en medios
condicionados por NIR-BMP-2-HG que se irradiaron en presencia de RI. Los datos son relativos a
los niveles de BMP-2 (48,2 + 27,5 pg mL'1) cuantificados en medios acondicionados de hidrogeles
no irradiados en el dia 3, a los que se les dio un valor arbitrario de 100, n = 3. *: p < 0,05
comparado con NIR-BMP-2-HG no irradiados



Resultados

A NIR NIR
I T T 1 T T I 1
Dia 1 2 3 i 8 14 30 45
1 R | I | |
Polimerizacion Andlisis de Analisis de Analisis de Andlisis de Andlisis de
del hidrogel imagenes imagenes imagenes imagenes imagenes
t(dias) 1 3 8 14 30 45

@ NIR-

. NIR+

H NR-
CINIR+

Diametro del hidrogel (cm)
E o
[«:]

o
o
Z
&
w
©
.
=
w
o

45
t (dias) 1 3

NIR-

NIR+

Figura 10. Degradacién de NIR-BMP-2-HG y migracién de células C3H/10T1/2-BMP-2"9", (A)
El esquema representa la cronologia de la preparacion de NIR-BMP-2-HG, irradiacion NIR durante
10 min y analisis de imagenes. Los hidrogeles se cambiaron de pocillo tras cada toma de imagen.
(B) Imagenes y valores promedio + DE del diametro de NIR-BMP-2-HG irradiados (NIR+) o no
(NIR-), a los tiempos indicados, n= 3. *: p < 0,05 comparado con NIR-BMP-2-HG no irradiados en
el dia correspondiente. Barra de escala: 0,5 cm. (C) Imagenes de células tefiidas con cristal violeta
que migran desde el hidrogel al plastico de cultivo. Barra de escala: 100 ym.
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1.5 Bioactividad de BMP-2 secretada por NIR-BMP-2-HG activados

Una vez demostrada la capacidad de las células C3H/10T1/2-BMP-2"" incluidas
en hidrogeles para incrementar la secrecién de BMP-2 tras irradiaciéon NIR en
presencia de dimerizador, se quiso evaluar si dicha BMP-2 es bioactiva. Para
ello, se realizaron ensayos destinados a investigar tanto la potencial actividad
autocrina como paracrina del factor de crecimiento.

Para conocer el efecto autocrino de la BMP-2 secretada, se realizé un
estudio del transcriptoma de las células C3H/10T1/2-BMP-2"9" incluidas en
hidrogeles, que fueron sometidos a dos rondas de irradiacion NIR en presencia
de dimerizador, rapamicina 10 nM o AP21967 150 nM, y que se compard con el
transcriptoma de células unicamente tratadas con el correspondiente dimerizador
en ausencia de irradiacion NIR (Figs. 11 y 12). Para limitar nuestro estudio a
aquellos genes regulados por la secrecion de BMP-2, excluyendo todos aquellos
que podrian estar modulados por efectos especificos derivados del tratamiento
con el dimerizador, el analisis se restringié a aquellos genes codificantes cuyos
niveles de expresion aumentaron o disminuyeron significativamente por lo menos
1,5 veces tanto en NIR-BMP-2-HG irradiados en presencia de rapamicina como
en presencia de AP21967.

El analisis identifico 160 genes cuya expresion incrementa (Tabla 1) y 6
genes cuya expresion disminuye (Tabla 2) en células que sobreexpresan BMP-2,
tanto si el tratamiento activador se realiza en presencia de rapamicina como de
AP21967. Los resultados obtenidos para los 50 genes mas inducidos pueden ser
visualizados en las dos primeras columnas del mapa de calor de la figura 11B.
Curiosamente, el analisis ontogénico de los 160 genes inducidos reveld su
participacién en procesos relacionados con actividad antiviral, entre ellos,
respuesta de defensa al virus, respuesta celular al interferén alfa, respuesta
celular al interferén beta y respuesta al interferon gamma. También se detecté un
enriquecimiento de genes englobados en procesos relacionados con divisiéon y
ciclo celular (Fig. 11C, Tabla 3).
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Figura 11. Andlisis del transcriptoma de células C3H/10T1/2-BMP-2"e" incorporadas en NIR-
BMP-2-HG activados en presencia de dimerizadores. (A) El esquema presenta la cronologia de
la preparacion de NIR-BMP-2-HG, irradiacion NIR durante 10 min, cultivo en ausencia (Rm/RI-) o
presencia (Rm/RI+) de rapamicina 10 nM (Rm) o AP21967 150 nM (RI) y analisis de expresion
génica. En los dias 3 y 8, el medio se reemplazé por medio carente de dimerizador. (B) Mapa de
calor que muestra los niveles relativos de expresion de los 50 genes mas inducidos en células
incorporadas en NIR-BMP-2-HG irradiados en presencia de Rm (primera columna, Rm+NIR+) o RI
(segunda columna, RI+NIR+) con respecto a los de células que residen en hidrogeles no irradiados
que fueron incubados con el correspondiente dimerizador (Rm+NIR- y RI+NIR-, respectivamente).
La tercera columna muestra los niveles relativos de expresidon de los genes correspondientes en
células contenidas en NIR-BMP-2-HG irradiados en ausencia de dimerizador (NIR+) con respecto
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a los de células que residen en hidrogeles NIR-BMP-2-HG no tratados y no irradiados (NIR-). (C)
Analisis ontogénico de los procesos biologicos en que estan implicados los 160 genes cuya
expresion se induce tanto en células que residen en NIR-BMP-2-HG irradiados en presencia de
Rm como de RI con respecto a células que residen en hidrogeles no irradiados y que fueron
incubados con el correspondiente dimerizador. El niumero total de genes en cada categoria se
muestra al final de cada barra.

Tabla 1. Andlisis del transcriptoma en células C3H/10T1/2-BMP-2"" incluidas en NIR-BMP-2-
HG que fueron irradiados en presencia de dimerizadores. Se muestran los identificadores del
ensayo, numeros de GeneBank, simbolos y niveles relativos de ARNm de los genes que aumentan
significativamente al menos 1,5 veces en células incluidas en hidrogeles que se irradiaron en
presencia de rapamicina (NIR+Rm+) o AP21967 (NIR+RI+) con respecto a los de células incluidas
en hidrogeles no irradiados en presencia de estos mismos dimerizadores (NIR-Rm+ y NIR-RI+,
respectivamente). Se muestran los correspondientes valores relativos de ARNm de dichos genes
en células que se irradiaron en ausencia de dimerizador (NIR+) con respecto a los de células
incluidas en hidrogeles no tratados y no irradiados (NIR-). Se indican los valores p, considerandose
los cambios estadisticamente significativos cuando dichos valores fueron menores de 0,05, n = 3.
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0,356 NM_023204 | Ndo8O
oage | NMOUIONZ | o,
ENSMUSTO00 .
0,785 000051795 Trim5
0,072 NM_008446 Kif4
0,308 NM_183046 | Kif20b
0202 | NMLOD103%6 1 gppgg
0,565 NM_009626 Adh7
0,269 NM_026913 Mitd1
0,050 NM_029249 Parpbp
0,081 NM_013673 | Sp100
0,962 NM_181815 | Cep128
NM_024475 | Ublcp1
0930 | MO8 0120
0,259 NM_148938 | Sic1a3
0,239 NM_026790 Ifi27
0,229 NM_021890 | Fads3




Tco1oooga783.mm. 1114 0,598 NM_06031 0813 Cenpf
gfn:a%gg:fgkﬁg 1,033 0,870 NM_033616 Csprs
TCT100001657.me. 1,179 0,503 NM_027320 1fi35
TCO300°2°3°8-"‘"1- 1,173 0,338 NM_011495 Plk4
Tco7ooog1519.mm. 0,127 NM—O:); 0136 Trimé
TC1 6000(;1 807.mm. NM_019665 Arlé
TC0T00003635 i 0001 1948 224E04 0932 | 0608 NM_023835 | Trim12a
TC1 3000(;1 171.mm. 0,561 NM_021790 Cenpk
Tcosooo%omg.mm. 0,947 NM_08071 0385 Adar
TC1300000362 mm. 0,969 NM_011454 Serlzinbe
Tc1zooo%1ss4.mm. 1235 0,385 NM_172578 Mis‘;&bp
TC1 1000(;4159-mm- 1,178 0,422 NM_011150 | Lgals3bp
TC19000(;1419.mm. 1250 0,009 NM_O(;)(; 1111 Liva
TC15000(;2217.mm. 1,260 0,259 NM_0(§)81 2538 Racgap1
TC1 1000(;3379.mm. 0,995 0,875 NM_172796 Slfn9
TC°1°00(;2033-"“’“- 1,190 0,390 NM_008563 Mcm3
T002000%5271 -mm. 1,167 0,378 NM_011497 Aurka
TCO3000(;0266.mm. 1176 0.282 NM_070 81 1014 D351f‘;;d2
Tc1sooo%oaze.mm. 0,992 0,991 NM_07021 1686 Gise1
TCO500003730.mim. 1,098 0,558 NM_172777 Gbp9
TC13000(;2773.mm. 1107 0,369 NM_05011 0386 20953
TCO3000%2302-mm- 1,055 0,742 NM_011693 Vecam1
TC1100004291.mm. 0,766 o108 | NVLOO1Z814 1 pgmeon
TC1400002870.mm. 0,937 0506 | NM0D10810 Pt
Phf11d
TCOX00031 658.mm NM_026887 Ap1s2
TCO4000(;3390-'T\"1- NM_023223 Cdc20lar
TCi 000021 579.mm. NM_008921 Prim1
Tcozooog1 889.mm. NM_175154 Galk2
TC1 0000(31 593.mm. NM_O;)21 1360 | rimeless
'rcozoooo;ses.mm NM_181416 Arhg:m
T006000022565.mm NM_008638 Mthfd2
TC1 1ooo%oosa.mm. NM_Of; 2430 Ap1b1
TCOXOOO%O735.mm NM_Oé) 71 0303 Dke1
T004000%0557-mm- 1,217 0,189 NM_008017 Smc2
TCO3000(;2627.mm. NM_174875 Afgtﬂf,’;s

Tc13000(;0019.mm. NM_013778 Akric13

NM_173386 | Mb21d1
NM_172486 20677
NM_009808 | Casp12

TC0900002724.mm.
2

TC1700000269.mm.
2

TC0900000033.mm.
2

TCOX00005276.mm 1,369 0,055 NM_011147 Ppef1
TC1 1000(;0798.mm. 1,040 0,632 NM_O:;)G'] 0395 Pigl
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Tabla 2. Analisis del transcriptoma en las células C3H/10T1/2-BMP-2""%" incluidas en NIR-
BMP-2-HG que fueron irradiados en presencia de dimerizadores. Se muestran los niveles
relativos de ARNm de los genes que disminuyen significativamente al menos 1,5 veces en células
incluidas en hidrogeles que fueron irradiados en presencia de rapamicina (NIR+Rm+) o AP21967
(NIR+RI+) con respecto a los de células incluidas en hidrogeles no irradiados en presencia de
estos mismos dimerizadores (NIR-Rm+ y NIR-RI+, respectivamente). Se muestran los
correspondientes valores relativos de ARNm de dichos genes en células que se irradiaron en
ausencia de dimerizador (NIR+) con respecto a los de células incluidas en hidrogeles no tratados y
no irradiados (NIR-). Todos los demas detalles son como en la Tabla 1.

Niveles Niveles .
relativos de Valor p relativos de Valor p Niveles Valor
N° de Algle NIR+Rm+ Algle NIR+RI+ relativos NIR+ 2 N° Acceso a Simbolo
identificacion vs NIR- vs NIR- de ARNm v GeneBank del gen
NIR+Rm+/ Rt NIR+RI+/ Rl NIRAINIR. NIR-
NIR-Rm+ NIR-RH+
TC1500001848.mm. 0,651 0,015 0,642 0,017 1,098 0,696 NM_130859 Card10
TC0800000227 . 0,634 0,025 0,569 0,012 0,533 0008 | "MW mamzin
TC1100005325.mm. 0615 0,003 0,594 0,004 0,757 0,068 NM_019409 Omg
TC1700000505.mm. 0,511 3,13E-04 0,511 2,11E-04 0,705 0,025 NM_008842 Pim1
TC17000020703-mm- 0,460 0,014 0,517 0,016 0,802 0,420 NM_133662 ler3
TC1100003055.mm. ENSMUST00
2 0,444 0,031 0477 0017 0,737 0,301 000018918 Cat8

Con el fin de investigar si los cambios en el transcriptoma de células que
sobreexpresan BMP-2 son causa del incremento en la temperatura que
experimenta el hidrogel tras la irradiacion NIR, se investigaron comparativamente
los niveles de los transcritos regulados en células C3H/10T1/2-BMP-2""
contenidas en NIR-BMP-2-HG que, en ausencia de dimerizador, se sometieron o
no a dos rondas de radiacion NIR. Sélo 9 de los 160 genes (5,6 %) cuya
expresién incrementa por la irradiacion en presencia de dimerizadores,
incrementaron significativamente su expresion tras irradiaciéon NIR en ausencia

de dimerizador (Tabla 1).

En ausencia de dimerizadores, la irradiacion NIR aumentd
significativamente los niveles de transcripcion de 149 genes (Tabla 4), mientras
que disminuyo la de 114 (Tabla 5). Los resultados obtenidos para los 50 genes
mas inducidos y reprimidos por NIR pueden ser visualizados en las terceras
columnas de los mapas de calor de la figura 12. El andlisis ontogénico de los
genes cuya expresion se modula exclusivamente por NIR no reveld ningun
enriqguecimiento de los procesos bioldgicos detectados en células que
sobreexpresan BMP-2 (Tabla 6). El patréon de expresion de los genes regulados
por NIR variaba notablemente cuando la irradiacion se realizaba en presencia de

rapamicina o AP21967, ya que solo se estimulaba la expresion de 11 (7,4%) o
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50 (33,6%), respectivamente, de los 149 genes inducidos como consecuencia de
la exposicion a NIR (Fig. 12B, dos primeras columnas del mapa de calor de la
izquierda, Tabla 4). Las diferencias eran aun mas pronunciadas cuando se
comparaban los niveles de expresion de los genes reprimidos por NIR. La
irradiacién en presencia de rapamicina o AP21967 solo disminuyo la expresion
de 3 (2,6%) o 14 (12,3%), respectivamente, de los 114 genes reprimidos por
irradiacion NIR en ausencia de dimerizador (Fig. 12B, dos primeras columnas del

mapa de calor de la derecha, Tabla 5).

Tabla 3. Andlisis ontogénico de genes cuya expresiéon se induce en células C3H/10T1/2-
BMP-2""%" incluidas en NIR-BMP-2-HG que fueron irradiados en presencia de dimerizadores.
El andlisis incluyd los genes cuyos niveles relativos de ARNm aumentan significativamente al
menos 1,5 veces en células incluidas en hidrogeles que fueron irradiados en presencia de
rapamicina o de AP21967, con respecto a células incluidas hidrogeles no irradiados. Se muestran
los términos, numero de genes, valor p, grado de enriquecimiento y simbolo de los genes.

