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HISTOLOGÍA DEL TEJIDO ÓSEO 
 

El tejido óseo es un tipo especializado de tejido conectivo de gran dureza y 

consistencia, que se caracteriza por estar formado por células rodeadas de una sustancia 

denominada matriz ósea o matriz extracelular (ECM), donde abunda gran cantidad 

de fibras proteicas y sales minerales. La parte orgánica de la ECM está formada por una 

arquitectura ordenada de fibras de colágeno tipo I principalmente, aunque también 

podemos encontrar colágeno tipo V y, en menor medida, colágeno tipo II, XI y XIII. 

Solo el 10% de las proteínas son no-colagénicas, siendo éstas proteoglicanos, 

osteocalcina, osteonectina, osteopontina, sialoproteina, fibronectina, etc. La parte 

mineral de la matriz está compuesta por fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita 

(HA), que se deposita sobre los componentes orgánicos de la matriz.  

 

Las células osteoprogenitoras derivan de las células madre mesenquimales 

(MSC), las cuales poseen su reservorio principalmente en la medula ósea. Estas células 

osteoprogenitoras pueden diferenciarse en osteoblastos en respuesta a los estímulos 

adecuados. Los osteoblastos mantienen la capacidad de dividirse y son los encargados 

de sintetizar activamente los componentes orgánicos de la ECM y enzimas encargadas 

de la mineralización de la misma. Una vez quedan envueltos por dicha matriz madura 

mineralizada, pasan a denominarse osteocitos, disminuyendo su actividad sintetizadora 

y pasando a ejercer el control metabólico de la matriz. El tercer tipo celular es el 

osteoclasto, cuya génesis deriva de la línea hematopoyética. Su función es la 

reabsorción de la matriz del hueso, dando lugar a una desmineralización por bajada de 

pH y una posterior degradación de los componentes orgánicos mediante enzimas 

digestivas (Ross MH y Pawlina W, 2007). Estas células están finamente reguladas para 

mantener el equilibrio dinámico (también llamado remodelado óseo), y que permite la 

renovación de un 5-15% del hueso al año en condiciones normales (Fernandez-

Tresguerres et al. 2006). 
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REGENERACIÓN ÓSEA 

La regeneración ósea u osteogénesis es el proceso de formación de tejido óseo 

nuevo, y con ello se consigue la restitutio ad integrum (restauración de condiciones 

originales) del tejido tras un trauma, a diferencia de la reparación, donde el tejido que se 

forma es un tejido cicatricial, con características diferentes al original. En este sentido,  

y a día de hoy, el tejido óseo es el único tejido del organismo, a excepción del 

embrionario, que se restituye totalmente tras una lesión (Fernandez-Tresguerres et al., 

2006). 

La osteogénesis implica una respuesta en la que están involucrados los vasos 

sanguíneos, las células y la matriz extracelular. Tras un trauma o fractura, se produce 

una respuesta inflamatoria y un hematoma inicial.  Las células del coágulo liberan 

interleuquinas,  factores de crecimiento y productos de genes homeóticos, originando la 

migración de linfocitos, macrófagos, precursores de osteoclastos y células madre 

mesenquimales (MSC). Estas señales moleculares perfectamente coordinadas, 

promueven la diferenciación de las MSC hacia células endoteliales, fibroblastos, 

condroblastos y osteoblastos, que darán origen a un nuevo tejido estructuralmente en 

forma y tamaño similar al tejido pretrauma (Einhorn, 1998). Normalmente, en personas 

sanas, el proceso completo puede variar entre seis y doce semanas de duración, 

dependiendo del grado del trauma y del hueso a regenerar. 

 Actualmente existen numerosos estudios que ponen de manifiesto el enorme 

coste económico y social que conllevan los defectos óseos para las diferentes 

administraciones médicas (Polinder S et al.,2005; Finner HW et al., 2003 ). Las lesiones 

o defectos en el tejido óseo se han tratado tradicionalmente usando métodos de fijación 

que ayudan a estabilizar la fractura, aunque en ocasiones resultan en la formación de 

hueso inestable con una alta posibilidad de refractura. Sin embargo, fracturas graves, 

amplias resecciones de hueso o casos de no unión de fractura (muy comunes en 

fracturas de cadera en personas mayores) requieren tratamientos más sofisticados. En 

estos casos el autoinjerto ha sido la técnica más utilizada. No obstante esta técnica 

conlleva procesos de curación muy largos que pueden derivar en complicaciones que 

afecten negativamente al proceso de regeneración. Alternativamente, aloinjertos, huesos 

procedentes de bancos de huesos y/o el uso de biomateriales que sustituyan al tejido 

dañado, han sido usados como fuente para la realización de este tipo de técnicas. 
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Sin embargo, existe una clara desventaja en la utilización de estos medios debido a la 

escasez de donantes, dificultades para la extracción, problemas de rechazo de 

trasplantes o la incapacidad de los materiales para remodelarse y ejercer funciones 

fisiológicas (da Paz et al., 2007). Así, la necesidad de encontrar alternativas más 

efectivas es hoy en día, una de las principales vías de investigación a nivel científico-

médico. 

