regeneracion electroquimica de CA permite obtener
elevadas eficiencias de regeneracion y
recuperaciones de la porosidad, mejorando incluso
las prestaciones de los métodos convencionales.
Por otro lado, el estudio de la modificacion
electroquimica de los carbones activados ha revelado
gue, en general, variando las condiciones del
proceso, el método electroquimico permite la
modificacion selectiva tanto de la naturaleza como
de la cantidad de los grupos oxigenados superficiales.
Asi, ademas de poder generar mayores cantidades
de grupos oxigenados y de ser mas eficiente, es
mas homogéneo, progresivo y controlado que el de
oxidacién quimica convencional.

Finalmente, los resultados mas recientes han
demostrado que dicho control en la generacién de
grupos oxigenados se traduce en su optimizacion
para determinadas aplicaciones, por lo que la técnica
electroquimica se presenta como una tecnologia
prometedora para la preparacion de materiales
carbonosos con propiedades especificas. El proximo
objetivo es, por tanto, continuar estudiando la
modificacidn electroquimica de otros materiales
carbonosos, en especial, aquellos con estructura
altamente ordenada y la optimizacién de sus
propiedades en diversas aplicaciones, como los
supercondensadores, la catalisis o la adsorcion de
contaminantes.
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1. Introduccién

El desarrollo creciente de la ingenieria tisular, asi
como los diversos procedimientos clinicos de terapia
celular estan estrechamente ligados a la busqueda
de nuevos biomateriales que faciliten:

i) La consecucion de lineas celulares capaces de
proliferar indefinidamente y diferenciarse a diversos
tipos de tejidos,

ii) La expansion de esas células hasta alcanzar
densidades de 1-5-106 células por kg de peso del
paciente [1], y

iii) La regeneracion de tejidos dafiados [2-4].

Las estructuras tridimensionales de los biomateriales
proporcionan el soporte adecuado para que las
células se adhieran, proliferen e, incluso, se
diferencien cuando se les suministran los factores
de crecimiento y diferenciacion apropiados.

Diversos estudios se han centrado en el desarrollo
de estructuras tridimensionales “scadffolds” a partir
de los compuestos biolégicos naturales existentes
en el hueso o en la matriz extracelular [2, 3, 5-7]
que, ademas de proporcionar un soporte de fijacién
para las células, suministran a éstas un
microambiente similar al de los tejidos naturales, al
actuar como reservorio de citoquinas y factores de
crecimiento [7] y facilitar la interaccion de las
moléculas sefalizadoras con los receptores de la
superficie celular [6, 8]. Por otra parte se ha descrito
gue los biomateriales basados en macromoléculas
pueden afectar a las capacidades celulares de
fijacion, migracion, proliferacion y diferenciacion [9].
Esto ha impulsado la blsqueda de nuevos
biomateriales entre los que se encuentran los
nanotubos de carbono [10, 11] y las fibras de carbén
activo [12], ya que estos son materiales
biocompatibles sobre los que las células pueden
adherirse y proliferar. La adhesion de las células
vivas sobre el carbdn activo incluye, en primera
aproximacion, un fenémeno de adsorcién que tiene
lugar entre la superficie del carbdon y las
macromoléculas que conforman la estructura de la
membrana celular (entre ellas los antigenos de
membrana). La adsorcion puede explicarse mediante
la teoria de la quimica de los coloides y las
superficies, que incluye tanto la atraccién
electrostatica como la no-electrostatica entre las
gue se encuentran las interacciones hidréfobas. Esta
Ultima depende de la hidrofobicidad de la superficie
de interaccion entre las células y el carbén. Cuanto
mayor sea esta fuerza de atraccion mejor sera el
enlace entre el biomaterial y la célula. Una vez
adheridas las células a la superficie del carbén, éste
facilita el crecimiento celular debido a sus
propiedades adsortivas que hacen que el oxigeno
y los nutrientes disueltos en el medio de cultivo se
concentren sobre su superficie [13] favoreciéndose
asi la disponibilidad de los mismos por las células.