Grado de

Término N° de Genes Valor p h o Genes
enriquecimiento
G0:0051988 regulation of attachment
of spindle microtubules to kinetochore 4 1,66E-05 71,754 Nek2, Spagb, Racgap1, Ect2
G0:0044406 adf;i.s;?n of symbiont to 4 3.93E-05 55,809 Gbp7, Gbp9, Ghp3, Gbp2
G0:0035457 cellular response to y y y ) )
interferon-alpha 5 1,77E-06 52,321 Ifit3, Ifit2, Ifit1, Ifit3b, Ifi204
GO:0035455 r e:f;%’;se to interferon- 5 1,77E-06 52,321 Bst2, Tgtp1, Tgtp2, Eif2ak2, Adar
. Gm12185, Irgm1, Irgm2, Stat1, Ifi202b, Ifit3, Ifit1, Igtp,
G0:0035458 celular response to 17 8,52E-24 52,065 Trims, ligp1, Tgtp1, Tqtp2, Ifi203, Gbp3, Gbp2, Ifi205,
interferon-beta 1204
G0:0000281 mitotic cytokinesis 7 1,12E-07 29,395 Ckap2, Kif23, Kif4, Anin, Mitd1, Racgap1, Kif20a
G0:0042832 defense response to .
protozoan 6 3,50E-06 25,114 Gbp7, Irgm2, Gbp9, ligp1, Gbp3, Gbp2
GO:0034341 piriasiog {o interferon- 5 4,90E-05 24,148 Irgm2, Bst2, Tgtp1, Tgtp2, Trim21
Bst2, Oas2, Ddx58, Ifit3, Ifit2, Ifit1, Oasl2, Ifi27I2a,
G0:0009615 response to virus 16 1,26E-16 23,918 Ddx60, Oas1b, Tgtp1, Tgtp2, Oas1a, Mx1, Eif2ak2,
Adar
G0:0045071 negative regulation of N "
viral genome replication 6 4,89E-06 23,544 Bst2, Isg15, Trim6, Oas1b, Eif2ak2, Adar
. . Cenpn, Setdb2, Kif11, Nek2, Sgol1, Cenpf, Ndc80,
G0:0007059 chromosome segregation 13 5,29E-12 18,342 Esco2, Sgol2a, Kif2c, Spagh, Oip5, Bub1
Bst2, Sifn9, Trim34a, Sifn8, Oas2, Ifit3b, Stat2, Ddx58,
G0:0051607 defense response to virus 22 1,45E-19 16,542 Ifit3, Ifit2, Ifit1, Isg15, Mb21d1, Oasl2, Ddx60, Oas1b,
Oas1a, Eif2ak2, Mx1, Oas1g, Ifit1bl1, Adar
G0:0032467 positive regulation of " y
cytokinesis 4 0,002 15,220 Kif23, Kif20b, Racgap1, Ect2
G0:0007018 microtubule-based " " " " . "
movement 6 3,83E-04 9,661 Kif23, Kif2c, Kif11, Kif4, Kif20b, Kif20a
Kif23, Cenpn, Setdb2, Kif11, Nek2, Sgol1, Cdc20,
G0:0007067 mitotic nuclear division 21 6,16E-14 9,520 Aurka, Anin, Ndc80, Smc2, Ccnb1, Kif2c, Timeless,
Ncapg?2, Oip5, Spag5, Kif20b, Bub1, Mis18bp1, Mast!
GO0:0071346 cellular response to
interteron-gamma 5 0,002 9,233 Gbp7, Gbp9, Gbp4, Gbp3, Gbp2
Kif23, Nek2, Anin, Aurka, Mitd1, Kif2c, Cdc45, Ncapg?2,
y A Oip5, Bub1, Mastl, Setdb2, Kif11, Sgol1, Cdc20,
GO0:0051301 cell division 25 2,16E-15 8,394 Ndc80, Racgap, Ect2, Smc2, Cenb1, Sgol2a,
Timeless, Spag5, Kif20b, Mis18bp1
G0:0050830 defense response to
Gram-positive bacterium 5 0,006 6,751 Havcr2, Gbp7, Gbp9, Gbp3, Gbp2
GO0:0006952 defense response 6 0,002 6,495 Gm12185, Irgm1, Irgm2, Igtp, Tgtp1, Tgtp2

Kif23, Nek2, Aurka, Anin, Mitd1, Kif2c, Cdc45, Oip5,
Ncapg2, Bub1, Mastl, Ddias, Ckap2, Setdb2, Kif11,
GO0:0007049 cell cycle 34 1,07E-18 6,953 Dlgap5, Sgol1, Cdc20, Ndc80, Racgap1, Mcm3, Smc2,
Ect2, Esco2, Trim21, Ccnb1, Sgol2a, Sass6, Timeless,
Spag5, Fancd2, Kif20b, Mis18bp1, Melk

60:0002244 hematapolelic proganitor 5 0,008 6,407 Herc6, Anin, Samd9), Esco2, Adar
Havcr2, Irgm1, Bst2, Herc6, Oas2, Trim21, Ddx58, Ifit3,
GO0:0045087 innate immune response 20 3,98E-10 6,278 Ifi202b, Ifit2, Ifit1, Mb21d1, Oasl2, Irf7, Oas1b, ligp1,
Oas1a, Eif2ak2, Mx1, Adar
Havcr2, Irgm1, Bst2, Herc6, Oas2, Ddx58, [fit3, Ifit2,
GO0:0002376 immune system process 17 6,36E-08 5,573 Ifit1, Mb21d1, Oasl2, Irf7, Oas1b, ligp1, Mx1, Eif2ak2,
Adar
G0:0002230 positive regulation of .
defonse respgnse i w.rgs by host 5 0,016 5,146 Ddx58, Slc1a3, Mb21d1, Trim6, Stat2
GO0:0006974 cellular response to DNA 9 0.019 2690 Timeless, Parp9, Gen1, Fancd2, Dtl, Dtx3l, Parpbp,
damage stimulus ’ ’ Mastl, Ddias
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Figura 12. Analisis del transcriptoma de células C3H/10T1/2-BMP-2"9" incorporadas en NIR-
BMP-2-HG sometidos unicamente a irradiacion NIR. (A) El esquema representa la cronologia
de la preparacion de NIR-BMP-2-HG, irradiacién NIR durante 10 min, cultivo en ausencia (Rm/RI-)
o presencia (Rm/RI+) de rapamicina (Rm) o AP21967 (RI) y analisis de expresion génica. En los
dias 3 y 8, el medio se reemplazé por medio carente de dimerizador. (B) Mapas de calor que
muestran los niveles relativos de expresion de los 50 genes mas inducidos (izquierda) o reprimidos
(derecha) en células que residen en NIR-BMP-2-HG irradiados en ausencia de dimerizador
(tercera columna, NIR+) con respecto a los de células que residen en NIR-BMP-2-HG no tratados y
no irradiados (NIR-). Las primeras y segundas columnas de cada mapa de calor muestran los
niveles relativos de expresion de los genes correspondientes en células que residen en NIR-BMP-
2-HG irradiados en presencia de Rm (primera columna, Rm+NIR+) o RI (segunda columna,
RI+NIR+) con respecto a los de células que residen NIR-BMP-2-HG no irradiados e incubados con
el correspondiente dimerizador (Rm+NIR- y RI+NIR-, respectivamente).



Tabla 4. Analisis del transcriptoma en células C3H/10T1/2-BMP-2"" incluidas en NIR-BMP-2-
HG que fueron irradiados en ausencia de dimerizadores. Se muestran los niveles relativos de
ARNmM de los genes que aumentan significativamente al menos 1,5 veces en células incluidas en
hidrogeles que se irradiaron en ausencia de dimerizador (NIR+) con respecto a los de células
incluidas en hidrogeles no tratados y no irradiados (NIR-). Se muestran los correspondientes
valores relativos de ARNm de dichos genes en células que se irradiaron en presencia de
rapamicina (NIR+Rm+) o AP21967 (NIR+RI+) con respecto a los de células incluidas en hidrogeles
no irradiados en presencia de estos mismos dimerizadores (NIR-Rm+ y NIR-RI+,
respectivamente). Todos los demas detalles son como en la Tabla 1.

r:li;tei:f:s Valor p rel':::‘i’\zl)zs de Valor p Niveles

N° de de ARNm NIR+Rm+ ARNm NIR+RI+ relativos de N° Acceso a Simbolo

identificacion NIR+Rm+/ vs NIR- NIR+RI+/ vs NIR- ARNm GeneBank del gen
Rm+ RI+ NIR+/NIR-
NIR-Rm+ NIR-RI+
TC1 7:](:;).021 969. NM—OGO:; 1637 Tcf19
TCOS0000080. 0.91 0,704 NM_145835 Letl
TC0800001797. 1,28 0,745 0,069 NM_007426 | Angpt2
TC0200001371. 121 0277 NM_007387 Acp2
TC1100000330. 1,01 0,867 1,182 0,314 NM_oos218 | Hpaal
TC0100000343. 1,04 0,946 1,602 0,170 NM_009930 | Col3af
TC02F?1(:T(])'025472. 137 1,221 0,232 NM_O‘:); 1463 Eng
TC0500000125. 1,04 0,829 1,180 0,321 NM.001289% | gr
TCO700001348. 1,14 0,580 0,112 NM_199035 Alg8
TC0400000114. 142 1.493 NM_O(;)11 1718 Trigk
TC0600002381. 0,94 0723 NM_153574 | Fam13a
TC0400003892. 1,18 0,228 0,966 0,808 NM_172338 | Dnajc16
TC0100003371. 1,18 0,352 1,190 0,281 NM_172644 Dars2
TC0800003171. 0,73 0,093 0,822 0,342 NM_007428 Agt
TC1100003569. 1,42 0,206 m NM_177752 Emef
Tc17gc:22057& 1,21 0,210 1,388 0,052 NM—05001 0249 Zfp563
TC0300000765. 1,18 0,445 0,108 NM_146131 Pbxip1
TC0200003267. 1,09 0477 1,441 NM_177648 Dolk
TC0700002437. 0,90 0,551 1,142 0,460 NM_173430 Fhkrp
TC0800001127. 1,30 0,274 1,336 0,211 NM_173036 | Adgrg3
Foxm1;
TC0600001508. 0,051 NM_008021 | 4933413
G19Rik

TC1300000365. Serpinb9

0000 ‘ NM_011452 .
TCO7337(1),021 280. 0,96 0,741 NM_08051 0400 Syti2
Tc1421cr)gg1 103. 1,05 0735 NM_O:?51 0241 Kbtbd7
TC0600002044. 1,24 0,305 NM_021435 | Sic35b4
TC10r(1)3T(])'03171. 0,94 0,654 NM_07071 0854 OIfr765
TCO1 ,(,)33020129' 0.68 ‘ NM_028829 Pagr8
TC0200003565. 136 0372 NM_018782 Calori
Tcosgsggmu. ‘ NM_019438 Ncapg
TC0200001006. 1,28 0,254 1,456 0,081 NM_175512 Dhrs9
TCOX0000T70. 125 0,280 NM_010797 Mid1
TC0600000374. 1,26 0,067 1,345 NM_153600 Ttc26
TC1821?:])21181. 0.89 0,596 1,125 0,750 NM_Og11 2895 Tme3m17
TC0500001914. 1,46 0,100 NM_027399 | Steap?
TC1800002017. 1,01 0,812 1,221 0,194 NM_009269 | Sptict
TCO0X00000735. NM_0010303

0000 o7 Dke1
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TC0200000002. NM_0010811 | Fam171

0000 1,27 0,307 61 at
TC1 2542.

13000025 1,36 0,213 1,194 0,351 NM_021886 Cenph
TC0700001535. 0,98 0,870 NM_007887 | Usp17la
TC0X00002631.

0000; ‘ 1,125 0,300 NM_008892 Polat
Tcmg?g_ozaseo. ‘ NM_023223 Cdc20
TC0100000947. 0,081 1,304 0,0933 NM_178882 | D2hgdh
TC1700002315. 0,64 ‘ 0,924 0,610 NM_029796 Lrg1
T€0400002220. 1,17 0414 1,430 0,059 NM_177861 | Tmem67
TC1300002196. NM_0010013

. 1,30 0,159 1,386 o1 Slc35d2
TC1800001036. 0,76 0,141 1,253 0,147 NM_172588 | Serincs
TCO7r(3](:2.02417. 112 0,571 1,415 0,106 NM_153068 Ehd2
TCOX00003327. 113 0,590 NM_181315 Carsb
TC0600000822. Kreel;

000 110 0,640 NM_145868 | mirg112
TCOS00001E36. 0.90 0,782 NM_023733 Crot
TC1700001570. 1,34 0,190 1,362 0,108 NM_177596 | Zfp947
TC1800000191. NM_0011604

- 1,08 0,538 04 Galnt1
TC1400001914. 1,31 0,340 1,248 0,345 NM_007554 Bmp4
TC1100000245. NM_0010336

0000 1,44 L L Pus10
TCT300007080. NM_025495 Cenpp
TC15;?1?1(-.),020034' 083 NM_013485 c9
TC1 621?1(1)‘020788. 1,05 NM_011173 Pros1
TG0300003334. 1,00 NM_175324 | Acad11
TGO7O000G735. 0,89 NM_008456 Kik1b5
Tco1gr:gg1soz 134 NM_138314 Nme7
TC1300001764. Serpinb1

0000 1,20 NM_173051 .
TC11 3(3293532- 127 NM_011505 Stxbp4
TC0100002349. NM_0011633

mm.. 1.18 14 Poapt
TCO40000TST. 112 NM_025970 | Zbtb8os
Tc1zgr:29097& 1.20 NM_029553 Ttc8
TCTT00002575. NM_024475 Ublcp1
TC020000T372 0,88 NM_146640 | OIfr1153
TCOZ&(:T?'%0636A 1,19 NM_06071 2063 Gsn
Tc1or?1(:2%1 593, NM_O;)21 1360 | rimeless
TC1400000772. Thtpa;

mm.2 1,10 NM_153083 | Zthxaos
Tc193]?;)%0008- 0,08 NM_013495 Cpt1a
TC0100000295. NM_0011233

000 0.92 o9 nri
TCO300000580. 078 NM_178726 Ppm 1l
TCO100003583. 1,08 NM_178884 Obsl1
TCO700003550. 1,11 NM_173445 Recd1
TC0900001459. NM_0010011

mm.2 112 - 44 Seap
Tcosg?:])g 1802. 141 NM_013531 Gnb4
Tco7r?1?:1)gos34- 1,08 NM_013705 Zfp30
TCOX00002448. 123 NM_0011721 | Dnasefl

mm. g 54 1
TC1 021?7(1)_021 204. 1,10 NM_015737 Galnt4
TC1200001109. NM_0010433

0000 126 - Emit
Tcogg?ggowo- 0,94 NM_011734 Siae
TCOX,?]?T\OEZ“ 5. 1,35 NM_019405 Cetn2
Tcmg?:])gaseg- 1,10 NM_008228 Hdac1




TC0100002667.

o 0,99 NM_010570 Irs1
TCO1 332_023301' 1 NM_008209 Mr1
TC0800002428. NM_0011646

000 0,94 79 Ano8
TCOXS]?T(I)_(;WOB. 1,07 NM_018794 Atp6ap1
Tcozg]t:gg 1889. NM_175154 Galk2
TC0900002870. NM_0010332

mm.2 1,09 0 Pis1
TCOZ&?:]).O; 751. 1,08 NM_028117 Chst14
TC12&?:]).00419. 147 NM_021710 Ap4s1
Tcoxr(’)]?T(]).? 056. 1,29 NM_053201 Magee1
Tc1or(31?:]).021913. 1,02 NM_172787 L3mbti3
Tcoxra(:ﬁozsm. 0,93 NM_010498 Ids
TC1900000040. NM_0011629

mm.2 1,03 - 46 Pox
TC0400000531. NM_0012819

00001 1,04 77 Invs
TCOSg(:T?22328- 1,12 NM_144898 Msto1
TC1200000688. NM_0012526

mm.2 1,08 14 Fut8
TCOGS]?_;)FMQS. 0,96 NM_145130 Lpcat3
TC0500001522. NM_0011304

mm.2 1,01 - 76 Tstt
TC0400001286. NM_0012858

mm. 1,48 12 Tmem53
TC1600000952. NM_0011593

mm. 1,23 31 N6amt1
TC1000002725. NM_0011686

000 0,98 55 Socs2
TC1500002342. NM_0010424

mm.2 1,38 38 Zhx1
TC0700004638. Rab4b;

ooco 0,94 NM_029391 | pirg107
TCO4F?1(:T(])'02942- 1,09 NM_026647 Zdhhc21
TC11 2(3320571 . 1,30 NM_028398 Phykpl
TC15r?1(:T?%2037- 1,34 NM_199198 Hdac10
TCO1F(:1[:T(])'00427. 123 NM_009676 Aox1

Tabla 5. Analisis del transcriptoma en células C3H/10T1/2-BMP-2"9" incluidas en NIR-BMP-2-
HG que fueron irradiados en ausencia de dimerizadores. Se muestran los niveles relativos de
ARNm de los genes que disminuyen significativamente al menos 1,5 veces en células incluidas en
hidrogeles que se irradiaron en ausencia de dimerizador (NIR+) con respecto a los de células
incluidas en hidrogeles no tratados y no irradiados (NIR-). Se muestran los correspondientes
valores relativos de ARNm de dichos genes en células que se irradiaron en presencia de
rapamicina (NIR+Rm+) o AP21967 (NIR+RI+) con respecto a los de células incluidas en hidrogeles
no irradiados en presencia de estos mismos dimerizadores (NIR-Rm+ y NIR-RI+,
respectivamente). Todos los demas detalles son como en la Tabla 1.

