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RESUMEN

La baja capacidad de regeneracion del cartilago hialino articular ha estimulado
el desarrollo de numerosas terapias, con resultados poco satisfactorios hasta la
fecha. Desde hace afos la ingenieria tisular ha puesto a punto diferentes
procedimientos in vitro para favorecer la diferenciacion condrogénica de células
madre mesenquimales. Debido a los buenos resultados que se han alcanzado,
algunos de los constructos obtenidos con estas técnicas han acabado
implantandose en pacientes con lesiones condrales u osteocondrales, pero con
fracasos a medio y largo plazo en muchos de los casos.

Es por ello que esta Tesis Doctoral tiene como objetivo seguir
profundizando en las técnicas de ingenieria tisular aplicadas a las terapias de
las lesiones condrales, concretamente se han estudiado diferentes
mecanismos para conseguir la diferenciacion condrogénica de células madre
mesenquimales de pulpa dental humana (hDPSC), promoviendo la sintesis de
proteinas caracteristicas de la matriz extracelular cartilaginosa hialina.

Por un lado, se han cultivado hDPSC en hidrogeles y en forma de
organoide celular o microtejidos con diferentes medios de cultivo (proliferacion
celular o diferenciacion condrogénica), a lo largo de diferentes tiempos (3 dias
y 2, 4 y 6 semanas). Los resultados han revelado que el cultivo en un entorno
tridimensional induce la diferenciacibn condrogénica, mientras que el cultivo
con medio de induccién condrogénica promueve la sintesis de proteinas o
proteoglicanos caracteristicas de la matriz extracelular condral, como son el
agrecano y el colageno de tipo Il, a tiempos mas cortos.

Finalmente, la estimulacion de microtejidos de hDPSC mediante campos
magnéticos y fuerzas mecanicas indujo la diferenciacion condrogénica a los 3
dias de tratamiento, promoviendo la sintesis de estas proteinas fundamentales
de la matriz condral de manera mas consistente, mientras que un tiempo de
estimulacién mas largo (2 semanas) indujo la producciéon de colageno de tipo |,
caracteristico del fibrocartilago.

En definitiva, el cultivo de hDPSC en modo de microtejido induce la
diferenciacion condrogénica y la sintesis de proteinas caracteristicas de la
matriz extracelular del cartilago hialino. Ademas, su estimulacion mediante
fuerzas electromagneto-mecéanicas acelera este proceso de diferenciacion,
generandose una matriz de proteinas condrales consistente a lo largo del
tiempo.

PALABRAS CLAVE

Cartilago hialino; fuerza mecanica; célula madre; hDPSC; condrogénesis;
campo electromagnético; microtejido; hidrogel.



RESUM

La baixa capacitat de regeneracié del cartilag hiali articular ha estimulat el
desenvolupament de numeroses terapies, amb resultats poc satisfactoris fins a
l'actualitat. Des de fa diversos anys l'enginyeria tissular ha portat a cap
diferents procediments in vitro per a afavoréixer la diferenciacié condrogénica
de cel-lules mare mesenquimals. Degut als bons resultats obtinguts, alguns
dels constructes elaborats amb estes tecniques han acabat implantant-se en
pacients amb lesions condrals o osteocondrals, pero amb fracasos a mitjan i
llarg termini en molts dels casos.

Es per aixd que esta Tesi Doctoral té com objectiu seguir aprofundint en
les técniques d’enginyeria tissular aplicades a les terapies de les lessions
cartilaginoses, concretament s’han estudiat diferents mecanismes per a
aconseguir la diferenciacié condrogénica de cél-lules mare mesenquimals de
pulpa dental humana (hDPSC), promovent la sintesi de proteines
caracteristiques de la matriu extracel-lular cartilaginosa hialina.

Per un costat, s’han cultivat hDPSC en hidrogels y en forma d’organoide
cel-lular o microteixts amb diferents medis de cultiu (proliferacié cel-lular i
diferenciacié condrogenica), al llarg de diferents temps (3 dies i 2, 4 i
6 setmanes). Els resultats han desvetlat que el cultiu en un entorn
tridimensional indueix la diferenciacié condrogénica, mentre que el cultiu amb
medi d’induccié condrogénica promou la sintesi de proteines o proteoglicans
caracteristics de la matriu extracel-lular condral, com son I'agreca i el col-lagen
de tipus Il, a temps més curts.

Finalment, l'estimulacié de microteixits de hDPSC mitjangant camps
electromagnétics i forces mecaniques va induir la diferenciacié condrogénica
als 3 dies de tractament, promovent la sintesi d’estes proteines fonamentals de
la matriu condral de manera més consistent, mentre que un temps
d’estimulacio més llarg (2 setmanes) va induir la produccié de col-lagen de
tipus |, caracteristic del fibrocartilag.

En definitiva, el cultiu de hDPSC en mode de microteixit indueix la
diferenciacioé condrogénica i la sintesi de proteines caracteristiques de la matriu
extracel-lular del cartilag hiali. A més a més, la seua estimulacié mitjancant
forces electromagnétiques-mecaniques accelera este procés de diferenciacio,
generant-se una matriu de proteines condrals consistent al llarg del temps.

PARAULES CLAU

Cartilag hiali; forca mecanica; cél-lula mare; hDPSC; condrogéenesi; camp
electromagnétic; microteixit; hidrogel.



ABSTRACT

The low regeneration capacity of hyaline joint cartilage has stimulated the
development of numerous therapies, with unsatisfactory results. For years,
tissue engineering has tuned up different in vitro procedures to promote
chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells. Due to the good
results obtained, some of the constructs elaborated with these techniques have
ended up being implanted in patients with chondral or osteochondral lesions,
but with medium- and long-term failures in many of the cases.

Therefore, the aim of this Doctoral Thesis is to get in deeper knowledge
about several tissue engineering techniques applied in chondral injuries
therapies. More specifically, different mechanisms have been studied to achieve
chondrogenic differentiation of human dental pulp mesenchymal stem cells
(hDPSC), promoting the synthesis of characteristic proteins of the extracellular
cartilaginous hyaline matrix.

On the one hand, hDPSC have been cultivated in hydrogels and cellular
organoid or microtissue form with different culture media (cellular proliferation or
chondrogenic differentiation), over different times (3 days and 2, 4 and
6 weeks). The results have revealed that culture in a three-dimensional
environment induces chondrogenic differentiation, while culture with
chondrogenic induction medium promotes the synthesis of characteristic
proteins or proteoglycans of the chondral extracellular matrix, such as aggrecan
and type Il collagen, at shorter times.

Finally, stimulation of hDPSC microtissues by electromagnetic fields and
mechanical forces induced chondrogenic differentiation after 3 days of
treatment, promoting the synthesis of these fundamental proteins of the
chondral matrix more consistently, while a longer stimulation time (2 weeks)
induced production of type | collagen, characteristic of fibrocartilage.

Briefly, the culture of hDPSC in the microtissue model induces
chondrogenic differentiation and the synthesis of proteins characteristic of the
extracellular matrix of hyaline cartilage. Furthermore, its stimulation by
electromagnetic-mechanical forces accelerates this differentiation process,
generating a consistent matrix of chondral proteins over time.

KEY WORDS

Hyaline cartilage; mechanical force; stem cell; hDPSC; chondrogenesis;
electromagnetic field; microtissue; hydrogel.
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Una de las caracteristicas que hacen del ser humano un ente Unico es su
capacidad de razonar y sociabilizar. Convive en sociedad, y el movimiento
forma parte de su dia a dia. De entre todos los aparatos que forman el cuerpo,
es el locomotor el que permite el movimiento, en definitiva, el desplazamiento

en la sociedad, posibilitando la interaccion entre personas.

El cartilago forma parte de este aparato locomotor, y se trata de un tejido
fundamental debido a sus funciones de amortiguamiento y disipacion de
tensiones. Factores como la edad, enfermedades, habitos de vida o
traumatismos provocan lesiones en el tejido cartilaginoso, de dificil

autorregeneracion por sus caracteristicas estructurales vy fisiolégicas.

La baja capacidad de regeneracion autonoma de cartilago ha puesto a
este tejido en el punto de mira de la investigacion biomédica, siendo hoy en dia
Su regeneracion una de las metas a conseguir. Aunque se han desarrollado
terapias o tratamientos quirdrgicos que han dado resultados aceptables a corto
plazo, con el tiempo se han descartado, solo aplicAndolos a determinados

casos de pacientes.

En las ultimas décadas ha surgido la ingenieria tisular, una nueva rama
de la biomedicina que, combinada con los principios de la ingenieria, se centra
en reparar los tejidos. Esta nueva ciencia esta basada en tres pilares
fundamentales: las células, los biomateriales y el entorno, tanto en lo que se
refiere a los factores de crecimiento o estimulantes como a los estimulos

fisicos.

Este trabajo de Tesis Doctoral se ha centrado en la regeneracion de
cartilago articular. Para ello, se han tenido en cuenta los pilares de la ingenieria
tisular. Por una parte, la eleccion del tipo celular empleado ha sido clave tanto
para la puesta a punto de los procedimientos como también para conseguir los
objetivos planteados. Y es que se ha demostrado el uso de las células madre, y
en concreto las células madre de pulpa dental, permite obtener resultados

Optimos en la regeneracion condral.
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Existe un listado muy extenso de biomateriales utilizados en
investigacion, con sus respectivas propiedades biofisicas, bioquimicas y
biomecanicas. No obstante, el cartilago, por su composicion y caracteristicas
mecanicas, se apoya en el uso de hidrogeles, un material viscoelastico con

propiedades similares al cartilago articular.

Finalmente, aunque se han descrito innumerables factores quimicos que
favorecen la diferenciacion condrogénica, queda mucho por estudiar en el
campo de la estimulacion fisica, especificamente mediante el
electromagnetismo. La frecuencia, el tiempo de exposicion y la magnitud del
campo electromagnético son variables a tener en cuenta. Y es que el uso de
pulsos electromagnéticos ha dado resultados positivos tanto en estudios in vitro

como en estudios clinicos, sin que todavia exista un protocolo estandar de uso.
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1. El cartilago

El tejido cartilaginoso®?, en general, desempefia un papel fundamental en el
aparato locomotor, desde su formacién hasta su mantenimiento. Durante el
desarrollo embrionario, muchos de los elementos esqueléticos empiezan como
un molde de cartilago que tiene su origen en el mesénquima, con su posterior

calcificacion y formacion de hueso (osificacion endocondral).

Su funcién de sostén, caracteristica principal de este tejido conjuntivo
especial, viene determinada por los componentes de su matriz extracelular

(MEC). Estos componentes le confieren rigidez, elasticidad y deformabilidad.

El cartilago es avascular y carece de inervacion. Es por ello por lo que
las células presentes en su matriz se nutren por difusiébn y en gran medida se

considera un sistema anaerobio.

1.1. Células y matriz estructural

Las células presentes en el tejido cartilaginoso son los condrocitos y los
condroblastos junto con condroclastos, y también células madre
mesenquimaticas’?. Estas Ultimas se sitlan en el pericondrio, la capa mas

externa del cartilago.

Los condroblastos son células que provienen de las células
mesenquimaticas. Son los encargados de sintetizar las moléculas que formaran
la matriz condral, y se sitian en las areas mas periféricas de las piezas

cartilaginosas en formacion.

Una vez el condroblasto se ve rodeado por la matriz sintetizada,
ocupando un espacio denominado laguna o condrocele (figura 1), se diferencia
hacia un condrocito (figura 1). Los condrocitos que a su vez siguen sintetizando
sustancias de la matriz se denominan condrocitos activos, los cuales poseen
citoplasma basoéfilo, con muchas organelas y un nucleo de cromatina laxa. En
el momento en el que el condrocito se vuelve inactivo o quiescente, su
citoplasma se hace eosinéfilo, progresivamente pierde organelas y la cromatina

de su nulcleo se condensa.
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Finalmente, las ultimas células presentes en el tejido cartilaginoso son
los condroclastos. Estas células, que derivan de los macréfagos, son las
encargadas de digerir los componentes de la matriz condral, 1o que ocurre en el
momento en el que se debe regenerar el cartilago o sustituir por otro tejido, en
concreto por tejido 6seo.

Figura 1. Tincién con hematoxilina-eosina de condrocitos en cartilago traqueal. A: condrocito
aislado, y B: grupo is6geno o agrupacion de 3 condrocitos. Durante el procesamiento de las
muestras, se ha producido la retraccion del citoplasma de los condrocitos, lo que facilita
observar, en este caso, el limite de las lagunas que ocupan. Barra de escala = 20 um.
Preparacion propia obtenida en el laboratorio de Histologia del departamento de Patologia de
la Universitat de Valéncia.

La matriz cartilaginosa tiene como funcién principal dar sostén a todo el

sistema cartilaginoso, rodeando los condrocitos.

Se compone en gran medida de fibras rodeadas de sustancia
fundamental amorfa. Se trata de una matriz muy hidratada (el agua es el
componente principal y puede llegar a ser hasta el 80 % del peso neto de la
matriz) y gelatinosa, debido a los glucosaminoglicanos (GAG) y glicoproteinas
que contiene. En general, las fibras que componen la matriz son
mayoritariamente el colageno tipo Il (en cartilago hialino) y, en menor cantidad,
los colagenos tipo I1X, X y XI. En el cartilago fibroso (y en el pericondrio) abunda
el colageno tipo I. En la variedad de cartilago elastico se encuentran ademas
de las de colageno tipo I, fibras elasticas. Finalmente, la sustancia fundamental
esta compuesta por glucosaminoglicanos, proteoglicanos (PG) y glicoproteinas

de adhesién, como la condronectina. Ademas, la matriz condral contiene
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diversas metaloproteasas de matriz (MMP) que ayudan a degradar

componentes de la matriz de forma regulada y precisa.

La mayoria de los cartilagos estdn rodeados de una capa denominada
pericondrio. Este a su vez se compone de dos capas. La mas externa, también
llamada capa nutricia, estd compuesta por tejido conjuntivo denso, con fibras
de colagena y elasticas, y en ella se sitian fibroblastos. Esta capa fibrosa
queda por fuera de las piezas cartilaginosas, aportando vascularizacion e
inervacion. Formada sobre todo por colageno tipo I, le da consistencia a todo el
sistema, y a su vez permite la nutricion de las células del sistema cartilaginoso

mediante difusion.

La capa interna del pericondrio, la capa condrogénica, es mas laxa y
celular, y es donde se observan las células madre mesenquimales, las cuales
acabaran diferenciandose a condroblastos para formar nueva matriz vy,

globalmente, nuevo cartilago.

No obstante, cabe adelantar que, como se detallard mas adelante, el
cartilago presente en las articulaciones moviles carece de pericondrio, por lo
que su nutricion se lleva a cabo a partir de la difusién de los nutrientes que
estan en el liquido sinovial situado en la cavidad articular, una de las partes que

componen dichas articulaciones.

1.2. Tipos de cartilago

Existen cuatro tipos de cartilago diferentes, atendiendo a la etapa de desarrollo
en que estan presentes y, fundamentalmente, a sus componentes y su

funciont2.
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1.2.1. Cartilago fetal o epitelioideo

Este tipo de cartilago tiene una gran densidad de células cartilaginosas
fusiformes o mas o menos redondeadas, que en muchos casos llegan a ser
estrelladas. Se distribuyen uniformemente, de forma individual o en pequefios
grupos, por toda la matriz condral, en la que no se forman lagunas donde las
células se situaran. El pericondrio se encuentra muy vascularizado, permitiendo

la nutricion de las células en la matriz.
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Figura 2. Tincién con hematoxilina-eosina de condrocitos en cartilago epitelioideo en un hueso
en formacién de la mano de un feto de 6 meses. Obsérvese que no todavia no hay
ordenamiento celular por el tejido. Barra de escala = 50 um. Preparacion propia obtenida en el
laboratorio de Histologia del departamento de Patologia de la Universitat de Valéncia.

1.2.2. Cartilago hialino

Es el mas abundante del sistema locomotor del cuerpo, y son las
caracteristicas de este tipo de cartilago las que se pretenden conseguir en el

modelo experimental que se desarrolla en este trabajo.

Se trata de un cartilago de aspecto vitreo, de ahi el nombre de cartilago
hialino (hyalos = vidrio). Es transparente en secciones finas y de color blanco-
azulado. Su matriz estd compuesta fundamentalmente por fibras de colagena
tipo II; en el cartilago articular, estas fibras se disponen de forma paralela a la
superficie y forman estructuras en arcada, las cuales se dirigen hacia el interior

del cartilago de forma perpendicular a la superficie.
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Figura 3. Tinciobn con hematoxilina-eosina de cartilago hialino de conejo en A: traquea, y B:
rodilla (condilo femoral). Barras de escala = A: 50 um, y B: 100 um. Obsérvense que, por un
lado, los condrocitos de la trAquea se encuentran ligeramente aplanados en la zona mas
externa de esta, mientras que en su interior presentan una morfologia mas redondeada o
poligonal. Por lo que respecta al condilo femoral, obsérvense grupos isdgenos de condrocitos
en la zona interna, mientras que en la superficie estas células tienden a presentarse con
morfologia ligeramente aplanada. Preparacién propia obtenida en el laboratorio de Histologia
del departamento de Patologia de la Universitat de Valencia.

Con el envejecimiento del cartilago hialino, este tiende a sufrir
alteraciones degenerativas, debido, en gran medida, a la pérdida de agua en la
matriz, a alteraciones en los proteoglicanos, a la calcificacion de la matrizy a la
muerte celular. Debido a todo esto se desarrollan patologias como la
osteoartritis y la osteocondritis, patologias con gran impacto en la sociedad

espafiola3.

1.2.3. Cartilago elastico

Este cartilago es rico en fibras elasticas, lo que hace que tenga una coloracién
amarillenta palida. Dada su flexibilidad y elasticidad es el que se sitia en el

pabellon auricular, la epiglotis y en algunas zonas de la laringe.

En este tipo de cartilago, a diferencia del cartilago hialino, los
condrocitos normalmente se distribuyen en hileras, perpendiculares a la

superficie, y las condronas son mas pequefias.
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1.2.4. Cartilago fibroso o fibrocartilago

Se trata de un cartilago denso y resistente. Se sitla en las porciones internas
del anillo fibroso de los discos intervertebrales y en regiones de insercion de los
tendones en los huesos. Los condrocitos son de aspecto fusiforme, se
encuentran organizados en hileras y se ven rodeados de conjuntivo denso en el
gue hay gran cantidad de fibras de colageno tipo I. Esta composicion confiere

resistencia a la traccion.

Figura 4. A: Tincién con orceina de cartilago elastico del pabell6n auricular humano. Obsérvese
la abundancia de grupos iségenos, en que los condrocitos a menudo se disponen en hileras.
Esta tincién destaca la presencia de fibras elastica en la matriz extracelular. B: Tincién con
hematoxilina-eosina de cartilago fiboroso humano de la unién tendén-hueso. Obsérvense los
condrocitos alineados en hileras, rodeados en su proximidad por una matriz baséfila. Entre las
hileras de condrocitos, hay una gran cantidad de tejido conjuntivo denso en el que se aprecian
algunos fibroblastos. Barra de escala = 100 pm. Preparaciones propias obtenidas en el
laboratorio de Histologia del departamento de Patologia de la Universitat de Valéncia.

1.3. El cartilago en las articulaciones sinoviales

Las articulaciones sinovialest?4° también Illamadas diartrosis, estan
compuestas por las superficies articulares cartilaginosas, la cavidad articular y
la capsula articular. Este tipo de articulacion permite movimientos libres de
diferentes amplitudes entre dos huesos separados por un espacio, llamado
espacio articular. Ademas, sirve de amortiguacion de las presiones recibidas
durante los movimientos y de lubricacion entre los huesos que componen la

articulacion.
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A ----- Tejido éseo subcondral

...... Membrana fibrosa

- -- Membrana sinovial

- - Vasos sanguineos

- Adipocito

.- Marca de marea

"~ Zona de mineralizacion

Figura 5. Diartrosis. A: esquema representativo extraido de 1, y B: tincién con tricrébmico de
Masson de una diartrosis en las falanges de dedo humano. La imagen B es el resultado de la
fusion de varias imagenes digitales solapadas realizada empleando el programa PhotoShop;
barra de escala = 400 um. En esta preparacién, se pueden observar todas las partes de la
diartrosis (hueso subcondral, cartilago articular y cavidad articular). Preparacion obtenida en el
laboratorio de Histologia del departamento de Patologia de la Universitat de Valéncia.

1.3.1. Superficies articulares: cartilago articular

En general, se trata de un cartilago hialino, aunque en ocasiones puede ser
fibrocartilago (por ejemplo, en las articulaciones temporomandibular vy
esternoclavicular). La superficie es lisa y de espesor variable, dependiendo de
la intensidad de las fuerzas mecanicas (presién y compresion, entre otras) que

recibe.

En el cartilago articular se distinguen cuatro zonas, a causa de la
diferente distribucion de las fibras de colagena de tipo Il y de la organizacién

espacial de las células condrales.
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1.3.1.1. Zonal o superficial

Se trata de la zona superficial, con disposicion tangencial de las fibras de
colageno tipo Il respecto a la superficie. Estas fibras, abundantes y delgadas,
se organizan practicamente de forma paralela a la superficie, pudiendo
describir arcos con el punto de maxima altura orientado hacia la superficie.
Este entramado fibroso protege de forma directa el cartilago de los estratos
inferiores de las presiones directas recibidas durante el funcionamiento de la

articulacion.

En esta zona los condrocitos son fusiformes y pequefios, y se

encuentran organizados paralelamente a la superficie articular.

Durante el crecimiento, el tejido cartilaginoso se va generando desde

este primer estrato?.

1.3.1.2. Zona ll o intermedia

Este estrato es una zona de transicion. En este caso la mayor parte de los
condrocitos se encuentran aislados o formando parejas. Las fibras de
colagena, en su caso, se arquean hasta disponerse perpendiculares a la
superficie, formando entrecruzamientos; esto posibilita la disgregacion de las

presiones puntuales en tensiones de menor valor hacia los estratos inferiores.

1.3.1.3. Zona lll o radial

Esta es la zona radial del cartilago articular. Las fibras de coldgeno se orientan
de forma précticamente perpendicular a la superficie, distribuyéndose de forma

laxa por la matriz. Estas fibras son mas gruesas que en los estratos superiores.

Esta distribucion radial de las fibras colagenas tiene un papel
fundamental en todo el complejo articular. En este estrato las presiones
recibidas y disgregadas en los estratos superiores se distribuyen
uniformemente por toda la matriz, atenuando el valor absoluto de la presién
puntual recibida. Esto impide la formacion de microlesiones en el hueso

subcondral.
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Los condrocitos siguen la distribucion de las fibras radiales, formando a
Su vez grupos iségenos lineales, alargados. Estas células tienen un reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) abundante, y su aparato de Golgi es grande y
activo. Debido a su actividad de sintesis, estos condrocitos contienen mucho

glucégeno.