 

INGENIERÍA TISULAR 

 En las últimas dos décadas la ingeniería de tejidos es una tecnología que 

persigue mediante la combinación de células, biomateriales, y factores estimuladores 

apropiados bajo unas condiciones fisicoquímicas adecuadas, la reparación o 

regeneración ósea. 

 

Biomateriales: colágeno 

Hasta hoy, numerosos materiales inorgánicos (titanio), orgánicos (matriz de 

hueso desmineralizada) y sintéticos (polímeros de ácido láctico) han sido usados y 

estudiados en diferentes aproximaciones en la ingeniería de tejidos. Sin embargo, y 

aunque ninguno de ellos se ha considerado el ideal, sí requieren unas características 

básicas comunes: ser biocompatibles, biodegradables, porosos, poseer unas propiedades 

mecánicas apropiadas y ser osteconductores y, a ser posible, osteoinductores. 

 El colágeno tipo I es la proteína mayoritaria de la matriz ósea en mamíferos, lo 

que confiere a este biomaterial una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad y muy 

poca inmunogenicidad. A pesar de su falta de propiedades biomecánicas, es el 

biomaterial más ampliamente usado en clínica (Lee, Singla et al., 2001). Las fibras de 

colágeno, gracias a su osteoconductividad, proveen un microambiente que favorece la 

adhesión, migración, proliferación y diferenciación celular (Heino, 2007; Kleinman, et 

al., 1981; Liotta et al., 1978). Además, esponjas de colágeno tipo I (ACS) han sido 

usadas en combinación con factores de crecimiento como las proteínas morfogenéticas 

de hueso (BMPs) con resultados satisfactorios (Valentin-Opran A et al., 2002).  
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Factores de crecimiento 

 Aunque existen numerosos factores implicados en los procesos de regeneración 

ósea, destacan sobremanera las proteínas morfogenéticas de hueso cuya capacidad 

osteoinductora es muy potente y ha sido bien descrita (Huang, Ren et al. 2010) (son 

capaces de inducir la formación de hueso ectópico). Así, algunos factores de esta 

familia (BMP-2 y BMP-7) ya han sido aprobados para su uso en clínica por la FDA y la 

EMA (Govender et al., 2002). Sin embargo, su uso aún reporta posibles 

complicaciones, como la producción endógena de anticuerpos anti-BMP del propio 

paciente (Granjeiro et al., 2005), la pérdida de eficacia a lo largo del tiempo y las 

elevadas dosis que se necesita suministrar, lo que conlleva un alto coste económico 

(Garrison et al., 2007). Esto determina que la comunidad científica esté tratando de 

desarrollar mejoras de la combinación ACS-BMP, con el fin de implementar su 

seguridad y eficiencia, a la par que reducir el coste económico de estos tratamientos.  

 

Biomimetización 

La interacción célula-biomaterial es uno de los procesos más importantes, pero 

no por ello mejor conocido, durante la regeneración ósea (Zouani et al., 2010). Las 

posibilidades de exponer motivos moleculares que faciliten la 

adhesión/diferenciación/proliferación celular en los diferentes biomateriales es un 

campo que está dando muy buenos resultados. La funcionalización de biomateriales o 

biomimetización es una de las herramientas más usadas para potenciar y controlar las 

interacciones célula-biomaterial (Burg et al., 2000; Ma, 2008). Inicialmente, estos 

materiales eran recubiertos con proteínas de adhesión celular como la fibronectina o la 

laminina (Hersel et al., 2003). El uso de proteínas, sin embargo, supone algunos 

inconvenientes en aplicaciones médicas, como la respuesta inmune por la presencia de 

proteínas aisladas de otros organismos y la degradación a largo tiempo de la proteína. 

Además la inespecificidad de anclaje de la proteína a la superficie  y la diversidad de 

posibles orientaciones de los diferentes motivos también conlleva numerosos problemas 

(Elbert et al., 2001). 

Estos problemas pueden ser sobrellevados con el uso de pequeños péptidos 

inmovilizados. Ello permite un mayor control de las condiciones pues son menos 
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sensibles a temperatura, pH, etc. y permiten un fácil manejo, amén de reducir los costes 

de producción. Debido a su pequeño tamaño también puede aumentarse la densidad de 

los péptidos en la superficie, lo que contrarresta la menor eficacia de éstos con respecto 

a las proteínas nativas (Hersel et al., 2003). La matriz extracelular presenta numerosos 

motivos de reconocimiento celular mientras que los péptidos, al presentar generalmente 

solo uno, permiten un mejor direccionamiento hacia el receptor de interés. 

La adhesión celular a los componentes de la matriz extracelular se da 

principalmente a través de receptores de adhesión, entre los cuales se encuentran las 

integrinas, una familia ampliamente expresada de receptores transmembrana. 