Niveles Valor p Niveles Valor p Niveles
N° de polates | NIR+Rm+ | "lANOSde | NiRyRl | relativos de N°Accesoa | Simbolo
identificacion vs NIR- vs NIR- ARNm GeneBank del gen
NIR+Rm+/ Rm+ NIR+RI+/ Ri+ NIR+/NIR-
NIR-Rm+ NIR-RI+
TC0700002705. 0,89 0,405 0,579 NM_010908 Nfkbib
TC0500000855. 1,19 0,182 1,097 NM_053087 Epgn
TC1700001608. 0,99 0,954 0,991 NM_027644 Prss41
TCO700001517. 0,88 0,409 0,662 NM_147056 OIfr646
TC0900003344. 0,86 0376 1,110 NM_133977 i
TC1600000522. NM_OO1 2857
000 073 0,829 o8 lidr1
TC1700001101. NM_0012066
mm.2 0,97 0,794 0,985 61 Tmem200c
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TC0500002684. 1,22 0,051 1,071 0,503 0,663
Tco4gt:220395. 0.93 0,622 0,965 0,762 0,662
Tc15r(31?:]).02151. 097 0,967 1,028 0,918 0,662
Tc14r?1(:2%1730. 0,93 0,639 0,967 0,721 0,662
Tcoe:]?:.onsm 1,07 0,590 0,976 0,781 0,662
Tcoxgtmmas. 1 0,905 0,966 0,724 0,661
TCo1 21?221 190. 1,29 0,209 0,996 0,892 0,661
TC13r(]J1(r)T(])-(;0090. 0,79 0,161 0,867 0,282 0,661
Tcoggt:ggﬂzo. 0,87 0,458 0,879 0,452 0,660
TC0100001734. 078 0,051 0,922 0,536 0,660
Tc15r?1t:221 737. 0.81 0,195 0,968 0,963 0,659
TC11 r?\?;)gwm. 0,95 0,791 1,006 0,920 0,659
TC102](:2%2535. 0,91 0,583 0,932 0,578 0,658
Tco72]?;>9151o. 097 0,797 0,898 0,467 0,658
TCOZS]?;)%M%. 070 0,059 0,914 0,611 0,657
Tc13r?1(:ggme9. 0,90 0,666 0,640 m
Tcosg?;)gsom. 0,96 0,872 1,099 0,626 0,656
TC172]?;)%1018. 0,95 0,674 0,785 0,060 0,655
Tc1sg(:ggoszz. 0,96 0,844 0,7449 0,109 0,655
TC11 2(33?1928. 0,91 0,885 0,857 0,640 0,653
TC11 2]?:])?3046. 1,01 0,933 0,968 0,766 0,653
Tco7g(;??4655. 1,24 0,304 0,808 0,170 0,652
Tcozgt:g9144s. 0,78 0,088 0,970 0,779 0,652
Tc1or?1t:ggzzea 0,78 0,184 1,038 0,777 0,651
Tco4gt;?%2509. 1,12 0,618 1,123 0,519 0,649
Tcos&t:ggosn 0,89 0,276 0,910 0,370 0,649
Tc18r?1t:ggo1 12. 0,76 0,095 0,867 0,372 0,648
Tc1zgt;?914eo. 0,97 0,795 0,610

Tco1r?1t:gg1ssa 073 1,196 0,127 0,647
T004g(:32331 1 0,90 0,409 1,117 0,366 0,646
TC0700004425. 0,98 0,990 0,821 0,206 0,646
Tcosgsggzem. 073 0,090 0,494
Tcosgsggaom. 074 1,215 0,138 0,645
Tc13:3;)91430. 1,01 0,954 1,076 0,628 0,645
Tc15:3;)%0869. 0,97 0,648 0,689 0,05 0,645
TCO1r(1)](:T(])'00883. 0,90 0,308 0,886 0,241 0,645
TC0721(I)322718. 076 0,056 0,736 m
TC11 3%122833. 0,88 0,329 1,089 0,504 0,645
TC11 21?302843. 0.89 0,322 0,955 0,808 0,644
Tco7r(])1(:T(1)_022715. 0,88 0,303 0,981 0,994 0,643
Tc1sr(])1?g_021 168. 1,02 0,873 0,947 0,653 0,643
TCO7r(])1(:T(1)-02769. 087 0,374 0,959 0,693 0,643
TC11g(:ggO498. 0,88 0,351 0,812 0,095 0,642
TC1700000523. 077 -I 0,926 0,588 0,642
Tcozg?g_ozm 1. 1,03 0,807 0,995 0,963 0,641
TCO421(:T11)%0909. 0,83 0,292 0,866 0,446 0,641

0,647

NM_178730 Tmprss11f
uc008sIm.1 Ccl19
NM_Oé)311645 Amigo2

NM_07011 0390 Ldb3
NR_003634 Rps4l
NM_OO11907 | pearrait
NM_0011950
25 Nuak2
NM_010317 Gng4
NM_025274 Dppaba
NM_01011 1602 Cnih3
NM_0011356
38 Ly6h
NM_146538 OIfr315
NM_0012820 ,
95 Tip3
NM_147119 OIfr632
NM_0012764
48 Len6
NM_0011635 Tmem170b
72
NM_008153 Cmkir1
NM_0011956
73 Prr22
NM_0012896
02 Psd2
NM_010254 Galr2
Galr2
NM_007911 Efnb3
NM_0010425
27 Bim
NM—Ofg 0252 | 153011
NM_0012538
57 Tet1
NM—Og; 21| Famoosat
NM_0012896 Celf3
13
NM_153087 Hrh4
NM_010211304 Lpin1
NM_0011226
80 Pvrl4
NM_0010039
47 Cyp4x1
NM_028654 Tex36
NM_010751 Mxd1
NM_021351 Cryba4
NM_033269 Chrm3
NM_182928 Adm2
NM_0011016
47 Prih
NM_0010335 Kenk6
25
NM_0010117
69 Olfr317
NM_080454 Gjc2
NM_182927 Spred3
NM_029070 Tmem114
NM_021397 Zbtb32
NM_146276 Olfr1394
NM_025973 Pgc
NM_013679 Svs6
NM_010502 Ifnat




TCOX00001178. 0,95 0,631 0,851 0,327 0,640 NM—O(?; 28 | podntix
TC1000000679. 1,03 0,824 0,840 0,157 0,639 NM—O% W Famie
TC0900000385. 077 0,092 0,760 0,069 0,639 NM_146424 0lfr888
TC0800000209. 1,08 0,517 0,906 0,483 0,639 NM—°1°91 0391 Defb33
TC180000107. 0,83 0,068 0,930 0,466 0,637 NM_go10334 Myt
TC0700000592. 0,83 0,093 0,988 0,844 0,637 NM—of; 2705 Scgb1b7
TC0400000425. 0,96 0,786 0,896 0,432 0,637 NM_172690 Phf24
TC1400000251. 0,92 0,619 0,844 0,242 0,636 NM—ogg 177s g%g}
Duxbl1
TC1300002097. 0,99 0,981 1,049 0,566 0,636 NM_175214 | K27
TC1900000183. 1,08 0,514 0,955 0,677 0,636 NM_010239 Fth1
TC0200004546. 076 ‘ 0,851 0161 0,635 NM_02091 1635 | pdam33
TC1200000418. 075 0,864 0,209 0,634 NM_ 011588 Coch
TC0600001E00. 083 0,135 0,955 0,713 0,634 NM_0011099 Apold1
TC1100002480. 0,92 0,497 1,198 0,312 0,633 NM_027050 Smim23
TC0700004547. 0,88 0,337 0,910 0,561 0,633 NM_181729 Muc6é
TC0S00001301. 0,92 0,468 0,992 0,926 0,631 NM_008712 Nos1
TC0100001837. 1,09 0,485 0,958 0,725 0,630 NM_030060 Batf3
TC1600001029. 0,89 0,393 0,997 0,972 0,630 NM_172469 Clic6
TC0400001330. 0,86 0,200 0,928 0,481 0,630 NM—OQOJ 0385 Cldn19
TC0400003475. 0,96 0,710 0,860 0,166 0,630 NM_029662 Mfsd2a
TC1500000375. 0,80 0,089 0913 2,595 0,626 NM_172816 Sic30a8
TC0200002526. 0,66 -I 0,953 0733 0,626 NM—O(?11 0395 Widc10
TC0900002698. 0,80 0,188 1,002 0,906 0,625 NM_027150 Miip
TC0700002700. 0,96 0,678 0,984 0,820 0,625 NM-O;); o8 Neerp1
TCOX00000340. 0,85 0,201 0,757 m MO0 | Rnoxsa
TC1700002177. 0,81 0176 1,136 0,379 0,623 NM_0011628 Ttk
TC0700003054. 1,15 0,362 1,118 0,510 0,621 NM—°811 2888 Mrgpra9
TCOX00000443. 0,55 1,018 0,923 0,620 NM_ODI08T1 | Arngapas
TC1200001768. 0,96 0,755 0,617 m NM_010907 Nfkbia
TC1100001064. 0,79 0,124 1,024 0,984 0,618 NM_178035 Fads6
TC1200001886. 1,01 0,920 0,856 0,230 0,618 NM—O(?; 1102 Trim9
TC1700002519. 0,78 0,130 1,136 0,376 0,618 NM—Oﬂ 0334 Capn13
TC0600002978. 0,91 0,534 0,919 0,607 0,614 NM_178045 Rassf4
TCOX00000552. 1,02 0,882 00,752 0,110 0,613 NM_173779 Sowahd
TC1200002271. 1,19 0,276 1,151 0,331 0,612 NM_144834 | Serpinat0
TC1800000451. 097 0,806 1,096 0,476 0,612 NM_030061 Spink12
TC0900001474. 074 -I 0,863 0,250 0,611 NM_146227 Prss50
TC0100001225. 0,95 0,779 1,087 0,508 0,611 NM_031189 Myog
TC1700000995. 0,99 0,979 1,105 0,431 0,609 NM_183178 Fsd1
TCOX00003390. 0,84 0,159 0,787 0,056 0,606 NM_201236 Rhoxde
TC1700002128. 0,85 0,231 0,996 0,977 0,604 NM-OSOJ 2549 Ankrd66
TC0100002393. 0,722 0,105 0,998 0,927 0,598 uc007bdb.1 Als2er11
TC0800000357. 123 0,088 0,795 0,096 0,596 NM_ 0010136 Tex24
TC0700004553. 0,97 0,9200 0,785 0,322 0,594 NM_008748 Dusp8
TC0700000527. 0,78 0,126 1,208 0,258 0,591 NM_026731 PppTrida
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TC1100002653. 0,93 0,576 1,062 NM_146337 OIfr1396
TC0800002252. 0,77 0,261 0,466 NM_021788 Sap30
TC1100003961. 0,91 0,553 0,861 NM_007582 Cacng1
TC1400000254. OTTMUSTO00 Duxbl2;

mm.2 104 0,844 0,926 000096955 Duxbi3
TC1400000256. OTTMUSTO0

0000 1,04 0,844 0,926 200096061 Duxbi3
TC07000026%6. 0,78 0,293 0,510 0,578 NM_011756 Zip36
TC0700002472. NM_0010808 ;

000 073 0,116 0,663 0,575 s Gipr
TC0700000402. 1 0,979 0,961 0,697 0573 NM_007655 Cdr9a
TC0700001174. NM_0010041

WO | o | ome | osis o | L p—
TC1000000877. 1,31 0,238 0,444 m NM_008655 | Gadd45b
TC0100003887. NM_0011099

000 0,89 0,504 1,191 0,265 m - Nosap
TC1100003685. 0,77 0,447 0,464 m NM_145434 Nr1d1
TC1700002132. 0,89 0,384 0,875 0,291 0,540 NM_028711 Slc25a27
TC0600000227. NM_0011014

00001 0,63 0,569 0,533 A Fam71f2
TC0700004351. 0,91 0,438 0,962 0,709 m NM_023258 Pycard
TC0900003250. 1,02 0912 0317 0,478 NM_153287 Csmp1

Tabla 6. Andlisis ontogénico de los genes cuya expresion se induce en células C3H/10T1/2-
BMP-2""9" incluidas en NIR-BMP-2-HG que fueron irradiados en ausencia de dimerizadores.
El analisis incluyd los genes cuyos niveles relativos de ARNm aumentan (rojo) o disminuyen
(verde) significativamente al menos 1,5 veces en células incluidas en hidrogeles que fueron
irradiados en ausencia de dimerizadores, con respecto a células incluidas hidrogeles no irradiados.
Se muestran los términos, nimero de genes, valor p, grado de enriquecimiento y simbolo de los

genes.

N° de

Grado cl_e Genes
iento

receptor signaling pathway

Término Valor p . "
genes enriquecim
GO0:0014068 positive regulation
of phosphatidylinositol 3-kinase 4 0,012 8,371
signaling
G0:0042384 cilium assembly 6 0,003 6,230
G0:0060271 cilium
morphogenesis 7 0,002 5515
G0:0030030 'celllprOJectlon 6 0,005 5322
organization
G0:0007568 aging 0,040 3,871
G0:0007507 heart development 0,045 3,079
G0:0007186 G-protein coupled 15 0,046 1,730

OIfr1396, Cmkir1, Olfr315, OIfr888, Ccl19,
Olfr1394, Chrm3, Olfr646, OIfr632, Gipr, Hrh4,
Galr2, Olfr317, Gng4, Prih
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Tabla 7. Estudio mediante RT-qPCR de los cambios en la expresion de genes identificados
como diferencialmente regulados mediante microarrays. Se muestran los niveles relativos de
ARNm de 14 genes detectados como diferencialmente regulados mediante analisis RT-gPCR o de
microarrays en células incluidas en hidrogeles que fueron irradiados en presencia de rapamicina
(NIR+Rm+), AP21967 (NIR+RI+) o en ausencia de dimerizadores (NIR+) con respecto a los de
células incluidas en hidrogeles no irradiados en presencia (NIR-Rm+ y NIR-RI+, respectivamente)
o en ausencia (NIR-) de estos mismos dimerizadores. Todos los demas detalles son como en la
Tabla 1.