1.3.1.4. Zona IV o calcificada

Se trata de la zona de cartilago mineralizado, ubicado directamente sobre el
hueso subcondral. Se observa un nimero muy bajo de condrocitos en esta

zona, e incluso muchos de ellos estdn muertos.

Una vez las presiones llegan a zona IV, se transmiten hacia el hueso
subcondral con tal de que acaben disipandose. Ademas, impide que el
cartilago se separe del mismo hueso, formando entrelazamientos importantes
en el limite cartilago-hueso, denominado linea de marea. Sin embargo, estos
entrelazamientos no hacen que las fibras de colagena pasen de un tejido al

otro.
Superficle Estrato I:
oo ZON2 tangoncial
Estrato II:
Condrocitos Zona de transicion
Fibras de
colagena
Estrato lll:
Sustancia Zona radial
fundamental
Linea de
marea N/ QUL Q)
Condrocitos Estrato IV: \
hipertréficos Zona de cartilago
... Mineralizado
Hueso e T st Y
subcondral A

Figura 6. Estratos del cartilago articular. A: representacion esqueméatica de los estratos
condrales®, y B: histologia de cartilago articular mediante la tincién con tricromico de Masson,
imagen tomada de 1. Obsérvese la distribucion de las fibras en la matriz extracelular como
también la disposiciéon de las células, siendo mas aplanada en la superficie del cartilago y
redondeadas formando hileras hacia el interior de este.
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1.3.2. Cépsula articular

La capsula articular esta formada por dos membranas: la membrana fibrosa

externa y la membrana sinovial interna (figura 5).

La membrana fibrosa, compuesta por tejido conjuntivo denso, se sitla en
la parte externa y es continuacién del tejido conjuntivo denso del periostio. Su

funcién principal es dar estabilidad a la articulacion.

Por lo que respecta a la membrana sinovial, esta forma pliegues y
vellosidades de formas variadas las cuales sobresalen en la cavidad articular.
Esta compuesta a su vez por la intima sinovial (capa de revestimiento sinovial,

situada en el interior) y externamente por la capa subintimal (subsinovial).

1.3.3. Cavidad articular

El liquido sinovial se encuentra en la cavidad articular. Es transparente y filante,
y contiene proteinas, hialuronato, glucosa y agua. Sus funciones principales
son la lubricacién y la amortiguacién de la articulacion, y ademas nutre por

difusién el cartilago articular, ya que este es avascular y carece de pericondrio.
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2. Lesiones condrales

Como ya se ha explicado, una de las principales funciones del cartilago es
soportar las tensiones que recibe. Una prolongada exposicion a estas provoca
el desgaste condral. Este desgaste prolongado se convierte en irreversible
porque, como ya se ha detallado anteriormente, el cartilago es avascular, lo
que dificulta el flujo hacia él de células menos diferenciadas, capaces de
regenerar el tejido y curarlo’?. Ademas, el cartilago articular carece de
pericondrio, por lo que no dispone de vascularizacion externa ni de presencia
de células madre mesenquimales (MSC). Todo ello se suma a la limitada

capacidad proliferativa de los condrocitos maduros’.

Asi pues, en respuesta a la generacion de un dafio en el cartilago
articular se origina normalmente una cicatriz de caracter fiboroso, compuesta por
colageno tipo | y células de tipo fibroblasto. Este tejido fibroso posee una
organizacion celular y matricial pobre y, por lo tanto, peores propiedades

biomecanicas® que el cartilago hialino articular.

La etiologia de estas lesiones condrales viene determinada por
diferentes factores, como son la propia degeneracion articular natural (debida a
la edad®), como también por causas infecciosas (artritis séptica), enfermedades
de depodsito (condrocalcinosis) y otras causas no traumaticas (necrosis
condilar). Sumado a lo anterior, se deben incluir también los traumatismos

articulares.

Ademaés, la alteracion del eje mecéanico o la inestabilidad de la
articulacion del paciente son también factores que en traumatologia es
importante considerar. Esta alteraciébn puede provocar, en definitiva, una
sobrecarga mecanica sobre el tejido cartilaginoso articular'®, provocando

lesiones condrales!12,

El tejido tendra la capacidad de regenerar estas lesiones segun sean el
tamafio y la profundidad de las mismas. Si la lesién no altera la superficie
articular y las células son viables la reestructuracion del tejido sera posible por
la neosintesis de la matriz. No obstante, si la lesion es mayor, la reparacion del

tejido dara lugar a un tejido fibroso, con su posterior degeneracion articulart314,
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2.1. Tratamientos clinicos

Como ya se ha comentado anteriormente, debido a que el cartilago carece de
vascularizacion, este posee una baja capacidad autorregenerativa. Y, ademas,
esta regeneracion intrinseca viene determinada por el tamafio y profundidad de

la lesién condral.

Es por lo anterior que a lo largo de los afios se han ido elaborando un
gran numero de tratamientos que ayudan a, inicialmente, paliar el dolor
provocado por la lesion y, también, a intentar reparar el dafio provocado. No
obstante, hoy en dia todavia no se ha desarrollado ninguna terapia que

proporcione resultados 6ptimos a largo plazo.

2.1.1. Tratamiento ortopédico

La limitacion de las cargas se aplicara en casos de pacientes de mayor edad,
con menor posibilidad de movimiento funcional y con lesiones de menor
tamafo. Para ello se emplean elementos ortopédicos externos, que fijan la
articulacion y, en muchos casos, la inmovilizan. Ademas, estos elementos
ayudan a controlar las cargas que llegan directamente a la articulacion

lesionada.

2.1.2. Desbridamiento artroscopico

La artroscopia es una técnica minimamente invasiva que consiste en la
eliminacién de fragmentos condrales rotos y la regularizacién de la superficie
articular. Este tratamiento esta indicado en pacientes con baja demanda
funcional, con sintomas meniscales, pérdida del eje de alineaciéon (menor a 5°),
en los que hay presencia de cuerpos libres en la articulacion y en que solo esta

afectado un compartimento condral.

Sin embargo, este procedimiento ofrece malos resultados a medio y
largo plazo, debiendo realizarse una posterior intervenciéon a los pocos afios®®

de la primera.
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2.1.3. Condroabrasion

Este tratamiento consiste en la limpieza quirdrgica de la lesion superficial
condral, no aplicable en casos de inestabilidad y desalineacion articular,
obesidad morbida e incapacidad para descargas prolongadas. La aplicacion de

este tratamiento no consigue buenos resultados en la mayoria de los casos?®.

2.1.4. Microfracturas

La técnica de las microfracturas consiste en realizar perforaciones en la zona
de la lesion condral, lo suficientemente profundas como para penetrar en el
hueso subcondral, donde se encuentra la médula ésea. Debido a lo anterior,

esta técnica también es conocida como estimulacion medular?’.

Estas perforaciones tienen como objetivo permitir el acceso de las
células madre mesenquimaticas desde la médula hasta la lesion. Estas células
pluripotenciales tenderan a la diferenciacion condrogénica, ayudando asi a la

regeneracion.

El tratamiento mediante microfracturas esta indicado en pacientes
jovenes, con demanda funcional. Los resultados observados a corto plazo no
llegan a ser 6ptimos en lesiones menores a 2 cm?, llegando a ser un fracaso a

los 5 afios posteriores al tratamiento®19,

2.1.5. Mosaicoplastia

En lesiones de mayor tamafio (mayores a 2 cm?) se puede realizar la técnica
de la mosaicoplastia. Esta consiste en extraer una porcion cilindrica de tejido
osteocondral sano propio del paciente e implantarlo en la zona de la lesion.
Debido a que se emplea en lesiones en que esta afectada una superficie
grande, la mosaicoplastia debe realizarse conjuntamente con una cirugia

artroscopica.

Se puede llevar a cabo en pacientes de menos de 50 afios, con

articulaciones estables y sin alteraciones del eje mecanico. Los resultados
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obtenidos con esta técnica son favorables en muchos casos, observandose

una regeneracion condral 6ptima?°.

2.1.6. Aloinjertos

Los aloinjertos se emplean en lesiones traumaticas grandes, de hasta 4 cm?.
También se emplean en cirugias de salvamento. No obstante, la viabilidad de
estos injertos plantea controversias?! y esta sujeta a diversas consideraciones
que se deben tener en cuenta a la hora de la intervencion. Estos
condicionamientos son, en definitiva, la coordinacion con el banco proveedor
del tejido, la protocolizacion del procedimiento, el tiempo maximo de
conservacion del aloinjerto y su esterilizacion mediante agentes quimicos, entre

otros.
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3. Ingenieria tisular

La ingenieria tisular es una ciencia interdisciplinar, en la que la biologia y la
ingenieria se unen para desarrollar sustitutos que ayuden a reparar lesiones en
tejidos del cuerpo de los seres vivos, hasta conseguir unas propiedades tanto
fisiolégicas como mecanicas Optimas propias del tejido nativo. Este término lo
acufio el profesor Yuan-Cheng Fung (Universidad de California, San Diego,
EE.UU.) por primera vez en 1987, adoptdndose finalmente por la sociedad

estadounidense National Science Foundation?223,

El impacto de lesiones por pérdida tisular y por fallo organico es
importante??. Como posibles soluciones se encuentran el trasplante, con sus
multiples limitaciones, y la reconstruccién quirdrgica, con problemas a largo

plazo, entre otras.

Asi pues, Skalak y Rox?® determinaron que cualquier sustituto o tejido
artificial elaborado siguiendo los principios de la ingenieria tisular debia tener
como objetivo regenerar, mantener y mejorar las funciones del tejido dafiado.
Estos tejidos artificiales simulan o mimetizan aquellos tejidos naturales o
nativos a los cuales van a sustituir. Es por ello por lo que se requiere un estudio
previo exhaustivo de estos sustitutos, siguiendo controles de calidad tanto

antes, como durante y después del estudio y del uso clinico.

Claros ejemplos de tejidos artificiales implantados en seres vivos son los
vasos linfaticos artificiales de Asano et al.?4, el iris artificial de Mayer et al.?® la
implantacion de porciones pequefias de hueso elaborado artificialmente (Ozaki
et al.?%), el cartilago artificial combinado con hidroxiapatita de Kumai et al.?” y
las membranas de poli(vinil-alcohol) (PVA) implantadas en cartilago articular
(Tai et al.?®), siendo las tres primeras intervenciones realizadas en humanos y

las dos siguientes en rata y conejo, respectivamente.

Partiendo de todo lo anterior, se determinaron tres pilares fundamentales
en la ingenieria tisular (IT): células, matriz o estructura material y factores de

crecimiento o de estimulacion celular?®-33,

18



INTRODUCCION

Células

Factores de

Biomateriales T o

Figura 7. Diagrama de los pilares de la ingenieria tisular. Composicién propia.

Estos pilares han sido fundamentales para el desarrollo de esta Tesis

Doctoral.

Como elemento principal y fundamental del sistema artificial se
encuentran las células. EI componente celular es, pues, un constituyente
basico en la ingenieria de los tejidos. Aunque el uso de las células viene
determinado por el objetivo que persigue el tejido artificial, gran parte de los
estudios se basan en la utilizacion de células madre por su capacidad
pluripotencial®*—38. Mas aun, conocer las técnicas para la correcta manipulacion
de las células es fundamental, como también emplear mecanismos de control

de calidad, aportando un seguro de buen funcionamiento.

Ejemplos de técnicas mas empleadas en las que el uso de las células es
fundamental, se encuentran la técnica ACI (autologous chondrocytes
implantation) y la ténica MACI (matrix-induced autologous chondrocytes
implantation)3®-41, Mientras que la primera técnica consiste en la obtencién de
condrocitos del propio paciente, su cultivo y proliferacion in vitro y su posterior

implantacion en la lesion condral, la segunda técnica es mas compleja.

Para la técnica MACI se elabora inicialmente una matriz artificial a partir
de biomateriales, bioestables y degradables, como son diferentes tipos de
polimeros solidificables o sustancias mas viscosas como los hidrogeles. Una

vez fabricados los andamiajes o hidrogeles, se siembran o se embeben en
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ellos las células del paciente, obteniéndose una estructura estable para su

posterior implantacion en la lesion.

No obstante todo lo anterior, el primer paso a tener en cuenta a la hora
de elaborar tejidos artificiales es conocer perfectamente qué tipo de tejido se
quiere mimetizar. Es fundamental estudiar qué propiedades biolégicas y
mecanicas tiene este tejido nativo sano y cual es su morfologia estructural y su
composicién bioguimica. Ademas, es importante conocer cOmo se regenera en
condiciones fisiolégicas y cdémo se comporta ante factores ambientales o
intrinsecos, entre otras muchas consideraciones. En definitiva, conocer todas
estas variables condicionara, en gran medida, el resultado final de la

intervencion.

El siguiente paso es determinar qué tipos celulares se van a emplear y
en qué condiciones. El uso del biomaterial es clave en la ingenieria tisular, ya
que servirh de sostén celular, determinando las propiedades fisicas y
mecanicas del tejido artificial. Finalmente, el uso de factores de crecimiento
vendra determinado segun el objetivo que se pretenda conseguir con la
elaboracion del tejido sintético, la posterior implantacion quirdrgica y, en

definitiva, su posterior comportamiento in vivo.

3.1. Células madre. DPSC

Uno de los puntos mas importantes en la ingenieria de los tejidos es escoger
qué células se emplearan, teniendo en cuenta su comportamiento y también

dependiendo del objetivo a alcanzar.

El uso de células en ingenieria tisular ha ido evolucionando de la misma
manera que lo ha hecho esta ciencia. Inicialmente, se consideré el uso de
células embrionarias*?>*3. No obstante, rapidamente se descarté su uso debido
a su dificil obtencién y a problemas éticos*. Se continué con células
progenitoras del tejido a reparar*®46, Asi pues, el uso de las células madre
mesenquimales (MSC) tomd protagonismo, y no por pocas razones. La mas
importante de todas ellas es que se habia demostrado la plasticidad y

potencialidad de estas células, las cuales se estudiaron mediante técnicas de

20



INTRODUCCION

transdiferenciacion’4447-5, Otro de los motivos del uso de MSC para
regeneracion de cartilago es, por ejemplo, su elevada tasa de proliferacion,

comparada con la de los condrocitos®?—°,

Las MSC, o también llamadas células madre multipotentes®®, tienen una
alta capacidad de diferenciacion a diferentes estirpes celulares. Cabe destacar,
entre muchas otras, las capacidades osteoprogenitora y condroprogenitora que
poseen. Esta facilidad de diferenciacion se ve influida, ademés, por el
microentorno en el que se encuentran, como por ejemplo las adhesiones

celulares o las interacciones célula-célula®’.

Estas células madre se encuentran en diferentes partes del cuerpo,
como son la médula 6sea (BM-MSC, por sus siglas en inglés), la pulpa dental
(DPSC, por sus siglas en inglés) o el tejido adiposo (ADSC, por sus siglas en
inglés). También se encuentran en la matriz que compone la gelatina de

Wharton del cordén umbilical, como se puede observar en la figura 8.

Figura 8. Tincién con hematoxilina-eosina de tejido conjuntivo del cordon umbilical humano, en
el que hay presentes, entre otras, células madre mesenquimales. Barra de escala = 20 pm.
Preparacion propia obtenida en el laboratorio de Histologia del departamento de Patologia de
la Universitat de Valéncia.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se emplearon, inicialmente,
células provenientes de la pulpa dental (DPSC) y del tejido adiposo (ADSC).
Tras un estudio preliminar, el trabajo se centré, finalmente, en el uso de células

pulpares por su capacidad proliferativa, corroborada en numerosos estudios v,
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mas aun, por su multipotencialidad y evidente capacidad de diferenciacién

condrogénica®®,

3.1.1. Descripcién del diente

Es uno de los drganos fundamentales de la cavidad bucal, siendo la
masticacion de los alimentos una de sus funciones principales, junto con la
fonacion. Aunque su morfologia varia segun su funcion y su localizacién dentro
de las arcadas maxilar o mandibular, a nivel estructural todas las piezas

dentarias son muy parecidas.

El diente estd constituido por tejidos duros mineralizados (dentina,
esmalte y cemento, componente este ultimo del periodonto), que envuelven y
protegen la pulpa dental®®. Es en esta Ultima, formada por un tejido conjuntivo
laxo mucoso, donde se encuentran los odontoblastos, formadores de la
dentina, junto con fibroblastos, células defensivas y las células madre
mesenquimales. En la figura 9 se puede observar la estructura de un diente

incisivo superior en un corte sagital.

Pulpa dental
Hueso maxilar
Dentina

Encia

Cemento

Esmalte

Figura 9. Corte sagital de diente incisivo superior humano, incluido en polimetilmetacrilato. Se
realizé una tincion mediante azul de Stevenel (tincion de tejidos blandos) y fucsina de van
Gieson (tejidos mineralizados). La imagen es el resultado de la fusién de varias imagenes
digitales solapadas realizada empleando el programa PhotoShop; barra de escala= 800 um.
Preparacion propia obtenida en el laboratorio de Histologia del departamento de Patologia de
la Universitat de Valéncia.
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3.1.2. Células madre mesenquimales de pulpa dental (DPSC)

Gronthos et al.® describieron estas células por primera vez en el afio 2000. Las
DPSCs son células de citoplasma elongado, fusiforme, con escasas
prolongaciones cortas y con un Unico nucleo normalmente centrado, como se
observa en la figura 10. Estas células son precursoras de diferentes células del
6rgano dentinario®, capaces de desarrollar, entre otros, tejidos duros
mineralizados. Como se ha comentado anteriormente, gracias a su alta
capacidad multipotencial, son capaces de diferenciarse en otros tipos
diferentes de células, como son células adipogénicas, osteogénicas y

condrogénicas®.

Figura 10. Cultivo de células mesenquimales de pulpa dental humana en monocapa. A: imagen
obtenida en microscopio invertido de contraste de fases, y B: imagen obtenida con el
microscopio de fluorescencia Se observan los nucleos tefiidos con DAPI (azul) y los filamentos
de actina citoplasmaticos tefiidos con rodamina-faloidina (rojo). Barras de escala = A: 100 pm, y
B: 50 um. Preparacion propia obtenida en los laboratorios de Ingenieria Tisular y de Histologia
del departamento de Patologia de la Universitat de Valéncia.

Cuando se produce una lesién en el complejo dentinopulpar, se ha
observado una proliferacion masiva de las DPSC debida a la aparicion de
sefales o factores estimulantes, tanto quimicos como fisicos, que finalmente
inducen la diferenciacion de estas células en odontoblastos hasta regenerar la

lesion dentinaria®3.
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3.1.2.1. Capacidad condrogénica

Diversos trabajos han estudiado la evolucién de los genes condroprogenitores
en las DPSC, segun los estimulos que reciben estas células. Como se puede
observar en la figura 11, en el momento en el que una célula mesenquimal,
como por ejemplo una célula troncal pulpar, recibe un estimulo condrogénico,
esta empieza a expresar inicialmente factor de transcripcion SRY 9 (SOX9) a
niveles normales®. En el momento en el que el factor de crecimiento TFG-f
entra en accion, la expresion de SOX9 se dispara y, ademas, entran en juego
otros genes como son el COL2A1 (cadena 1a del colageno tipo Il) y el COL1A1
(cadena 1a del colageno tipo I), aunque este ultimo con un nivel de expresion

muy bajo®®.

Llegado el momento, la célula en cuestion puede hipertrofiarse,
llegandose a mineralizar la matriz extracelular y vascularizar. Esto se debe a la
actuacion de una proteina 6sea llamada BMP (proteina morfogenética de
hueso), que activa la expresion del factor de hipertrofia COL10A15°,

No obstante, la presencia de forskolina en el medio de cultivo inhibe la
activacion del COL10Al (cadena 1a del colageno tipo X), manteniendo el
fenotipo condrogénico®%6. La inhibicion de la forskolina no solo activa la
expresion del factor hipertréfico, sino que también favorece la expresion del
factor de transcripcion relacionado con la diferenciacion osteoblastica (RUNX2),
del factor de transcripcion de la fosfatasa alcalina (ALKL) y del factor de
transcripcion relacionado con la diferenciacion osteogénica (SP7), genes

protagonistas de la osteogénesis, como se observa en la figura 11.
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Forskolina

+ BMP

Condrocito
hipertréfico

DPSC Condrocito
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condrogénicos
SOX9 SOX9+/bale SOX9* SOX9*
COL2A1* coLz2A1*
COL1A1bai COL1A1 b0
COL10AT COL10A1*
RUNX2*
ALKL*
SP7*

Figura 11. Ruta de la expresién de genes condrogénicos y osteogénicos en células DPSC.

Composicién propia, inspirada en %6,

3.2. Biomateriales en Ingenieria Tisular

El cartilago no posee una capacidad regenerativa elevada® y, a diferencia del
hueso, no experimenta una reparacion espontanea®’. Como ya se ha indicado,
muchas terapias quirdrgicas se basan en la implantacion de una pieza pequefia
de este tejido sano en la lesién, promoviendo que las células presentes en este
migren hacia el tejido dafado y el conjunto se acabe regenerando. No
obstante, estas terapias junto con otras aplicadas actualmente plantean
problemas éticos, como por ejemplo la procedencia de los injertos empleados
en la cirugia?t, en primer lugar, y fracasan a corto pero, sobre todo, a largo

plazo.

La ingenieria tisular permite, como ya se ha comentado anteriormente, la
elaboracion de conjuntos formados por células, biomateriales y factores de
crecimiento. En el caso de los biomateriales, estos forman la parte estructural

de este complejo, es decir, forman una matriz artificial en la que se encuentran
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las células a las cuales se les estimulard mediante factores externos. Y es que

se ha demostrado que un entorno tridimensional favorece la condrogénesis®®,

Asi pues, los biomateriales empleados para la elaboracion de estas
matrices pueden ser tanto naturales como sintéticos y también mixtos, y
cumplen con una serie de caracteristicas, como son la biocompatibilidad, la
baja citotoxicidad y la estabilidad quimica. A su vez, deben reunir una serie de
propiedades biomecanicas, estructurales y superficiales, dependiendo del tejido
en el cual se implantaran, intentando imitar las propiedades de este tejido
nativo. Ademas, deben ofrecer una adecuada morfologia que favorezca la
interaccidon entre células y, en caso necesario, deben poder experimentar un

proceso de degradacién con el tiempo®°,

Este es el caso de la policaprolactona (PCL), el acido polilactico (PLA) y
su combinacion con el acido poliglicolico (PGA), la composicion quimica de los
cuales permite su moldeado tridimensional, mediante técnicas de
polimerizacion®0.6%-74, Estos materiales permiten crear poros internos en el
andamiaje elaborado, futuro nicho de las células. El médulo de compresion, E,
de estas estructuras vendra determinado por su grado de porosidad, siendo la
relacion inversamente proporcional (a mayor grado de porosidad, menor

modulo de compresion)®.