Heterodímeros formados por la unión no covalente de la subunidad α y la subunidad β 

se unen a secuencias específicas de aminoácidos, como la secuencia arginina-glicina-

aspártico (RGD) (Pierschbacher et al., 1984). Los osteoblastos y las células 

progenitoras expresan un gran número de integrinas que unen numerosos componentes 

de la matriz extracelular. Las interacciones con las proteínas de la membrana mediadas 

por integrinas son un factor clave en la actividad osteoblástica (Garcia et al., 2005). De 

hecho, Damsky y colaboradores demostraron mediante el bloqueo con anticuerpos en 

cultivos primarios de osteoblastos, que las interacciones mediadas por integrinas, y en 

concreto el heterodímero α5β1 en su unión a fibronectina, es esencial para la 

supervivencia, proliferación, específica expresión de genes y mineralización de la 

matriz de los osteoblastos (Damsky et al., 1996). El bloqueo de la adhesión del 

colágeno tipo I  a la integrina α2β1, interfiere en la actividad de factores 

transcripcionales como Runx2/Cbfa1, genes específicos de expresión osteoblástica y 

mineralización de la matriz (Harris et al. 1999; Fujisawa et al., 2000). 

La secuencia RGD derivada de fibronectina es, de lejos, la más efectiva y más 

ampliamente utilizada para estimular la adhesión celular en superficies sintéticas, 

aunque no la única. Esta secuencia está presente en numerosas proteínas de la ECM 

como la vitronectina, laminina, osteopontina, colágeno tipo I, etc. Aunque diversos 

autores aún recelan de las posibilidades de este tripéptido en los procesos osteogénicos 

(Bellis, 2011), algunos grupos han reportado que potencia la osteointegración de 

implantes de titanio funcionalizados con este péptido (Germanier et al., 2006; Petrie et 

al., 2008). Además, el uso combinado de factores como BMP-2 o derivados del mismo, 

en conjunto con superficies mimetizadas con RGD, han demostrado una potenciación 
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de la proliferación y de la expresión de marcadores osteogénicos en células 

mesenquimales de humanos (Moore, Lin et al. 2011); así como la adición de RGD 

lineal promueve la diferenciación osteogénica y compromete a líneas celulares 

preosteoblásticas. Una unión fuerte y estable del RGD a la superficie es esencial para 

que pueda desarrollar su actividad biológica.  

Muchos de los problemas asociados a este tipo de aproximaciones vienen dados 

por la falta de especificidad del péptido y/o proteína a la superficie del biomaterial, lo 

que obliga a llevar a cabo el proceso de funcionalización mediante simple adsorción 

(poco controlable y poco eficiente) o empleando una a varias reacciones químicas para 

unir los péptidos de forma covalente al biomaterial. 

Muchas proteínas poseen dominios que confieren una afinidad específica al 

colágeno. En organismos superiores casi todos estos dominios están asociados a 

proteínas del plasma sanguíneo como la fibronectina, la trombospondina o el factor de 

von Willebrand (vWF). Numerosas citoquinas han sido producidas como proteínas de 

fusión con algunas de estas secuencias, aumentando su afinidad por el colágeno sin 

perder actividad biológica. El dominio de unión a colágeno (CBD) derivado del vWF, 

es un decapéptido (WREPSFMALS) que ha sido usado con éxito en la fusión de 

diferentes proteínas como los factores de crecimiento TGF-β, FGF-2 o BMP-2 (Tuan et 

al., 1996; Andrades et al., 2001; Visser et al., 2009). Así se consigue una 

funcionalización simple donde la proteína mantiene sus propiedades biológicas y 

presenta un aumento de su afinidad al colágeno tipo I. 

Aunque el colágeno no es el único autorizado para su uso en clínica, su 

biocompatibilidad y osteoconductividad, además de la posibilidad de poder 

funcionalizarlo con péptidos que favorezcan la adhesión y diferenciación celular, hacen 

de este biomaterial un punto de especial interés. Así, en este proyecto se pretende 

caracterizar in vitro un péptido sintético, formado por el dominio de unión a colágeno 

del vWF y la secuencia RGD derivada de la fibronectina (CBD-RGD; figura 1). Este 

péptido pretende permitir la funcionalización de manera sencilla y eficiente de esponjas 

absorbibles de colágeno tipo I bovino (ACSs), frecuentemente empleadas como material 

osteoconductor en cirugía ortopédica, con señales RGD para favorecer la adhesión y/o 

diferenciación de células osteoprogenitoras. 
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Este proyecto se basa en estudios anteriores que demuestran que este péptido 

posee la capacidad de incrementar la diferenciación osteogénica de MSC de rata in vitro 

y de inducir la formación de hueso ectópico en ratas cuando se coadministra con una 

dosis subfuncional de BMP-2 en ACSs implantadas intramuscularmente (resultados no 

publicados).  