Cambios en la expresion de génica. Analisis mediante ensayos de RT-qPCR

INit\_/elesd Valor p INit\_leIesd Val Niveles Val
relativos de relativos de alor M alor "
N° de identificacién ARNm NIR+Rm+ ARNm NIR+RI+vs | relativos de NIRsve | Simbolo
NIR+Rm/ Ve NIR- NIR+RI+/ NIR-RI+ N NIR- del gen
NIR-Rm+ NIR-RI+
Mm00487796_m?1 17,711 0,049 11,756 0,002 1,398 0,072 Mx1
Mm01705338_s1 19,578 0,026 8,138 0,045 1,138 0,056 Isg15
Mm07295796_m1 71,832 0,023 10,119 3E-04 0,630 0,103 Iit1
Mm01341950_m1 6,782 0,032 6,874 0,031 1,774 0,092 Herc6
Mm01245815_m?1 7,080 0,026 4177 0,022 1,106 0,579 Xaf1
Mm01257286_m?1 3,653 0,037 4,107 0,010 1,428 0,187 Stat1
Mm00492679_m1 3,321 0,037 3,014 0,030 1,303 0,128 Irf9
Mm00490880_m?1 2,120 0,023 2,239 0,014 1,373 0,131 Stat2
Mm00435712_m1 0,454 1E-04 0,563 0,002 0,780 0,091 Pim1
Mm00447364_m1 2,059 0,035 2,190 0,012 1,354 0,279 Trim21
Mm00728630_s1 2,152 0,008 3,641 0,020 1,979 0,094 Kif2c
Mm00460961_m?1 13,182 0,039 11,702 0,030 1,311 0,194 Oas2
Mm01609165_g1 3,150 0,038 5,163 0,018 1177 0,434 Bst2
Mm00518778_m1 2,398 0,043 2,710 0,019 1,430 0,148 Parp9
Cambios en la expresion génica. Analisis mediante estudios con microarrays
Niveles Niveles .
N Valor p . Niveles
relativos de relativos de Valor p . Valor p .
N° de identificacién ARNm Rl ARNm NIR+RI+vs | felatios de NIR+ vs s(‘,';“;‘;':
NIR+Rm/ R+ NIR+RI+/ NIR-RI+ NIR#/NIR- NIR-
NIR-Rm+ NIR-RI+
TC1600002148.mm.2 1,979 0,041 5,843 1E-04 1,029 0,839 Mx1
TC0400004171.mm.2 6,089 5E-04 9,166 2E--04 0,892 0,804 Isg15
TC1900000504.mm.2 13,015 1E-04 12,334 9E-04 0,465 0,191 Ifit1
TC0600003503.mm.2 3,250 0,002 5,710 8E-04 0,970 0,739 Herc6
TC1100000989.mm.2 3,763 0,001 4,624 0,003 0,946 0,884 Xaf1
TC0100000375.mm.2 3,043 0,004 4,531 8 E-04 1,052 0,775 Stat1
TC1400002834.mm.2 2,266 0,002 2,660 0,001 1,020 0,922 Irf9
TC1000001596.mm.2 2,029 0,004 2,333 0,002 0,965 0,938 Stat2
TC1700000505.mm.2 0,511 3E-04 0,511 2E-04 0,705 0,025 Pim1
TC0700003862.mm.2 2,288 0,0021 2,019 0,019 1,223 0,425 Trim21
TC0400003366.mm.2 2,031 0,037 2,292 0,023 1,639 0,116 Kif2c
TC0500003175.mm.2 1,853 0,039 4,142 8E-04 0,884 0,771 Oas2
TC0800002431.mm.2 2,037 0,017 2,695 0,012 1,045 0,890 Bst2
TC1600000500.mm.2 2,438 9E-04 2,534 5E-04 1,187 0,450 Parp9

Las conclusiones que se obtuvieron a partir de los experimentos con
microarrays se corroboraron analizando la expresion de un numero
representativo de genes mediante ensayos de retrotranscripcién acoplada a PCR
cuantitativa (RT-gPCR) (Tabla 7). En concreto, se analizaron los niveles de
expresion de 12 genes positivamente regulados (Mx1, Isg15, Ifit1, Herc6, Xaf1,
Stat1, Trim21, Oas2, Bst2 y Parp9) y de 1 gen negativamente regulado (Pim1)
en células que sobreexpresan BMP-2, asi como de un gen positivamente

regulado a consecuencia de la irradiacion NIR (Kif2c). Los resultados arrojaron
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datos cualitativamente similares a los obtenidos mediante estudios con

microarrays.

Una vez detectada la potente actividad autocrina de la BMP-2 secretada
por las células contenidas en NIR-BMP-2-HG activados, se procedié a evaluar su
actividad paracrina. Para ello, empleamos células C3H/10T1/2 cultivadas en
micromasa que se trataron con medios condicionados por NIR-BMP-2-HG
activados. En primer lugar, se determiné la influencia del tratamiento con
dimerizadores sobre la diferenciacion condrogénica inducida por rBMP-2 del
cultivo en micromasa. Uno y seis dias después de sembrar las células en
micromasa, el medio de cultivo se reemplazdé con medio conteniendo rBMP-2 y
rapamicina o AP21967 (Fig. 13). Como controles, se dispusieron cultivos que no
fueron tratados, o que unicamente recibieron rBMP-2 o dimerizador. Al cabo de
11 dias tras la siembra, se determiné el grado de diferenciacién condrogénica
mediante tincidn con azul alcian.

La tincion de la matriz extracelular de los cultivos tratados con rBMP-2 a
concentraciones entre 1y 100 ng mL™" fue mas intensa que la de cultivos sin
tratar, indicando que el factor de crecimiento recombinante estimula la
diferenciacién condrogénica. La intensidad de la tincién incrementé al aumentar
las dosis del factor de crecimiento recombinante (Fig. 13B). La rapamicina,
inhibidor especifico de mTOR, inhibe significativamente la proliferacion vy
diferenciacion in vitro de células preosteoblasticas y de células estromales
primarias de la médula 6sea murina, a concentraciones tan bajas como 0,1 nM
(Singha y col.,, 2008). Con el fin de evaluar la posible interferencia en la
diferenciaciéon condrogénica inducida por rBMP-2 de la dosis de rapamicina
utilizada para activar condicionalmente la produccién de BMP-2 en NIR-BMP-2-
HG, los cultivos en micromasa se expusieron a las mismas concentraciones de
rBMP-2 en presencia de rapamicina 10 nM (Fig. 13B).
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Figura 13. Efecto de los dimerizadores en la diferenciacion condrogénica inducida por
rBMP-2. (A) El esquema representa la cronologia de la siembra de cultivos de células C3H/10T1/2
en micromasa, tratamientos con rBMP-2 en presencia (+) o ausencia (-) de dimerizador, y ensayo
de diferenciacion condrogénica. (B) Fotografias de cultivos tratados con las dosis indicadas de
rBMP-2 y/o rapamicina (Rm) o AP21967 (RI), tefiidos con azul alcian. El histograma muestra el
analisis cuantitativo de la intensidad de la tincion de azul alcian. Los datos son relativos a los
valores correspondientes a cultivos no tratados, a las que se les dio el valor arbitrario de 100. *: p <
0,05 comparado con cultivos no tratados. Barra de escala: 5 mm.
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La tincion con azul alcian fue menos intensa en las micromasas
expuestas a rBMP2 en presencia que en ausencia de rapamicina. De hecho, no
se observo ninguna diferencia entre el grado de tincion de cultivos tratados con 1
ng mL" de rBMP-2 en presencia de rapamicina y el de cultivos no tratados. Se
realizaron experimentos similares en los que las células fueron expuestas a
rBMP-2 en presencia o en ausencia de AP21967 10 o 100 nM. Las micromasas
tratadas con rBMP-2 en presencia de AP21967 mostraron niveles de tincién de
azul alcian similares a los de cultivos que uUnicamente recibieron el factor de
crecimiento, tanto cuando AP21967 se aplicd a concentracion 10 nM como

cuando se utilizé a concentracion 10 veces mayor (Fig. 13B).

A continuacion, y con el fin de determinar si la BMP-2 secretada en
respuesta al ftratamiento inductor de NIR-BMP-2-HG presenta actividad
paracrina, se realizaron cocultivos de células C3H/10T1/2 sembradas en
micromasa e hidrogeles activados mediante irradiacion NIR en presencia de
dimerizador (Fig. 14A). Dado que los experimentos mostrados anteriormente
indicaban que la rapamicina influye negativamente en la diferenciacion
condrogénica inducida por rBMP-2 de las células C3H/10T1/2, estos
experimentos se realizaron utilizando AP21967 100 nM como agente
dimerizador. Como control se emplearon células cultivadas en micromasa que
fueron tratadas con rBMP-2 a 10 ng mL™" y AP21967 100 nM. Las intensidades
de la tincién de azul alcian de las micromasas cocultivadas con NIR-BMP-2-HG
inducidos mediante irradiacion NIR en presencia de AP21967 100 nM fueron
significativamente mayores que las de micromasas expuestas a rBMP-2 10 ng
mL" y AP21967 100 nM (Fig. 14B). No se observaron diferencias entre las
intensidades de la tincidbn con azul alcian de micromasas cocultivadas con
hidrogeles que no fueron tratados, o que unicamente fueron tratados con
AP21967 o unicamente irradiados (Fig. 14B). Estos datos muestran que la BMP-
2 secretada por NIR-BMP-2-HG irradiados en presencia de AP21967 presenta
actividad paracrina, promoviendo la diferenciacion condrogénica de células con

las que no establecen contacto directo alguno.
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Es importante sefalar que tras una ronda de activacion la concentracion de
BMP-2 secretada por los hidrogeles alcanza concentraciones de unos 0,7 ng mL"
' (Fig. 9), dando lugar a un efecto superior sobre la diferenciacion condrogénica
de células C3H/10T1/2 que el alcanzado por una concentracién de 10 ng mL™ de
rBMP-2.
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NIR-BMP-2-HG, | NIR NIR
[ T T T |
---------- Dia 1 2 7 12
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condrogénica
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NIR-BMP-2-HG rBMP-2 (ng mL™")

R+

Actividad condrogénica relativa

NIR-NIR+ NIR-NIR+ - 1 10100
RI- RI+ RI+
NIR-BMP-2-HG  BMP-2 (ng mL")

Figura 14. Bioactividad de BMP-2 inducida por NIR-BMP-2-HG. (A) Representacion
esquematica (izquierda) y cronologia (derecha) del cocultivo de micromasas C3H/10T1/2 y NIR-
BMP-2-HG en presencia (RI+) o ausencia (RI-) de AP21967 100 nM, irradiacion NIR durante 10
min y ensayo de diferenciacion condrogénica. (B) lzquierda: fotografias y micrografias de
micromasas, tefiidas de azul alcian, que se cocultivaron con NIR-BMP-2-HG irradiados (NIR+) o no
(NIR-) en presencia (RI+) o ausencia (RI-) de AP21967. Derecha: fotografias y micrografias de las
micromasas, tefidas de azul alcian, que se trataron con AP21967 100 nM (RI+) y las dosis
indicadas de rBMP-2. El histograma muestra el analisis cuantitativo de la intensidad de la tincién
de azul alcian de las micromasas. Los datos son relativos a los valores correspondientes a cultivos
tratados Unicamente con 100 nM AP21967, a los que se les dio un valor arbitrario de 100, n = 3. *:
p < 0,05 comparado con cultivos tratados uUnicamente con AP21967 100 nM. #: p < 0,05
comparado con cultivos tratados con AP21967 100 nM y rBMP-2 10 ng mL™". Barras de escala: 5
mm (fotografias), 100 uym (micrografias).
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1.6 Induccion de la expresidén transgénica en lesiones 6seas

Con el fin de evaluar la capacidad de NIR-HG-BMP-2 para regular la secrecién
de BMP-2, contribuyendo a la regeneracién del tejido 6seo dafiado, se puso a
punto un modelo de defecto 6seo en calvaria de raton. Para ello, se realizé una
incision coronal de 3 cm en el cuero cabelludo a nivel occipital, exponiendo la
boveda craneal, y se cred un defecto de tamafio critico de 4 mm de diametro en
el hueso parietal izquierdo. La osteotomia se llevo a cabo mediante microcirugia
empleando una fresa dental acoplada a un micromotor, para evitar dafio en la
duramadre y minimizar la erosién del periostio que rodea la lesion 6sea (Fig.
15A). Tras cerrar la incision coronal con una sutura reabsorbible, se implantaron
en el defecto 6seo los precursores de los hidrogeles fototérmicos mediante
inyeccidon subcutanea, polimerizando in situ (Fig. 15B). Los hidrogeles incluyeron
células C3H/10T1/2-fLuc, que expresan fLuc bajo el control del circuito génico

activable por calor y dependiente de dimerizador (Martin-Saavedra y col., 2013).

A B

Figura 15. Microcirugia en calvaria de ratén e implantacion. (A) La fotografia ilustra la
realizacién de una incision coronal de 3 cm en el cuero cabelludo a nivel occipital, exponiendo la
béveda craneal, y el defecto 6seo de 4 mm. (B) La fotografia muestra la zona implantada tras la
polimerizacion del implante.

Un dia después de realizar la cirugia, se administré6 rapamicina por via
intraperitoneal y 90 min mas tarde se irradi6 la zona implantada durante 10 min
con un laser NIR. Este mismo tratamiento inductor se repitié ocho dias después
de la implantacion (Fig. 16A). Para minimizar el riesgo de quemaduras en la piel,
la potencia del laser se ajusté a 11-17 mW mm™, lo que permitié incrementar la

temperatura de la superficie irradiada, de 34,53 + 0,74 °C en el momento de
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iniciar la irradiacion, en 12,38 + 0,62 y 12,17 £ 0,73 °C, tras las irradiaciones
efectuadas uno y ocho dias, respectivamente, después de la implantacion (Fig.

16B, grafico derecha).
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Figura 16. Actividad fototérmica de NIR-fLuc-HG implantados en lesiones éseas. (A) El
esquema representa la cronologia de la implantacion de NIR-fLuc-HG en un defecto 6seo de
tamafio critico en la calvaria de raton, administracion de rapamicina (Rm) e irradiacion (NIR) de la
region implantada durante 10 min y realizacién de termografias. (B) Termografias IR de animales
implantados con NIR-fLuc-HG durante la irradiacion NIR a los tiempos indicados. El grafico
muestra los valores promedio + DE de los incrementos de la temperatura maxima detectados en
las zonas irradiadas, n = 5. Barra de escala: 1 cm.

Un dia después de la irradiacion en presencia de rapamicina, se inyecto
D-luciferina en el area del defecto (Fig. 17). Las imagenes de bioluminiscencia
obtenidas tras la primera y segunda ronda de activacion revelaron una fuerte
induccién de la actividad enzimatica en las zonas de implantacion (Fig. 17B,
panel izquierdo). No se detectaron diferencias significativas entre los niveles de
actividad inducidos después de la primera y segunda ronda de irradiacion NIR
(Fig. 17B, histograma derecho). Ademas, no se detectaron niveles de actividad
significativos del gen testigo en los implantes no irradiados de animales tratados
con rapamicina, que se emplearon como control. Estos resultados demuestran
que es factible controlar en un defecto éseo la expresion transgénica inducible
por calor y dependiente de dimerizador mediante la irradiacion NIR de

intermediarios tisulares basados en matrices de fibrina que contienen HGNP.
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Figura 17. Expresion transgénica inducida por activacion de NIR-fLuc-HG implantados en
lesiones oOseas. (A) El esquema representa la cronologia de la implantacién de NIR-fLuc-HG,
administracion de rapamicina (Rm) e irradiacion (NIR) durante 10 min de la regién implantada y
ensayos de bioluminiscencia. (B) Imagenes de bioluminiscencia de animales implantados con NIR-
fLuc-HG a los que se administr6 Rm y se expuso (+) o no (-) a irradiacion NIR. El histograma
muestra el promedio de los niveles de radiancia de la luminiscencia detectados en el lugar de
implantacion, n = 5. Barra de escala: 1 cm.