Los materiales mas empleados para la regeneracién condral hoy en dia
son los hidrogeles, como el alginato y la agarosa*>’>78 dado su facil
manipulacion y disefio de estructuras tridimensionales, su alta
biocompatibilidad y su morfologia microestructural similar a la matriz
extracelular de este tejido. Los hidrogeles presentan un alto contenido en agua
en su estructura, lo cual puede resultar tanto una ventaja como un

inconveniente para segun qué técnicas empleadas.

Mas aun, la ingenieria tisular no se ha quedado solo en el uso de los
hidrogeles, sino también ha indagado en su funcionalizaciéon®7°. Asi, estos
biomateriales estan siendo mejorados hoy en dia mediante técnicas
mecanicas, como son la compresibn axial, y quimicas, como el
entrecruzamiento mediante diversos compuestos quimicos, como por ejemplo

el glutaraldehido o el genipin. Ademas, se han desarrollado otros
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procedimientos, como la orientacion de las fibras en el hidrogel utilizando
campos electromagnéticos juntamente con nanoparticulas férricas, las cuales,
atraidas por el campo magnético, ejercen tensiones sobre la estructura

orientdndola internamente a su vez®&°,

3.2.1. Hidrogeles

Daly et al.®! resumen los hidrogeles mas empleados tanto en investigacion
basica como en clinica, como se muestra en la tabla 1. Diferencian entre
materiales con capacidad condrogénica permisiva, esto es, la que soporta la
condrogénesis a partir de un estimulo externo, como son los factores de
crecimiento, y la capacidad condro-inductiva, la que promueve directamente la

condrogénesis.

Hidrogel Capacidad condrogénica ‘
Agarosa Condro-permisivo
Alginato Condro-permisivo
Alginato sulfatado Condro-inductor
Alginato / nano-celulosa Condro-permisivo
GelMA (gelatin metacriloilo) Condro-permisivo
Acido hialurénico Condro-inductor
PEGDMA (poli(etilen-glicol) dimetacrilato) Condro-permisivo
Colageno Condro-permisivo
Fibrina Condro-permisivo

Tabla 1. Clasificacion de Daly et al. de los diferentes tipos de hidrogeles junto con su capacidad
condrogénica®?.
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4. Irradiacion electromagnética como terapia

Actualmente, y como referencia, se producen cada semana en los Estados
Unidos de Norteamérica decenas de miles de fracturas de miembros del
aparato locomotor, suponiendo un coste muy importante a nivel global®>-84,
Aunque se ha avanzado tanto en terapias quirdrgicas como también de
inmovilizacién, el grado de reparacion no es aceptable, pudiendo ocasionar
ademas problemas a largo plazo®>2% Un claro ejemplo es la reparacion del
cartilago articular en la que el resultado quirargico no provoca la formacion de
nuevo cartilago hialino, rico en colageno tipo Il y glucosaminoglicanos, sino que
induce la sintesis de colageno tipo |, tipico del cartilago fibroso, y tipo X,
provocando la hipertrofia de los condrocitos®.

Junto a lo anterior, cabe recordar que el tejido cartilaginoso, por su

composicién, tiene un grado de autorregeneracion bajo.

La ingenieria tisular, como ya se ha comentado, consiste en generar
sustitutos que provoquen en el organismo una regeneracion del tejido nativo.
Por eso es importante poder inducir la diferenciacion de las MSC hacia un
linaje condrogénico que permita la regeneracion de cartilago articular, pudiendo

lograr la sintesis de matriz condral hialina®:.

El tercer pilar de la ingenieria tisular (los factores de crecimiento) ayuda
a mejorar esta diferenciacion. Estos factores de crecimiento pueden ser
quimicos (como el IGF, FGF, TFGpB, etc.92%), pero también fisicos vy
ambientales. El uso de los primeros puede lograr una diferenciacién de las
células madre completa, pero los resultados finales pueden no ser del todo los
deseados?’.

Es por ello que estudios mas recientes han empezado a estudiar el
efecto de la aplicacion de campos electromagnéticos (EMF, por sus siglas en
inglés) para favorecer esta diferenciacion®. Se considera, pues, esta

estimulacién biofisica como un factor externo aplicado en la ingenieria
tisular4®:80.98.99,

En el caso del cartilago, este tiene propiedades electrofisiolégicas

gracias a las cargas negativas existentes debido a la presencia de GAG y
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proteoglicanos en su matriz, por lo que la aplicacion de EMF ha demostrado
que promueve la diferenciacién y maduraciéon de los condrocitost®. Ademas,
los canales transmembrana de estas células también se ven influidos por la

aplicacion de campos electromagnéticos!o?,

Por lo que respecta a la clinica, la Agencia Europea del Medicamento y
la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos han aprobado el
uso de EMF para el tratamiento de fracturas 6seas!'®>1%, ya que se ha
observado que promueve la diferenciacion de BM-MSC hacia un linaje

osteoblasticol?”.

NM

P\ Generador

Figura 12. Fotografia tomada de un generador de fijacion externa Hoffmann® de campos

electromagnéticos irradiando la tibia fracturada de un paciente. Imagen de 1,

El empleo de EMF como tratamiento no solo ha provocado mejoras en el
ambito de la regeneracion Osea, sino también en enfermedades
musculoesqueléticas como la osteoartritis, y en la regeneracion de nervios,

entre otras108-110,

No obstante, todavia hoy en dia no existen suficientes resultados
clinicos sobre la efectividad del uso de EMF en la reparacion de tejidos. Esto es
debido, en gran parte, al bajo nimero de casos por estudio y a la
heterogeneidad de los resultados obtenidos!!!. Ademas, todavia no existe un
consenso que determine los valores de los parametros relacionados con la

aplicacion de los campos electromagnéticos sobre los pacientes que permiten
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conseguir un resultado 6ptimo''2-15, En otras palabras, en la actualidad se
escogen al azar las magnitudes de los parametros del EMF y de la frecuencia,
normalmente segun las experiencias previas del profesional en fisioterapia o

traumatologia.

No obstante, se considera que hay 3 parametros importantes que se
deben valorar en la aplicacién de EMF: la frecuencia, la intensidad del campo y

la duracion de la exposicién de este!!6,

Con el objetivo de inducir al maximo la condrogénesis y, en definitiva, la
regeneracion del cartilago articular, se han empleado mudultiples valores de
frecuencia y magnitudes de campo electromagnético. También se ha variado el
tiempo de exposicion a estas irradiaciones. Se han utilizado frecuencias en el
rango de 30 a 75 Hz y magnitudes de campo de miliTeslas (mT)*17~120,
exponiendo las muestras al EMF durante minutos, hasta conseguir la induccion

condrogénica de células mesenquimales.

Un ejemplo es el estudio planteado por Chen et al.*?l, en el que
intentaron estimular la diferenciacion condrogénica de ADSC en forma de
agregados celulares y también promover la formacion de matriz condral a partir
de la aplicacion de campos electromagnéticos. Su hipotesis de partida era que
el uso de EMF de pulsos Unicos (Single-Pulse EMF o SPEMF) mejoraria los
resultados respecto a los PEMF (EMF de mdultiples pulsos seguidos)
empleados habitualmente.

Para ello, generaron 21 pulsos en 5 ms repetidos en 15 Hz con una
magnitud de campo electromagnético de 2 mT, como PEMF, y 1 pulsode 1 T
de 5 s de duracién, repetido 30 veces al dia, para los SPEMF. El primer estudio
durd 8 h diarias, mientras que el segundo solo 3 min. El tratamiento aplicado se

realiz6 durante 7 dias.

Una vez aplicados los tratamientos de estimulacion por EMF, se analiz
mediante biologia molecular la expresiéon de diferentes genes relacionados con
la condrogénesis. Asi pues, al primer dia de tratamiento se observd un
aumento de la expresion de SOX9 en las muestras estimuladas con PEMF y
SPEMF. A los 3 dias, este aumento fue mayor para los 2 grupos celulares.

Entre el tercer y el quinto dia los tratamientos mostraron un incremento
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considerable de COL2A1 y ACAN. Finalmente, por lo que respecta a la
expresion de COL1Al, este tuvo un aumento importante al término de los 7
dias de tratamiento en las muestras irradiadas con PEMF, mientras que en las
muestras estimuladas con SPEMF se observlé una disminucién, en todos los

casos con respecto al control interno del estudio.

A modo de conclusién, Chen et al. demostraron que la aplicacién de
campos electromagnéticos, ya sean de mdultiples o Unicos pulsos, favorece la
diferenciacion condrogénica de ADSC vy, en general, de células
mesenquimales. Sin embargo, el pulso Unico incrementa levemente esta
diferenciacion respecto a la técnica con pulsos multiples, mientras que reduce

la expresion del gen COL1A1, tipico de cartilagos fibrosos.

Finalmente, cabe destacar también la investigacion realizada por Li et
al.’?2, en la que se observé una gran mejora en pacientes con enfermedades
osteopordticas cuando se les aplicaba una terapia con campo electromagnético
sumado a la realizacion de una actividad fisica. Y es que, en numerosos casos,
en los que el paciente era activo fisicamente, la regeneracion de la lesion en
cartilago era mas rapida y con resultados mejores y 6ptimos comparados con
pacientes con vidas sedentarias.

En el futuro inmediato las investigaciones deben centrarse en el uso de
lineas celulares y cultivos primarios autdlogos o de donantes en la elaboracion
de tejidos artificiales, intentando alcanzar una efectividad elevada. Ademas, el
sostén de estas células debe ser posible mediante el uso de materiales
naturales, biocompatibles y biodegradable, en los casos en los que asi fuere
idoneo. Finalmente, la presencia de diferentes sustancias o factores
estimulantes quimicos o fisicos debe ir determinada segun el objetivo a

alcanzar.

Y es que la aplicacion de la ingenieria tisular sobre pacientes resultara
finalmente satisfactoria solo si los estudios previos realizados han sido

exhaustivos y correctos.
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1. Hipotesis

La baja regeneracion del cartilago ha provocado el desarrollo de numerosas
terapias con resultados poco satisfactorios. Desde hace muchos afios, la
ingenieria tisular ha desarrollado diferentes procedimientos in vitro para la
diferenciacion condrogénica de células madre mesenquimales. Debido a los
resultados 6ptimos obtenidos, estos dispositivos o constructos desarrollados
han acabado implantandose en pacientes con lesiones condrales u
osteocondrales, pero con fracasos a medio y largo plazo en muchos de los
casos. Es por ello, que en esta Tesis Doctoral se han estudiado diferentes
mecanismos para conseguir la diferenciacidon condrogénica de células madre
mesenquimales de pulpa dental humana, promoviendo la sintesis de proteinas

caracteristicas de la matriz extracelular cartilaginosa hialina.

Por un lado, los hidrogeles han sido ampliamente utilizados como
soporte para el cultivo de células, con su posterior implantacion en animales,
obteniendo resultados medianamente 6ptimos. Sin embargo, se ha observado
que el contacto entre células promueve la diferenciacion de células
pluripotentes (MSC) hacia una estirpe condral. Por ello, se plantea la
generacion de organoides celulares o microtejidos, cultivados en diferentes
medios de cultivo, con tal de observar diferencias en el aspecto morfolégico y
en la sintesis de macromoléculas caracteristicas de la matriz extracelular

condral.

Por otro lado, cada vez es mas frecuente el uso de campos
electromagnéticos (EMF) en clinica, donde se observan buenos resultados a
corto plazo en pacientes con lesiones condrales. Asi pues, se propone la
estimulacién electromagnética de microtejidos celulares con tal de estudiar la
afectacibn en la diferenciacion condrogénica. Ademas, se afladira una
estimulacibn mecanica de estos microtejidos, ya que se ha demostrado que
pacientes con lesiones en el cartilago articular obtienen mayores mejoras si

realizan movimientos articulares suaves diariamente, como por ejemplo andar.
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2. Objetivo principal

Esta Tesis Doctoral trata de evaluar la sintesis de macromoléculas presentes
en la matriz extracelular condral en microtejidos elaborados con células madre
mesenquimales de pulpa dental humana (hDPSC). Estos microtejidos han sido
estimulados con diferentes medios y expuestos a campos electromagnéticos,

donde se ha estudiado la afectacion de la estimulacién mecanica sobre ellos.

3. Objetivos especificos

1. Determinacion del tipo celular 6ptimo para los estudios llevados a cabo en

esta Tesis Doctoral.

2. Elaboracion de hidrogeles de alginato y agarosa, y cultivo de hDPSC en
ellos durante diferentes tiempos y medios de cultivo. Evaluacion histologica
de la presencia o ausencia de proteinas caracteristicas de la matriz

extracelular condral mediante inmunofluorescencia.

3. Elaboracion de microtejidos de hDPSC y cultivo durante diferentes tiempos
y medios de cultivo. Evaluacion histolégica de la morfologia celular de los
microtejidos, y de la presencia o ausencia de proteinas caracteristicas de la

matriz extracelular condral mediante inmunofluorescencia.

4. Determinacion de los tiempos de estimulacion electromagnética de
microtejidos de hDPSC mediante la evolucion génica de diferentes
marcadores condrales. Elaboracion de particulas magnéticas, las cuales se
emplearan en la estimulacion electromagneto-mecanica de los microtejidos.
Determinacion de la densidad de particulas por microtejido para una éptima

estimulacion mecanica.
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5. Estimulacion de  microtejidos de hDPSC mediante  campos
electromagnéticos y fuerzas mecanicas. Evaluacién por biologia molecular

de diferentes marcadores condrogénicos y otros de especial interés.

6. Estimulacion de microtejidos de hDPSC mediante fuerzas electromagneto-
mecanicas Yy posterior cultivo celular durante diferentes tiempos. Evaluacion
histolégica de la morfologia celular de los microtejidos, y de la presencia o
ausencia de proteinas caracteristicas de la matriz extracelular condral

mediante inmunofluorescencia.
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En este trabajo de Tesis Doctoral se llevaron a cabo 3 bloques de tareas
diferenciados, siendo los dos primeros complementarios entre si. Mas aun,
estos dos primeros bloques se realizaron paralelamente, determinando qué

procedimiento llevar a cabo a lo largo del tercer bloque.

La primera parte o bloque del trabajo consistiéo en elaborar estructuras
tridimensionales en las que sembrar células madre mesenquimales y cultivarlas
durante diferentes periodos de tiempo y con diferentes medios de cultivo; en
definitiva, se pretendio estudiar la diferenciacion condrogénica de estas células
mesenquimales. Cabe adelantar que finalmente se opt6é por una estructura en

forma de hidrogel, compuesta por alginato y agarosa.

Por lo que respecta al segundo bloque, y de manera paralela al anterior,
se elaboraron microtejidos de estas células madre mesenquimales y se
cultivaron durante los mismos tiempos y medios de cultivo que en el caso
anterior. Ello permiti6 analizar las diferencias en la posible diferenciacion
condrogénica de estas células con respecto al cultivo en hidrogel, comparando
ambos resultados.

Para caracterizar las células y microtejidos obtenidos en los puntos
anteriores, las muestras se analizaron mediante técnicas histomorfolégicas y

por inmunofluorescencia, comparando los resultados obtenidos entre si.

Finalmente, se opt6 por emplear el procedimiento con microtejidos para

llevar a cabo la tercera parte del trabajo.

Este ultimo bloque fue el mas extenso, siendo ademas la aportacion mas
innovadora de este trabajo. Esta tarea experimental se dividié en dos partes,
consistiendo la primera en exponer a campos electromagnéticos los
microtejidos elaborados, con tal de estimularlos y estudiar su posible influencia
en la diferenciacibn condrogénica. Ademas, no solo se estimuld
electromagnéticamente, sino que, siguiendo el principio de mejora fisiologica de
lesiones en cartilago articular, las células también se estimularon
electromagneto-mecanicamente, siendo esta la segunda parte de esta tarea.

Esto ultimo fue posible incorporando particulas magnéticas en los microtejidos
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elaborados, las cuales produjeron presiones sobre estos al verse sometidas al
campo electromagnético; estas presiones simularon aquéllas que recibe el

cartilago articular durante la marcha en condiciones fisiolégicas.

Asi pues, en primer lugar se desarrolld, en colaboracién con el instituto
aragonés de investigacion en ingenieria (I3A) de la Universidad de Zaragoza,
un sistema generador de campos electromagnéticos el cual generaba pulsos
anicos en una misma direccion pero en sentidos opuestos alternantes.
Paralelamente se elaboraron las particulas magnéticas que se utilizaron en los
estudios posteriores. El siguiente paso fue determinar los tiempos e intervalos
de exposicidn electromagnética y, finalmente, se disefid el programa

informatico que controlo el sistema electromagnético.

Una vez realizados todos los estudios de exposicion electromagnética,
se caracterizo la expresion génica de las células de los microtejidos, analizando
los posibles cambios a lo largo del tiempo como les afectaba la estimulacion
electromagneto-mecanica en comparacion a aquellas muestras en la que solo
se aplicaron campos electromagnéticos. Con el fin de verificar los resultados
obtenidos mediante las técnicas de biologia molecular, también se realizé la
caracterizacion de las muestras mediante técnicas histolégicas e

inmunohistoquimicas.
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1. Cultivos celulares

1.1. Origen de las células usadas

Uno de los pilares fundamentales de esta Tesis Doctoral fue el uso de células
madre mesenquimales humanas. Con el fin de homogeneizar los resultados las
células empleadas se obtuvieron de la casa comercial distribuidora LONZA
(EE.UU.).

Estas lineas celulares se recibieron junto con sus certificados de
identificacion y de andlisis realizados por dicha casa comercial, estos
certificados se adjuntan en los Anexos. En estos certificados se exponian los
resultados obtenidos al aplicarles diferentes pruebas, como fueron pruebas
microbiolégicas (micoplasma y esterilidad), virologicas (VIH, VBH y VCH) y de
actuacion celular (viabilidad, eficiencia de la siembra y proteinas o marcadores
de membrana celular caracteristicos de cada tipo de célula). Ademas, en cada
certificado se especifica las caracteristicas de la persona donante, junto con un

namero de adquisicion tisular.

1.2. Medios de cultivo

1.2.1. Proliferaciébn de células mesenquimales de pulpa dental humana
(hDPSC)

Las células se recibieron crioconservadas en pase 1, a una densidad de
0,75 x 108 células/mL. Eran células (pase 1) obtenidas de la pulpa dental de un
varon de 16 afios, crioconservadas el 21/03/2013. Estas células
mesenquimales se cultivaron (pase 2) en un medio de cultivo de proliferacion,
medio esencial minimo alfa (a-MEM, por sus siglas en inglés) (Gibco)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), 1 % de L-glutamina
(Gibco) y 1 % de las mezcla de antibidticos penicilina-estreptomicina (Gibco)?!?3.
Se permitié que las células proliferaran activamente durante 7-10 dias, hasta
cubrir el 80-90 % de la superficie del frasco (80-90 % del estado de confluencia

del cultivo), cambiando el medio de cultivo cada 2-3 dias.
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1.2.2. Proliferacion de células mesenquimales de tejido adiposo humano
(hADSC)

Las células se recibieron crioconservadas en pase 1, a una densidad de
1 x 108 células/mL. Eran células (pase 1) obtenidas de tejido adiposo de varén
de 55 afios, crioconservadas el 20/04/2016. Estas células mesenquimales se
cultivaron (pase 2) en el mismo medio de cultivo de proliferacion que el
empleado con las células madre pulpares (ver apartado anterior). Al igual que
en el caso anterior, se permitié que las células proliferaran activamente durante
7-10 dias, hasta cubrir el 80-90 % de la superficie del frasco, cambiando el

medio de cultivo cada 2-3 dias.

1.2.3. Medio de diferenciacion condrogénica

El medio de diferenciacién condrogénica empleado fue el suministrado por

Lonza, la empresa distribuidora de las células.

Este medio estaba compuesto por medio basal de diferenciacién (CDM),
suplementado con 5 % de FBS, 0,2 % de insulina, 0,2 % de factor de
crecimiento insulinico de tipo 1 recombinante (R3-IGF-1), 0,5 % de factor de
crecimiento transformante (1 (TGFB1), 0,2 % de transferrina, 0,2 %

gentamicina/B-anfotericina y acido ascérbico a una concentracion de 70 mM.

1.3. Descongelacién, expansion, recuento celular y criopreservacion

Uno de los primeros aspectos a tener en cuenta a la hora de trabajar con
cultivos celulares es disponer de reservas suficientes de los mismos para todo
el trabajo. Fue por ello por lo que se hicieron proliferar las células durante 2 a 3
pases celulares como maximo y, en cada uno de estos, las células se
crioconservaron, para mantenerlas viables para sucesivos estudios, como se

detalla a continuacion.

En los siguientes puntos se detalla como se procedié con las muestras

celulares recibidas de la casa comercial.
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Las células se recibieron criocongeladas en viales. Se descongelaron las
células rapidamente, sumergiendo los crioviales en un bafio de agua a 37 °C.
Una vez descongeladas, se resuspendieron en medio de cultivo y se
centrifugaron a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente. Esto permite
eliminar restos de los componentes crioconservantes utilizados. A continuacién,
se elimino el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendid nuevamente
en medio de proliferacion. A continuacion, las células se sembraron en frascos
de cultivo de 75 cm?. Las células se dejaron proliferar durante 7-10 dias hasta
cubrir el 80-90 % de la superficie del frasco, cambiando el medio de cultivo
cada 2-3 dias. El crecimiento y el aspecto de las células se controlo

visualmente empleando un microscopio de contraste de fases.

Para la crioconservacion de las células se sigui6 el protocolo de
criopreservacion recomendado por la empresa distribuidora. Las células se
despegaron de los frascos de cultivo mediante tratamiento con 1 mL de
tripsina-EDTA (Gibco, EE.UU.) por cada 25 cm? de superficie de cultivo durante
5 min en el incubador a 37 °C y 5 % de COo.. Tras ello, se procedi6 al recuento
celular con un hemocitometro EVE Automatic Cell Counter (NanoEnTek Inc,
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Considerando el valor de
densidad celular obtenido, se separé la cantidad de células deseada y se
centrifugd a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente, eliminando el
sobrenadante. Finalmente, el sedimento celular obtenido se resuspendid en
suero fetal bovino (FBS por sus siglas en inglés) (Gibco) el cual contenia un
10 % de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EE.UU.).