 

 

 

 

Figura 1. Péptido sintético (CBD-RGD), formado por el dominio de unión a colágeno del vWF y la secuencia 
RGD derivada de la fibronectina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Universidad Internacional de Andalucía, 2013



Raúl Fernández Barranco 

 

 

10 

 

OBJETIVOS 

 

El proyecto que aquí se presenta propone la caracterización parcial del péptido 

CBD-RGD a través de dos subobjetivos : 

- Determinación de la capacidad de unión del péptido a ACSs mediante técnicas 

de espectrofotometría, marcaje con biotina y detección por dot-blot.  

- Determinación de la actividad biológica in vitro sobre cultivos de células 

mesenquimales de rata (MSC),  que juegan un papel fundamental en la regeneración 

ósea, mediante marcaje fluorescente para la detección de beta1-integrina por 

microscopia confocal. 
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RESULTADOS   

 

1.1 Biotin ilación, purificación y cuantificación de CBD-RGD-biotina. 

 

 El péptido CBD-RGD fue biotinilado covalentemente y purificado en columna 

de desalado. La concentración de péptido y la relación biotina:CBD-RGD fueron 

calculados para cada una de las 15 fracciones de elución (tabla 1, datos de las fracciones 

1 a 7 no mostrados). 

 Las fracciones de elución mostraron un primer pico de concentración de péptido 

entre las muestras 9 y 11, bajando un poco en la muestra 12 y volviendo a subir hasta la 

muestra 15. En cuanto a las ratios biotina:CBD-RGD, se observaron que se mantenían 

por debajo de la unidad entre las muestras 9-11, mientras que la superaban en las 

muestras más tardías. La alta concentración de péptido y los altos niveles de ratio son 

debidos a la liberación de moléculas de péptido y biotina libres que no han reaccionado. 

 Las fracciones de elución 9,10 y 11 presentaban valores adecuados, pero solo se 

escogieron la 9 y la 10, descartando la 11 por seguridad al no ser las fracciones 

constantes en su totalidad. Las fracciones de elución 9 y 10 fueron unificadas (1:1) 

presentando una concentración de péptido adecuada (180µg/ml) y una relación 

aceptable biotina:CBD-RGD, en torno al 70%. 

Tabla 1.  Datos de purificación, y determinación de la cantidad de CBD-RGD-biotina. La secuencia CBD-
RGD sólo posee una diana para ser biotinilada (la amina primaria N-terminal), por lo que se generaría un 
CBD-RGD-biotina. El hecho de que la ratio este por debajo de uno es significativo de que la reacción y la 
purificación han sido satisfactorias.  

Fracción de elución Ratio biotina:CDB-RGD Concentración µg/ml 

8 0 34,92358 

9 0,81 186,65386 

10 0,66 260,57374 

11 0,96 240,14851 

12 1,12 234,31273 

13 1,33 316,98628 

14 1,22 359,782 

15 1,08 417,16717 
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1.2 Saturación de ACSs con CBD-RGD  

 El lavado de las ACSs cargadas con 1µg de CBD-RGD, resultó en una liberación 

secuencial de moléculas no retenidas en la esponja en los primeros 30µl de volumen de 

lavado (figura 2A). La cantidad total de péptido que se pierde tras los lavados es de  

0.224 µg, por lo tanto una media de 0.776 µg (458 pmol) fueron retenidos en la esponja. 

Referido al volumen de la esponja, la cantidad de péptido es equivalente a ~23 µM. 

 Además, el lavado de las ACSs cargadas con 5 µg de CBD-RGD, resultó en una 

liberación secuencial de moléculas no retenidas en la esponja en los primeros 75µl de 

volumen de lavado (figura 2B). En este caso la cantidad total de péptido perdido tras los 

sucesivos lavados fue de 4.044 µg, indicando que la esponja puede retener 

aproximadamente 0.956 µg de CBD-RGD (564 pmol). Referido al volumen de la 

esponja, la cantidad de péptido es equivalente a ~29 µM. 

 Alternativamente, las ACSs fueron cargadas con 1 µg y 5 µg de CBD-RGD 

biotinilado (figura 3). De esta manera, y en concordancia con los resultados arriba 

descritos, tanto el péptido lavado en cada fracción, como el retenido en la esponja 

muestran un comportamiento similar al CBD-RGD sin biotinilar. En las ACSs cargadas 

con 1 µg de péptido biotinilado se observó una liberación en el primer lavado, siendo 

casi inexistentes a partir del segundo lavado, coincidiendo con la curva de liberación 

antes mostrada para el CBD-RGD. Así mismo las ACSs cargadas con 5µg de CBD-

RGD biotinilado mostraron el mismo patrón de liberación que el péptido sin biotinilar. 

 ACSs cargadas con ambas cantidades de CBD-RGD biotinilado mostraron 

abundante señal de bioluminiscencia (figura 3), siendo más evidente en las ACSs 

cargadas con 5µg, corroborando los datos obtenidos anteriormente. 
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Figura 2. Unión de péptido CBD-RGD a esponjas de colágeno. 1µg (A) y 5µg (B). La grafica representa el total 
de péptido (media  ± desviación estándar) cuantificados espectrofotométricamente a 205nm, recuperados de 
las esponjas en cada lavado. N=4 para cada condición. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. . Unión de péptido CBD-RGD biotinilado a esponjas de colágeno 1 µg (A) y 5 µg (B). Fracciones de 
lavado de 15 µl cada una. Controles negativos cargados con CBD-RGD no biotinilado. N=3 para cada 
condición. 