2. Telas de carb6n activo (TCAS)

Las telas de carbon activado (TCAs) son tejidos
cuyos hilos entrecruzados alternativa y regularmente
estan constituidos por fibras de carbén activado.
Estos materiales presentan muchas ventajas frente
a los carbones activados tradicionales en forma
pulverulenta o granular. Asi, las fibras de carbon
activado presentan un area superficial elevada y su
estructura porosa tipica estd desarrollada
perependicularmente al eje de la fibra. Estas
caracteristicas hacen que posean una alta capacidad
y rapida cinética de adsorcion, tanto en fase liquida
como gaseosa. Ademas, las TCAs son faciles de

manejar y de adaptar a cualquier sistema
experimental. Por todo ello estos materiales han
encontrado numerosas aplicaciones como
adsorbentes en usos militares, en procesos de
descontaminacion ambiental y en medicina.

La TCA usada en los experimentos de crecimiento
y diferenciacion de células madre mesenquimales
fue una tela comercial que se caracterizé
adecuadamente para conocer su superficie,
porosidad y quimica superficial [14]. Asi, a partir de
la isoterma de adsorcion de N, a -196 °C se calculd
una area superficial BET de 2128 m2/g, un volumen
de microporos y anchura media (mediante DR) de
0,931 cm3/g y 1,69 nm, respectivamente, y un
volumen de mesoporos de 0,028 cm3/g. El volumen
de poros accesibles al agua fue de 0,650 cm /g. La
acidez y basicidad superficial total fueron similares,
0,44 y 0,40 meqg/g, respectivamente y el pH del
punto de carga cero (pHecc) fue de 7,0.

Las células mesenquimales tienen un tamafo del
orden de algunas decenas de micrometros, por tanto
guedaran sobre la superficie mas externa de la TCA
atrapadas entre el entramado de fibras de carbon
activado que componen su estructura. Cabe la
posibilidad de que algunas de las cadenas de
proteinas que forman la membrana celular penetren
en mayor o menor extension en los poros de las
fibras, interaccionando con sus paredes para actuar
como anclaje de las células mesenquimales. El pH
de la disolucion usada para el cultivo de estas células
(7,4) es muy cercano al del pHecc, por lo que la
superficie de la TCA practicamente estara desprovista
de cargas electrostéaticas. En estas condiciones
predominan las interacciones no electrostaticas entre
la TCAYy las células mesenquimales.

3. Proliferacion de células mesenquimales sobre
TCAs

El término célula madre puede aplicarse a un diverso
grupo de células que con independencia del tejido
del que hayan sido derivadas, comparten dos
propiedades caracteristicas: i) poseen la capacidad
de producir otras células madres del mismo tipo de
manera ilimitada; y ii) dan origen a células
diferenciadas que posibilitan el mantenimiento de
la homeostasia tisular [15-17].

Por su potencialidades de desarrollo las células
madres se han clasificado como [18]: i)
Totipotenciales, aquellas que son capaces de dar
origen a cualquier tejido embrionario o extra-
embrionario; ii) Pluripotenciales, son células que
dan origen a cualquier tipo de tejido que pertenezca
al embrion; iii) Multipotenciales, son células capaces
de originar un conjunto limitado de tipos celulares;
iv) Oligopotenciales, son aquellas células que
pueden derivarse a un conjunto mas limitado de
tipos celulares relacionados; y v) Unipotenciales,
células que se diferencian a un unico tipo celular
maduro.