Se realizaron alicuotas de 1 mL, conteniendo 10° células (hDPSC, en
pase 2, y hADSC, en pase 2), que se transfirieron a viales de crioconservacion.
Estos criotubos se introdujeron en un recipiente conteniendo isopropanol
(Sigma-Aldrich) que se situé en un congelador de -80 °C, lo cual permitié una
disminucién gradual y controlada de la temperatura hasta llegar a los -80 °C.
Finalmente, las células se situaron en la fase vapor de un tanque conteniendo

nitrogeno liquido (-196 °C) hasta su utilizacion.
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1.4. Estudio de la actividad proliferativa celular

En estudios en los que se van a mantener células en cultivo durante periodos
de tiempo relativamente largos es de vital importancia llevar a cabo un estudio
de la actividad proliferativa de las células. Esto significa conocer la capacidad
de duplicacion de las células a emplear a lo largo del tiempo, segun el pase en
el que se encuentren. Con ello, se puede determinar la densidad de siembra
celular por superficie segun el tipo celular y también segun el tiempo de cultivo,
para que el estudio resulte efectivo y las células no lleguen a confluencia
(cubriendo el 100 % de la superficie de cultivo), factor que en muchos casos

provoca la inactividad proliferativa o también la muerte celular.

Asi pues, se sembraron los 2 tipos celulares empleados en frascos de
cultivo de 75 cm?, en el medio de proliferaciéon detallado anteriormente. El
medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias. Cuando las células llegaron a un
nivel del 90 % del estado de confluencia se despegaron de la superficie de
cultivo utilizando Tripsina-EDTA, siguiendo los pasos anteriormente descritos, y
se realiz6 un recuento celular mediante el hemocitometro automatico. Se
obtuvieron los valores de células vivas por mL, con su correspondiente
porcentaje de viabilidad respecto del total de células detectadas, para cada

muestra.

Este proceso se repiti6 en diferentes pases celulares, con el fin de
estudiar la capacidad proliferativa tanto de las células madre de pulpa dental

como de las células madre procedentes de tejido adiposo.

Una vez finalizado este estudio de viabilidad se analizaron los resultados
obtenidos y se decidié el empleo de células madre de pulpa dental para todo

este trabajo de Tesis Doctoral.
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2. Hidrogeles

El segundo pilar fundamental de este trabajo fue recrear un entorno
tridimensional para las células, semejante y con propiedades fisicas y
mecanicas parecidas al cartilago hialino. Se opté por el uso de hidrogeles,
dada su versatilidad y propiedades viscoelasticas que los hacen ser similares al

cartilago mencionado.

Se elaboraron hidrogeles de alginato y agarosa, sustancias que se
complementan para dar lugar a un hidrogel consistente, viscoelastico y

biodegradable, perfecto para convertirse en el nicho de las células.

El alginato, o acido alginico, es un polisacarido anionico, que se
encuentra presente en las paredes celulares de las algas marinas pardas
pertenecientes a la clase filogénica Phaeophyceae. Este acido débil es soluble
en agua alcalinizada, pudiendo absorber hasta 20 veces su peso en agua,

dando lugar a un material altamente hidratado y gelatinoso.

Por lo que respecta a la agarosa, esta es un polisacarido formado por
alfa y beta galactosas. Esta sustancia se extrae de las algas de los géneros
Gellidium y Gracellaria. Es soluble en agua a temperaturas superiores a los
65 °C, y gelifica cuando alcanza valores de 17 a 40 °C, dependiendo del grado
de sustituciones hidroxietilicas de sus cadenas laterales. La agarosa es un
producto natural que permite formar matrices consistentes e inertes,
biodegradables y no toxicas, suponiendo una herramienta muy importante en

técnicas relacionadas con la biologia molecular y celular y la bioguimica.

Asi pues, la combinacion de ambos componentes permitid obtener un

hidrogel viscoelastico altamente hidratado y de notable consistencia.

2.1. Elaboracién de hidrogeles de alginato-agarosa

Parte de los trabajos de esta Tesis Doctoral se llevaron a cabo empleando
hidrogeles de alginato al 3 % con agarosa al 1 %, en los que se embebieron
células madre de pulpa dental. La agarosa le confiere mayor consistencia al

constructo polisacarido de alginato.
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Las disoluciones madre de ambos componentes se elaboraron al doble
de la concentracion final deseada. De esta manera, para elaborar el hidrogel se
mezclaron partes iguales de ambos elementos, haciendo que la concentracion
final tanto de alginato como de agarosa se redujera a la mitad; se obtuvo un
hidrogel al 3 % de alginato y al 1 % de agarosa.

Asi pues, el primer paso consistié en preparar la solucion de alginato al
6 % de acido alginico sodico procedente de alga parda (Sigma-Aldrich) en una
disolucion tamponada de HEPES 40 mM (Sigma-Aldrich) y NaCl (Sigma-
Aldrich) 300 mM, a pH 7,4. En primer lugar se disolvieron HEPES y NaCl en
agua desionizada estéril para cultivo. Tras calentar la mezcla a 60 °C, se
afadi6 la sal de alginato, manteniendo la disolucion en constante agitacion.
Una vez la solucibn estuvo homogéneamente disuelta y a temperatura
ambiente, se ajusté el pH a 7,4 mediante la adicion de HCI y NaOH.

Finalmente, la disolucidon se autoclavd con el fin de esterilizarla.

La solucion de polimerizacion del alginato se preparé con CacClz (Sigma-
Aldrich) 102 mM y HEPES 10 mM en agua desionizada estéril para cultivos,
agitando hasta su total disolucion y ajustando el pH a 7,4. La disolucién se
paso por un filtro estéril de 0,22 um de tamafio de poro para su esterilizacion.

Por lo que respecta a la disolucion de agarosa, se disolvié 2 % de
agarosa tipo IX-A de temperatura de gelificacion ultra-low (Sigma-Aldrich) en
PBS (sin calcio ni magnesio). La mezcla se realizd bajo condiciones de
esterilidad y no se autoclavé debido a que las altas temperaturas pueden

alterar la composicion quimica de la agarosa.

2.2. Estudio de la citotoxicidad de los hidrogeles y de la solucion de
CaCl

2.2.1. Condicionamiento de los medios y preparacion de la placa de ensayo

El uso de biomateriales en ingenieria tisular ha tenido un auge muy importante
en los ultimos tiempos. Estos materiales, que pueden ser tanto naturales como
sintéticos o mixtos, deben cumplir una serie de requisitos ya comentados

anteriormente, siendo fundamental confirmar la ausencia de citotoxicidad. Es
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por lo anterior que cualquier biomaterial empleado en el ambito bioldgico debe

ser analizado con anterioridad a su uso in vitro.

Por tanto, se realiz6 el andlisis de la citotoxicidad de los hidrogeles
empleados en este trabajo sobre células mesenquimales de pulpa dental
humana. Para ello se condicion6 medio de proliferacion (que en este caso no
contenia rojo fenol para evitar la interferencia de este colorante en ensayos
posteriores) con los diferentes hidrogeles utilizados: alginato al 3 %, agarosa al
1 %, agarosa al 1 % + 10 % del agente polimerizador CaClz (necesario para
polimerizar el alginato) y, finalmente, su combinacién de alginato 3 % y agarosa
1 %. Cabe decir que tanto el alginato como la agarosa, preparados segun se ha
descrito en el punto anterior, se diluyeron a la mitad de su concentracion
empleando sus respectivos solventes (agua y PBS, respectivamente) con tal de

conseguir alginato al 3 % y agarosa al 1 %.

Este condicionamiento se realiz6 manteniendo dichos hidrogeles en el
medio de cultivo, a una relacion en volumen hidrogel-medio a condicionar
de 1:2. El condicionamiento de los medios se llevo a cabo durante 24 h, 72 hy

7 dias, a 37 °C y en una atmésfera conteniendo un 5 % de COs-.

Una vez condicionados los diferentes medios, se prepararon las placas
de cultivo. Para ello, se emplearon placas de 96 pocillos, en las que se
sembraron las células pulpares a una densidad de 10* células/pocillo en su
medio de cultivo. A las 24 h de la siembra, el medio de cultivo se sustituyé por
los diferentes medios condicionados, junto con los medios control. Se
sembraron 6 pocillos por cada condicion diferente, dejando sin células aquellos
que se destinarian a los controles de los medios control y condicionados
(figura 13).

El experimento se repiti6 dos veces mas, obteniendo una n = 3 de

valores de todas las condiciones estudiadas.
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Figura 13. Distribucién de los medios condicionados con los hidrogeles y los medios control en
la placa de cultivo de 96 pocillos. Columna 1. medio de cultivo control; 2: medio condicionado
con alginato 3 %-agarosa 1 %; 3: medio condicionado con alginato 3 %; 4: medio condicionado
con agarosa 1 %; 5: medio condicionado con agarosa 1 % + CacCl, 10 %; 6: células + medio de
cultivo control (control negativo de toxicidad); 7: células + medio condicionado con latex durante
24 h (control positivo de toxicidad); 8: células + medio condicionado con alginato 3 %-agarosa
1 %; 9: células + medio condicionado con alginato 3 %; 10: células + medio condicionado con
agarosa 1 %, y 11: células + medio condicionado con agarosa 1 % + CaCl, 10 %.

2.2.2. Elaboracion de las diluciones de CaClz y preparacién de la placa

A partir del ensayo anterior se observo que las células en contacto con los
medios condicionados con hidrogeles con CaClz mostraban una viabilidad
menor respecto aquellos medios que no estuvieron en contacto con esta sal.
Asi que se decidi6 analizar la citotoxicidad de esta solucién de CacCl.. Para ello,
se realiz6 un ensayo de diferentes diluciones de esta sal sobre las células

pulpares.

En primer lugar, se elaboraron las diferentes diluciones de CaClz: 10, 5,
2,50, 1,25 y 0,63 % en medio de cultivo de proliferacién sin rojo fenol. Cabe
destacar que en este ensayo no se condicionaron medios con el soluto, sino
que las diluciones de esta sal en medio de cultivo se pusieron en contacto

directo con las células en los pocillos de la placa de cultivos.

A continuacién, se prepar6 la placa de 96 pocillos siguiendo la
metodologia del punto anterior. Se sembraron las células pulpares a una
densidad de 104 células/pocillo en su medio de cultivo. A las 24 h de la siembra
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el medio de cultivo se sustituyd por las diferentes diluciones de CaCl, y en el
caso de los controles, por los medios control sin rojo fenol, siguiendo la

figura 14.
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Figura 14. Distribucion de las diluciones de CacCl, y los controles en la placa de cultivo de 96
pocillos. Columna 1: medio de cultivo control; 2: células + medio de cultivo control (control
negativo de toxicidad); 3: células + medio condicionado con latex durante 24 h (control positivo
de toxicidad); 4: dilucién de CaCl; al 10 %; 5: diluciéon de CaCly al 5 %; 6: dilucion de CacCl, al
2,5 %; 7: dilucion de CaCl; al 1,25 %, y 8: dilucién de CaCl, al 0,63 %.

2.2.3. Ensayo de citotoxicidad

En ambos casos anteriores, y 24 h después de afiadir a las células los medios
condicionados, se afiadié 20 pL/pocillo del reactivo de MTS (CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay; Promega, Espafa), dejandose
incubar durante 2 h a 37 °C. Tras esta incubacion se realizé una lectura de la
absorbancia a 490 nm (longitud de onda a la que absorbe el producto
generado) en un espectrofotdmetro lector de placas (Victor X3, 2030 Multilabel

Reader; Pekin Elmer, Alemania).

Los datos se analizaron mediante Microsoft Excel y se representaron
graficamente con GraphPad Prism, realizandose un analisis de la normalidad
con el test de Tuckey de los datos obtenidos y, posteriormente, un estudio

estadistico mediante one-way ANOVA (significancia estadistica con p < 0,05).
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2.3. Cultivo en hidrogeles de alginato-agarosa

Las células pulpares necesarias, obtenidas tras centrifugacion y tras eliminar el
sobrenadante, se mezclaron homogéneamente con la cantidad necesaria de
alginato al 6 %. Dado que se realizar4 una dilucion de alginato y agarosa
de 1:1, el alginato empleado fue la mitad del volumen total del hidrogel a

fabricar. Esta solucién de alginato y células se mantuvo a 37 °C hasta su uso.

A continuacion, se calenté en microondas la solucion de agarosa al 2 %
hasta fusion, teniendo cuidado en que no se generasen burbujas. Se alicuoto el
volumen necesario de esta solucion en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
(la mitad del volumen total del hidrogel a elaborar, precalentados a 39 °C para

evitar la gelificacion de la agarosa.

Se introdujo la mezcla de alginato y células en los tubos de
microcentrifuga con la agarosa, a una relacion 1:1 en volumen de cada
componente, y se homogeneiz6 suavemente. De esta forma se obtuvo una
solucién de células en alginato al 3 % y agarosa al 1 %, concentraciones

finales.

Finalmente, se precalenté la solucién de CaClz a 37 °C y se introdujo
esta disolucion en el fondo de los pocillos donde se introduciran las muestras,
de tal modo que el volumen afadido fuera el 10 % del volumen final del
constructo que se iba a generar. Por ultimo, se introdujo la mezcla de alginato,
células y agarosa, homogeneizando la mezcla muy suavemente con la

disolucion de calcio polimerizadora.

Las muestras se mantuvieron durante 15 min a temperatura ambiente
dentro de la campana de flujo laminar, y posteriormente otros 30 min a 4 °C.
Esto permiti6 la polimerizacion completa del alginato y de la agarosa
(figura 15), lo que facilita depositar el medio de cultivo, como nutriente de las

células, encima del hidrogel.

48



MATERIAL Y METODOS

Figura 15. Células pulpares embebidas en hidrogeles de alginato 3 % y agarosa 1 %.
Construccion del hidrogel en pocillos MilliCell EZ slides de 8 pocillos (Merck Millipore, EE.UU.)
a modo de ejemplo. Barra de escala = 3 mm.

2.3.1. Estudio del comportamiento de hDPSC en hidrogeles de alginato 3 %-

agarosa 1 %

El primer blogque del trabajo de esta Tesis Doctoral fue estudiar el
comportamiento de células madre de pulpa dental embebidas en el hidrogel
elaborado mediante alginato al 3 % y agarosa al 1 %. El objetivo de este
estudio fue analizar la sintesis por estas células de proteinas y proteoglicanos
caracteristicos de la matriz condral, a lo largo de diferentes tiempos y

empleando diferentes medios de cultivo.

Asi pues, una vez embebidas las células en los hidrogeles, y
polimerizado el hidrogel, se afiadié6 medio de cultivo sobre las muestras. En la
mitad de las muestras, el medio de cultivo fue su medio caracteristico de
proliferacion celular, mientras que en las otras muestras se afiadi6 medio de
diferenciacion  condrogénica, descrito anteriormente. Se realizaron
3 experimentos diferentes, con 4 muestras cada uno de ellos en las diferentes

condiciones establecidas.

Los cultivos tuvieron una duracion de 3 dias y 2, 4 y 6 semanas,
cambiandose los medios de cultivo cada 2-3 dias. Al término de cada tiempo,
las muestras se lavaron con PBS y se fijaron con formaldehido tamponado,
siguiendo el protocolo descrito en un punto posterior. Ademas, también se
fijaron, tomandose como control, muestras a tiempo inicial, una vez el estudio

empezo, a las que no se habia afadido medio de cultivo.
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3. Cultivos de microtejidos celulares

Varios estudios anteriores!?#-26 determinaron que en una suspension de
células estas tienden a juntarse y generar uniones entre ellas, formando
agrupaciones tridimensionales esféricas, llamadas microtejidos u organoides

celulares.

La formacién del microtejido requiere de un recipiente de base concava
sobre el que las células no deben adherirse. Asi pues, se elaboraron pocillos
de 4 mm de diametro y 5 mm de profundidad en bloques de agarosa tipo 1X-A
al 3 %, siguiendo el protocolo establecido por Durand-Herrera et al.'?®, Para
ello, se disolvié agarosa al 3 % en PBS y se homogeneiz6 atemperando la
mezcla a 60 °C. Tras ello se vertio en pocillos de una placa de cultivos de
6 pocillos y se dejo solidificar a 4 °C durante 48 h (figura 16A). Pasado este
tiempo, se realizé una cavidad de las dimensiones especificadas anteriormente
con la ayuda de una cucharilla. Todo el proceso se realiz6 en condiciones

estériles.

Para la elaboracion de los microtejidos, se separaron las células madre
de pulpa dental de la superficie de cultivo siguiendo los pasos descritos en un
apartado anterior mediante Tripsina-EDTA. Se resuspendieron 0,6x10° células
en 10 uL de medio de proliferacion celular, y la suspension de introdujo en uno
de los pocillos de agarosa. Se dejaron sedimentar las células sobre el fondo del
pocillo (figura 16B), manteniéndolas dentro del incubador celular. Pasadas 2 h
se afladié sobre ellas mas medio de proliferacion, hasta cubrir el bloque de

agarosa por completo. EI medio de cultivo se sustituyd cada 2-3 dias.

A las 24 h ya se distinguia el microtejido (figura 16C) y una vez
transcurridas 72 h, el microtejido se habia formado completamente
(figura 16D). Este ultimo tiempo (72 h) se consider6 como tiempo cero o inicial

para posteriores estudios.
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Figura 16. Proceso de elaboracién de microtejidos de hDPSC en pocillos de agarosa 3 % in
vitro. A: hidrogel de agarosa al 3 % pasadas 48 h a 4 °C; B: siembra de las células en los
pocillos realizados en el hidrogel; C: formacién de los microtejidos pasadas 24 h desde la
siembra, y D: microtejido completamente formado pasadas 72 h desde la siembra. Barras de
escala=A: 12 mm, y B-D: 3 mm.

3.1. Estudio del comportamiento de hDPSC en forma de microtejidos

El segundo bloque del trabajo de esta Tesis Doctoral fue estudiar el
comportamiento de células madre de pulpa dental cultivadas en forma de
microtejido. El objetivo de este estudio fue analizar la sintesis de proteinas y
proteoglicanos caracteristicos de la matriz condral en estas células a lo largo

de diferentes tiempos y diferentes medios de cultivo.

Asi pues, una vez formados los microtejidos, se afiadié medio de cultivo.
En la mitad de las muestras, el medio de cultivo fue su medio caracteristico de
proliferacion celular, mientras que en las otras muestras se afadi6 medio de
diferenciacion condrogénica. Se realizaron 3 muestras de cada una de las

diferentes condiciones establecidas.
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Los cultivos tuvieron una duracion de 3 dias y 2, 4 y 6 semanas,
cambiandose los medios de cultivo cada 2-3 dias. Al término de cada tiempo,
las muestras se lavaron con PBS y se fijaron con formaldehido, siguiendo el
protocolo descrito en un punto posterior. Ademas, también se fijaron unas
muestras a tiempo inicial, una vez el estudio empez¢6 y todavia sin medio de

cultivo, tomandose como control.
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4. Técnica histologica
4.1. Fijacion

Una vez los estudios celulares terminaron se realizé la caracterizacion de las
muestras tanto por técnicas histomorfolégicas como mediante biologia

molecular.

Por lo que respecta a la caracterizacion morfologica, es necesario fijar
previamente el material bioldgico empleando formaldehido como agente fijador.
Por tanto, tanto para el visionado mediante microscopia éptica de muestras sin
tefir como en los casos de tinciones histoquimicas y de inmunofluorescenciala

fijacion se realiz6 mediante formaldehido.

Asi pues, tras acabar el tiempo experimental de cada estudio celular, los
recipientes en que se encontraban las muestras se situaron sobre hielo. Se
retird el medio de cultivo de las muestras y las células se lavaron tres veces
con PBS preenfriado a 4 °C. Inmediatamente después, se afiadid sobre las
muestras formaldehido al 3,7 % en PBS, preenfriado a 4 °C, cubriéndolas
completamente, y se mantuvieron en hielo durante 20 min (células en
monocapa o0 en forma de microtejido) o 45 min (muestras de células en
hidrogeles). Una vez pasado este tiempo, se retir6 el formaldehido, se lavaron
las muestras con PBS tres veces, durando cada lavado 5 min. Finalmente, las
muestras se conservaron en PBS a 4 °C hasta su posterior procesado, tincion o

visionado con el microscopio.

En el caso de las muestras en forma hidrogel, se procesaron
directamente para realizar la caracterizacion mediante inmunofluorescencia,

siguiendo el protocolo que se describe mas adelante.

En el caso de muestras de microtejidos, estas pueden ser incluidas en
diferentes tipos de parafina para posteriormente obtener cortes de pocas
micras de espesor y realizar las tinciones 0 marcajes con los anticuerpos que
correspondan. Esta técnica de inclusion de muestras en parafina es un

procedimiento estandar de la histologia.
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4.2. Inclusion

Tejidos 0 muestras con una cierta consistencia estructural permiten ser
cortados en secciones muy finas que facilitan el que sean tefiidas y observadas
al microscopio Optico gracias a la luz que permiten transmitir. Estas muestras
también pueden ser inmunomarcadas para estudiar la presencia o ausencia de

determinadas sustancias como, por ejemplo, proteinas de la MEC.

El principio de esta técnica es la sustitucion progresiva del agua
presente en la muestra por parafina, en nuestro caso Paraplast Plus (Sigma-
Aldrich). Sin embargo, la parafina (compuesta por alcanos) no es miscible en
agua, por lo que se requieren una serie de pasos intermedios. Asi pues, el
agua es miscible en etanol, mientras que la parafina lo es en xilol; a su vez,
etanol y xilol se pueden mezclar perfectamente. Por lo tanto, el proceso es el
siguiente: agua > etanol > xilol > parafina. En la tabla 2 se muestra el
protocolo de inclusién automatica en parafina de los microtejidos elaborados en
el presente trabajo, utilizando un sistema automatico de infiltracion de tejidos
Leica TP1020 (Leica Biosystems, Alemania). Las muestras, incluidas en
bloques de parafina sélidos a temperatura ambiente, pueden ya ser cortadas

de forma precisa.

Reactivo Tiempo (h) Temperatura

Formaldehido 3,7 % 4 T. ambiente
Agua 1 T. ambiente
Etanol 70 % 1 T. ambiente
Etanol 85 % 1 T. ambiente
Etanol 100 % 2 T. ambiente
Etanol 100 % 2 T. ambiente
Etanol 100 % 2 T. ambiente
Etanol-xilol 50/50 1 T. ambiente
Xilol 100 % 1 T. ambiente
Xilol 100 % 15 T. ambiente
Parafina 1 60 °C
Parafina 1 60 °C

Tabla 2. Protocolo de inclusién de tejidos y muestras en parafina.
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4.3. Seccion

Se obtuvieron cortes de las muestras de espesores de entre 3 y 5 um
empleando un microtomo Leica RM2245 (Leica Biosystems). Las secciones se
depositaron sobre portaobjetos de vidrio y se mantuvieron durante 24 h a
37 °C, favoreciendo de esta forma la tanto la adhesion anteriormente

comentada como el secado de la muestra.