1.7 Secrecion de BMP-2 inducida en lesiones 6seas tras activacion de NIR-
BMP-2-HG

A continuacion, quisimos determinar si era posible inducir la secrecién de BMP-2
en NIR-BMP-2-HG implantados en defectos Oseos. Se incluyeron células
C3H/10T1/2-BMP-2"" en los precursores de hidrogeles fototérmicos que se
implantaron, tal y como se describi6 en el caso de NIR-fLuc-HG, en las lesiones
generadas en la calvaria de los ratones (Fig. 18A). Uno y ocho dias después, los
animales implantados fueron tratados con rapamicina y expuestos a irradiacion
NIR, lo que aumenté la temperatura de la piel que cubria el implante en 12,36 +
0,32 °C y 12,32 £ 0,37 °C, respectivamente (Fig. 18B). La figura 18C ilustra un
NIR-BMP-2-HG implantado en el defecto dseo, un dia después de una primera
ronda de activaciéon. En la imagen se aprecia la linea media del hueso de la

cabeza (rojo) y a ambos lados el hidrogel de fibrina (morado) en el que se



Resultados

aprecian las células C3H/10T1/2-BMP-2"". Un dia después de cada irradiacion
NIR se recuperaron los implantes, con los que se prepararon extractos que se
emplearon para cuantificar su contenido en BMP-2. Se observd que la
produccién del factor de crecimiento era muy superior en las muestras de
implantes irradiados, en comparacion con las procedentes de implantes no
irradiados. Los resultados indicaron asimismo que, al igual que lo observado en
los experimentos in vitro, la primera ronda de activacion supera a la segunda en

cuanto a la capacidad de induccion del factor de crecimiento (Fig. 18D).
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Figura 18. Produccion de BMP-2 inducida por activacion de NIR-BMP-2-HG implantados en
lesiones 6seas. (A) El esquema representa la cronologia de la implantacién subcutanea de NIR-
BMP-2-HG, administracion de rapamicina (Rm) e irradiacion (NIR) durante 10 min de la region
implantada, tincion de tricromico de Masson y cuantificacion de BMP-2. (B) El grafico muestra la
media + DE de los incrementos de la temperatura maxima detectados en los animales irradiados a
los tiempos indicados, n = 5. (C) Tincién de tricromico de Masson de un corte histologico
transversal del defecto 6seo de tamafio critico y su implante, un dia después de la primera ronda
de activacion. El hueso mineralizado se tifie en rojo, el hidrogel en morado y el colageno en azul.
Los asteriscos marcan las posiciones de los margenes originales del defecto 6seo. Barra de
escala: 250 um. (D) Niveles de BMP-2 en NIR-BMP-2-HG procedentes de ratones tratados con Rm
y que se expusieron (+) o no (-) a irradiacion NIR. Los datos son relativos a los valores de BMP-2
detectados en implantes no irradiados en el dia 3 (0,16 £ 0,03 pg de BMP-2 por mg de implante
recuperado) a los que se les dio un valor arbitrario de 100, n = 4. *: p < 0,05 comparado con
animales no irradiados. #: p < 0,05 comparado con muestras irradiadas que fueron analizadas en
el dia 3.
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1.8 Regeneracion ésea tras activacion de NIR-BMP-2-HG

A continuacién, quisimos determinar si la induccién de BMP-2 en NIR-BMP-2-HG
activados podria contribuir a la regeneracion del defecto 6seo generado en
calvaria de raton. Para ello, se implantaron los hidrogeles tal y como se ha
descrito y los animales se trataron con rapamicina y se sometieron a irradiaciéon
NIR al cabo de 1 y 8 dias. Durante las diez semanas posteriores a la
implantacién, se monitorizaron posibles efectos adversos sobre la salud de los
animales (Fig. 19). Los animales se pesaron una vez por semana, Nno
observandose diferencias significativas entre los valores promedio del peso de
los animales que se irradiaron o no (Fig. 19A). Ademas, se observd que la
implantacién de los hidrogeles no genera alteraciones visibles en la piel (Fig.
19B, imagen de la semana 1). Unicamente algunos de ellos mostraron en las
semanas 2 y 3 alguna herida superficial debido al rascado de la zona (Fig. 19B,

imagenes de las semanas 2 y 3), que cicatrizé ulteriormente.
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Figura 19. Evolucion del peso corporal y lesiones de la piel en ratones implantados con NIR-
BMP-2-HG. (A) Valores promedio del peso corporal de ratones implantados durante 75 dias con
NIR-BMP-2-HG que, 1 y 8 dias tras la implantacion, fueron tratados con rapamicina e irradiados
(NIR+) o no (NIR-). (B) Imagenes de la cabeza de ratones implantados que fueron sometidos a
irradiacion NIR. Barra de escala: 0,5 cm.
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Diez semanas después de la implantacion, se tomaron imagenes de
rayos X de animales irradiados y no irradiados (Fig. 20A). En los implantes de
animales que fueron irradiados se apreciaron zonas de atenuacion de rayos X,
que se correspondieron con pequefios islotes de osificacion, disminuyendo el

diametro de los defectos 6seos en 1 mm (Fig. 20B).
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Figura 20. Radiografias de animales implantados con NIR-BMP-2-HG. (A) El esquema
representa la cronologia de la implantacion de NIR-BMP-2-HG, administracién de rapamicina (Rm)
e irradiacion NIR (NIR) y analisis radiografico. (B) Imagenes de rayos X de animales implantados a
los que se les administr6 Rm y se expusieron (NIR+) o no (NIR-) a irradiaciéon NIR. El histograma
muestra el diametro medio de las areas radiolucentes en los defectos dseos implantados con NIR-
BMP-2-HG, que se expusieron o no a irradiacion NIR, n = 5. *: p < 0,05 comparado con animales
no irradiados. Barras de escala: 5 mm (1 mm para las ampliaciones).

Una vez tomadas las imagenes radiograficas, los animales fueron sacrificados,
analizandose el grado de regeneracion de los defectos dseos mediante analisis
histolégico. En los animales que no se irradiaron la tincién con tricromico de
Masson revelé que, el defecto 6seo presenta una fina capa de tejido fibrético,

principalmente compuesto por colageno que se tifie de color azul. Sin embargo,
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en los animales irradiados se observa una gruesa capa de tejido, que alterna
zonas fibréticas tefidas de color azul con areas de mineralizacion tefidas en
rojo, entre los engrosados bordes mineralizados de la osteotomia que se tifien
en rojo. Asimismo, en los animales irradiados se observé un prominente paniculo
adiposo en la zona de la hipodermis que cubre el implante. No se detectaron
vestigios de los hidrogeles inyectados en ninguna de las muestras, irradiadas o
no. El analisis histomorfométrico confirmé la formacion de hueso nuevo en los

animales irradiados.
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Figura 21. Regeneraciéon o6sea inducida por activacion de NIR-BMP-2-HG. Tinciéon de
tricromico de Masson de cortes histolégicos de defectos 6seos implantados. Los asteriscos marcan
las posiciones de los margenes originales de los defectos 6seos. El histograma muestra la
cuantificacion histomorfométrica del hueso formado en el defecto 6éseo. n = 5. *: p < 0,05
comparado con los animales no irradiados. Barras de escala: 250 ym.

Para descartar que la elevacion de temperatura, consecuencia de la
irradiacion NIR, promueva la regeneracion del defecto dseo, se implantaron
hidrogeles carentes de células, que contenian o no HGNP, en los defectos
creados en el hueso de la calvaria. Uno y ocho dias después de la inyeccién de
hidrogeles, los animales implantados se irradiaron como se ha descrito
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anteriormente. Durante las diez semanas posteriores a la implantacion, no se
observaron diferencias significativas entre los valores promedio del peso de los
animales que se implantaron con hidrogeles careciendo o conteniendo HGNP, ni

tampoco entre los que se irradiaron o no (Fig. 22).
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Figura 22. Evolucion del peso corporal de ratones implantados con hidrogeles carentes de
células. La grafica muestra los valores promedio del peso corporal de ratones implantados durante
75 dias con hidrogeles conformados con HGNP (HGNP+) o sin ellas (HGNP-) y que 1y 8 dias tras
la implantacion se irradiaron (NIR+) o no (NIR-).

Durante la primera y segunda ronda de irradiacion (Fig. 23A), los
animales implantados con hidrogeles carentes de HGNP incrementaron la
temperatura de la piel que cubre el implante en 4,95 £ 0,15 °C y 4,33 £ 1,08 °C,
respectivamente (Fig. 23B). Este aumento se debié probablemente a la
absorcion de la luz NIR incidente por estructuras como los foliculos pilosos
pigmentados. Los incrementos térmicos provocados por la irradiaciéon de
implantes que incluyen HGNP fueron similares a los observados en implantes
que contenian células C3H/10T1/2-BMP-2"" o0 C3H/10T1/2-fLuc (Fig. 23B). El
analisis histolégico de los hidrogeles carentes de células, realizado 10 semanas
después de la implantacion, s6lo mostré tejido fibroso uniendo los bordes de
osteotomia de los defectos implantados con hidrogeles conformados o no
HGNP, tanto irradiados como no irradiados, sin ningun signo de regeneracion
6sea (Fig. 23C, paneles superiores). La cuantificacién histomorfométrica de las
secciones histologicas confirmé la falta de formacion de nuevo hueso (Fig. 23C,
histograma). No se observaron diferencias significativas entre el grado de
regeneracion osea de ratones implantados con hidrogeles fototérmicos que
carecian de células, irradiados o no, y el de ratones implantados con NIR-BMP-

2-HG a los que se les administré rapamicina, pero no fueron irradiados.
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Figura 23. Regeneracion 6sea inducida por activacion de hidrogeles carentes de células. (A)
El esquema representa la cronologia de la implantacion de hidrogeles, irradiacion NIR (NIR) y
analisis de imagenes. (B) El grafico muestra los valores promedio + DE de los aumentos maximos
de temperatura detectados durante la irradiacion NIR, a los tiempos indicados, en el lugar de
implantacion de hidrogeles polimerizados con HGNP (HGNP+) o sin HGNP (HGNP-), n = 5. (C)
Tincién de tricrémico de Masson de cortes transversales histoldgicos de defectos 6seos de tamafio
critico. Los asteriscos marcan las posiciones de los margenes originales de los defectos éseos. El
histograma muestra la cuantificacion histomorfométrica del hueso formado en los defectos 6seos.
A efectos comparativos, el histograma muestra los datos correspondientes a ratones implantados
con hidrogeles que contienen C3H/10T1/2-BMP-2""" y HGNP, a los que se administro rapamicina
(Rm) y expuso o no a irradiacion NIR (Fig. 21). n = 5. *: p < 0,05 comparado con todas las demas
condiciones. Barras de escala: 250 ym.
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2. GENERACION DE HIDROGELES FOTOTERMICOS BASADOS EN HGNP
ACOPLADAS A TROMBINA

En este apartado se describe el proceso de preparacion y caracterizacion de
HGNP acopladas a trombina que, afiadidas a la solucion de fibrinbgeno, generen
hidrogeles fototérmicos basados en fibrina. Para preparar estas NP, se ha
utilizado un acoplamiento covalente para recubrir HGNP con PLL mediante el
uso de COOH-PEG-SH como molécula heterobifuncional espaciadora y
enlazadora. El grupo tiol del COOH-PEG-SH se une a la superficie del oro
mientras que su grupo carboxilo se une a los grupos amino de la PLL a través de
un enlace amida. Las NP funcionalizadas resultantes, HGNP-PLL, pueden cargar
eficientemente trombina. El proceso de sintesis y caracterizacién de las HGNP

acopladas a trombina se detalla en el siguiente apartado.

2.1 Caracterizacion de HGNPT

El acoplamiento entre la trombina y las HGNP, que presentan carga negativa, no
se puede lograr de forma directa debido a las fuerzas electrostaticas repulsivas
que se crean entre el enzima y las NP. En un trabajo anterior, se demostré que
la carga electrocinética de las HGNP se podia revertir mediante una estrategia
de conjugaciéon con un polimero catidnico, clorhidrato de polialilamina. Sin
embargo, la funcionalizacion de la superficie de las HGNP utilizando dicho
polimero resultd en una concentracion local de aminas tan elevada que condujo
a una drastica remodelacién de las nanoparticulas y la consiguiente pérdida de
sus propiedades plasmonicas (Prieto y col., 2014). Por ello, en el presente
trabajo se exploré una estrategia diferente, basada en el acoplamiento covalente
entre PLL y HGNP utilizando una molécula heterobifuncional, COOH-PEG-SH
que se une a las HGNP a través de la formacién de un enlace tiolato-oro
(Hakkinen y col., 2012).

Las HGNP, con geometria esférica y un didmetro medio determinado
mediante TEM de 44,0 £ 9,3 nm (Fig. 24A, izquierda), aumentaron su tamano
hasta 76,7 = 10,8 nm después de la conjugacién con COOH-PEG-SH (Fig. 24A,
centro). El recubrimiento con PEG proporciond un recubrimiento homogéneo al

ndcleo metalico, observable gracias a una modificacion de la técnica de
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microscopia electronica (Brenner y col., 1959). Asimismo, el analisis MP-AES
reveld que el contenido de oro de las NP disminuyoé de 63,53 £ 0,21 % a 38,04 +
0,31 % mientras que el de cobalto se redujo notablemente de 10,77 + 0,23% a
0,21 £ 0,04 %.

A continuacién, los grupos carboxilos disponibles en la superficie de
HGNP funcionalizadas con COOH-PEG-SH se emplearon para unir
covalentemente las aminas primarias presentes en PLL, utilizando 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) en combinacion con N-

hidroxisuccinimida (NHS), como se muestra en el esquema 1.
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Esquema 1. Preparacion de HGNP (NP Au) conjugado con el copolimero PEG-PLL.

Una de las principales ventajas del EDC es su solubilidad en agua, lo que
permite realizar el acoplamiento con los grupos amino en ausencia de
disolventes organicos. La interaccion entre el EDC y los acidos carboxilicos
presentes en la superficie de HGNP funcionalizadas con COOH-PEG-SH resulta
en la generacion de un intermediario inestable de O-acilisourea que se hidroliza
rapidamente en soluciones acuosas. La adicion nucleofilica de NHS desplazé el
agua de los acidos carboxilicos, previniendo la hidrdlisis prematura de los
ésteres reactivos. La interaccién de NHS con las aminas primarias presentes en
PLL condujo a la formacion de amidas.

El recubrimiento con el polimero catidnico se revelé6 como una capa
organica de geometria irregular que envolvia las HGNP, tal y como mostraron las
imagenes obtenidas mediante TEM (Fig. 24A, derecha). El potencial zeta de una

suspension de HGNP en PBS, cuyo valor de potencial zeta a pH 7,4 es de -
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27,21 + 1,06 mV, adquirié valores positivos tras la conjugacion a PLL. La
incubacién de las HGNP conjugadas a PLL con una disolucion de trombina en
PBS redujo el potencial zeta de las NP en 10 mV, indicando asi la interaccion
exitosa entre las NP y el enzima (Fig. 24B). Las NP resultantes se denominaron
HGNPT. La estabilidad de la conjugacion de trombina a las particulas se
determind cuantificando los valores del potencial zeta de suspensiones acuosas
de HGNPT almacenadas a 4 °C durante 7 dias. Dichos valores experimentaron
una ligera reduccion al cabo de 3 dias, permaneciendo estables hasta el final de
periodo de observacion (Fig. 24C).
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Figura 24. Caracterizacion de HGNPT. (A) Imagenes obtenidas mediante TEM de HGNP, tras su
conjugacion con PEG (HGNP-PEG) y con PLL (HGNP-PEG-PLL). (B) La grafica muestra el
potencial zeta de HGNP, HGNP-PEG-PLL y HGNPT recién resuspendidas en agua. (C)
Potenciales zetas de HGNPT reconstituidas en agua y posteriormente almacenadas a 4 °C durante
1, 3 y 7 dias. (D) Espectros de absorcion de dispersiones de HGNP y HGNPT recién
resuspendidas en agua. U.a: unidades arbitrarias. (E) Las dispersiones acuosas de HGNP o
HGNPT a concentracién de 10 ug mL™" se incubaron a 4 °C o a 37 °C/5 % CO, durante los tiempos
indicados y se sometieron a irradiacién NIR durante 5 min a 44 mW?2 La grafica muestra los
valores promedios + DE de las diferencias de temperatura maxima (Tmax) alcanzada, calculadas
segun la formula: AT (°C) = Tmax 4 °C —Tmax 37 °C / 5% CO,. Barra de escala: 10 nm.
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Los espectros de absorbancia UV-VIS-NIR de suspensiones acuosas de
HGNPT y HGNP recién preparadas mostraron un maximo en la region NIR,
centrado alrededor de 800 nm (Fig. 24D). Se observé un ligero desplazamiento
del plasmén de resonancia que puede atribuirse a diferencias en la constante
dieléctrica del medio circundante a la superficie de las NP, debido a la presencia
de trombina. La figura 24E muestra la eficiencia fototérmica a lo largo del tiempo
de suspensiones de HGNP y HGNPT a concentracién 10 ug mL™". Después de
su reconstitucion en agua estéril, las suspensiones se incubaron a 4 °C o 37 °C/5
% CO, y al cabo de 1, 7 y 21 dias se sometieron a irradiacion NIR, durante 5 min
a 44 mW? Las termografias IR revelaron que la diferencia entre las
temperaturas maximas medias alcanzadas tras la irradiacién de las muestras
incubadas a 4 °C y 37 °C aumentaba con el tiempo de incubacién. En
comparacion con la incubaciéon a 4 °C, las suspensiones de HGNP perdieron
alrededor de 4,5 °C de su capacidad maxima de calentamiento después de 21
dias de incubacion a 37 °C, mientras que las muestras de HGNPT incubadas

bajo las mismas condiciones casi duplicaron esta pérdida.

t (dias)

Figura 25. Degradacion de HGNP y HGNPT. Imagenes obtenidas mediante TEM de HGNP y
HGNPT recién resuspendidas en agua y tras su incubacion a 37 °C/5 % CO. durante 21 dias.
Barra de escala: 100 nm y 25 nm en imagenes ampliadas.
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La visualizacion de las suspensiones de NP por TEM revelé un aumento
significativo de especies coloidales con geometria irregular en muestras de
HGNPT después de 21 dias de incubacién a 37 °C/5 % CO,, efecto que fue
menos evidente en las suspensiones de HGNP incubadas en las mismas
condiciones (Fig. 25).