Dentro de las células multipotenciales cabe destacar
las células mesenquimales, MSCs, que pueden dar
origen a condrocitos, osteocitos, adipocitos, miocitos
y neuronas [19-25] (Figura 1). El uso de estas células
tanto en terapia celular como en ingenieria tisular
presenta las siguientes ventajas: i) La utilizacién de
células MSCs del ser humano adulto para
investigacion biomédica plantea pocos problemas
de orden ético, moral o legal; ii) Se ha puesto de
manifiesto la existencia de MSCs en diferentes
tejidos humanos [26-29]; iii) El cordon umbilical
contiene una abundante, no controvertida, y




facilmente obtenible fuente de células MSCs [21,
22]; iv) Las células MSCs podrian emplearse en
terapia celular [30]; v) Las células MSCs pueden
ser expandidas extensivamente en cultivos in vitro
sin pérdida de su funcién ni cambios apreciables
en su fenotipo [29]; y vi) El trasplante de células
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mesenquimales derivadas de tejidos del ser humano
adulto ha demostrado ser un tratamiento cuya
eficacia, en problemas de salud tales como el infarto
de miocardio o los trastornos isquémicos de los
miembros inferiores, se esta estudiando [31-35].
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Figura 1. Capacidad de diferenciacion de células MSCs. (Adaptada de BD Stem Cell Resource.)

Considerando que la utilidad de las células MSCs
en clinica es cada vez mas prometedora y que es
necesario encontrar fuentes de células
mesenquimales que sean seguras y faciles de
obtener, en un trabajo previo [36] hemos estudiado
y caracterizado las células MSCs derivadas del
tejido perivascular (Wharton’s jelly) del cordén
umbilical humano y esas células las hemos hecho
crecer sobre TCAs (Figura 2B y 2C) [12].

Las células MSCs obtenidas de la regién perivascular
del cordén umbilical se cultivaron a 37°C en
atmosfera de hipoxia (5% CO, y 5% de O,),
cambiando el medio de cultivo cada 3-4 dias [37].
El crecimiento de las células adheridas en las TCAs
se realiz6 en cajas de cultivo de 96 pocillos en cada
uno de los cuales se introdujo un fragmento circular
de TCA de 6 mm de diametro y sobre éste se
sembraron 104 células. El cultivo se mantuvo durante

28 dias. El incremento en el numero de células, en
funcion del tiempo, se realizd por extraccion y
cuantificacion del ADN existente sobre la TCA. Los
resultados obtenidos nos permiten afirmar que, al
menos, tras dos semanas de cultivo las células
adheridas a las TCAs crecen con tiempos de
duplicaciébn comparativos a los que caracterizan el
crecimiento del cultivo sobre plastico. Por otra parte,
cuando el mismo nimero de MSCs se siembran
sobre plastico, y se mantienen en cultivo durante
28 dias, cambiandoles el medio cada 2-3 dias, se
observa que a partir de los 11 dias de cultivo su
nimero comienza a disminuir, ya que al llegar a
confluencia se origina una estructura tridimensional
que limita el crecimiento y promueve la muerte
—apoptosis, autofagia o necrosis- de las células
situadas en su interior disminuyendo de esa forma
el nimero de células viables (Figura 2D).
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Figura 2. A) Imagen de la TCA obtenida mediante SEM. B) Proliferacion celular de células MSCs transducidas con GFP a los 7 dias
de la siembra sobre TCAs. C) Proliferacion celular de células MSCs transducidas con GFP a los 28 dias de la siembra sobre TCAs.
D) Valores de DNA extraidos: Comparacion entre el cultivo en monocapa sobre plastico (barra blanca) y cultivo sobre TCAs para 4,

11, 18 y 28 dias de cultivo, respectivamente.

4. Diferenciacion a osteocitos de MCs cultivadas
sobre TCAs

La diferenciacion a osteocito se llevo a cabo mediante
la siembra de 10 MSCs, sobre TCAs circulares de
6 mm de diametro, en cajas de 96 pocillos,
empleando un medio de diferenciacion osteogénica
[38]. ElI medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias.
Transcurridas 4 y 6 semanas se procedio al estudio
de las TCAs mediante microscopia de fluorescencia,
microscopia electronica de barrido, difraccién de
Rayos X, microanalisis superficial mediante
microscopia electrénica de barrido y cuantificacion
del Ca2+ extraido mediante espectroscopia de
absorcion atomica.