4.4. Tincion

Pasado el tiempo de adhesion con calor y secado, se continué con el protocolo
manual de desparafinacion y posterior hidratacion de las secciones, como se
detalla en la tabla 3.

Reactivo Tiempo

Xilol 100 % 5 min
. . Desparafinacion: el xilol disuelve la parafina y la va
Xilol 100 % 3 min : :
sustituyendo progresivamente.
Xilol 100 % 3 min
Etanol 100 % 5 min
Etanol 100 % 3 min Sustitucién del xilol de la muestra por etanol puro.
Etanol 100 % 3 min
Etanol 70 % 3 min
Etanol 50 % 3 min Hidratacion: sustitucion del etanol puro en la muestra
Etanol 30 % 3 min por agua, mediante diluciones decrecientes.
Agua 5 min

Tabla 3. Protocolo de desparafinacién e hidratacién de las secciones.

4.4.1. Tincion histoquimica

El procedimiento mas utilizado para la visualizacion y estudio de muestras en
histologia es la tincién histoquimica. Esta técnica se basa en el principio de
afinidad de colorantes a los diferentes componentes que forman los tejidos o,
en general, las muestras. Son técnicas rapidas y que aportan gran cantidad de

informacion acerca de las propiedades microscépicas de las muestras.
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Existen un sinfin de colorantes y usos combinados de los mismos
diferentes, por lo que la tincion que se vaya a utilizar dependera de la sustancia

0 estructura bioldgica a estudiar.

Una vez la muestra esta tefiida, se observa al microscopio optico. Esta
visualizacion puede ser en el momento inmediatamente posterior a la tincién o
mucho tiempo después, ya que por lo general la tincion de las muestras

permanece estable durante muchos afos.

4.4.1.1. Tincion con hematoxilina y eosina

La tincion de rutina basica y rapida por excelencia es la hematoxilina-eosina.
Mientras que el primer componente tifie los nudcleos celulares y el RER
citoplasmico (con sus ribosomas asociados) por ser basofilos (acidos
nucleicos), la eosina es una sustancia &cida que tifie el citoplasma y ciertos
componentes de la matriz extracelular, donde se encuentran componentes

generalmente de caracter basico.

Para ello las muestran, una vez fijadas e hidratadas, se sumergieron en
la solucién acuosa de hematoxilina segun Harris (Merck Millipore), durante

1 min a temperatura ambiente, y a continuacion se lavaron con agua.

A continuacion, las muestras se sumergieron en eosina amarillenta al
1% en solucién acuosa (Merck Millipore), durante 30 s a temperatura

ambiente, y se lavaron rapidamente en agua.

Finalmente, las muestras se deshidrataron nuevamente hasta llegar al
xilol (siguiendo el protocolo descrito en la tabla 3, esta vez en sentido inverso,
manteniendo las muestras 1 min en cada solucién) y se cubrieron con un
cubreobjetos de vidrio, utilizando medio de montaje soluble en xilol (Dako,
EE.UU.).

Las secciones tefiidas se observaron con un microscopio de campo claro

Leica DM4000 B conectado a una camara Leica DFC420 (Leica Biosystems).
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4.4.1.2. Tincién con DAPI

La tincion con DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol dihidrocloruro) se emplea en
microscopia de fluorescencia. Se trata de un marcador fluorescente que se une
fuertemente a las secuencias de ADN bicatenario ricas en adenina y timina.
Puede pasar por la membrana celular y llegar al ndcleo de la célula, tifiendo las
moléculas de ADN presentes en el mismo.

El DAPI, unido al ADN es excitado cuando incide sobre él la luz, siendo
la longitud de onda maxima de excitaciébn 358 nm (ultravioleta) y la longitud de
onda maxima a la que emite fluorescencia 461 nm (en el rango del azul). Es
por ello que durante la microscopia de fluorescencia se excita la muestra con

luz ultravioleta y se detecta la luz emitida empleando un filtro azul/cian.

Esta técnica permite, pues, tanto determinar visualmente la densidad de
nacleos de células que se han adherido y han proliferado en el biomaterial,

como también las caracteristicas morfologicas de estos nucleos.

Para llevarlo a cabo la tincibn se sumergieron las muestras en una
disolucién de DAPI (Sigma-Aldrich) en PBS a una concentracion final de
300 nM durante 60 min, en oscuridad y a temperatura ambiente.
Seguidamente, las muestras se lavaron con PBS durante 5 min a temperatura
ambiente, a fin de eliminar el exceso de DAPI no unido fuertemente al ADN

nuclear.

Sobre las muestras se deposit6 medio de montaje especial para
moléculas fluorescentes (Fluorescence Mounting Medium, Dako), y se cubri6
con un cubreobjetos. Los bordes de este se sellaron mediante una laca
insoluble en agua. Finalmente, las muestras se observaron inmediatamente
con el microscopio de fluorescencia o se mantuvieron a 4 °C en oscuridad

hasta su visionado.

Para su observacion, a diferencia de las tinciones de este apartado
explicadas, se utilizd un microscopio Leica DM4000 B, dotado de un sistema
gue permite su uso como microscopio de fluorescencia, y conectado a una

camara Leica DFC340 FX (Leica Biosystems).
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4.4.1.3. Tincidén con rodamina-faloidina

La faloidina se une a los filamentos de actina presentes en el citoplasma
celular. La actina es una proteina filamentosa que se encuentra en el
citoplasma de la célula y se forma por agregacion de unidades de actina

globular presente en él, formando microfilamentos.

Se utiliza faloidina conjugada con rodamina, un fluorocromo que, al
incidir luz a en la region de la longitud de onda del verde, emite luz en la region
roja del espectro. Por ello, se suele emplear juntamente con el marcaje de los
nacleos celulares (con DAPI) y de proteinas u otras macromoléculas
(empleando anticuerpos conjugados a fluorocromos), permitiendo observar la
disposicion de las macromoléculas por el citoplasma celular (en el que se
observaran los filamentos de actina en rojo, gracias a la rodamina) o en la

matriz extracelular.

Las células se incubaron en presencia del conjugado rodamina-faloidina
(Invitrogen, EE.UU.) durante 1 h, en oscuridad, empleando una dilucién de la
disolucion madre 5:200, en PBS. Posteriormente se retird la dilucion de

rodamina-faloidina y la muestra se lavé 3 veces con PBS, durando cada 5 min.

Por ultimo, de la misma manera que en el caso de la tincién con DAPI,
se depositd sobre las muestras Fluorescence Mounting Medium para
inmunofluorescencias, se cubrié con un cubreobjetos, se sell6 empleando laca

y se observo al microscopio de fluorescencia Leica DM400 B.

441.4. Recuento celular

Una vez se tifieron las muestras con H-E, se determind la densidad celular
por mm? en los microtejidos. El propésito fue determinar el nimero de células
por superficie y analizar la influencia que en este parametro tenian las

diferentes condiciones estudiadas.

Para realizar esta cuantificacion las imagenes digitales capturadas con el

microscopio se convirtieron a imagenes en escala de grises de 8 bits de
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profundidad, con tal de segmentar la imagen, y se contaron de manera
automatica los nucleos celulares mediante el programa informatico Image Pro
Plus, como se puede observar en la figura 17. Posteriormente se delimitd la
zona de estudio en concreto y se obtuvo el area total en mm?2. Finalmente, se

determiné el nimero de células por mm? en las diferentes muestras.

Figura 17. Ejemplo de imagen empleada para realizar el recuento celular utilizando el programa
informatico Image Pro Plus. En rojo se observan los nicleos marcados de manera automatica
por el programa; en verde se delimita el area estudiada (limites del microtejido) en el recuento
celular.

4.4.2. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia en una técnica que permite la marcacion de moléculas,
como por ejemplo las proteinas, mediante la utilizacion de anticuerpos
especificos unidos quimicamente a una sustancia que es fluorescente. Con ello
se pretende demostrar la presencia de una molécula determinada, que actuara
como antigeno, a la cual se le unira el anticuerpo conjugado con un fluoréforo.
La observacién con el microscopio de fluorescencia Leica DM400 B permitira

determinar la presencia y distribucién del antigeno en la muestra analizada.

A continuacion, se expone el procedimiento de inmunodeteccion

utilizado.

Una vez la muestra se fij6 con formaldehido siguiendo el protocolo
anteriormente descrito, se desparafind e hidraté (en el caso de las muestras

incluidas en parafina), se afiadié sobre ella 0,1 % de Triton X-100 (Sigma-
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Aldrich) en PBS, manteniéndola en esta disolucion durante 5 min a temperatura
ambiente. El Triton X-100 es un detergente que se utiliza para disolver los
lipidos presentes en las membranas celulares y hacerlas permeables, por lo
que facilita la entrada de otras sustancias en el interior de células que, antes
del tratamiento, mantienen intactas sus membranas (por ejemplo, en el caso de

muestras fijadas pero no incluidas en parafina).

A continuacién, se lavaron las muestras tres veces con PBS y se
incubaron con BSA al 1 % en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Ello
permite la reduccion de las uniones no especificas posteriores que pueden
tener lugar entre los anticuerpos empleados con componentes de las células y

de la matriz extracelular.

A continuacion, se retird la disolucion de BSA vy, sin lavar, se afiadio la
disolucion del anticuerpo primario correspondiente a la molécula a estudiar a la
concentracion recomendada para cada anticuerpo. Los anticuerpos se
diluyeron con una solucion diluyente para anticuerpos EnVision FLEX (Dako). A
esta solucion se le afiadioé también DAPI, a una concentracion de 600 nM, con
el fin de visualizar los ndcleos celulares juntamente con la molécula analizada.

La incubacion del anticuerpo primario se realizé durante 16 h, a 4 °C.

Al dia siguiente, la muestra se lavo tres veces con PBS, durante 5 min
cada vez, y se afadid el anticuerpo secundario, el cual va unido al fluorocromo,
diluido en PBS conteniendo BSA al 1 % a la concentracion requerida. La
incubacion del anticuerpo secundario se prolong6é dejé 2 h, a temperatura
ambiente y en oscuridad. Este anticuerpo se unira al primario (reconoce
especificamente alguna region del tipo de inmunoglobulina que es el anticuerpo
primario) y, al irradiar sobre la muestra con una luz de la longitud de onda a la
gue se excita el fluorocromo, se visualizar4 la presencia de la molécula
estudiada al detectar la emisién de luz en la region a la que lo hace el

fluorocromo excitado.

Por ultimo, las muestras se lavaron tres veces con PBS, se cubrieron
con cubreobjetos empleando el medio de montaje para inmunofluorescencia
(Fluorescence Mounting Medium), y se observaron con el microscopio de

fluorescencia Leica DM400 B.
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Cabe indicar que, para mostrar las imagenes tomadas en los resultados,

en algunas de ellas se modifico el canal verde para una mejor visualizacion.

4.42.1. Agrecano

El agrecano, también denominada proteina central proteoglicada especifica del
cartilago, es un proteoglicano, presente en la matriz cartilaginosa, formado por
una cadena central proteica, codificada por el gen ACAN, a la que se unen
covalentemente una gran cantidad de glicosaminoglicanos (condroitin,
queratan y dermatan sulfatos), adoptando el conjunto una estructura

tridimensional similar a una escobilla.

Para realizar la inmunolocalizacion se siguié el protocolo de
inmunofluorescencia descrito anteriormente. El anticuerpo primario que se
empled especifico del agrecano fue un monoclonal de raton (Santa Cruz
Biotechnology, EE.UU.), a una dilucién 1:100 en la solucion diluyente para
anticuerpos EnVision FLEX. El anticuerpo secundario fue una IgG anti-raton
IgG (Sigma-Aldrich), unida al fluorocromo FITC, a una dilucién 1:200 en PBS.

4.4.2.2. Colageno tipo |

Esta proteina esta ampliamente distribuida, estando presente en dermis,
tendones, hueso, cartilagos fibrosos, dentina, esclerética, cornea, etc., ya que
es sintetizado por fibroblastos, condroblastos y osteoblastos. Las moléculas se
disponen ordenadamente formando fibrillas, que a su vez se agrupan formando
fiboras de colagena de mayor grosor. Por ello, su funcibn mas importante
consiste en conferir a los tejidos resistencia al estiramiento. La presencia de
esta proteina en un cartilago articular, hialino, es algo no deseable, ya que
alteraria las propiedades del cartilago, perjudicando en ultimo término el

movimiento de la articulacion.

Se siguid el protocolo explicado en el punto anterior, correspondiente al
agrecano. El anticuerpo primario que se emple6 para detectar la presencia del

colageno tipo | fue un monoclonal de raton (Sigma-Aldrich), a una dilucion
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1:100 en la solucion diluyente para anticuerpos EnVision FLEX. El anticuerpo
secundario fue un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado al fluoréforo FITC, a
una dilucion 1:200 en PBS.

4.4.2.3. Colageno tipo Il

El colageno tipo Il se encuentra en el cartilago hialino, formando fibrillas, y es
sintetizado por condroblastos. Su funcién principal, en este caso, es darle al
material resistencia a la presion intermitente, por lo que es una proteina

esencial en el cartilago articular.

Siguiendo el protocolo de inmunofluorescencia, el anticuerpo primario
(Sigma-Aldrich) que se emple6 para detectar el colageno tipo Il fue un
monoclonal de ratdén, a una dilucion 1:500 en la solucién diluyente para
anticuerpos EnVision FLEX. El anticuerpo secundario fue, como en los casos
anteriores, un anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado al fluoréforo FITC, a una
dilucién 1:200 en PBS.

4.4.3. Seleccion de las imagenes

La seleccion de las imagenes a exponer en los resultados se llevé a cabo de
manera aleatoria, no sesgada, es decir, objetivamente. Para ello, se realizaron
10 fotografias de campos diferentes por cada muestra tefiida o marcada de
manera distinta. En cada imagen se analiz6 la presencia de la molécula

concreta empleando la puntuacién detallada en la tabla 4.

Area de la a a o pada

0 0
1 50
2 100

Tabla 4. Puntuaciones segun la presencia de la sustancia analizada en la muestra.
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Una vez puntuadas todas las imagenes, se realizé la media de las
puntuaciones correspondientes a cada molécula en cada muestra, y se escogio
aguella imagen cuya area ocupada por la sustancia (0, 50 o 100 %) en la célula

0 microtejido estuviera cercana al valor de la media obtenida.
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5. Sistema generador de campos electromagnéticos
(EMFGS)

5.1. Descripcion y caracteristicas del EMFGS

La generacion de campos electromagnéticos resulté esencial para el desarrollo
de este proyecto. Con estos campos se pretendié estimular cultivos celulares
electromagnética y mecanicamente con tal de estudiar su comportamiento y si
esta estimulacion inducia a una diferenciacion condrogénica con mejores

resultados a los conseguidos solo con factores de diferenciacién quimicos.

Para ello se disefi6 y construyéo un sistema generador de campos
electromagnéticos (en adelante EMFGS, por sus siglas en inglés) por parte del
grupo de investigacion de la Universidad de Zaragoza que forma parte de un
proyecto coordinado del Ministerio de Ciencia e Innovacion del que también
forma parte nuestro grupo de trabajo!?’. Este sistema es capaz de producir una
serie de campos electromagnéticos controlados en un espacio de estudio
concreto, generando pulsos Unicos o también llamados Single-Pulse EMF. El
dispositivo desarrollado no posee el marcado CE debido a que esta disefiado y
fabricado con vistas a la investigacion para el uso temporal en laboratorio
(apartado h, punto 2, articulo 1 de la Directiva 2006/452/CE relativa a
maquinas, y traspuesta en Espafia mediante Real Decreto 1644/2008, sobre el

marcado CE).

5.1.1. Descripcion general y listado de componentes

La figura 18 muestra el montaje del dispositivo desarrollado con los principales

componentes que lo configuran (tabla 5).
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Bobinas

Fuentesde
alimentacién

Regletade
conexion

Porta-muestrasis

Figura 18. Montaje completo del Sistema Generador de campos magnéticos, junto con la
enumeracion de todos los dispositivos que lo componen. Barra de escala = 15 cm.

Como se observa en la imagen de la figura 18, dos fuentes de
alimentacion generan sendas curvas de corriente para crear un campo
electromagnético alternativo sobre el elemento porta-muestras que contiene las
muestras celulares del estudio. Para la definicion de las curvas de trabajo
deseadas, se utiliz6 un generador de sefiales que envia la sefial de referencia

a ambas fuentes de alimentacion.

Las muestras celulares se instalaron en el elemento porta-muestras, el
cual se desplazaba mediante un motor eléctrico programado a través de una
aplicacion instalada en el ordenador (Véase: Programa ejecutor del movimiento

de las muestras en el EMFGS).

La siguiente tabla 5 contiene el listado de los principales elementos que

componen el sistema generador de campos electromagnéticos desarrollado.
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omponente De DCIO

Bobinas Generacion del campo electromagnético

Ncl Ndcleo que define el camino de la minima reluctancia para el
Ucleo

electromagnético

flujo magnético. El material empleado es chapa magnética
de M330 — 50 Ay de seccion 40 x 40 mm

Condensadores

de estabilizacion

Dos condensadores de 22000 pF para cada fuente de

alimentacion. Estabilizan el control de la corriente utilizada.

Fuentes de

alimentacion

Dos fuentes que controlan la corriente entregada a las
bobinas (GW-Instek AFG-2225)

Generador de

sefiales

Se encarga de enviar la referencia de corriente a ambas
fuentes de alimentacion (GW-Instek PSB 2800L)

Porta-muestras

Elemento sobre el que se instala el dispositivo donde se

encuentran las muestras de estudio

Motor

Actuador del elemento porta-muestras para modificar la
posicién del dispositivo de cultivo (muestras) sobre el que
actlia el campo magnético (motor Elmeq para
desplazamiento lineal MLI1TFRL17A4-EQ-LB3M180GT)

Dispositivo de

cultivo

Elemento de policarbonato con tres agujeros en la cara

superior, donde se sittan los tubos de microcentrifuga dentro

de los cuales realizar los cultivos celulares

Ordenador de

Ordenador con el software para el control del motor

control

Estructura Estructura sobre la que se instala todo el dispositivo
Regleta de Regleta con cinco enchufes para conectar los distintos
conexion elementos

Tabla 5. Principales componentes del dispositivo EMFGS.

5.1.2. Principio de funcionamiento

El objetivo del dispositivo fue la generacion de un gradiente de

Estas fuerzas siguieron la ecuacion que se indica a continuacion:

F = mvVB
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Donde,

m: momento dipolar magnético (A-m?), el cual es un valor volumétrico

relacionado con la magnetizacion del material.

B: densidad de campo electromagnético (T).

En el caso del aire, la densidad de campo electromagnético seria:

m
B =uy(H+M) = IJOH+HOV

Con,
Ho: permeabilidad magnética del aire.

H: intensidad de campo electromagnético.

El disefio del nucleo electromagnético se realizé para lograr un gradiente
homogéneo entre los polos. La estructura general es la que se refleja en la
figura 19, donde pueden observarse dos modulos electromagnéticos en forma

de U con dos bobinas en cada uno de ellos.

Bobinasmoddulo 1

Bobinasmaddulo 2

Figura 19. Estructura del dispositivo, con las bobinas de los médulos 1 y 2 y el nucleo
electromagnético en naranja.
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El dispositivo funciona alimentando alternativamente las bobinas de cada
uno de los dos médulos. La figura 20 muestra la distribucion de las curvas de
flujo electromagnético entre los polos cuando solo las bobinas del modulo
superior estaban activadas (ambas generaban un flujo electromagnético en la
misma direccion). El salto que se producia en las lineas en la zona de trabajo
que se definid entre los cuatro polos del dispositivo fue el responsable del

gradiente electromagnético que generaba la fuerza sobre el cultivo celular.

Superficie: Densidad de flujo magnético, norma (T) Linea de Flujo: Densidad de flujo magnético

A 247
2
1.5
/:
-
Zonade
trabajo 1
0.5

05 04 03 -02 -01 0 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9 v 4.32x10™M

Figura 20. Distribucién de las lineas de flujo magnético cuando solo las bobinas del moédulo
superior estan activadas, y como afecta en la zona de trabajo (como referencia, el motor
estaria en la parte derecha de la imagen).

5.1.3. Caracteristicas generales y eléctricas

Las caracteristicas generales y eléctricas del dispositvo EMFGS esta

detalladas en la tabla 6.
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Caracteristicas generales

punto central)

Rango de operacion 15 x 15 mm
Gradiente magnético 30 T/m
Campo electromagnético (en | 245 mT

Fuerza

14 nN (para particulas de 20 um Dynabeads M280)

Caracteristicas eléctricas ‘

Numero de espiras en las 380 espiras
bobinas

Resistencia de las bobinas 010
Inductancia de las bobinas 117 mHr
Potencia consumida 90 W/bobina
Didmetro del cobre 4 mm

Tabla 6. Caracteristicas generales y eléctricas del dispositivo.

5.1.4. Modo de uso del dispositivo EMFGS
Conexionado de los distintos elementos

5.1.4.1.

Para comenzar a utilizar el dispositivo fue necesario conectar los siguientes

elementos que lo componen. A continuacion, se exponen todos ellos, con una

breve explicacién de su conexion.

Fuentes de alimentacién con el circuito eléctrico

Las fuentes de alimentacion se conectaron con dos condensadores en paralelo

a cada uno de los dos médulos magnéticos. Es importante destacar que se

utilizaron condensadores electroliticos, por lo que era importante respetar la

polaridad. La figura 21 muestra el montaje realizado mediante fichas de

conexion.
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Figura 21. Conexion de las fuentes de alimentacion al circuito eléctrico.

Generacion de sefales con las fuentes de alimentacion

Las dos salidas del sistema de generacion de sefiales se conectaron al
EXT CONT (J3) de cada una de las fuentes para que estas realizaran

seguimiento de la consigna en corriente (figura 22).

EXT CONT ()3)

2| coococooolaoococo |26
1| eoocoocoodloecocoo | 25 7

Negative output
terminal of CH1

Figura 22. Conexién de las fuentes de alimentacion para que realizaran el seguimiento de la
consigna en corriente dada por el generador de sefiales.
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Motor eléctrico

El motor eléctrico se conecté al controlador como muestra en la figura 23.

S

0o wes g

=
use . J(\ oy y |
e e m | [h ﬁmﬁeg » motor Fuente

12v

MD-CC402:001
wour L
wraRLo

Conexion al PC mediante USB ...

Figura 23. Conexién del motor eléctrico.

Dispositivo de cultivo

Consiste en el elemento que permitia situar, de forma longitudinal, los tubos de
microcentrifuga donde se llevaron a cabo los cultivos celulares en los estudios
de estimulacién con el EMFGS (figura 24). La separacion entre los ejes
centrales de los tubos de microcentrifuga contiguos fue de aproximadamente
100 mm.