Para confirmar que la trombina acopada a las HGNP conserva su actividad
funcional, la actividad enzimatica de las HGNPT se ensayé empleando el
sustrato BOC-Val-Pro-Arg-AFC (Fig. 26). Las HGNPT resuspendidas en agua a
10 pug mL" se lavaron con agua desionizada o con DMEM, centrifugando a
continuaciéon a 13000 x g durante 10 min. Tras lavar con agua, la actividad
catalitica de HGNPT solo se redujo en un 15 %, mientras que el lavado con
DMEM redujo su actividad enzimatica en un 94 % (Fig. 26A). La figura 26B
muestra que la actividad enzimatica de las dispersiones de HGNPT en agua
almacenadas a 4 °C permanece estable durante 21 dias y luego disminuye. Sin
embargo, el lavado de HGNPT con agua estéril disminuyd de forma mas
acusada y mas rapida la actividad de la trombina, lo que indica que el enzima se
disocia de las HGNPT. De esta forma, las HGNPT lavadas retuvieron alrededor
del 60 % de su actividad enzimatica inicial después de 21 dias de
almacenamiento, y solo alrededor del 4 % al final del periodo de observacién de
35 dias.
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Figura 26. Actividad de la trombina en HGNPT. (A) Actividad enzimatica de HGNPT
reconstituidas en agua a 10 ug mL™” (-) y a continuacion lavadas con agua o DMEM. (B) Actividad
enzimatica de HGNPT reconstituidas en agua a 10 ug mL™" e incubadas hasta 35 dias a 4 °C. A los
tiempos indicados, las suspensiones se lavaron (+) o no (-) con agua y se determiné la actividad de
la trombina. Los valores promedios + DE son relativos a las muestras no lavadas y recién
reconstituidas (A) o incubadas 1 dia a 4 °C (B), a las que se les dio el valor arbitrario de 100.
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2.2 Polimerizacion de hidrogeles preparados con HGNPT

Para evaluar la dinamica de la polimerizacién de la fibrina catalizada por la
actividad enzimatica de HGNPT, se realizaron pruebas reoldgicas durante la
polimerizacion in situ del fibrinégeno disuelto en el DMEM y suplementado con 2
unidades NIH mL" de trombina o con HGNPT a 10 pg mL" (Fig. 27). Como
control, se ensayaron suspensiones de fibrinbgeno a las que no se anadio
trombina ni HGNPT y en las que no se evidencié polimerizacion. Cuando se
afiadié trombina al fibrindgeno (Fbg+T), la polimerizacién de la fibrina comenzoé
tan pronto como la temperatura de la muestra alcanzé los 15 °C mientras que los
valores del moédulo elastico (G') del hidrogel aumentaban al incrementar la
temperatura de la muestra. Después de la incubacién a 37 °C durante 110 s, G'
se estabilizé en valores 500 veces superiores que los correspondientes a 15 °C.
La dinamica de la polimerizacion fue indistinguible a la de muestras
suplementadas o no con HGNP (Fbg+T+HGNP). El reemplazo de la trombina
soluble por HGNPT (Fbg+HGNPT) previno la polimerizacién por debajo de 37
°C. La rigidez de los hidrogeles generados por la actividad de la trombina
acoplada a HGNPT fue comparable a la de los hidrogeles generados con el
enzima soluble s6lo después de 300 s de incubacion a 37 °C (Fig. 27A). Estos
resultados sugieren que la asociacion de la trombina a la nanoparticula
plasmonica limita la disponibilidad del enzima, condicionando asi la cinética del
proceso.

La figura 27B muestra imagenes de la estructura aparente de los
hidrogeles de fibrina preparados usando 2 unidades NIH mL" de trombina
soluble 0 HGNPT a 10 ug mL™. Las imagenes se obtuvieron mediante SEM, y se
puede observar que ambos hidrogeles presentan una estructura altamente
porosa con poros interconectados a escala micrométrica. El tamafio medio de los
poros de los hidrogeles basados en HGNPT es sélo ligeramente mayor que el de
los hidrogeles preparados con trombina soluble, por lo que hipotetizamos que su

funcionalidad sera similar
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Figura 27. Polimerizacidon de hidrogeles de fibrina con HGNPT. (A) Analisis reoldgico de la
polimerizacion del fibrinégeno (Fbg) en hidrogeles preparados con 2 unidades NIH mL” de
trombina soluble (T) en presencia (Fbg+T+HGNP) o0 ausencia de HGNP a 10 pug mL™" (Fbg+T), o
en presencia de HGNPT a 10 ug mL™” (Fbg+HGNPT), en funcion de la temperatura. (B) Imagenes
obtenidas mediante SEM del interior de hidrogeles de fibrina preparados con 2 unidades NIH mL”’
de trombina soluble (Fbg+T) o HGNPT a 10 ug mL™” (Fbg+HGNPT). El grafico muestra el diametro
medio del poro de estos hidrogeles, n = 200 (derecha). Barra de escala: 50 um.

2.3 Respuesta a NIR de hidrogeles de fibrina preparados con HGNPT

Tras determinar la dinamica de polimerizacion de los hidrogeles de fibrina
preparados con HGNPT, nos propusimos evaluar su capacidad fototérmica. Para
ello se prepararon hidrogeles de fibrina conteniendo HGNP a concentraciones
entre 5a 15 ug mL™" y 2 unidades NIH mL™" de trombina soluble o conteniendo
HGNPT a concentraciones entre 2,5 a 7,5 ug mL™". La figura 28A muestra la
espectroscopia UV-VIS-NIR de un hidrogel de fibrina preparado con HGNPT a

10 ug mL™. Con un pico de absorbancia maximo centrado a 800 nm, el espectro
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es similar al de un hidrogel polimerizado con trombina soluble y conteniendo
idéntica concentracion de HGNP. Tras un dia de incubacion a 37 °C/5 % CO,,
los hidrogeles se irradiaron con un laser NIR que emite a 44 mW mm™. Los
estudios de termografia IR revelaron que la eficiencia fototérmica de los
hidrogeles polimerizados con HGNPT a 5 ug mL™” es sélo ligeramente inferior a
la de matrices de fibrina polimerizadas con 2 unidades NIH mL™ de trombina
soluble en presencia de 5 ug mL"' de HGNP (Fig. 28B). Al aumentar la
concentraciéon de HGNPT en la suspension de fibrindgeno, la eficiencia
fototérmica de los hidrogeles resultantes aumentd de manera dependiente de la
dosis, alcanzando o incluso superando la de los hidrogeles preparados con dosis
menores de HGNP y trombina soluble.

Para averiguar si los hidrogeles preparados con HGNPT son andamiajes
adecuados para aplicaciones de ingenieria tisular, se incluyeron células
C3H/10T1/2 durante el proceso de polimerizacién. Tras incubar 24 h a 37 °C/5 %
CO,, los hidrogeles se seccionaron transversalmente y se sometieron a tincion
con faloidina-TRITC y con Hoechst 33342 para visualizar los filamentos de actina
y nucleos celulares, respectivamente. En la figura 29A, se muestra la distribucién
homogénea de las células, tanto en hidrogeles polimerizados con HGNPT a 15
ug mL™ como en hidrogeles polimerizados con 2 unidades NIH mL™ de trombina
soluble en presencia de HGNP a 15 yg mL™".

A continuacioén, se realizaron estudios de viabilidad de las células C3H/10T1/2
incluidas en hidrogeles polimerizados con HGNPT tras su cultivo durante 1 a 7
dias. No hubo diferencias significativas en las actividades metabdlicas de estas
células en hidrogeles de fibrina generados con HGNPT a 10 yg mL" o con 2
unidades NIH mL™" de trombina soluble y HGNP a 10 yg mL™" (Fig. 29B). La
viabilidad de las células contenidas en los hidrogeles no se vio afectada cuando
en los hidrogeles se duplico la concentracion de HGNPT. Se estudié asimismo la
actividad fibrinolitica de las células C3H/10T1/2 incluidas en estos hidrogeles.
Para ello, durante la preparacion del hidrogel, la suspension de fibrindgeno se
suplementd con Fbg-AF546 determinandose la liberacion al medio de cultivo de

productos de degradacién conteniendo AF546.
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En linea con lo observado en los ensayos de viabilidad celular, la remodelacion
de la fibrina fue similar en intermediarios celulares preparados con HGNPT o con
trombina soluble (Fig. 29C). En conjunto, estos resultados muestran que los
andamiajes fototérmicos generados con HGNPT muestran una excelente

citocompatibilidad, indistinguible de la de hidrogeles preparados con HGNP.
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Figura 28. Caracterizacion fototérmica de hidrogeles preparados con HGNPT (A) Espectros
de absorcién de hldrogeles de fibrina preparados con HGNPT a 10 ug mL™ (HGNPT) o con 2
unidades NIH mL™ de trombina soluble en ausencia (-) o presencia de HGNP a 10 ug mL™”
(HGNP+T). u. a.: unidades arbitrarias. (B) Termografias IR de hidrogeles de fibrina preparados con
las concentraciones indicadas de HGNPT o con 2 unidades NIH mL™ de trombina soluble en
ausencia (-) o presencia de las concentramones indicadas de HGNP (HGNP+T), que se irradiaron
con un laser NIR a 44 mW mm™, a los tiempos indicados (izquierda). El grafico muestra los valores
promedios + DE de los aumentos maximos de temperatura detectados durante la irradiacion NIR, n
= 3 (derecha).
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Figura 29. Caracterizacion de los hidrogeles polimerizados con células C3H/10T1/2 y
HGNPT. (A) Células C3H/10T1/2 incluidas en hidrogeles de fibrina preparados con HGNPT a 15
Mg mL™ (HGNPT) o con 2 unidades NIH mL™ de trombina soluble y HGNP a 15 ug mL™” (HGNP+T)
que fueron incubados durante 24 h a 37 °C/5 % CO,. Se obtuvieron imagenes transversales de los
hidrogeles mediante CLSM. La actina esta tefiida de rojo y los nucleos celulares de azul. Barra de
escala: 500 ym y 100 um en las ampliaciones. (B) El histograma muestra las actividades
metabdlicas de las células C3H/10T1/2 incluidas en hidrogeles de fibrina preparados con las
concentraciones indicadas de HGNPT o con 2 unidades NIH mL™" de trombina soluble en ausencia
(-) o presencia de HGNP a 10 ug mL™” (HGNP+T), después de 1 o 7 dias de cultivo. (C) La grafica
muestra la liberacion de productos de degradacion conteniendo AF546 al medio de cultivo de los
intermediarios celulares descritos en (B) después de 1, 3 y 7 dias de cultivo. Las fotografias
corresponden a hidrogeles cultivados durante 7 dias. Los valores promedio + DE son relativos a
las muestras sin NP cultivadas durante 1 dia, a las que se les dio el valor arbitrario de 100. *: p <
0,05 comparado con 1 dia de cultivo. #: p < 0,05 en comparacion con 3 dias de cultivo. Barra de
escala: 5 mm.
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2.4 Induccion de la expresion transgénica en hidrogeles fototérmicos
preparados con HGNPT

Para estudiar la capacidad de los hidrogeles fototérmicos preparados con
HGNPT como plataformas que permitan la expresién transgénica inducible
mediante hipertermia optica, se incorporaron células C3H/10T1/2-fLuc durante el
proceso de polimerizacion. Se prepararon intermediarios tisulares con HGNPT a
10-15 ug mL™" o con 2 unidades NIH mL™" de trombina soluble y HGNP a 5-7,5 ug
mL™". Tras incubar los intermediarios tisulares durante 24 h a 37 °C/5 % CO,, se
trataron con rapamicina e irradiaron con un laser NIR a 44 mW mm durante 10
min. Después de 24 h de cultivo, los hidrogeles se analizaron mediante
bioluminiscencia, observando que los generados utilizando HGNPT estimulan la

actividad de fLuc en las células que incluyen (Fig. 30, izquierda).
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Figura 30. Expresion transgénica inducida in vitro por la actividad fototérmica de hidrogeles
de fibrina preparados con HGNPT. Imagenes de bioluminiscencia de hidrogeles conformados en
ausencia (-) o presencia de HGNPT a 10 o 15 ug mL™ o con 2 unidades NIH mL™" de trombina y
HGNP a50 7,5 ug mL™ (HGNP+T). Todos los hidrogeles incorporaron células C3H/10T1/2-fLuc.
Tras incubar 24 h a 37°C/5 % COg, los hidrogeles se trataron con rapamicina y se expusieron a
irradiacion NIR. Tras 24 h se tomaron imagenes de bioluminiscencia de la superficie irradiada del
hidrogel (vc; vista cenital) y de un lateral (vl; vista lateral). El grafico muestra los valores promedio
+ DE de los niveles de radiancia de la luminiscencia inducida en la superficie irradiada de los
hidrogeles, n = 3. *: p < 0,05 comparado con hidrogeles sin NP.
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Tanto en los hidrogeles preparados con HGNPT como en los preparados
con HGNP y trombina soluble, la actividad fLuc inducida en los hidrogeles
fototérmicos siguié un patron toroidal, expandiéndose radialmente desde el punto
de incidencia del laser y profundizando desde la superficie de irradiacion a lo
largo del eje Z. En ambos casos, el tamafo de la regién de induccién del
transgén aumenta con la concentracion de NP. Se observé asimismo que la
region central carecia de actividad transgénica, como consecuencia de un
calentamiento excesivo que interrumpe las funciones biolégicas de las células
incluidas en esa zona. De acuerdo con los datos mostrados en la figura 28B, la
concentracion de HGNPT durante la polimerizacién de hidrogeles fototérmicos
puede ajustarse para inducir niveles de expresion transgénica comparables a los
obtenidos en hidrogeles preparados con trombina soluble y HGNP (Fig. 30,
izquierda). No se detectd actividad transgénica alguna en hidrogeles carentes de
NP.

Para evaluar si los hidrogeles fototérmicos de fibrina preparados con
HGNPT pueden emplearse para desencadenar la expresion transgénica in vivo
utilizando hipertermia éptica, se inyectaron por via subcutanea los precursores
de hidrogeles, una mezcla de fibrinégeno que contenia células C3H/10T1/2-fLuc
y HGNPT a 15 ug mL™, en la regién dorsal de ratones C3H/HeNRj adultos (Fig.
31). La solucién inyectada polimerizé in situ con la misma consistencia y
extension que las mezclas que contenian HGNP a 7,5 yg mL™"y 2 unidades NIH
mL™ de trombina soluble, empleadas como control. Para inducir la expresion de
fLuc, los ratones implantados durante un dia se trataron con rapamicina y se
irradio el area de implantacion durante 10 min (Fig. 31A). La potencia de salida
del laser se ajusté entre 17-21 mW mm™ para mantener un aumento neto
maximo de 12 °C en la superficie del area irradiada, evitando la generacion de

dafio tisular por estrés térmico.



Resultados

Los ensayos de bioluminiscencia realizados 24 h después de la
irradiaciéon NIR mostraron la induccién de la actividad fLuc tanto en implantes
preparados con HGNPT como con HGNP y trombina soluble (Fig. 31B, panel
izquierdo).

La disposicion espacial de la actividad transgénica fue similar en los hidrogeles
irradiados con NIR generadas con HGNPT o HGNP y trombina soluble. Es
importante destacar que este resultado excluye que las diferencias observadas
en la cinética de polimerizacion de las matrices de fibrina preparadas con
trombina soluble o conjugada con HGNP (Fig. 27A) influyan en el
comportamiento in vivo de los implantes plasmoénicos. La cuantificacion de la
bioluminiscencia reveld niveles de actividad enzimatica similar en los implantes
generados con trombina soluble y HGNP o en los implantes generados con
HGNPT (Fig. 31B, panel central y derecho). La irradiacion no estimulé la
actividad fLuc en el grupo control que albergaba implantes que no contenian NP.

Quince dias después de la irradiacion NIR, se extrajeron los implantes y
tejidos circundantes y se procesaron para su analisis histologico (Fig. 32). La
implantacién desencadend una leve reaccién de cuerpo extrafio caracterizada
por la infiltracion de células mononucleares a través de la superficie del hidrogel
y la encapsulacién del material exdgeno en una matriz de colageno sdlido. Este
efecto es atribuible a la capacidad de la fibrina de reclutar células inmunitarias
hacia el biomaterial (Szaba y col., 2002; Flick y col., 2004). La reaccion del
cuerpo extrafio hacia los implantes irradiados que contenian HGNPT fue similar
a la mostrada por los implantes irradiados con HGNP o que carecian de NP (Fig.
32).