 

 

 

 

 

A B 

A B 

Σ volumen de lavado (µl) Σ volumen de lavado (µl) 

Control    w1    w2    w3    w4    w5     w6 Control    w1    w2    w3    w4    w5     w6 

Control    ACS Control    ACS 
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1.3 Inmunocitoquímica anti-β1 integrina sobre MSC de rata 

  

 El cultivo de células MSC de rata en presencia del péptido CBD-RGD en forma 

soluble no favoreció ningún cambio drástico en la expresión de β1 integrina en ninguno 

de los casos a estudio (figura 4). Sin embargo, se observaron sutiles diferencias en 

cuanto a la expresión de β1 integrina a lo largo del tiempo, presentando una menor 

intensidad de señal a tiempos cortos que a tiempos largos. En cuanto a las diferentes 

concentraciones de péptido a ensayo, no se han observado cambios apreciables. No 

obstante es preciso apuntar que parece existir un aumento de la expresión de β1 

integrina a concentraciones de 1µM  en tiempos cortos y largos con respecto a las 

demás concentraciones usadas, pero no así a tiempos intermedios donde parece 

producirse cierta inhibición (figura 4H). 

 Las MSC fueron monitorizadas in vivo durante todo el proceso, no reportando 

ningún cambio apreciable de morfología a reseñar (datos no mostrados). 
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Figura 4.  Inmunocitoquímica anti β1 integrina  de células MSCs cultivadas en presencia de  diferentes 
concentraciones del péptido CBD-RGD. 
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DISCUSIÓN 

 

 Desde su descubrimiento en 1965 (Urist MR. et al., 1965), las BMPs han 

constituido un prometedor futuro en el campo de la ingeniería tisular como uno de los  

componentes principales en los productos biomédicos de aplicación en clínica, muy 

especialmente en la regeneración ósea y cartilaginosa. Por otra parte el colágeno es la 

proteína más abundante de la ECM en animales, y es el único transportador aprobado 

para ser usado en combinación con BMP-2 y BMP-7 para la reparación de hueso en 

clínica. La literatura muestra numerosos estudios tratando de funcionalizar 

biomateriales directamente con la proteína completa (Bessa PC. et al., 2008), lo cual 

conlleva en muchos casos a la perdida de actividad biológica o la necesidad de usar 

dosis muy superiores a las fisiológicas.  

 Las BMPs poseen efectos pleiotrópicos en muchos otros tejidos además del 

hueso y, debido a su poca afinidad natural al colágeno, debe ser usado a altas 

concentraciones, lo cual puede causar efectos adversos en el paciente (Itoh K. et al., 

2001; Sciadini et al., 200). Con el objetivo de reducir la cantidad de BMP-2 usada para 

promover la ontogénesis in vivo, se diseñó una proteína BMP-2 recombinante con un 

dominio de unión a colágeno (Visser et al., 2009). Así se permitía una fácil 

funcionalización de esponjas de colágeno tipo I (ACSs) frecuentemente usadas en 

clínica como material osteoconductor. A pesar de todo, la producción de proteína 

recombinante rhBMP2-CBD sigue siendo a día de hoy un proceso caro y costoso.  

En los últimos años, han emergido superficies biomiméticas incorporando 

motivos de naturaleza peptídica de la matriz extracelular como una estrategia 

prometedora en el campo de los biomateriales de aplicación en la ingeniería de tejidos, 

siendo el péptido de unión a integrina RGD el más estudiado (Garcia AJ. et al., 2005). 

 Tratando de superar los posibles obstáculos e inconvenientes antes mencionados, 

en este proyecto se ha diseñado un péptido sintético biomimético de unión a colágeno 

CBD-RGD. Aunque los biopéptidos pueden presentar limitaciones a la hora de 

comparar su actividad biológica con respecto a la proteína nativa, el CBD-RGD supone 

una alternativa al uso de BMPs y/o biomateriales mimetizados con proteínas de la ECM 
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como la fibronectina. Además del consiguiente ahorro en costes, ya que estas proteínas 

son muy caras y costosas de producir,  podría reducirse la cantidad de una proteína 

grande y potencialmente inmunogénica, como es la BMP-2, por un péptido pequeño y 

con poca inmunogenicidad, lo que podría incrementar la bioseguridad en futuras 

aproximaciones clínicas. La propiedad de alta afinidad del péptido por el colágeno, 

supone la fácil funcionalización de ACSs, superando la necesidad de usar agentes 

químicos durante el proceso de unión del RGD al colágeno, evitando la manipulación 

de las ACSs previas a su implantación en el paciente, en los casos de un futuro uso 

clínico. 