Como puede observarse, el dispositivo puede utilizarse para un maximo

de 3 muestras en cada serie de irradiacion.
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Figura 24. Dispositivo de cultivo, con tres tubos de microcentrifuga con microtejidos en ellos.

Toma de tierra

Por seguridad del sistema, se incluyé una toma de tierra a través de la regleta

de conexiones (figura 25).

Figura 25. Toma de tierra.
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5.1.4.2.  Programacion de las curvas de corriente

La programacion de la curva de corriente se realizé a través de la interfaz del

generador de sefales. Cabe destacar las especificaciones siguientes:

e La sefial generada es de tipo cuadrada, entre -10y +10 V.

e Dado que las fuentes de alimentacion solo aceptan sefales positivas, se
ajustaron los parametros para que el valor inferior fuera 0 V. Para ello,
se configurd el offset y el valor de pico a pico. La figura 26 muestra la
pantalla de configuracion para generar una sefial de 1,8 V — 0 V a una

frecuencia de 1 Hz.

Figura 26. Pantalla de configuracion en el generador de sefiales.

e El valor de 10 V de consigna se corresponde con los 80 A maximos que
es capaz de proporcionar cada fuente de alimentacion. Por ese motivo,
para lograr la corriente de 30 A, se configuré la sefial de salida a 3,75 V.

e Para lograr que las sefiales en cada salida sean alternas, se activd la

opcién de sincronizacion invertida (figura 27).

73



MATERIAL Y METODOS

Figura 27. Sincronizacion invertida de las salidas del generador de sefiales para lograr un
comportamiento alterno en cada uno de los médulos magnéticos.

Ademas del generador de sefales, fue necesario configurar las fuentes
de alimentacion para que siguieran la sefial de referencia generada por el
generador. Para ello, se accedio a través del menu a la opcion “6.AnA” que

aparece en la figura 28.

"

n

ey
e
————y
7

Figura 28. Opcién del menu para que las fuentes de alimentacién sigan la consigna del
generador de sefiales.

Una vez que se tenia este menu seleccionado, se pulsd “ENTER” para ir
accediendo a las distintas opciones de configuracion. La ruleta permite ajustar
el valor requerido para cada una de las diferentes configuraciones.
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Asi pues, la opcion “6.AnA” se activdo accionando la ruleta hasta que
aparece en pantalla “E-cU”. Esta opcion significa que el sistema recibe la senal

de la referencia externamente en voltaje (figura 29).

Figura 29. Opcion del menu para que las fuentes de alimentacion sigan la consigna del
generador de sefiales como una sefial en voltaje.

A continuacion, se indicé al dispositivo que el control de voltaje se
realizaba internamente (“cU in”; figura 30A) y la referencia en corriente venia

externamente (“cc out”; figura 30B).

A~

Figura 30. Configuracion del control de voltaje en el amplificador para seguir la sefial de
referencia en corriente, y B: configuraciéon de la sefial de referencia en corriente en el

amplificador.
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5.1.4.3. Programacion para la ejecucién del motor

El modelo de motor utilizado para desplazar el porta-muestras fue el MDrive
linear actuator, Programmable Motion Control Version, NEMA tamafo 17
(tabla 5). Para su control, se empled el controlador MD-CC402-001 (USB to
RS-4222/485), 10-Pin Friction Lock Wire Crimp. La comunicacion con el
controlador, asi como la programacion de los movimientos, se realizé a través
del software SEM Terminal, que puede descargarse de la empresa Scheider

Electric Motion (http://motion.schneider-electric.com/Imb/lexium-mdrive-

software.php).

Una vez instalado el software, este se configuré atendiendo a las
caracteristicas del actuador seleccionado:

e MDrive/MForce en la columna Product Family.

e Motion Control en la columna Control Type.

Como ya se explicd anteriormente, la comunicacién fisica entre el

ordenador y el propio motor se realizé a través de un convertidor (figura 24).

Desarrollo del programa ejecutable

El programa ejecutable que hace funcionar el motor se cre6 utilizando el
software SEM Terminal. Para ello, se siguieron los siguientes pasos:

1. Se cre6 un nuevo editor de programa: View>New Editor>OK.

2. Una vez creado, se cambi6 el modelo del motor que aparece por defecto
en el software por el modelo MDI empleado en el proyecto. Para ello, en
la parte inferior de la ventana del editor del programa aparece
LMDCM57 donde se escogié el modelo MDI. Seleccionando SET, se
guardaron los cambios.

3. El siguiente paso consistio en crear un nuevo terminal, ventana desde la
cual se ejecuta el programa y se envia al motor: View>New Terminal.

4. Con el nuevo terminal creado, se modificd su configuracion. Para ello, se
abrio la ventana Terminal Settings. Con la ventana abierta, se

modificaron los valores siguientes:
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e Port: COMXX (se debe averiguar a qué puerto COM esta
conectado el motor consultando el Administrador de dispositivos
de Windows, en el caso de utilizar este Sistema Operativo, como
es el caso en este proyecto).

e Baudrate: 9600.

e Line Delay: 60.

e Device: MDI.

Se aplicaron los cambios seleccionando SET.

5. Con la fuente de 12 V alimentando el motor (figura 24), se pulsa en
Port Closed en la ventana del terminal y este pasa a Port Open.

6. Para comprobar que todos los pasos anteriores se han realizado
correctamente, se pulsé Control+C, apareciendo en la pantalla del

terminal el mensaje Copyright 2010 Schneider Electric Motion USA.

Una vez se llevaron a cabo los pasos anteriores y aparecio el mensaje
(Copyright 2010 Schneider Electric Motion USA) en la pantalla del terminal, se
procedié a desarrollar el programa ejecutable en si. A modo de explicacion
sencilla, se expondra a continuacién un programa sencillo y corto, con el que
se definira cada variable y funcién. En el anexo de Programa para la ejecucion
del motor del EMFGS se encuentra el programa entero desarrollado y

empleado en el proyecto.

Una vez establecido el programa desarrollado en el editor, se envi6 al
terminal para ejecutarlo. Para ello, teniendo seleccionada la ventana del
terminal: View>Download>From: PROGRAM.mxt (las casillas Variables o
Programs de la ventana emergente no debian estar seleccionadas). A
continuacion, se seleccioné Download, con lo que se cargd el programa en el

terminal y lo ejecuto.
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Ejemplo de programa ejecutable y explicacion

‘PROGRAMA

PG 100 ‘ El programa empezara en la linea 100.

LB Gl “Nombre del programa “G1” (siempre LETRA + numero).
P=0 ‘ Se determina la posicién inicial o posicion cero.

MR 2140000

H

SL O

H 2000

MR -710000

H

SL 0

H 60000

MA

H

PR P ‘ Muestra en la pantalla del terminal la posicion final.
E ‘ Se finaliza el programa G1.

PG ‘ Se sale del programa G1.

EX G1 ‘ Se ejecuta el programa G1.

El editor permite la ejecucién del propio motor de diferentes formas. La
que se escogié en este proyecto es la de los movimientos relativos (MR) y
absolutos (MA). En el primer caso, el motor se ejecutd haciendo mover el porta-
muestras hasta llegar a la posicion deseada respecto del punto en el que

estaba anteriormente (figura 31).

0
MR 512004»% MR 51200 =
— +
I\ - MR

-153600

Figura 31. Explicacién grafica de los movimientos relativos que permite realizar el motor.
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Por lo que respecta a los movimientos absolutos, el motor movié el
porta-muestras hasta la posicion deseada respecto del punto determinado

como inicial o punto cero (figura 32).

0
MA 51200—-—% MA 102400 —»—
-_— —k -+

|\ -+ MA -51200

Figura 32. Explicacion gréafica de los movimientos absolutos que permite realizar el motor.

Asi pues:

MR 2140000 ‘ ElI motor procederd moviendo el porta-muestras desde la
posicion en la que esta (posicidn inicial en este primer caso) hasta llegar a la
posicion deseada (en este caso, a unos 130 mm aproximadamente).

H ‘ La funcién anterior se llevara a cabo durante el tiempo requerido
hasta completarse (0 en este caso, llegar a los 130 mm desde la posicion
inicial).

SL 0 ‘ Esta funcién determina la velocidad; en este caso, la velocidad
es cero, por lo que el motor estara parado.

H 2000 ‘ La funcion anterior se llevara a cabo durante 2000 ms, es decir,
el motor estara parado durante 2 s.

MR -710000 ‘ El porta-muestras se movera desde la posicion de 130 mm
anterior hasta llegar a los 44 mm respecto de este punto anterior pero en

sentido contrario al movimiento del caso MR 2140000.

H

SL 0

H 60000 ‘ El motor estara parado 60 s (1 min) esta vez en la posicion
anterior.

MA ‘ En este caso, el motor se ejecutara moviendo el porta-muestras

desde donde estd hasta llegar a la posicién absoluta o posicion establecida
como inicial.

‘

H Como en los casos anteriores, el programa se ejecutara
haciendo volver el porta-muestras a la posicion absoluta o inicial durante el

tiempo que lo requiera.
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Es importante destacar que la correspondencia entre los pasos del motor

y el desplazamiento longitudinal del porta-muestras es 0,0158 mm/paso.

Funcionamiento del programa desarrollado para el proyecto

El siguiente paso fue determinar el tiempo de exposicion de las muestras cada
dia. Para ello, se consult6 la bibliografia con tal de realizar un estudio de los

diferentes tiempos empleados en ensayos ya realizados y publicados!!’-122,

Finalmente se optd por un tratamiento de doble estimulaciéon de 20 min
por muestra, estando en reposo 40 min entre las siguientes muestras. Este
tratamiento se repiti6 el mismo dia, con un descanso entre ambos de 2 h,

dejando las muestras en el incubador celular durante este periodo de tiempo.

En el anexo de Programa para la ejecucion del motor del EMFGS se

encuentra el programa entero desarrollado y empleado en el proyecto.

Como ya se ha explicado en puntos anteriores, las muestras se
introdujeron en tubos de microcentrifuga, los cuales se pusieron en el
dispositivo de cultivo (figura 24). Durante los periodos de estimulacién, los
tubos con las muestras se cerraban, con tal de mantener las condiciones de

asepsia.

El programa disefiado llevé a cabo los siguientes pasos por cada tanda

de estimulaciones efectuadas sobre las muestras:

1. El dispositivo de cultivo se situ6 fuera de la zona central de estimulacién
sobre el porta-muestras (figura 18). Es por ello, que el primer
movimiento que realizaba el motor consistia en acercar la primera
muestra (su eje central) al centro de estimulacion.

2. Transcurridos los 20 min de exposicion de la primera muestra, el motor
volvia a conectarse, desplazando la segunda muestra a la zona de
estimulacion.

3. Finalizada la primera estimulacion de la segunda muestra, el motor

volvia a actuar, desplazando esta vez la tercera muestra.
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4. Estimulada la tercera muestra, el dispositivo de cultivo se movia en
sentido contrario, acercando nuevamente la primera muestra al centro
de maxima exposicion electromagnética. Esto permitia empezar la
segunda estimulacién de las muestras.

5. Los pasos 2 al 4 se repetian una vez mas, habiendo una variacion en el
paso 4 de esta segunda estimulacion, en la que el motor se ejecutaba
haciendo que el dispositivo de cultivo volviera a la posicion inicial al
principio del estudio.

6. Los tubos de microcentrifuga se abrian nuevamente en condiciones
estériles, y se guardaban durante 2 h en el incubador celular.

7. Finalmente, los pasos 1 a 5 se repetian una segunda vez el mismo dia.

5.1.4.4. Protocolo de uso

En el anexo de Protocolo de uso del Sistema Generador de campos
electromagnéticos se encuentra el procedimiento de uso del dispositivo
desarrollado. En él se explica detalladamente el modo de encendido/apagado
del generador del campo magnético y de la ejecucion del motor para el

movimiento del porta-muestras.

5.1.5. Listado de riesgos

La tabla 7 expone los principales riesgos para tener en cuenta durante el
manejo y el uso del dispositivo.
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Peligro

Peligro de explosion

Riesgo

Montaje incorrecto de
los condensadores de
estabilizaciéon y

explosion de estos

MATERIAL Y METODOS

Accién

Al ser condensadores electroliticos, es
necesario considerar la polaridad de estos
durante su instalacion. Para evitar posibles
dafios, se recomienda el uso de gafas de

seguridad

Incendio

Sobrecalentamiento
de las bobinas en
ensayos de larga
duraciény

cortocircuito

Se debe monitorizar regularmente que la
temperatura de las bobinas no alcanza
valores excesivamente elevados (inferiores
a 120 — 130 °C, aunque el limite de

aislamiento es de 200 °C)

Contacto eléctrico

Contacto de un
operario/a con un

cable activo

No manipular ningun cable sin desconectar

la alimentacion del sistema

Se recomienda que una Unica persona
utilice el dispositivo a la vez para evitar
contacto con las bobinas encendidas

Corte de un operario/a

Utilizar guantes que protejan de los cortes

al instalar el ) _
Corte ) o _ al realizar operaciones cerca de la chapa
dispositivo de cultivo . _
magnética en la zona de trabajo
en el porta-muestras
No desinstalar las cubiertas de proteccion
Quemadura al tocar ; ; )
Quemadura de las bovinas y evitar tocar la maquina. Se

una bobina

recomienda usar guantes siempre

Atrapamiento

Atrapamiento durante
el movimiento del

motor

No acercarse a la maquina cuando se
encuentre en funcionamiento, y no
manipular el dispositivo sin desconectar la

alimentacion de la maquina

Dafo sobre la

Bloqueo del motor al

intentar movimientos

Durante la programacion, tener en cuenta

la posicién de partida del elemento porta-

maquina :

gue superen la guia muestras

) Evitar acercarse a la zona con elementos
Atrapamiento de o
) . metalicos que puedan provocar
piezas metalicas ] ]
atrapamientos o accidentes

Campos Riesgo de

electromagnéticos

interferencia
magnética en
personas con

marcapasos

Se recomienda no usar el dispositivo a

personas con marcapasos

Tabla 7. Riesgos del Sistema Generador de campos magnéticos.
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5.1.6. Validacion del campo electromagnético generado

Con tal de verificar el dispositivo generador de EMF y los célculos analiticos
realizados para elaborar el mismo, se tomaron en paralelo una serie de
medidas. Por una parte, se empledé un gausimetro ETM-1 + THS7025-10
(Metrolab Technology S.A., Suiza) con sonda R-0050 + R-005; por otra, se
emple6 un gausimetro con sonda incorporada modelo 4048CE (FW Bell, USA).
Por lo que respecta al gausimetro Metrolab, se tomaron las medidas de la zona
central entre ambos pares de bobinas y también se midié la disipacion del
campo electromagnético hacia el exterior del dispositivo. Por otra parte, con el
gausimetro de Bell se siguio el esquema de la figura 33, tomandose 3 medidas
por cada punto analizado (superior, centro e inferior) y realizandose la media

entre los valores.

\ABC/
111
222
333
. 4 4 4 _
Bobinas 55 5 Bobinas
maodulo 1 6 6 6 médulo 2
777
888
999

AN
S/

Figura 33. Esquema seguido para la toma de medidas con el gausimetro de Bell.

5.2. Determinacion de los estudios temporales de exposicion al EMF

Antes de exponer las muestras a los campos electromagnéticos, el primer paso
fue determinar los tiempos de esta exposicion. Para ello, se realizé una curva
de expresion génica a partir del cultivo de células madre de pulpa dental en
medio de diferenciacion condrogénica, a diferentes tiempos. Esta curva
determind los puntos mas significativos en los que la diferenciaciéon
condrogénica se hace importante. Asi pues, estos se convirtieron en puntos

temporales de estudio de la exposicion electromagnética.
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En primer lugar, se realizaron microtejidos para los diferentes tiempos
analizados, siguiendo el protocolo detallado en un apartado posterior: tiempo
inicial (sin medio de diferenciacion condrogénica), 1, 6,24y 72 h,y 7 y 14 dias.

Se analizaron 3 microtejidos por cada tiempo experimental.

El tercer dia de formacion del microtejido celular se considerd tiempo
inicial (t = 0). Una tanda de 3 microtejidos a este tiempo, tomados como control,
se procesaron para la extraccion de ARN. Por lo que respecta a las otras
muestras, se retir6 el medio de cultivo y se afiadi6 medio de diferenciacion
condrogénica. EI medio de diferenciacion se cambié cada 2-3 dias en las
muestras requeridas. Pasadas las horas y dias establecidas por tiempo

experimental, las muestras se procesaron para la extraccion de ARN.

Después del analisis de la expresion génica de estas muestras, se
determinaron 2 tiempos diferentes para la exposicion de las muestras de
estudio al campo electromagnético, que fueron 72 h'y 14 dias.

5.3. Estudio de la viabilidad de hDPSC expuestas al EMF

Una vez puesto a punto el sistema generador de EMF, el primer punto consistio
en estudiar la afectacion de estos campos electromagnéticos en la viabilidad de

las células empleadas.

Asi pues, se elaboraron microtejidos de células pulpares siguiendo el
protocolo que se explicard en un punto posterior, y se expusieron a los EMF. El
protocolo de tratamiento empleado fue de campos electromagnéticos de
245 mT en 2 exposiciones de 20 min, con descanso de 40 min entre ambas, y
repeticion de estos pasos una segunda vez al dia, con un descanso en el
incubador celular de 2 h entre ambos tratamientos. Todo ello se llevé a cabo

durante 72 h (3 sesiones).

Por lo que respecta a las muestras, se elaboraron 3 por cada condicién,
siendo las condiciones las expuestas en la tabla 8, manteniéndose las células

en medio de proliferacion.
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Muestras Condicion

A Exposicion al tratamiento de EMF

B Sin exposicién, fuera del incubador celular a 37 °C

C Sin exposicion, fuera del incubador a temperatura ambiente
D Sin exposicion, dentro del incubador celular

Tabla 8. Listado de muestras elaboradas para este estudio de viabilidad de hDPSC expuestas
al campo electromagnético empleado.

Durante el tratamiento de exposicion electromagnética, los tubos de
microcentrifuga de todos los grupos de muestras se mantuvieron cerrados, y
cuando el tratamiento de exposicion hubo acabado, y en el caso de las
muestras A-C volvian al incubador celular, estos tubos se abrian para facilitar el

reequilibrio de CO:2 hasta el siguiente periodo de exposicion.

Una vez terminaron los 3 dias de tratamiento, se estudio la viabilidad
celular, mediante el ensayo de citotoxicidad MTS (Promega). Los microtejidos
se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 min a 4 °C y se resuspendieron en
100 uL de medio de cultivo sin rojo fenol (Gibco). Se transfirieron a una placa
de cultivo de 96 pocillos y se incubaron con 20 uL de la solucién reactiva de
MTS durante 2 h a 37 °C en oscuridad. Finalmente, la placa de cultivo se llevo
al lector Victor X3 2030 Multilabel Reader (PekinElmer) y se leyo la
absorbancia a 490 nm.

El valor obtenido de absorbancia se determind como directamente
proporcional al nimero de células en la muestra analizada. El grupo de

muestras D se tomo6 como referencia o control absoluto (viabilidad del 100 %).
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6. Elaboracion de las particulas electromagnéticas

Una novedad que aporta este trabajo de Tesis Doctoral es la exposicion de
microtejidos a campos electromagnéticos con tal de recrear un entorno
fisiolégico para las células. En este entorno se intentaron recrear las fuerzas
que reciben las células condrales en el cartilago articular de la rodilla durante el
movimiento de la persona. La hipoétesis de trabajo es que esta estimulacion
electromagnética de las células induce la diferenciacion condrogénica de las

mismas.

Como se ha comentado anteriormente, la recreacion de estas fuerzas
dinamicas sobre los microtejidos necesitd del empleo de particulas
electromagnéticas que se desplazaran hacia las células creando presiones
sobre estas. Este desplazamiento se logro al exponer el conjunto de células y

particulas a los EMF.

En el disefio del EMFGS se tuvo en cuenta esta consideracion, y es por
ello que se incorporaron dos pares de bobinas que se encendian de forma
alternante. Esto permitié que las particulas se desplazaran hacia cada par de
bobinas cada 3 s. De manera simplificada, se esquematiza en la figura 34.

Figura 34. Esquema del movimiento de las particulas electromagnéticas al verse sometidas a
los EMF; A: activacion del par derecho, y B: activacién del izquierdo.
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Las particulas electromagnéticas empleadas estaban constituidas por
una parte polimérica, que constituyo la estructura de la particula, y otra parte

metalica, la cual era susceptible a los campos electromagnéticos.

Asi pues, el protocolo que se empleé para la elaboracion de las
particulas electromagnéticas fue el establecido por Vikingsson et al. (2016) y
Clara-Trujillo et al. (2019). Este protocolo se basoé en el principio de emulsion-

evaporaciont?8129,

Por una parte, la fase organica no acuosa empleada consistié en una
disolucion de é&cido poli(L-lactico) (PLLA, por sus siglas en inglés) (Sigma-
Aldrich) en cloroformo (Scharlab, Espafia) al 2 %. Esta fase contenia la parte
férrica, que fueron nanoparticulas de ferrita EMG330 (Ferrotec Ferrofluids,
EE.UU.), cuyo didmetro nominal era de 10 nm. La concentracion de la ferrita
fue de 5 % en volumen respecto a la masa de PLLA (figura 35A).

Figura 35. A: fase orgénica elaborada con PLLA y nanoparticulas de ferrita disueltas en
cloroformo, y B: cabina de extraccidn de gases donde se realizan las manipulaciones.

El proceso de carga de la disolucion con las nanoparticulas férricas se
llevé a cabo en una cabina hermética de metacrilato, con tal de asegurar que
no se producian escapes de nanoparticulas al ambiente (figura 35B). Todo el
proceso de fabricacion se llevd a cabo bajo campana de extraccion y
acondicionando la zona con papel himedo para favorecer que posibles restos
de nanoparticulas se pegaran a él; ademas, se trabajé en todo momento con

mascara adaptada para trabajos con particulas.

La fase acuosa o emulsificante fue una solucion poli(vinil-alcohol) (PVA)

(Sigma-Aldrich) al 4 % en agua desionizada.
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Una vez homogeneizadas las disoluciones, se obtuvieron las particulas.
Para ello, se procedié al montaje del equipo de agitacion por emulsion (lka
Eurostar, Deutschland) y de la bomba de inyeccién de disoluciones Syringe-
Pump NE-1000 (New Era Pump Systems Inc., USA). Dicha instalacién se
puede observar en la figura 36A.

Para este estudio se prepararon 20 mL de la solucién orgénica con las
particulas. Esta mezcla se afadié gota a gota a 200 mL de fase acuosa, en
constante agitacion a 750 rpm en el momento del goteo. Para este proceso se

empled la bomba de inyeccion a un flujo de 1 mL/min (figura 36B).