Los resultados de la diferenciacion osteogénica
muestran que: i) Es posible inducir la diferenciacion
a osteocito de celulas MSCs cuando estas se cultivan
sobre TCAs (Figura 3-B, 3-C); ii) Los osteocitos
cultivados sobre las TCAs muestran
autofluorescencia bajo la luz UV (Figura 3-G) [12];
i) El microanalisis por SEM-EDX confirma la
presencia de nudcleos de hidroxiapatita sobre la
superficie de las TCAs (Figura 3-E), poniendo de
manifiesto la existencia de este material que es
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parte fundamental del hueso [12, 39]; iv) Los valores
determinados de ADN y de Ca2+ (Figura 3-D), tras
4y 6 semanas de cultivo, asi como el marcaje con
DAPI de los nucleos (Figura 3-F), indican que los
osteocitos son viables y funcionales durante todo
el periodo de estudio.

5. Diferenciacion a condrocitos de MCs cultivadas
sobre TCAs

La diferenciacion a condrocito se ha llevado a cabo
sembrado 5-105 células MSCs en TCAs circulares
de 16 mm de diametro, en placas de 24 pozos, con
medio de diferenciacion condrogénica (DMEM (4,5
g/l glucosa) enriquecido con dexametasona (10-7
M), 1x insulina-transferrina-selenio (Gibco), acido
ascorbico (5-10-> M) y 1x penicilina-streptomicina
(Gibco). El medio de diferenciaciéon se cambié cada
3 dias. Tras 14 dias de cultivo las TCAs con células
MSCs diferenciadas a condrocitos se examinaron
mediante microscopia de fluorescencia (Figura 4-
A), observandose la formacion de fibras de colageno
extracelular como sugiere la Figura 4-B en la que
las fibras de carb6n quedan recubiertas por una
capa autofluorescente, colageno Tipo-Il, que se
prolonga para interconectar las fibras de carboén.

— L

Figura 3. A) Imagen de la TCA de control obtenida mediante SEM tras 6 semanas de cultivo en medio de diferenciacion osteogénico.
B) Proliferacion celular de células MSCs diferenciadas a osteocitos tras 6 semanas de cultivo. C) Detalle de la proliferacion celular
de células MSCs diferenciadas a osteocitos tras 6 semanas de cultivo. D) Valores de DNA extraidos y Ca alas 4 y 6 semanas de
cultivo. E) Analisis EDX de nucleos de hidroxiapatita tras la diferenciacion a osteocito.




Bol. Grupo Espafiol Carbén

Figura 3. F) Marcaje de los nucleos de células diferenciadas a

osteocito con DAPI. G) Autofluorescencia bajo luz UV de células

MSCs diferenciadas a osteocito tras 4 semanas de cultivo.
Figura 4. A) Proliferacion celular de células MSCs diferenciadas
a condrocitos tras 14 dias de cultivo. B) Detalle de la formacion
de colageno extracelular recubriendo las fibras de la TCA.




n°22/Diciembre 2011

6. Conclusiones

El analisis de los resultados pone de manifiesto que
es posible realizar el cultivo de células
mesenquimales sobre telas de carbon activo y que
mediante el empleo de medios de diferenciaciéon
osteogénica y condrogénica se pueden diferenciar
éstas células MSCs a osteocitos y condrocitos.
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1. Introduccién