El RGD por sí solo no es capaz de activar a los receptores de las integrinas 

celulares, sino que requiere de moléculas espaciadoras adyacentes que realicen la 

función de brazo entre la superficie y la secuencia RGD (Shin H. et al., 2003). De ahí, 

que el dominio CBD del péptido confiere una doble característica al RGD, ya que no 

solo permite la unión a fibras de colágeno, sino que también hace de brazo espaciador 

que permite hacer accesible el RGD al sitio de unión de la integrina. 

  

 La afinidad del CBD-RGD a las ACSs, quedó demostrada mediante la 

saturación de las mismas con 1 y 5 µg de péptido. Tras los sucesivos lavados, las ACSs 

cargadas con 1 µg mostraron la capacidad de retener 776 ng de CBD-RGD; sin 

embargo, un aumento de la presión del péptido en las mismas, no resultó en un aumento 

sustancial de la cantidad de péptido retenido. Así, cuando las ACSs fueron cargadas con 

5 µg de CBD-RGD y tras los sucesivos lavados, la cantidad de péptido que quedaba 

retenido en la esponja era de 956 ng de media. Por tanto se puede inferir que en torno a 

950 ng es un valor cercano al límite de saturación de estas esponjas. Los ensayos de dot-

blot en las ACSs confirmaron, por un lado la presencia de CBD-RGD biotinilado 

retenido en la esponja tras los sucesivos lavados, y por otra parte, que la cantidad de 

péptido liberada en cada lavado tanto para 1 µg como para 5 µg es muy similar al 

observado en las curvas de liberación del péptido sin biotinilar. Todo esto tomado en 

conjunto demuestra la fiabilidad y reproducibilidad del péptido a la hora de unirse a las 

ACSs, y la posibilidad de marcar el CBD-RGD con  una molécula de biotina sin afectar 

a su afinidad por las esponjas de colágeno. Además, debido al pequeño peso molecular 

del péptido (1.69 KDa) la cantidad retenida en las ACSs suponen una densidad de 
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~2600 pmol/cm2, lo cual supone entre uno y dos órdenes de magnitud superiores a la 

densidad necesaria para inducir la osteogenesis, descrito en la literatura (Paola B. et al., 

2012). 

  

 A pesar de que numerosos estudios han demostrado las bondades del motivo 

RGD en los procesos de osteogénesis  (Zimmerman et al., 2000; Takeuchi et al., 1997), 

en este estudio no se han encontrado diferencias apreciables del efecto in vitro del 

péptido CBD-RGD en cultivo de células MSCs de rata, medido en términos de 

expresión de β1 integrina. La cantidad y/o distribución de las moléculas de β1 integrina 

parece no verse alterada en ninguno de los casos tratados durante el ensayo. Esto puede 

explicarse debido a que las MSCs no reaccionen frente a la presencia del péptido en 

solución (lo cual no se corresponde con resultados previos obtenidos en el seno del 

grupo, que ponen de manifiesto que el péptido soluble incrementa la expresión del 

marcador de osteogénesis fosfatasa alcalina y la mineralización de la ECM por parte de 

estas células), y/o bien, que la vía de señalización mediada por la interacción RGD-

integrina no modifique los patrones de expresión de la subunidad β1 de la integrina. En 

este último caso, futuros estudios de expresión de marcadores tempranos de 

diferenciación osteogénica como el factor de transcripción RUNX2, podrían confirmar 

si el CBD-RGD en solución es capaz de activar por sí solo la vía osteogénica en células 

MSCs.  

A su vez, estudios de expresión diferencial de otras proteínas implicadas en los 

procesos de adhesión y/o diferenciación celular como la vinculina o la talina podrían 

arrojar más luz al entendimiento de los procesos de diferenciación ostogénica mediados 

por CBD-RGD. 
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CONCLUSIÓN 

 

 Este estudio describe el diseño y la caracterización parcial de un péptido 

biomimético de unión a colágeno, para una fácil funcionalización de esponjas 

absorbible de colágeno tipo I, como una alternativa de biomaterial osteoconductor y 

osteoinductor para su uso en aproximaciones ortopédicas. 
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APÉNDICE 1: MATERIALES Y MÉTODOS  

 

1.1 Células, péptido de fusión, ACSs, anticuerpos y reactivos. 

 Las células MSC (provenientes de médula ósea de ratas Fisher 344) fueron 

descongeladas en pase 1 y sembradas en monocapa en frascos de cultivo T-75, en 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich), suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (FBS), 1% v/v peniclina/estrepticina, 0.5% v/v anfotericina y 

1.25% v/v L-glutamina. El medio se cambió tras 24 horas para eliminar posibles restos 

de DMSO y células no adheridas. Las células fueron usadas para los ensayos in vitro en 

pase 4. 

 Las células de osteosarcoma U2-Os, empleadas como control positivo,  fueron 

descongeladas y sembradas en frascos de cultivo T-75, en medio McCoy’s 5a (Sigma-

Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (FBS), 1% v/v 

peniclina/estrepticina, 0.5% v/v anfotericina y 0.75% v/v de L-glutamina. El medio se 

cambió tras 24 horas para eliminar posibles restos de DMSO y células no adheridas. 