Figura 36. Montaje del sistema e inyeccion de la fase organica en la solucién acuosa para la
formacioén de las microesferas con particulas férricas. A: bomba de inyeccién y agitador, y B:
inyeccién de la fase organica en la solucién acuosa de PVA, donde se observa una gota de la
de PLLA + particulas férricas a punto de caer en la fase acuosa.

Una vez goteada toda la disolucién organica, se afiadieron 150 mL de
agua desionizada a fin de favorecer la evaporacion del PVA. La mezcla
permanecio durante 24 h a temperatura ambiente y en agitacion constante a la
misma velocidad indicada anteriormente.

Pasado este tiempo, las microesferas de PLLA con ferrita se sometieron
a 4 lavados consecutivos con agua desionizada en agitador de vaivén.
Finalmente, las particulas férricas se resuspendieron en etanol puro y se
tamizaron para descartar aquéllas de didmetro superior a 70 um. Se dejaron
sedimentar, se sustituyé el etanol por agua desionizada y, finalmente, esta se
retird.

El siguiente paso fue congelar las particulas para poder liofilizarlas. Se
realizO un proceso de congelacion por fases, evitando de esta manera la
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aglomeracion de las microesferas. Asi pues, las particulas se depositaron en
una placa Petri de 60 mm de diametro, se congelaron a -20 °C durante 2 hy a
continuacion se mantuvieron durante 16 h a -80 °C. Posteriormente se
liofilizaron durante 48 h para eliminar restos de agua, empleando la liofilizadora
LyoQuest 85 (Telstar, Espafia).

Una vez las particulas férricas se liofilizaron, se trasladaron a una nueva
placa Petri; aquellas adheridas al recipiente inicial se rascaron cuidadosamente

utilizando una espatula metélica.

Debido a que las particulas férricas se iban a utilizar en un ambiente
estéril, se esterilizaron mediante irradiaciéon con luz ultravioleta durante 2 h.
Tras ello se lavaron 3 veces con PBS estéril. Finalmente, se resuspendieron en

PBS a una concentracion de 10 mg/mL.

6.1. Determinacion de la densidad de particulas por muestra

Con el fin de determinar la densidad de particulas férricas que se emplearian
en las muestras, se realiz6 un estudio preliminar empleando diferentes
concentraciones de microesferas. Para ello, se elaboraron 3 microtejidos
siguiendo la metodologia descrita en el siguiente apartado. A los 3 dias de
cultivo (tiempo inicial de exposicién), se afiadieron las particulas férricas. Las
concentraciones por muestra fueron: 2 mg, 1 mg y 200 pg. Una vez las
particulas sedimentaron, se retir6 el sobrenadante y se afiadié nuevo medio de

cultivo. Tras ello, las muestras se expusieron al EMF.

El tratamiento empleado para este estudio previo fue de 20 min de
exposicién por muestra, seguido de 40 min de reposo. Esto se repitid una
segunda vez a continuacion.

La evaluacion de la densidad de particulas a emplear finalmente en las

muestras se llevé a cabo visualmente. Los parametros analizados fueron:
e Movimiento de las particulas férricas
e Deformabilidad del microtejido durante el movimiento de las particulas
e Rotura del microtejido

e Reformacion del microtejido en caso de rotura
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7. Elaboracion de microtejidos para la exposicion

electromagnética-mecanica

Finalmente, el tercer bloque del trabajo de esta Tesis Doctoral consistio en
exponer una serie de muestras al campo electromagnético generado por el
dispositivo, para determinar el efecto de esta estimulacién sobre la capacidad
de diferenciacion condrogénica de las células madre de pulpa dental. Ademas,
también se estudié el efecto generado por las presiones que recibian las
células en cultivo por parte de particulas magnéticas en presencia de dicho

campo electromagnético.

En estos estudios también se elaboraron microtejidos, aunque siguiendo

un procedimiento diferente al del punto 3.

En este caso, las células pulpares, una vez despegadas de la superficie
de cultivo, se contaron y se resuspendieron 6x10° células en 300 uL de medio
de cultivo. Esta suspension celular se introdujo en un tubo de microcentrifuga
de 500 pL, y se centrifugé a 1.500 rpm a 4 °C durante 5 min, lo que permitid
sedimentar las células en el fondo del tubo. Las muestras se dejaron dentro del
incubador celular durante 3 dias en su propio medio de cultivo, con el fin de

favorecer que contactaran entre ellas y formaran un microtejido.

Pasado este tiempo (t = 0), se sustituydé el medio de cultivo de las
muestras por medio de diferenciacién condrogénica y se expusieron al EMFGS.

En el caso de las muestras en presencia de particulas magnéticas
(estimulacion electromagneto-mecanica), estas se elaboraron siguiendo el
protocolo anterior; a los 3 dias de formacion del microtejido, se afiadié 1 mg de
particulas a cada muestra y se permitié que sedimentasen durante 5 min dentro
de la campana de flujo laminar. A continuacion, se sustituy6 el medio de cultivo
por medio de diferenciacion condrogénica y se iniciaron los tratamientos de
estimulacion, explicados en los apartados siguientes. En la figura 37 se

observa en la zona central un microtejido rodeado por particulas magnéticas.

Los medios de cultivo se sustituyeron cada 2-3 dias en las muestras de

mas de 72 h de tratamiento.
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Figura 37. Formacién de un microtejido (flecha negra) rodeado de particulas magnéticas (flecha
blanca).

7.1. Estudio de la estimulacion electromagneto-mecanica durante 72 h
y 14 dias

En primer lugar, las muestras se estimularon electromagnética y magneto-
mecanicamente microtejidos de células pulpares durante 72 h, otros durante
72 h con un cultivo posterior en medio de diferenciacion de 11 dias, y
finalmente otra tanda de microtejidos durante 14 dias. Estos tiempos de
estimulacion fueron los establecidos en el punto 5.2. Asi pues, se elaboraron
3 microtejidos por cada condicion de estudio, siendo las muestras
A: estimulacion electromagnética de 72 h, B: estimulacion electromagneto-
mecénica de 72 h, C: estimulacion electromagnética de 72 h + cultivo posterior
de 11 dias, D: estimulacién electromagneto-mecanica de 72 h + cultivo
posterior de 11 dias, H: estimulacion electromagnética de 14 dias e

I: estimulacion electromagneto-mecéanica de 14 dias.

Con este disefio experimental se pretendié determinar, primero, la
afectaciébn de estos tratamientos en la diferenciacion condrogénica de las
células empleadas. Y, segundo, la diferencia entre los tratamientos usados, es
decir, si la estimulacion electromagneto-mecanica favorecia la diferenciacion

condrogénica en comparacion con la estimulacion electromagnética sola.
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Una vez terminaron los tratamientos descritos se extrajo el ARN total de

las muestras, siguiendo el procedimiento descrito en un apartado posterior.

Se establecieron como muestras control aquellas que no habian sido
sometidas a ninguna estimulacion ni cultivadas una vez generado el
microtejido, ello es, microtejidos a tiempo cero del estudio. Asi pues, los valores
de expresidn génica relativa se obtuvieron al compararlos con los valores

obtenidos en las muestras a t=0 (muestras O).

Ademas, también se elaboraron microtejidos a modo de control, sin
particulas magnéticas en este caso, de cada estudio de estimulacién. Asi pues,
se dejaron en el incubador celular 3 microtejidos durante todos los estudios de

estimulacién, siendo las muestras J: cultivo de 72 h y K: cultivo de 14 dias.

7.2. Estudio morfolégico de microtejidos estimulados 72 h con posterior

cultivo

Este estudio final del trabajo consisti6 en estimular electromagneto-
mecanicamente microtejidos de células pulpares durante 72 h y cultivar
posteriormente estas muestras durante 14, 28 y 42 dias en medio de
diferenciacion condrogénica. Con ello, se pretendié analizar la sintesis de
proteinas y proteoglicanos y su secrecion a la matriz extracelular formada por
el microtejido en si. Este andlisis se llevd a cabo mediante técnicas
histol6gicas, como es la tincion con H-E, y por inmunofluorescencia, siguiendo

los protocolos establecidos en el punto 4.

Asi pues, cabe destacar que, al término del dltimo tratamiento de
estimulacién, todos los microtejidos se trasladaron a pocillos de agarosa. Para
ello, los tubos de microcentrifuga con las muestras en ellos se centrifugaron
durante 10 s a 1.500 rpm y se retiré el medio de cultivo. El sedimento celular se
resuspendié en 10 puL de nuevo medio de diferenciacién y se trasladdé a un
pocillo realizado en un bloque de agarosa al 3 %, siguiendo la metodologia

descrita en el punto 3.

Se elaboraron 3 microtejidos para cada condicion, siendo las muestras

E: estimulacién de 72 h + cultivo posterior de 14 dias, F: estimulacion de 72 h +
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cultivo posterior de 28 dias y G: estimulacion de 72 h + cultivo posterior de 42
dias. Ademas, a modo de control se elaboraron otros microtejidos que
estuvieron en el incubador celular durante todo el estudio. Como en el caso
anterior, también se elaboraron 3 microtejidos por cada condicidn, siendo las
muestras L: cultivo de 72 h + 14 dias, M: cultivo de 72 h + 28 dias y N: cultivo
de 72 h + 42 dias.

Una vez alcanzado el tiempo final de cada estudio, las muestras se
incluyeron en parafina siguiendo el procedimiento descrito en el punto 4, y se
realizd el estudio morfologico a partir de la tincibn con H-E y la

inmunodeteccion de las proteinas y proteoglicano analizados.

7.3. Listado final de muestras elaboradas para los estudios

A - + 3 -
B + + 3 -
C - + 3 11
D + + 3 11
E + + 3 14
F + + 3 28
G + + 3 42
H - + 14 -

| + + 14 3
J - - 3 -
K - - 14 -
L - - 3 14
M - - 3 28
N - - 3 42
(0] - - 0 -

Tabla 9. Listado de las muestras con las diferentes condiciones estudiadas en los tratamientos
de estimulacion electromagneto-mecanica.
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8. Caracterizacion de la expresion génica

8.1. Extraccion de ARN total

Una vez finalizados los cultivos y/o tratamientos descritos, se retird el medio de
cultivo de las muestras. Sin lavar, se afiadieron 500 pL del reactivo lisador
Trizol LS Reagent (Ambion, EE.UU.), el cual lisa las membranas celulares y

solubiliza los componentes celulares.

8.1.1. Separacion de fases

En primer lugar, se llevo a cabo una separacion de fases de la solucion celular.
Para ello, se afadieron 100 pL de diclorometano (Sigma-Aldrich), se
homogeneiz6 la mezcla y se dejé reposar a temperatura ambiente durante
5 min. A continuacién, se centrifugd la muestra a 1,2x104 g durante 15 min, a
4 °C. Este proceso ayuda a separar en 3 fases el extracto celular, como se

esquematiza en la figura 38.

Fase acuosa: ARN
Fase intermedia: ADN

Fase organica: fenol,
diclorometano, etc.

Figura 38. Representacion esquemdtica de las 3 fases obtenidas en el proceso de extraccion
de ARN.

Finalmente, se transfiri6 la parte acuosa a un nuevo tubo de

microcentrifuga. Es en esta fase donde se encuentra el ARN de la muestra.
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8.1.2. Precipitado del ARN

El siguiente paso fue precipitar el ARN. Para ello, se afladié 1 yL de glucégeno
a la concentracion de 10 pg/mL para favorecer la precipitacion del ARN. Tras
ello se afadieron 250 uL de isopropanol (Sigma-Aldrich) y se homogeneizo la
solucion. La muestra se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min y
posteriormente otros 15 min a -80 °C. Finalmente, se centrifugé a 12.000 g
durante 10 min, a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante, obteniendo un precipitado
con el ARN de la muestra.

8.1.3. Lavado del ARN y conservacion

El dltimo paso consistid en realizar diversos lavados al precipitado de ARN
obtenido en el paso anterior. Para ello, se resuspendi6 el precipitado en 500 pL
de etanol al 75 % en agua, estéril o doblemente autoclavada. Se homogeneiz6
y se centrifug6 a 7,5x10% G durante 5 min, a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y

se afiadio nuevo etanol, repitiendo el paso anterior.

Una vez retirado el nuevo etanol, se dejo evaporar a 40 °C durante
10 min. Finalmente, el precipitado de ARN se resuspendié en 30 uL de agua,
estéril o doblemente autoclavada. La disolucién de ARN se mantuvo a -80 °C
hasta su uso.

8.1.4. Cuantificacion del ARN total

Para determinar la cantidad de ARN que habia en la muestra, se empleé el
dispositivo NanoDrop One (Thermo Scientific, EE.UU.). Este dispositivo
determina la concentracion de ARN (ng/uL). Ademas, muestra la pureza del
ARN a partir de la relacién entre las absorbancias de la muestra a 260 nm y

280 nm; valores cercanos a 2 indican que el ARN es puro.

Primero, se lavaron los cabezales del NanoDrop con agua estéril y, tras

ello, se calibré el sistema utilizando un blanco, en este caso agua estéril a 4 °C.

95



MATERIAL Y METODOS

Una vez registrada la medida base, se procedid a cuantificar las
muestras, introduciendo 1 pL de la disoluciéon de ARN. Durante todo el proceso

de cuantificacion, las muestras se mantuvieron a 4 °C.

8.2. Retrotranscripcion (RT-PCR)

La retrotranscripcion, o transcripcion inversa, consiste en el paso de ARNm a
ADNCc. Este fue el paso previo a la cuantificacion de la expresion de los

diferentes genes estudiados.

El primer paso fue determinar la concentracion final de ADNc que se

necesitaba en el estudio. Se determiné utilizar una concentracion de 4 ng/uL.

Se opto por preparar un volumen final de muestra de 120 ng de ADNc en
30 yuL. En la siguiente tabla se muestra el volumen de ARN de la muestra
utilizado y de los reactivos empleados, siguiendo las recomendaciones de la

empresa distribuidora de los mismos (tabla 10).

Reactivos Volumen (uL) ‘
120 ng
Muestra de ARN (depende de la cuantificacion

de ARN total en la muestra)

(34,8 - volumen de muestra

Agua estéril o doblemente autoclavada
de ARN tomada)

Tampon RT (Applied Biosystems) 3
Random primers (Applied Biosystems) 3
dNTPs (Applied Biosystems) 1,2
Inhibidor de ARNasas (Applied 15
Biosystems)

Transcriptasa inversa (Applied 15

Biosystems)

Tabla 10. Volumenes de muestra y reactivos empleados para la RT-PCR.
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Una vez realizada la mezcla de muestra y reactivos, se llevo a cabo la
PCR en un termociclador 2720 (Applied Biosystems). El protocolo empleado se
muestra en la tabla 11, siguiendo las recomendaciones de la empresa

distribuidora.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo (min) 10 120 5 o0

Tabla 11. Temperatura y tiempo seguidos en cada paso de la PCR.

Finalizada la retrotranscripcion, las muestras se guardaron a -20°C

hasta su posterior uso.

8.3. PCR cuantitativa (QPCR) a tiempo real

La PCR cuantitativa, PCR a tiempo real o gPCR es una técnica variante de la
PCR convencional, en la que se amplifica y cuantifica simultaneamente de
manera absoluta el producto de la amplificacién, en este caso de ADNc. Para
ello, se utilizan 2 cebadores y una mezcla compuesta por dNTPs, un tampén de
reaccion y una polimerasa de ADN termoestable. A este conjunto se le afiade
una sonda marcada con un fluorocromo, permitiendo medir la tasa de

generacion del producto.

Asi pues, se realiz6 una mezcla de la muestra de ADNc con una mezcla
de reactivos para la qPCR. En la siguiente tabla se muestran los volumenes de
cada elemento (tabla 12), siguiendo las consideraciones de la empresa
comercial. Se prepararon 10 pL de cada muestra para cada gen a analizar, y se

dispusieron en placas de 384 pocillos.
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Reactivos Volumen (pL)

Muestra de ADNc 1

Agua estéril o doblemente autoclavada 3,5

Gene Expression MasterMix (dNTPs, tamp6n de reaccién,
polimerasa de ADN termoestable y sonda marcada con 5

fluorocromo) (Applied Biosystems)

Cebadores (Applied Biosystems) 0,5

Tabla 12. Volimenes de muestra y reactivos empleados para la PCR cuantitativa.

A continuacion, se realiz6 la PCR cuantitativa utilizando un termociclador
QuantStudio 5 (Applied Biosystems). El protocolo utilizado en este caso fue el
indicado por la empresa distribuidora de los reactivos, segun se indica en la
tabla 13. El programa informatico que se empled para llevar a cabo esta PCR
fue el QuantStudio Design & Analysis (Applied Biosystems).

Paso 3 (x 40 ciclos)

Temperatura (°C) 50 95 95 60

Tiempo 2 min 10 min 15s 1 min

Tabla 13. Temperatura y tiempo seguidos en cada paso de la gPCR.

Una vez termind la gPCR, los datos se analizaron con el programa
informatico  ExpressionSuite v1.1 (ThermoFisher Scientific, EE.UU.).
Finalmente, los datos obtenidos se representaron con el programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, EE.UU.).

8.3.1. Genes analizados

A continuacion, se enumeraran todos los genes analizados en este trabajo de
Tesis Doctoral, junto con una breve explicacion de su significado e importancia

para el estudio (tabla 14).
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Gen Significancia
G Agrecano. Es el gen encargado de la formacion del proteoglicano agrecano
gue se encuentra en la matriz extracelular condral
Cadena 1a del colageno tipo I. Es el gen encargado de la formaciéon de una de
COL1A1 las cadenas del tipo de colageno caracteristico del cartilago fibroso, de la
dermis, del hueso y de los ligamentos, entre otros tejidos
eI Cadena 1a del colageno tipo Il. Es el gen encargado de la formacién de una
de las cadenas del tipo de colageno caracteristico del cartilago hialino
Cadena 1a del colageno tipo X. Es el gen encargado de la formacién de una
COL10AL de las cadenas del tipo de colageno tipico de los condrocitos hipertréficos
Factor 1a de induccion de hipoxia. Regula la respuesta homeostatica celular y
HIF1A sistémica en condiciones de hipoxia. Se analiz6 debido a que los condrocitos
en estado fisiolégico trabajan en estado de hipoxia continuada
SOX9 Factor de transcripcién SRY 9. Es un gen fundamental en el proceso de la
diferenciacion de los condrocitos
VIR Factor a del crecimiento endotelial vascular. Es una proteina relacionada con
el crecimiento de vasos sanguineos en los tejidos
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Es un gen relacionado en el
GAPDH metabolismo celular

Se tomé como control interno (o housekeeping)

Tabla 14. Listado de genes con su significancia.

8.4. Analisis bioestadistico mediante R

Una vez obtenidos los resultados mediante las técnicas de biologia molecular,

se procedid a su analisis estadistico. La finalidad era determinar si las

diferencias observadas en la expresion de los diferentes genes analizados eran

estadisticamente significativas. Este estudio se realiz6 mediante el lenguaje de

programacién R. En Anexos se presentaran las lineas de programacion

desarrolladas para tal efecto.

En primer lugar, fue imprescindible determinar de qué tipo son las

variables de las que se dispuso en el estudio; esto permite escoger qué prueba

estadistica se debe realizar. A continuacion, se expone en la tabla 15 el listado

de variables por estudio realizado, especificando el tipo (cualitativa o

cuantitativa) de cada una de ellas.
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Estudios Variable 1 Variable 2 Variable 3
exposicion EMF (cualitativa) _ (cuantitativa)
Estimulacion Tiempo Tratamiento Expresion génica
EMFmicrotejidos (cualitativa) (cualitativa) (cuantitativa)

Tabla 15. Determinacién de variables por estudio realizado y analizado mediante expresién

génica.

En el primer caso (Determinacién tiempos EMF), el estudio contemplé
una variable cualitativa y otra cuantitativa. Por ello, se opt6 por llevar a cabo un
ANOVA one-way. En el segundo caso (Estimulacion EMF microtejidos), el
estudio estuvo compuesto por dos variables cualitativas y una cuantitativa, por

lo que se realizé un ANOVA two-way.

Cabe destacar que el anova (o0 analisis de varianza) permite estudiar el
comportamiento de la varianza de los datos obtenidos, evaluando el efecto de
los tratamientos (variables cualitativas en este caso) en la variabilidad de la
variable respuesta (expresién relativa de los genes analizados; variable

cuantitativa).

Para realizar la prueba del ANOVA, los datos que se analizan deben
cumplir 2 requisitos previos: normalidad de los datos y homogeneidad de
varianzas u homocedasticidad. Por un lado, la normalidad de datos se analizé
mediante la prueba o test de Shapiro, en el que si el valor de p obtenido por
cada gen era mayor a 0,05 no se rechazaba la hipotesis nula (HO: normalidad
de los datos). Por otro lado, la homocedasticidad se analizdo mediante el test de
Bartlett, en el caso del ANOVA one-way, o de Levene, para el ANOVA two-way;
si el valor de p obtenido de todo el conjunto de datos de la expresion relativa de
los genes estudiados era mayor a 0,05 no se rechazaba la hipétesis nula

(HO: homogeneidad de varianzas).

Si ambas condiciones se cumplian se podia realizar la prueba del

ANOVA por cada gen estudiado.
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En el caso del ANOVA one-way, el valor F obtenido debia ser mayor al
valor de distribucion F (valor de F normalizado), con lo que se rechazaba la
hipoétesis nula (HO: igualdad de medias). A continuacion, se validaron los datos
obtenidos mediante el andlisis de normalidad y homocedasticidad de los
residuos, siguiendo el mismo protocolo expuesto anteriormente. En el caso de
que para los residuos se cumplieran ambos requisitos, se realizo la prueba de
Tukey para cada gen; esta prueba permite hacer comparaciones multiples de
las medias de cada grupo de muestras, teniendo un control de la tasa de error
por grupo. Asi pues, aquellos valores de p obtenidos inferiores a 0,05
mostraron una diferencia estadisticamente significativa en la comparacion
realizada entre los dos grupos de muestras, es decir, se rechaza la hipotesis

nula (HO: igualdad de medias).

Para el caso del ANOVA two-way, se observo la significancia del valor p
obtenido (valor de p inferior a 0,05). A continuacién, se analizaron las
varianzas, donde si el valor p obtenido era mayor a 0,05 se determiné que al
menos una de las diferencias entre las medias de los valores era significativa.
Para los diferentes genes de estas muestras se estudi®6 mediante la
comparacion multiple de la prueba de Emmeans si la diferencia de medias
entre dos muestras era estadisticamente significativa (valor de p inferior
a 0,05).