Los materiales de desecho, con independencia de
que su origen sea vegetal, mineral o industrial, en
general son un problema para la sociedad actual,
gue a veces no es de féacil solucion, sobre todo
cuando se generan en grandes cantidades y cuando
su eliminacion no tiene lugar de forma natural (esto
es, por los bien conocidos mecanismos de
biodegradacion, fotolisis e hidrélisis), ni incluso
después mucho tiempo, y requiere un cierto gasto
econdmico y/o tiene efectos negativos para el medio
ambiente. Uno de los materiales de desecho que
redne todas estas caracteristicas son los neumaticos
fuera de uso (NFU). De NFU se generan anualmente
varios millones de toneladas en todo el mundo. Solo
en la Unién Europea la cantidad generada de NFU
es superior a 180 millones y en América del Norte
a 150 millones [1]. Ademas, cabe esperar que estas
cantidades aumenten de forma progresiva en los
préximos afios debido al incremento que se esta
produciendo en el nivel econémico de los paises
llamados emergentes, que esta posibilitando a sus
ciudadanos el acceso a medios de transporte
individuales como el automovil. Los NFU son un
material de desecho dificil de tratar y eliminar.
Tradicionalmente, se han almacenado en
enterramientos subterraneos o concentrado en
apilamientos superficiales. También se han
recauchutado y reparado para su reutilizacion o se
han empleado como combustible (por ejemplo, en
cementeras, fabricas de papel, etc.), en la creacion
de arrecifes artificiales y como barreras contra el
choque en carreteras, en pavimentos de pistas
deportivas o en el asfalto de carreteras, etc. No
obstante, estas posibles vias de eliminacion de los
NFU tienen una serie de inconvenientes relacionados
con una lenta degradacion y prolongada insalubridad
e inseguridad del lugar, la posibilidad de que se
originen incendios accidentales que son dificiles de
extinguir, un bajo consumo de producto, la saturacién
de su demanda, etc.

En relacién con la eliminacion de los NFU, en la
Comunidad Auténoma de Extremadura hay una
empresa autorizada por la Junta (recogida Extremefia
de NFU) que se encarga de recoger los NFU de los
talleres, las cooperativas agricolas, las zonas

militares, las empresas de transporte, etc. De los
NFU recogidos, un porcentaje muy bajo (= 8,19 %)
son reutilizados (= 0,14 % como tales al encontrarse
en buen estado y el 8,05 % tras ser recauchutados)
y la parte restante de la mercancia (91,91 %) es
transportada hasta la planta de tratamiento que hay
en Aznalcollar (provincia de Sevilla) para su troceado,
lo que permite reutilizar algunos materiales del
neumatico. Sobre el 95 % de los materiales de la
rueda se pueden volver a usar para otra funcion,
desechandose tan solo la parte textil (5 %).

Una practica preocupante y tal vez dificil de entender
y aceptar segun los antes expuesto, que es ademas
bastante corriente en determinados paises, es el
abandono de los NFU por los usuarios casualmente
en cualquier lugar elegido por los mismos al azar.
Sucede asi a pesar de que en paises como Espafia
se haya legislado al respecto, habiéndose aprobado
leyes que obligan al propietario de cualquier vehiculo
a motor a entregar los NFU en el taller de montajes
de neuméaticos en el momento de efectuar su
recambio. El Real decreto 1619/2005 de 30 de
diciembre de 2005 sobre la gestion de NFU obliga
a los productores a hacerse cargo de los mismos y
a realizar una gestion ambiental adecuada de los
residuos, es decir, no se pueden tirar ni por supuesto
guemar. Cuando se compra un neumatico nuevo,
en su precio va ya incluido el coste que supone su
posterior recogida para ser reciclado. El fabricante
establece esa cantidad, que repercute en el
distribuidor, en el taller y finalmente en el consumidor,
que es él que en realidad al final abona el precio del
servicio en el momento de comprar la rueda. En la
factura del neumatico se especifica la cantidad
destinada al servicio de recogida y reciclaje de
=1,77€. Esto es, el cliente no tiene la opcion de
comprar la rueda sin coste adicional.

De todo lo anterior se desprende que se requieren
nuevos métodos de eliminacion de los NFU que
permitan su valorizacion para incentivar al consumidor
a efectuar su entrega en los talleres mecanicos en
el momento de realizar el recambio. Seguramente,
un factor muy importante en relacion con la
valorizacion de los NFU es su composicion quimica,
gue es muy compleja. Los neuméticos se fabrican
utilizando mas de 100 sustancias quimicas diferentes.