La irradiacion no dio lugar a dafio alguno en la piel o en los tejidos
subyacentes que recubrian los implantes sin NP (Fig. 32, panel superior). Del
mismo modo, la irradiacion de implantes que incorporaban HGNP o HGNPT no
provocod dafo tisular (Fig. 32, panel central e inferior). En conjunto, estos
resultados indican que los hidrogeles fototérmicos preparados con HGNPT son

totalmente biocompatibles y funcionales.
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Figura 31. Expresion transgénica inducida in vivo por la actividad fototérmica de hidrogeles
de fibrina preparados con HGNPT. (A) Termografias de animales implantados con hidrogeles
conformados con HGNPT a 15 pg mL ™' (HGNPT) o con 2 unidades NIH mL™" de trombina soluble
en ausencia (-) o presencia de HGNP a 7,5 ug mL™ (HGNP+T). Todos los hidrogeles incorporaron
células C3H/10T1/2-fLuc. Los animales fueron tratados con rapamicina y la zona de implantacion
se sometio a irradiacion NIR durante 10 min (izquierda). El grafico muestra los valores promedio +
DE de los aumentos de temperatura maxima detectados en el lugar de implantacion durante la
irradiacion NIR, n = 3 (derecha). (B) Imagenes de bioluminiscencia de ratones implantados 24 h
después de la irradiacion NIR. El grafico muestra los niveles medios de radiaciéon de luminiscencia
detectados en el lugar de la implantacién. n = 3. *: p < 0,05 comparado con el grupo implantado
con hidrogeles que carecen de NP.
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Figura 32. Analisis histologico del area de implantacion de hidrogeles preparados con
HGNPT. Secciones transversales histoldgicas de hidrogeles implantados en la regién dorsal de
ratones y de los tejidos circundantes, recuperados 15 dias después de la irradiacion NIR. Los
asteriscos indican el hidrogel implantado. Barras de escala: 100 ym (paneles izquierdos), 25 ym
(paneles derechos).
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Trabajos existentes en la literatura indican que la sobreexpresion controlada del
transgén BMP-2 beneficia el proceso de regeneracién ésea (Moutsatsos y col.,
2001; Gafni y col., 2004; Koh y col., 2006). Dicho control se presume
imprescindible para mejorar la seguridad de los protocolos de terapia génica que
persiguen incrementar los niveles de transgenes con potente bioactividad, como
son los factores de regeneracién. Lieberman y col. publicaron en 1999 un estudio
pionero, en el que se demostraba que la sobreexpresion de BMP-2 era capaz de
regenerar defectos criticos generados en fémur de ratas. En estas lesiones se
implanté matriz ésea desmineralizada conteniendo células madre de médula
O0sea que expresaban constitutivamente BMP-2. Con fines comparativos, en
otros animales se implantdé en los defectos 6seos matriz desmineralizada
conteniendo rBMP-2. Los analisis histoldgicos de los defectos dseos, efectuados
al cabo de dos meses de la implantacion, revelaron que las lesiones que habian
recibido células que secretaban BMP-2 mostraban gruesas trabéculas, mientras
que en las que se implanté rBMP-2, el hueso era delgado, con forma de “encaje”.
Con el fin de determinar el momento idéneo en el que el factor osteoinductor
debe ser sobreexpresado, se han empleado vectores adenovirales que expresan
constitutivamente BMP-2 y que se han administrado a diferentes tiempos tras la
generacion de una lesion. Asi, se generaron defectos de tamafo critico en fémur
de rata en los que se inyectaron dichos vectores en el momento de la generacion
del defecto, asi como al cabo de 1, 5y 10 dias. Se observé que la administracion
efectuada al cabo de 5 y 10 dias mejoraba significativamente la formacién de
nuevo hueso, en comparacion con los animales que recibieron el virus en dias
anteriores (Betz y col., 2007; Betz y col., 2007). Aunque es indiscutible que la
disminucion de la inflamacion y la formacion de hematoma en los dias
posteriores a la generacioén de la lesion ésea favorecen el acceso del vector a las
células diana, estos resultados también sugieren que el acoplamiento de la
actividad de la BMP-2 transgénica a la respuesta endogena al dafio tiene un
papel decisivo en el éxito de esta aproximacién. El desarrollo de diversos
circuitos génicos inducibles ha permitido expresar transgenes en el momento
deseado (Vilaboa y col., 2015), estrategia que se ha empleado para controlar el

perfil de expresion temporal de la BMP-2 transgénica. Por ejemplo, se han
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explorado los sistemas inducibles que dependen de tetraciclina o de su analogo
doxiciclina, con mayor potencia en la induccién del transgén. El trasplante de
células madre genéticamente modificadas para expresar BMP-2 bajo el control
de este tipo de sistema inducible promovio la regeneracion de fracturas de radio
(Moutsatsos y col., 2001) y de defectos de tamafio critico en calvaria (Gafni y
col., 2004) de ratones. Sin embargo, en estos trabajos, se observd en algunos
casos una formacion ésea excesiva, resultado que se atribuyé a que la
sobreexpresion de BMP-2 transgénica continla una vez se interrumpe la
administracion de doxiciclina, es decir, mas alld de la ventana temporal
deseable. Este fendmeno podria estar vinculado al tropismo 6seo que
experimentan la tetraciclina y sus derivados, que se acumulan en el tejido
mineralizado, interfiiendo con la regulacion deliberada de la expresion
transgénica que depende de estos compuestos (Oklund y col., 1981).
Finalmente, se ha observado que algunos factores de transcripcién endégenos,
como el factor GATA, o factores inducibles por el interferén a, presentan afinidad
por los promotores que responden a transactivadores regulables por tetraciclina
y derivados, lo que resulta en la expresion de una cantidad significativa del
transgén de interés en ausencia de agente inductor, y por tanto compromete la
capacidad de regulacion del sistema (Gould y col., 2004). Con el fin de solventar
estos problemas, se ha explorado la capacidad de circuitos génicos que
dependen de agentes dimerizadores para controlar el patrén temporal de la
expresion de BMP-2 (Koh y col., 2006). Se generd un defecto critico en calota de
raton, implantandose a continuacion en el defecto una esponja de colageno en la
que se embebieron fibroblastos que expresan BMP-2 bajo el control de un
sistema dependiente de rapamicina. De forma paralela y como control, en
defectos creados en otros animales se implantaron esponjas en las que se
embebieron fibroblastos que expresan BMP-2 constitutivamente. Los animales
que recibieron fibroblastos que expresaban de forma inducible BMP-2 fueron
tratados en dias alternos con rapamicina, durante 6 semanas, lo que dio lugar a
una formacion 6sea uniforme, sin sobrecrecimiento 6seo. Por el contrario, los
animales que recibieron fibroblastos que expresan BMP-2 constitutivamente

presentaron un hueso neoformado altamente irregular y pobremente integrado



con el tejido circundante. Estos resultados demostraron que, en comparacion
con los elevados, pero transitorios, niveles de actividad transgénica que
proporciona el sistema constitutivo, se obtienen resultados significativamente
mejores en cuanto a la calidad del tejido 6seo regenerado cuando se generan
niveles de BMP-2 menores, pero sostenidos, empleando sistemas inducibles.
Mientras Koh y col. (2006) demuestran la superioridad del sistema inducible
frente al constitutivo, la aplicacion clinica de esta estrategia terapéutica requerira
del uso de sistemas génicos que no solo permitan el control temporal de la
expresion del transgén sino también el control de su localizacion, con el fin de
evitar reacciones adversas en tejidos u érganos no necesitados de terapia a los
gue puedan acceder los vectores. Por ello, en el presente trabajo se empled un
circuito génico que combina elementos para el control temporal de la expresién
transgénica, mediante administracion de rapamicina, asi como para su control
espacial mediante la aplicacion de un estimulo térmico (Martin Saavedra y col.,
2013). Como vehiculos para sobreexpresar BMP-2 se han empleado células
C3H/10T1/2-BMP-2 que integran establemente en su genoma este circuito, que
supera las limitaciones de los circuitos génicos que Unicamente utilizan
promotores de genes de choque térmico ya que evita la activacion transgénica
accidental desencadenada por hipertermia no planificada. Ademas, la posibilidad
de reinducir la expresion de BMP-2 mediante activacion secuencial del circuito
nos permitiria emular deliberadamente la produccion secuencial de BMP-2 que
se observa durante la regeneracién normal de los huesos, en la que la expresion
de BMP-2 se detecta por primera vez durante la inflamacion temprana y aumenta
posteriormente durante la reaccion periéstica (Ai-Aqgl y col., 2008). Estudios
previos de nuestro grupo de investigacién exploraron la capacidad del circuito
para inducir la produccion del factor de crecimiento VEGF a partir de células
transgénicas incluidas en hidrogeles fototérmicos de fibrina. Los intermediarios
tisulares resultantes fueron implantados subcutaneamente en la region dorsal de
ratones C3H/HeNRj y tras administrar rapamicina se procedio a la irradiacion
NIR de la zona implantada. Al cabo de 4 dias se observé la aparicién de una
zona hiperémica en el area irradiada. Este resultado demostraba que las

propiedades oOpticas de estos hidrogeles pueden aprovecharse para controlar in
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vivo deliberadamente la produccién espacio-temporal de un factor de
crecimiento, empleando un circuito génico activable por calor y dependiente de
dimerizador (Martin-Saavedra y col., 2014). Como agente adhesivo, la fibrina se
usa de forma generalizada en diversas aplicaciones clinicas destinadas a reparar
tejidos o facilitar el cierre de las heridas (Lakshman y col., 2020). En estudios
anteriores de nuestro grupo, los intermediarios tisulares se prepararon utilizando
fibrinégeno a 10 mg mL™" y 2 unidades NIH mL™" de trombina que resultaron
adecuados para la incorporacion de células que albergan el circuito inducible
(Martin-Saavedra y col., 2014; Martin-Saavedra y col., 2018; Escudero-Duch y
col., 2019). En los experimentos mostrados en esta memoria, aumentamos la
concentraciéon de fibrindgeno a 20 mg mL™" con el objetivo de proporcionar
mejores propiedades estructurales y mecanicas a los hidrogeles que se
implantaran en una lesion 6sea. Concentraciones similares e incluso mas
elevadas han sido empleadas por otros autores para preparar intermediarios
tisulares inyectables destinados a ser empleados en aplicaciones de ingenieria
tisular 6sea. Por ejemplo, Kim y col. (2014) estudiaron las propiedades
estructurales y mecanicas de hidrogeles de fibrina preparados con 10 y 40 mg
mL™" de fibrinégeno. La porosidad de los hidrogeles preparados con fibrinégeno a
40 mg mL™" fue aproximadamente un 15 % menor que la de los preparados con
10 mg mL™", mientras que la capacidad de soportar cargas mecanicas fue 3
veces mayor (Kim y col., 2014). Catelas y col. (2006) determinaron que
andamios de fibrina preparados con fibrinégeno a 50 mg mL™" y 2 unidades NIH
mL" de trombina permitian el crecimiento de las células madre mesenquimales
humanas, mejorando su potencial de diferenciacidon osteogénica en comparacion
con la de andamios preparados con fibringeno a 5 mg mL" y la misma
concentracion de trombina. Por lo tanto, en este trabajo hemos utilizado
concentraciones de fibrindgeno y trombina que se encuentran en el rango de los
empleados para preparar otros hidrogeles de fibrina que se han estudiado para
aplicaciones de ingenieria tisular 6sea. Los ensayos in vitro determinaron la
concentracion optima de HGNP para generar hidrogeles fototérmicos, asi como
el tiempo de irradiacion NIR necesario para inducir la expresion de BMP-2 en las

células genéticamente modificadas que se incluyeron en su estructura. Se



seleccionaron parametros de irradiacion, en cuanto a tiempo y potencia, que
daban lugar a una hipertermia leve y sostenida con el fin de maximizar los
niveles de produccion del factor de crecimiento de las células transgénicas vy, al
mismo tiempo, minimizar el dafio celular por calentamiento. Dicho dafno podria
comprometer no solo la viabilidad celular y la produccion de BMP-2 transgénica
sino la degradacion del hidrogel, dependiente de la actividad fibrinolitica de las
células incluidas en ellos. En este sentido, observamos que la viabilidad celular
disminuia en los intermediarios tisulares irradiados de forma dependiente al
tiempo de exposicidn a la luz NIR, es decir, de la intensidad del estimulo térmico.
Observamos asimismo que los intermediarios tisulares irradiados se degradaban
in vitro de forma significativamente mas lenta que los no irradiados. Los ensayos
in vitro también indicaron que, de acuerdo al disefio del circuito génico, era
posible activar el circuito mediante irradiacion NIR en presencia de dimerizador y
desactivarlo mediante retirada de este agente. Detectamos que, tras su
desactivacién, era posible una segunda reactivacion mediante reirradiacién NIR
en presencia de dimerizador. En comparacion con la activacién in vitro,
efectuada empleando una potencia de 44 mW mm?, la irradiacién de hidrogeles
implantados requirié un fino ajuste de la energia NIR depositada, para minimizar
el posible dano por sobrecalentamiento del tejido. Estudios previos de nuestro
grupo habian detectado que la activacion de hidrogeles fototérmicos implantados
subcutaneamente en ratones C3H/HeNRj conduce a una elevada expresion
transgénica (Martin-Saavedra y col., 2014). Estos hidrogeles albergaban células
derivadas de C3H/10T1/2, en cuyo genoma se habia incluido un circuito génico
activable por calor y dependiente de rapacimina para controlar la expresion de
fLuc o VEGF, transgenes cuya produccion pudo ser eficientemente inducida tras
la irradiacion NIR de la zona implantada durante 10 min empleando una potencia
de 11-17 mW mm?2 Como se muestra en el presente trabajo, similares
condiciones de activacion estimularon la actividad del transgén fLuc en
intermediarios tisulares fototérmicos implantados en el defecto critico generado
en calvaria. Tal y como indicaron los ensayos de bioluminiscencia, la activacion
fue coincidente con la zona irradiada del hidrogel implantado en la lesién 6sea.

La induccién de la actividad fLuc no se detectdé Unicamente después de una
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primera ronda de activacion, sino también después de una segunda ronda
realizada una semana después de la primera. Idéntica metodologia de activacion
en dos rondas fue aplicada para inducir in vivo la produccion secuencial de BMP-
2 en la region osteotomizada, dando lugar a la formacion de nuevo tejido
mineralizado que redujo el tamafo de las lesiones Oseas tratadas. Un
inconveniente del circuito génico empleado en este trabajo se relaciona con el
efecto de la rapamicina en el metabolismo éseo (Romero y col., 1995; Stempfle y
col., 2002; Compston y col., 2003; Alvarez-Garcia y col., 2007). En efecto, los
estudios de bioactividad in vitro demostraron que, a la concentracién utilizada
para inducir la expresion de BMP-2, la rapamicina afectaba la diferenciacion
condrogénica de células C3H/10T1/2, interferencia que no se observé cuando se
empleod el rapalogo AP21967 como dimerizador. La administracion diaria durante
dos semanas de rapamicina, mediante inyeccién intraperitoneal, a ratones a los
que se habia practicado una fractura de fémur indujo un retraso de la
consolidacién, muy probablemente debido a su efecto inhibitorio sobre la
proliferacion de osteoblastos, células endoteliales y del periostio, asi como sobre
la produccién de VEGF, lo que afectdé a la neovascularizacion del callo de
fractura. Sin embargo, cuando la administracion diaria se prolongd a cinco
semanas, la rapamicina no mostré efecto deletéreo alguno, siendo el grado de
regeneracion ésea similar al de animales tratados con vehiculo (Holstein y col.,
2008). La aceleracion tardia del proceso de consolidacion se relaciond con la
supresion de la actividad de células T en el callo de fractura. Por otro lado, Koh y
col. (2006) sobreexpresaron BMP-2 en un defecto dseo, utilizando un sistema
que depende Unicamente de la administracion de dimerizador. La administracién
intraperitoneal de rapamicina cada dos dias durante 6 semanas dio lugar a la
formacién de hueso bien integrado con los bordes de la osteotomia. Dados estos
antecedentes, en nuestros experimentos in vivo decidimos emplear rapamicina
como agente dimerizador. La alternativa, el rapalogo AP21967, presenta una
actividad dimerizadora 25 veces menor que la de la rapamicina (Robinson y col.,
2013). De hecho, en nuestros experimentos in vitro se necesitaron
concentraciones 15 veces superiores del rapalogo que de rapamicina para

alcanzar niveles similares de secrecion de BMP-2. Finalmente, la vida media de



este rapalogo en el plasma de ratdon es menor a 4 h, significativamente mas corta
que la de la rapamicina (Sebastian y col., 2016; Wu y col., 2015). Los datos
mostrados en esta memoria indican que la administracion intraperitoneal de dos
dosis de rapamicina al cabo de 1 y 8 dias tras la generacién de la lesion no
impidio la formacién de hueso nuevo. En trabajos futuros se estudiara si el uso
de AP21967 representa una ventaja para mejorar la capacidad regenerativa de
la BMP-2 inducida mediante la tecnologia que hemos desarrollado, por ejemplo,
acelerando la formacién de nuevo tejido mineralizado en las lesiones éseas o
incrementando su formacion.