Ambos tipos celulares fueron incubados a 37ºC en una atmósfera con humedad y 

al 5% de CO2. 

 

El péptido biomimético CBD-RGD (WREPSFMALSGRGDS) fue sintetizado 

por Peptide 2.0 (Chantilly, VA, USA) y suministrado liofilizado con una pureza del 

98.5%. Fue reconstituido en tampón PB 25mM, pH 6.2 a una concentración de 1 mg/ml. 

El anticuerpo anti-β1-Integrina EP1041Y monoclonal desarrollado en conejo fue 

suministrado por Abcam, El anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de conejo 

desarrollado en ratón unido al fluorocromo Alexa 594, fue suministrado por Invitrogen 

Molecular Probes. 

Las esponjas de colágeno absorbible ACSs fueron cedidas amablemente por el 

Dr. Marcel E. Nimni; (US patent 5374539), y cortadas en discos de 5 mm de diámetro y 

1 mm de altura. 
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El reactivo de biotinilación (EZ-Link Sulfo-NHS-biotin, 21326), las columnas 

de purificación (Polyacrylamide Desalting Columns, 43426) y el kit de cuantificación 

de biotina (Pierce Biotin Quantitation Kit, 28005) fueron suministrados por Thermo 

scientific. 

 

1.2 Biotinilación del CBD-RGD 

La adición de la biotina al extremo amino-terminal del péptido CBD-RGD se 

realizó empleando un kit comercial (EZ-Link Sulfo-NHS-biotin, Pierce), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Brevemente, 190 µg de CBD-RGD fueron mezclados 

con el reactivo de biotinilación y la reacción se dejó transcurrir durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. 

Con el fin de separar las fracciones de péptidos no biotinilados, péptidos 

biotinilados y moléculas de biotina libres presentes en la mezcla de reacción, ésta se 

pasó por una columna de desalado de poliacrilamida. Una vez equilibrada la columna 

con tampón fosfato salino (PBS) se añadió todo el volumen de reacción sobre el lecho 

de la misma, recogiéndose una primera fracción de elución de volumen equivalente al 

de la mezcla de reacción. La cromatografía se realizó añadiendo volúmenes de 250 µl 

de PBS a la columna y recogiendo fracciones de elución del mismo volumen. 

Repitiendo esto secuencialmente, se obtuvieron 14 muestras de elución, de 250 µl cada 

una. 

Para determinar en cuáles de las fracciones de elución se había recuperado el 

péptido y cuál era su concentración en estas fracciones, se monitorizó la lectura de la 

absorbancia a 205 nm de las muestras, empleando un espectrofotómetro de gota 

(Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). Para poder calcular la concentración de péptido 

en cada muestra, el valor de absorbancia de éstas fue interpolado en una recta patrón 

construida a partir de soluciones de concentraciones conocidas de CBD-RGD no 

biotinilado. 

Una vez identificadas las fracciones de elución que contenían el péptido, se 

determinó la relación biotina:CBD-RGD en ellas. Al poseer cada molécula de CBD-

RGD una única diana para la unión de la biotina, una ratio biotina:CBD-RGD superior a 

1 significaría la presencia de moléculas de biotina libres en las muestras, mientras que 
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una relación inferior a 1 nos indicaría la eficiencia de la reacción de biotinilación. Esto 

se llevó a cabo usando un kit comercial (Pierce Biotin Quantitation Kit), basado en la 

competencia entre el cromóforo HABA y la biotina por unirse a avidina. El kit se 

empleó siguiendo las recomendaciones del fabricante para un ensayo en placas de 96 

pocillos y la absorbancia a 492 nm en ellas se midió en un lector de microplacas. Una 

vez obtenidos los datos, la ratio biotina:CBD-RGD se calculó empleando la herramienta 

web que pone a disposición el fabricante (http://www.piercenet.com/haba/index.cfm). 

 

1.3 Saturación de  ACSs con CBD-RGD 

 Para determinar la cantidad de CBD-RGD que era retenida en las esponjas de 

colágeno (ACS), éstas fueron cargadas de la siguiente manera: 

• 5 µg de CBD-RGD en 27.8µl de tampón PBS 0.1M pH 7.1 (n=4). 

• 1 µg de CBD-RGD en 27.8µl de tampón PBS 0.1M pH 7.1 (n=4). 

• 5 µg de CBD-RGD biotinilado en 27.8µl de tampón PBS 0.1M pH 7.1 

(n=4). 

• 1 µg de CBD-RGD biotinilado en 27.8µl de tampón PBS 0.1M pH 7.1 

(n=4). 

• 27.8 µl por esponja con una cantidad total de PBS 0.1M pH 7.1 (n=2) 

como control negativo. 

Tras la carga, las ACSs se dejaron secar a temperatura ambiente durante 2 horas. 

A continuación, se lavaron las esponjas 6 veces consecutivas con 15 µl de tampón PBS, 

recogiéndose las distintas fracciones de lavado para su posterior análisis. 