Trabajos existentes en la literatura indican que una elevacién de
temperatura podria estimular in vitro la proliferaciéon y/o diferenciacion de los
precursores de los osteoblastos, sugiriendo que el tratamiento térmico favorece
la regeneracién 6sea (Shui y col., 2001; Ngrgaard y col., 2006). Con el fin de
dilucidar si el incremento de temperatura que induce la irradiacion NIR afectaba
al fenotipo de las células incluidas en los hidrogeles fototérmicos, se realiz6é un
estudio comparativo del transcriptoma de dichas células tras ser sometidas a dos
rondas de irradiacion NIR en ausencia de dimerizador. Los resultados obtenidos
indicaron que el estimulo térmico inducido por la irradiacion no afecta los niveles
de expresidén de genes relacionados con la proliferacién o con la adquisicion de
un fenotipo diferenciado. Sin embargo, similares analisis comparativos realizados
en células incluidas en hidrogeles irradiados o no en presencia de dimerizador
revelaron un potente efecto autocrino del factor de crecimiento en las células que
sobreexpresan BMP-2, como lo demuestra la induccién de genes relacionados
con el ciclo celular. De acuerdo con datos publicados previamente sobre el papel
antiviral de las proteinas de la familia de las BMP (Olsavszky y col., 2017;
Eddowes y col., 2019), la respuesta autocrina a las BMP-2 se caracterizé
asimismo por un incremento de la expresion de genes relacionados con las
respuestas a virus y asociadas al interferén. En algunas publicaciones recientes
se ha postulado que la estimulacién térmica in vivo de materiales sensibles al
magnetismo o al NIR, que se implantaron en defectos tibiales generados en
ratas o conejos, favorece la regeneracion 6sea (Ota y col., 2017; Tong y col.,

2019). Con el fin de averiguar si el tratamiento térmico podria contribuir a la

Discusion

125



Discusioén

126

regeneracion observada en nuestro modelo experimental, implantamos
hidrogeles fototérmicos desprovistos de células en los defectos generados en
calvaria de ratén. No hemos evidenciado formacién 6sea alguna después de
irradiar los implantes fototérmicos, lo que resalta el papel esencial de la BMP-2
secretada tras el protocolo de activacion. Es importante sefialar que mientras la
implantacién de los materiales descritos en los trabajos de Ota y col. (2017) y
Tong y col. (2019) dieron lugar a cierto grado de osificacion en ausencia de
estimulo térmico, en nuestro trabajo no hemos evidenciado regeneracién 6sea
tras implantar hidrogeles conteniendo o no células que no fueron activados
mediante irradiacion NIR. Queda por determinar si las caracteristicas intrinsecas
de los diferentes biomateriales pueden jugar un papel decisivo en la respuesta
tisular a la elevacion de temperatura. No se puede descartar la posibilidad de
que las caracteristicas inherentes a los huesos planos o largos regulen de forma
diferente la respuesta al estimulo térmico, ya que Ota y col. (2017) y Tong y col.
(2019) colocaron implantes sensibles al magnetismo y a NIR en un hueso largo
que sufre osificacion endocondral, mientras que nosotros hemos estudiado la
regeneracion del hueso parietal, que se forma mediante osificacion
intramembranosa. Por ultimo, no puede excluirse que las caracteristicas
especificas del tejido éseo de cada una de las especies examinadas determinen
su respuesta a la elevacién de temperatura. Por ejemplo, el hueso de ratén
carece de un verdadero sistema de canales de Havers (Holstein y col., 2009), el
hueso de conejo se caracteriza por un bajo porcentaje de hueso trabecular
(Macedo y col., 2019), mientras que la composicion bioquimica del hueso de rata
se aleja remarcablemente de la de mamiferos superiores (Bighma-Sadegh y col.,
2015).

Entre los modelos ortotépicos preclinicos disponibles para evaluar la
viabilidad de las estrategias de regeneracion Osea, los defectos generados en
calvaria ofrecen varias ventajas sobre los defectos de huesos largos (McGovern
y col., 2018). En primer lugar, no se requiere estabilizacion ni externa ni interna
ya que la piel y la duramadre ofrecen soporte para los implantes. Ademas, la
estructura 6sea de la calvaria facilita la generacion de defectos estandarizados,

lo que permite una comparacion precisa entre los resultados de experimentos



independientes. Debido a su origen durante el desarrollo, los huesos
craneofaciales resultan mas dificiles de regenerar que los huesos largos (Tian y
col., 2018). Cabe sefalar que muchas estrategias de reconstruccion utilizadas
para tratar grandes defectos craneales en pacientes adultos no son adecuadas
para los pacientes pediatricos, que, debido a su desarrollo, a menudo requieren
multiples cirugias. Por lo tanto, se puede anticipar una oportunidad terapéutica
para la estrategia que presentamos en este estudio, que combina tecnologias de
ingenieria de tejidos y de terapia génica para abordar la reconstruccion craneal.
En resumen, hemos demostrado que la sobreexpresion deliberada de
BMP-2 en intermediarios tisulares sensibles a NIR tras su implantacién en un
defecto 6seo puede emular los mecanismos de reparacién de los tejidos
endogenos. Si bien el presente estudio ofrece la prueba de concepto para la
aplicacion de la irradiacion NIR como medio para inducir expresién transgénica
destinada a regenerar el tejido Oseo, es necesario seguir optimizando esta
tecnologia para lograr la formacién de nuevo hueso plenamente funcional. En
futuros trabajos se determinara si los hidrogeles de fibrina sensibles a NIR
pueden inducir eficazmente la regeneracién ésea en defectos de huesos largos y
si otros sustratos que responden a NIR, distintos de los hidrogeles basados en la
fibrina utilizados en el presente trabajo, mejoran la regeneracién ésea promovida
por la BMP-2 transgénica mediante un efecto térmico aditivo. Asi, la plataforma
que hemos desarrollado no quedaria restringida a nanomateriales fototérmicos
especificos 0 a una composicién determinada del intermediario tisular, sino que
podria expandirse a otros materiales. Asimismo, puede perfeccionarse hacia
estrategias de terapia génica in vivo que empleen vectores virales que codifiquen
el circuito génico activado por calor y dependiente de rapamicina. En esta
aproximacion, el hidrogel o biomaterial sensible a NIR serviria tanto de reservorio
de los vectores que transportan el circuito a las células del hospedador, como de
fuente de hipertermia local para permitir la induccién transgénica tras irradiacion.
La activacion inadvertida de la expresion transgénica a partir del vector viral que
pudiera diseminarse desde el material y acceder a érganos principales podria
excluirse categéricamente, ya que el circuito génico no puede activarse en

ausencia de administracion de un dimerizador y activacion local por calor.
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En la segunda parte de este trabajo presentamos un método que facilita
la preparacion de hidrogeles de fibrina empleando HGNP acopladas a trombina.
El protocolo de acoplamiento de la trombina dio lugar a nanoparticulas
fototérmicas, capaces de absorber la luz NIR y transformarla en calor. La
estabilidad de la conjugacién de trombina a las particulas se determind
cuantificando los valores del potencial zeta de suspensiones acuosas de HGNPT
almacenadas a 4 °C. Dichos valores experimentaron una ligera reduccion al
cabo de 3 dias, permaneciendo estables hasta el final de periodo de observacién
de 7 dias, lo que indica la estabilidad de la conjugacion del enzima a las
particulas y posibilita su preparacién y almacenaje previos al momento de
utilizacion. Sin embargo, observamos que las HGNPT experimentan cambios
relevantes tras su incubacion en medio acuoso a 37 °C, como lo demostro el
aumento de especies coloidales con geometria irregular, asi como la disminucion
de su capacidad fototérmica. Dado que las HGNP experimentan una importante
remodelacion estructural tras su conjugacién con grupos amino presentes en las
proteinas (Prieto y col., 2014), hipotetizamos que, a pesar de la actividad
protectora del recubrimiento de PEG, la trombina conjugada a HGNP puede
acelerar el proceso reductor del metal. En cuanto a la actividad funcional de la
trombina, observamos que ésta se vio reducida debido al aumento de la fuerza
ionica del medio en que se prepararon los hidrogeles, DMEM, que provoca la
disociacién de la trombina. Este resultado sugiere la existencia de un
componente electrostatico competitivo en la interaccién del enzima con las
HGNP acopladas a PLL. Se objetivé una ralentizacién de la polimerizacion de los
hidrogeles de fibrina conformados con HGNPT, en comparacién con los
preparados con HGNP y trombina soluble. Ademas, la polimerizacion de los
hidrogeles preparados con HGNPT no fue efectiva a temperaturas inferiores a 37
°C. Datos existentes en la literatura indican que la trombina inmovilizada en
estructuras en bloque, como espumas de silicato mesocelular o esponjas de
gelatina clinicamente relevantes, preserva una elevada actividad enzimatica que
conduce a cortos tiempos de coagulacién sanguinea en ensayos in vitro (Baker y
col., 2008) y a una rapida hemostasia en un modelo de sangrado porcino (Shukla

y col., 2012), respectivamente. Sin embargo, cuando la trombina se acopl6 a



nanomagnetita, el nanocompuesto resultante dio lugar a tiempos de coagulacion
del plasma significativamente mas lentos que los de la trombina soluble
(Shabanova y col.,, 2018). Estas discrepancias pueden explicarse por la
heterogeneidad inherente a los diferentes sistemas, que implican importantes
variaciones de la difusién del enzima y por tanto a una alteracion de su actividad.
Nuestros resultados sugieren que la asociacion de la trombina a las
nanoparticulas plasmonicas limita la disponibilidad del enzima, condicionando la
cinética del proceso de polimerizacion. La estructura final de los hidrogeles de
fibrina viene determinada en gran medida por factores cinéticos. Asi, el auto-
ensamblado de las fibras de fibrina esta influenciado por la concentracion de
fibrindbgeno y trombina (Weisel y col., 1992). Como resultado de la disminucion
de la concentracion de trombina en el sistema los tiempos de polimerizacién
necesariamente seran mas lentos (Blomback y col., 1989; Kubota y col., 2004) y
la microestructura del hidrogel, en cuanto a porosidad y tamafio de fibra, se vera
afectada. Trabajos previos indican que altas concentraciones de trombina dan
lugar a redes muy empaquetadas, con un numero superior de haces de fibras,
finas y delgadas, mientras que, al disminuir la concentracion del enzima, el
tamano promedio del haz de fibras aumenta dando lugar a un hidrogel mas
poroso (Blomback y col., 1989; Kubota y col., 2004). La microporosidad aumenta
el area especifica de la superficie, mejorando asi la absorcion de proteinas y
proporcionando un mayor numero de sitios de adhesion celular. Ademas, la
microporosidad mejora la permeabilidad del andamiaje, lo que facilita la difusion
de nutrientes y residuos, asi como la degradacion del biomaterial tras la
implantacién (Perez y col., 2013; Perez y col., 2016; Zhang y col., 2018). Los
hidrogeles fototérmicos preparados usando trombina soluble o HGNPT
presentaron, en ambos casos, una estructura aparente altamente porosa con
poros interconectados a escala micrométrica. Tal y como cabria esperar, el
tamano de los poros de los hidrogeles preparados con HGNPT fue ligeramente
superior al de los hidrogeles preparados usando trombina soluble. En términos
de citocompatibilidad, era esperable que estos hidrogeles proporcionasen una
funcionalidad similar a la de hidrogeles preparados con trombina soluble, que

permiten la supervivencia celular (Martin-Saavedra y col., 2014; Martin-Saavedra
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y col., 2018). Los datos incluidos en esta memoria confirman esta hipotesis, ya
que tanto la distribucién de las células en el hidrogel como su actividad
metabdlica fue indistinguible en hidrogeles preparados con HGNPT o con
trombina soluble. Ademas, los hidrogeles preparados con HGNPT se degradaron
de forma similar que los preparados con trombina soluble, como indicaron los
ensayos de actividad fibrinolitica realizados in vitro. En cuanto a la capacidad
fototérmica de los hidrogeles preparados con HGNPT, observamos que era
ligeramente menor que la de hidrogeles preparados con trombina soluble e
idénticas cantidades de HGNP. No obstante, comprobamos que la eficiencia
fototérmica de los hidrogeles preparados con HGNPT podia ser modulada
incrementando la concentracion de HGNPT en la mezcla precursora, hasta
sobrepasar la eficiencia de hidrogeles preparados con trombina soluble. La
actividad fototérmica de los intermediarios tisulares generados con HGNPT es
suficiente para desencadenar tanto in vitro como in vivo la actividad fLuc en
células C3H/10T1/2-fLuc incluidas en los mismos. Hipotéticamente, la lenta
polimerizacion in situ de la fibrina que promueven las HGNPT podria conducir,
una vez inyectada la mezcla precursora, a una mayor dispersion del hidrogel en
el espacio subcutaneo, dando lugar a menores niveles de expresion transgénica
tras la activacion del circuito génico. Sin embargo, este fenémeno no fue
observado en nuestros estudios, en los que se objetivd un grado similar de
actividad fLuc en implantes preparados con HGNPT o trombina soluble.

Queda por determinar si la estabilidad térmica de los implantes
preparados con HGNPT permitiria reinducir la actividad transgénica tras
sucesivas rondas de irradiacién, tal y como se observa en implantes preparados
con HGNP y trombina soluble (Martin-Saavedra y col., 2014). La fragmentacion
acelerada de HGNPT en medio acuoso que se ha observado in vitro podria influir
en el comportamiento fototérmico in vivo de los intermediarios celulares que
contienen el nanocompuesto plasmoénico. En trabajos futuros se abordara la
respuesta a largo plazo de los intermediarios plasmonicos preparados con
HGNPT y se objetivara si la fragmentacion del nanomaterial plasmoénico podria
ayudar a reducir su tamafo a niveles que permitan su eliminacion mediante

mecanismos fisiolégicos.



Discusion

En resumen y para concluir, la inmovilizacion de la trombina en HGNP ha
dado lugar a un nanocompuesto almacenable, que facilita la preparacién y la

administracion directa de andamiajes celulares fototérmicos inyecta
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Conclusiones
De todo lo expuesto, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. En presencia de agente dimerizador, la irradiacion de hidrogeles fototérmicos
con un laser que emite en el infrarrojo cercano induce la secrecion de BMP-2
transgénica en células murinas que albergan un circuito génico, activable por
calor y dependiente de rapamicina, para el control de la expresion de este factor

de crecimiento.

2. La BMP-2 secretada tras irradiar in vitro los hidrogeles fototérmicos en
presencia de agente dimerizador presenta una potente actividad autocrina y

paracrina.

3. Es posible inducir la produccion de BMP-2 en hidrogeles fototérmicos
implantados en defecto criticos generados en calvaria de raton, tras
administracion de rapamicina e irradiacion de la zona implantada. La BMP-2
secretada tras la activacion de los hidrogeles dio lugar a la formacion de tejido

mineralizado en la lesion.

4. La funcionalizacion de la superficie de nanoparticulas huecas de oro
empleando polietilenglicol como enlazador heterobifuncional permite acoplar
trombina al nanomaterial. EI acoplamiento de trombina a las nanoparticulas
huecas de oro no altera la eficiencia fototérmica de las nanoparticulas

resultantes.

5. Es posible preparar hidrogeles fototérmicos de fibrina utilizando
nanoparticulas huecas de oro acopladas a trombina. Los hidrogeles fototérmicos
resultantes son biocompatibles y posibilitan la induccion de la expresion
transgénica tras irradiacion en presencia de rapamicina, tanto in vitro como in

Vivo.
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