Las fracciones de lavado correspondientes a las ACSs cargadas con péptido no 

biotinilado se emplearon para determinar la cantidad de CBD-RGD lavada en cada una 

de ellas mediante espectrofotometría a 205 nm, usando como blanco las fracciones de 

lavado de las esponjas control (cargadas con sólo PBS). Con estos datos se pudo 

construir una curva de liberación y determinar la cantidad de CBD-RGD que había 

quedado retenida en las ACSs. 

Las fracciones de lavado correspondientes a ACSs cargadas con péptido 

biotinilado y las propias ACSs lavadas se emplearon para poner de manifiesto la 
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presencia del CBD-RGD en ellas mediante la técnica del dot-blot. En el caso de las 

fracciones de lavado, se recortaron rectángulos de PVDF, que fueron activadas con 

metanol durante 10 segundos y equilibradas con PBS durante 10 minutos. Las 

membranas fueron colocadas sobre filtros de papel húmedos y posteriormente se 

colocaron las muestras (15µl cada una) sobre la membrana dejando que esta las 

absorbiese. Las membranas se lavaron con PBST (PBS + 0.05% Tween-20) durante 5 

minutos y se bloquearon con PBST + 1% BSA durante una hora a temperatura 

ambiente. Tras dos lavados de 5 minutos con PBST, las membranas fueron incubadas 

con un polímero de estreptavidina marcada con peroxidasa de rábano (Sigma 52438) en 

PBS-tween durante 1 hora, en oscuridad. Tras varios lavados con PBST y 

posteriormente con PBS, ambos en oscuridad, las membranas fueron incubadas con 

ECL Western blotting reagent (GE Healthcare) y expuestas durante  2 minutos a una 

película fotográfica. 

En el caso de las ACSs lavadas, éstas fueron directamente incubadas en solución 

de bloqueo (PBST + 1% BSA) durante 1 hora y, posteriormente, tratadas de la misma 

manera que las membranas de PVDF para la detección quimioluminiscente de las 

moléculas de CBD-RGD biotiniladas. 

 

1.4 Inmunocitoquímica anti-β1 integrina sobre MSC de rata 

Para determinar si la presencia del péptido CBD-RGD en el medio de cultivo era 

capaz de inducir la sobreexpresión de β1 integrina en células mesenquimales de rata, se 

cultivaron éstas y células de osteosarcoma U-2 OS como control positivo del 

experimento. Las células fueron despegadas de los frascos T-75 con 1 ml de solución de 

tripsina y resuspendidas con 8 ml de medio completo. Se procedió al recuento de las 

células en una cámara de Neubauer, empleando el colorante de exclusión azul tripano 

para determinar también la viabilidad celular.  

Se sembraron 25.000 células por pocillo (N=3 para cada condición) en placas de 

24 pocillos (Nunclon, Nunc), sobre cubreobjetos de plástico (ThermanoxTM, Termo 

Cientific) previamente colocados en el fondo de los pocillos. Las células se dejaron 

adherir a los cubreobjetos durante toda la noche y, al día siguiente, se les cambió el 

medio por DMEM + 2% FBS durante 1 hora. A continuación se volvió a cambiar el 
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medio por DMEM + 2% FBS y distintas concentraciones de CBD-RGD (4, 1, 0.25 y 0 

µM, respectivamente). La detección inmunocitoquímica de la β1 integrina se realizó tras 

3 horas, 4 días y 10 días de incubación en presencia del péptido. 

Una vez alcanzados los tiempos de incubación deseados, se procedió a retirar el  

medio de cultivo y a lavar las células con PBS y PB a temperatura ambiente antes de 

fijarlos durante 10 minutos con paraformaldehido al 4% tamponado en PB pH 7.0.  Una 

vez fijados se lavaron las células varias veces con PBS a 4ªC y se incubaron con el 

anticuerpo monoclonal anti-β1-Integrina monoclonal desarrollado en conejo, diluido 

1:200 en PBS-tween + 3% BSA, durante toda la noche en una cámara húmeda. 

Tras retirar el anticuerpo primario al día siguiente, se lavaron abundantemente 

los cubreobjetos con PBS para, posteriormente, añadir el anticuerpo secundario anti-IgG 

de conejo marcado con el fluorocromo Alexa 594. 

 Para la correcta visualización de los núcleos celulares, éstos fueron teñidos con 

Hoechst a una concentración final de 0.01µg/ml. Los cubreobjetos fueron montados con 

una gota de glicerol como medio de montaje, sobre otro cubreobjetos rectangular y 

sellados con laca de uñas. Su almacenamiento fue a 4ªC en oscuridad hasta su 

observación en un microscopio confocal. 

 

1.5 Soportes informáticos 

 Para el manejo y procesado de los datos obtenidos a lo largo del trabajo se 

utilizaron los siguientes programas y aplicaciones informáticas: 

• Excel 2007 Paquete de Office. Se utilizó para la realización de rectas de 

calibrado y procesamiento estadístico. 

• Image J. Se empleó para el procesado de imágenes de microscopia confocal. 
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