Finalmente, de no cumplirse las condiciones del ANOVA one-way, se
realizé la prueba de Kruskal para dichos datos. Si el valor de x? que devolvio la
prueba por cada gen era mayor al valor de x? normalizado, se rechaz6 la
hipotesis nula (HO: igualdad de medias), por lo que, a continuacion, se llevo a
cabo el test post-hoc de Kruskal-Nemenyi, el cual tiene la misma funcion que la
prueba de Tukey. Asi pues, aquellos valores de p obtenidos inferiores a 0,05
mostraron una diferencia estadisticamente significativa en la comparacion
realizada entre los dos grupos de muestras, es decir, se rechaza la hipétesis

nula (HO: igualdad de medias).

Si las condiciones para realizar el ANOVA two-way no se cumplian se

procedié a realizar igualmente este estudio de analisis de varianza. Si el valor
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de p para cada gen y variable era significativo (valor de p inferior a 0,05), se
realizo de igual manera un test de Emmeans para cada gen teniendo en cuenta
cada variable cualitativa por separado; valores de p inferiores a 0,05
significaron que al menos uno de los grupos de muestras presentaba
diferencias estadisticamente significativas en la media muestral con respecto a

otra del mismo grupo.

A continuacion, se muestran dos figuras (figura 39 y 40) en las que se
representa de manera esquematica todo el proceso de analisis estadistico
desarrollado para los dos estudios de biologia molecular realizados.

Estudio: determinacién de tiempos de EMFs

Condiciones del ANOVA one-way:

Normalidad de datos Homocedasticidad
(Test de Shapiro) (Test de Bartlett)

N4

¢, Se cumplen ambas condiciones?

Si No
ANOVA one-way Test de Kruskal
¢valor F > valor F normalizado? ¢valor x2 > valor X2 normalizado?
Si Si
Validacion ANOVA one-way: Test de Kruskal-Nemenyi

Normalidad de residuos  Homocedasticidad
(Test de Shapiro) (Test de Bartlett)

Ny

¢ Se cumplen ambas condiciones?

Si

Test de Tukey

Figura 39. Analisis bioestadistico del estudio “Determinacién tiempos exposicion EMF”.

102



MATERIAL Y METODOS

Estudio: estimulacién microtejidos

Condiciones del ANOVA two-way:

Normalidad de datos Homocedasticidad
(Test de Shapiro) (Test de Levene)

N\

¢, Se cumplen ambas condiciones?

Si No
ANOVA two-way ANOVA two-way
Analisis de varianza: significancias ¢Hay significancia?
¢Se cumple? Si
Si

Test de Emmeans

(por variable cualitativa)
Test de Emmeans

Figura 40. Andlisis bioestadistico del estudio “Estimulacién EMF microtejidos”.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo de Tesis Doctoral esta organizado en 3 bloques, por lo que los
resultados de cada uno de ellos se presentaran a continuacion por separado,

con su correspondiente discusion a continuacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudio preliminar de la proliferacion y viabilidad celular

En este trabajo se emplearon dos tipos diferentes de células madre
mesenquimales, como son las células madre de tejido adiposo humano
(hADSC) y las de pulpa dental humana (hDPSC).

En primera instancia, se realizé un estudio preliminar de la viabilidad de
ambos tipos celulares, con tal de determinar tiempos de expansion y cultivo

celular, para el disefio de estudios posteriores.

1.1. Células mesenquimales de tejido adiposo humano (hADSC)

En primer lugar, se descongelaron células madre de tejido adiposo, en
diferentes pases (4-5), y se sembraron en frascos de cultivo de 75 cm? con
medio de proliferacion. Después de diferentes dias de cultivo, las células se
despegaron del frasco siguiendo la metodologia descrita en Material y
Métodos. Estas células se contaron en el hemocitometro automatico,

determinando la cantidad de células y la viabilidad celular.

0,5 x 10°¢ 5 2,9 x 106 72
‘ 0,5 x 10¢ 6 1,8 x 108 81
0,5 x 10°¢ 6 1,2 x 108 76
> 0,5 x 10¢ 8 1,3x 108 89

Tabla 16. Siembra de hADSC, cultivadas durante varios dias y determinacion de la viabilidad
celular.

La tabla 16 muestra que células en pase 4 llegaron a crecer entre 4 y
6 veces en numero respecto a las sembradas inicialmente, mientras que en
pase 5 esta multiplicacién celular decay6 en 2 a los 6 dias de cultivo y crecio
minimamente a los 8 dias, posiblemente debido al envejecimiento celular. En

ambos pases celulares, la viabilidad se encontré entorno al 80 %.
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1.2. Células mesenquimales de pupa dental humana (hDPSC)

A continuacién, se repitio este estudio con células madre de pulpa dental
humana. Se sigui®6 el mismo procedimiento que en el punto anterior,

sembrando células en pases 3 a 6.

3 0,5 x 10°© 5 2,1 x 108 98
4 0,5 x 10¢© 6 4,8 x 10° 90
0,5 x 10°© 7 5,2 x 108 96
0,5 x 10¢© 5 3,3 x 10¢ 91
> 0,5 x 10°© 7 5,5 x 10°© 94
6 0,5 x 106 8 5,5 x 10°¢ 96

Tabla 17. Siembra de hDPSC, cultivadas durante varios dias y determinacion de la viabilidad
celular.

Como se observa en la tabla 17, células en pase 3 cuatriplicaron su
namero a los 5 dias de cultivo. En un pase superior, 4, llegaron a multiplicar su
ndamero por 10 a la semana de cultivo. En pase 5, a los 5 dias de cultivo las
células se multiplicaron por 6, mientras que, a la semana, estas mismas células
alcanzaron valores de 10 veces el valor de siembra. Finalmente, las células
pulpares en pase 6 también sobrepasaron el valor de 10 veces el nUmero de
siembra celular a los 8 dias de cultivo. En todos los casos, en este estudio la
viabilidad de las células pulpares en cultivo fue superior al 90 %.

Considerando los anteriores resultados, se optd por utilizar las células

hDPSC para los siguientes experimentos de este trabajo de Tesis Doctoral.
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1. Estudio preliminar de la viabilidad celular

En este trabajo se emplearon dos tipos diferentes de células madre
mesenquimales, como son las células madre de tejido adiposo humano
(hADSC) y las de pulpa dental humana (hDPSC). Ambos tipos celulares fueron

suministrados por empresa Lonza.

En primer lugar, se realiz6 un estudio preliminar de la viabilidad de
ambos tipos celulares, con la finalidad de determinar los tiempos de expansion
y cultivo celular en que las células mantenian sus caracteristicas. Este estudio
permitié seleccionar el tipo celular idéneo que fue empleado en el resto de los

estudios experimentales.

Por lo que respecta a las hADSC, se observé una capacidad proliferativa
menor que en el caso de las hDPSC. En el caso del primer tipo celular, a la
semana de cultivo el recuento celular apenas mostré una duplicacion respecto
al nimero células sembradas (tras sembrar 0,5x10° y a los 7 dias se contaron
1x10° células en el frasco de cultivo), teniendo una viabilidad de al rededor del
75 %. Por el contrario, las células pulpares, tras una semana de cultivo celular,
proliferaron activamente, multiplicado por 10 el nimero de células sembrado
(se sembraron 0,5x10° células y a los 7 dias se contaron 5x10° células), siendo

la viabilidad superior al 90 % en los pases celulares empleados.

La capacidad proliferativa de las hDPSC que se ha observado en este
estudio coincide con la de otros estudios publicados®%5456:60.130-132 = donde
también se comparé con la capacidad de otras células madre mesenquimales.
Ademas, Gronthos et al. ya destac6 su multipotencialidad (condrogénica y
osteogénica, entre otras) como caracteristica fundamental para su empleo en la

ingenieria tisular®®.

Cabe destacar que muchos autores consideran el uso de células
mesenquimales por su capacidad proliferativa. Esto permite elaborar muestras
con un alto nimero de células, superando los 2x108 células por muestral33-135,
Y es que se ha observado que cultivos de altas densidades celulares presentan

mejores resultados en diferenciacion condrogénica.
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Asi pues, se decidié emplear las células madre mesenquimales de pulpa
dental humana para llevar a cabo los experimentos de esta Tesis Doctoral por
su mayor tasa de proliferacion. Esta alta capacidad proliferativa facilito poseer
un numero elevado de alicuotas de células crioconservadas para poder
elaborar las muestras empleadas en los diferentes experimentos. Ademas, su
alta multipotencialidad, en concreto de diferenciacion condrogénica, hace que

haya mostrado su eficacia en la reparacion de lesiones condrales®?.
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1. Estudio de la citotoxicidad de los hidrogeles

Una vez preparados los diferentes componentes que formaron los hidrogeles
utilizados en el trabajo, y antes de realizar los cultivos celulares, se analizo su
citotoxicidad. Asi pues, se condicioné medio durante 24 y 72 h 'y 7 dias con:
C) alginato 3 %-agarosa 1 %, D) alginato 3 %, E) agarosa 1 % + 10 % de CacCl:
y F) agarosa 1 % sin CaCl.. Ademas, se condicion6 medio con latex al 10 % en

peso como control positivo de citotoxicidad (B).

Los medios condicionados se utilizaron para cultivar hDPSC durante
24 h, como se describe en Material y Métodos y, a continuacién, se determino

la viabilidad celular con el ensayo de MTS.

- 150- Hl 24 h

=2

< B 72h

h r

% 100- 7 dias

]

o Alg. Agar. CaCl,

S 504 A - - -

T B - - ]

E C: 3% 1% 10%

© D: 3% - 10%

S 0- E: - 1% 10%
- 1% -

Figura 41. Viabilidad celular de hDPSC cuando han sido expuestas a medios condicionados,
durante 24 y 72 h y 7 dias, con A: medio control (control negativo); B: latex (control positivo);
C: alginato 3 %-agarosa 1 %; D: alginato 3 %; E: agarosa 1 % + 10 % CaCl, y F: agarosa 1 %
sin CaCl,. Promedio * desviacion estandar; *p < 0,05 respecto al control negativo/tiempo, y
°p < 0,05 respecto al valor de 24 h/condicion.

La figura 41 muestra los valores de viabilidad celular en porcentaje de

los diferentes componentes estudiados en los tiempos analizados.

Como cabia esperar, el latex (B) fue citotéxico para los diferentes

tiempos de condicionamiento de los medios (24 0 72 h o 7 dias).

Se observé que, a las 24 h de condicionamiento de los medios, no hubo

diferencias significativas entre los distintos hidrogeles, salvo para el medio
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condicionado con alginato al 3 % (D), donde se aprecié una disminucion del

51 % respecto del control negativo.

A las 72 h de condicionamiento del medio, se observé una disminucion
en la viabilidad celular en todas las condiciones respecto al control negativo,
siendo esta disminucion del 38 % en el caso del medio condicionado con
alginato-agarosa (C), del 46 % en el caso del alginato solo (D), del 29 % en el
caso de la agarosa con el agente polimerizador CaClz (E) y, finalmente, del
16 % en el caso de la agarosa sola (F).

Finalmente, en el caso de los medios condicionados durante 7 dias,
también se observd una disminucién significativa en todos los casos, siendo
para este punto experimental una disminucion mas importante respecto del
control negativo que en el caso de las 72 h. Asi pues, se observé una
disminucién del 68 % en el caso de la combinacion de alginato y agarosa (C),
del 72 % en el caso del alginato 3 % (D), del 57 % en el caso de la agarosa
1% + 10 % de CacClz (E) y, por ultimo, una disminucion del 30 % en el caso de

la agarosa al 1 % sin el agente polimerizador (F).

Por lo que respecta a las diferencias significativas entre las condiciones
de cada tiempo experimental analizado, en el caso del medio condicionado con
alginato 3 %-agarosa 1 % (C), cabe destacar la disminucion del 40 % de la
viabilidad celular empleando medio condicionado 7 dias con respecto al medio
condicionado durante 24 h. Por lo que respecta al medio condicionado con
alginato al 3 % (D), se aprecid una disminucion del 21 % del medio
condicionado durante 7 dias respecto al de 24 h. En el caso del medio
condicionado con agarosa 1 % + 10 % de CaCl2 (E), se observé una
disminuciébn en un 53 % de la viabilidad cuando se emple6 el medio
condicionado durante 7 dias respecto al condicionado 24 h. Finalmente, se
observo que, tanto empleando medio condicionado con agarosa sola (F)72 h
como 7 dias, la viabilidad de las células disminuy6 respecto al uso del medio
condicionado 24 h, siendo la disminucion del 42 % para el primer caso y del

56 % para el segundo caso.
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2. Estudio de la citotoxicidad del CaCl:

De igual manera que en el punto anterior, se analizd la citotoxicidad de la
disolucién polimerizadora del alginato, compuesta por CaClz, debido a que las
células en medio condicionado con los [hidrogeles + CaClz] mostraron una
viabilidad menor que en el caso de la agarosa sin CaClz. Asi pues, se
realizaron tres experimentos, siguiendo la misma metodologia, empleando
diferentes concentraciones de CaClz. Finalmente, se consideré la media de los

valores obtenidos en los tres estudios, como se observa en la figura 42.

100-

Viabilidad celular (%)

A B C D E F G

Figura 42. Viabilidad celular de hDPSC cuando han sido expuestas a medios con CaCl,, a las
concentraciones A: medio control (control negativo); B: latex (control positivo); C: 10 %; D: 5 %;
E: 2,50 %; F: 1,24 %, y E: 0,63 %. Promedio + desviacion estandar; *p < 0,05 respecto al
control negativo.

La figura 42 muestra una disminucion significativa en la viabilidad de
células madre de pulpa dental, respecto al control negativo, cuando estas
fueron expuestas a medio con 10 % de CaClz (C). En las diluciones menores al
10 % (D-G) no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas
respecto al control negativo. Como cabia esperar, la citotoxicidad del medio

condicionado con latex (B) fue maxima.
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3. Cultivo de hDPSC en hidrogeles de alginato-agarosa con
medio de proliferacion o de diferenciaciéon condrogénica

Una vez analizada la citotoxicidad de las sustancias que componian el hidrogel,
se realizaron cultivos de células madre mesenquimales de pulpa dental
humana (hDPSC) en ellos. Se sigui6 con el protocolo establecido en Material y
Métodos, embebiendo las células en el hidrogel de alginato al 3 % y agarosa al
1 %. El cultivo celular se llevé a cabo durante diferentes tiempos: 3 diasy 2,4y
6 semanas. Ademas, se realiz6 un estudio comparativo entre dos medios de
cultivo diferentes, medio de proliferacion (propio de las hDPSC) y medio de

diferenciacion condrogénica.

En este estudio se determind la presencia y distribucion de
constituyentes tanto inespecificos de las células (como la actina) como de otros

especificos (agrecano y colagenos tipo | y tipo Il).

El estudio se llevo a cabo con hDPSC, en pases entre 4 y 6, a una
densidad de siembra de 0,6x10° células en 300 pL hidrogel. Las células se
mantuvieron en cultivo durante un maximo de 6 semanas, obteniéndose
diferentes muestras cultivadas con medio de proliferacion o de diferenciacion a
tiempo inicial (inicio del cultivo celular), a los 3 dias del inicio, y en las semanas
pares (semanas 2, 4 y finalmente 6). Se realizaron cuatro experimentos

diferentes, siguiendo el mismo protocolo y condiciones de estudio.

Pasado el tiempo correspondiente, las muestras se fijaron y se
determind mediante inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos primarios
especificos, la presencia de agrecano y de los colagenos tipo | y tipo Il
Ademas, se marcaron los nucleos con DAPI y los filamentos de actina del

citoplasma con el conjugado rodamina-faloidina.
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3.1. Inmunofluorescencia

3.1.1. Tiempo cero y 3 dias de cultivo en medio de cultivo de proliferacion o de
diferenciacion condrogénica

Se observaron células aisladas o single-cells de morfologia redondeada, con
ndcleo redondeado central, en las 3 condiciones estudiadas excepto en las
muestras con medio de diferenciacién condrogénica, en las que el ndcleo era

ligeramente excéntrico (figura 43).

La figura 43A-C muestra la ausencia de las sustancias analizadas en el

momento posterior a la siembra de las células en el hidrogel (t=0).

A los 3 dias de cultivo, tanto en medio de proliferacion como de
diferenciacion condrogénica, tampoco se observd expresion de las proteinas
analizadas (figura 43E-G, I-K).

AGRECANO COLAGENO 1l COLAGENO | CONTROL

Figura 43. Imagenes de inmunofluorescencia de células hDPSC cultivadas en hidrogeles de
alginato 3 %-agarosa 1 % a A-D: tiempo cero; E-H: 3 dias con medio de proliferacién, e
I-L: 3 dias con medio de diferenciacion condrogénica. En azul se observan los nulcleos
celulares, en rojo se muestra la distribucién de filamentos de actina y en verde, la presencia de
las proteinas analizadas que en este caso no se inmunodetecté ninguna de ellas. La columna
control corresponde a muestras incubadas con el anticuerpo secundario solamente. Barra de
escala =10 pym.
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3.1.2. Cultivo durante 2, 4 y 6 semanas en medio de proliferacion

La figura 44 muestra las caracteristicas de las células cultivadas durante 2, 4 y

6 semanas con medio de proliferacion.

En todos los tiempos analizados, las células mostraron un aspecto
esferoide, con una distribucion homogénea de las fibras de actina por todo el
citoplasma celular, otorgandolas redondez. El nlcleo celular se mostré

redondeado y excéntrico (figura 44D).

Por lo que respecta a la presencia de agrecano no se detectd hasta la
sexta semana en las muestras cultivadas en medio de proliferacion (figura 441).
En estas muestras, se distinguidé la presencia de este proteoglicano en el

interior del citoplasma celular, con una distribucion perinuclear.

La presencia de los colagenos tipo Il y tipo | es mas temprana, ya que se
observaron a partir de las 4 semanas del cultivo celular con este mismo medio
(figura 44F, J y G, K, respectivamente). Respecto al colageno de tipo I, este se
observé en células aisladas, de la misma manera que el agrecano. Este
coldgeno se distribuye homogéneamente por el citoplasma de las células
analizadas (figura 44F, J).

Por otro lado, la presencia de colageno tipo | resulté evidente en las
células que formaban agregados celulares en el hidrogel, también llamados
organoides celulares. Este colageno se distribuyd principalmente en las células
de la zona central del organoide, mas que en las localizadas en la zona

periférica del mismo (figura 44G, K).

En ninguno de los casos anteriores se observo secrecion de estas

moléculas al exterior celular.
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AGRECANO COLAGENO Il COLAGENO | CONTROL

2 sem.

4 sem.

6 sem.

Figura 44. Imagenes de inmunofluorescencia de células hDPSC cultivadas en hidrogeles de
alginato 3 %-agarosa 1 % con medio de proliferaciébn durante A-D: 2 semanas;
E-H: 4 semanas, e I-L: 6 semanas. En azul se observan los nlcleos celulares, en rojo se
muestra la distribucion de filamentos de actina y en verde, la presencia de las proteinas
analizadas. En la esquina inferior izquierda de aquellas muestras en que se inmunodetecto
alguna de las proteinas aparece la imagen correspondiente al canal verde, para facilitar su
visualizacion. La columna control corresponde a muestras incubadas con el anticuerpo
secundario solamente. Barra de escala = 10 pm.

3.1.3. Cultivo durante 2, 4 y 6 semanas en medio de diferenciacion
condrogénica

En contraposicion a lo descrito anteriormente, cuando las células hDPSC se
sembraron y cultivaron con medio de diferenciacion condrogénica, el

comportamiento de estas cambid, como se refleja en la figura 45.

Su morfologia no disté de la de las muestras cultivadas en medio de
proliferacion, observandose un citoplasma redondeado, con distribucion
homogénea de las fibras de actina. Por lo que respecta al ndcleo celular, este
también se presenté redondeado, ligeramente aplanado en algunos casos y

localizado de manera excéntrica (figura 45D).

En este caso, la presencia de las proteinas analizadas se observo a un
tiempo mas temprano. Por lo que respecta al agrecano, su sintesis fue
progresiva ya que se detectd desde la segunda semana, hasta llegar a una
produccion importante en la ultima semana del estudio (figura 45A, E, I). De
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igual manera a lo observado en las células cultivadas con medio de

proliferacion, este proteoglicano se localizé en el interior de las células.

La sintesis de colageno tipo Il fue evidente desde la segunda semana
del cultivo celular (figura 45B). Como se observa en la figura 45F, la
distribucion de este colageno fue homogénea por todas las células de los
organoides formados en la semana 4. La presencia de colageno tipo Il,
distribuyéndose por todo el citoplasma celular, se mantuvo en las muestras
cultivadas durante 6 semanas (figura 45J).

Finalmente, la presencia de colageno tipo | se hizo evidente a partir de la
segunda semana de cultivo celular, y aumenté en organoides celulares
observados en la semana 6, donde la sintesis de este colageno fue muy
importante (figura 45C, G, K). Ademas, en ocasiones se observo la presencia

de colageno tipo | en el espacio extracelular (figura 45G).

AGRECANO COLAGENO II COLAGENO | CONTROL

2 sem.

4 sem.

6 sem.

Figura 45. Imagenes de inmunofluorescencia de células hDPSC cultivadas en hidrogeles de
alginato 3 %-agarosa 1 % con medio de diferenciacién condrogénica durante A-D: 2 semanas;
E-H: 4 semanas, e I-L: 6 semanas. En azul se observan los nucleos celulares, en rojo se
muestra la distribucion de filamentos de actina y en verde, la presencia de las proteinas
analizadas. En la esquina inferior izquierda de aquellas muestras en que se inmunodetecto
alguna de las proteinas aparece la imagen correspondiente al canal verde, para facilitar su
visualizacion. La columna control corresponde a muestras incubadas con el anticuerpo
secundario solamente. Barra de escala = 10 pm.
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1. Estudios de citotoxicidad

En primer lugar, se analizo la posible citotoxicidad de los hidrogeles elaborados
en el trabajo. Para ello, se prepararon los diferentes hidrogeles empleados y se
condicion6 medio de cultivo con ellos, durante 24y 72 h y 7 dias. Transcurridos
estos tiempos, se llevd a cabo el ensayo de toxicidad sobre células pulpares.

Los medios condicionados durante 24 h con los hidrogeles no dieron
diferencias respecto a las muestras control, salvo para el caso de aquel
condicionado con alginato al 3 %, donde se observé una disminucion de la

viabilidad celular de en torno al 50 %.

A las 72 h de condicionamiento, se observé una disminucion en la
viabilidad de las hDPSC en todos los casos respecto al control, que fue aun

mayor para el caso de los medios condicionados durante 7 dias.

Los valores obtenidos fueron los esperados, es decir, a mayor tiempo de
condicionamiento menor viabilidad celular. Una explicacion razonable a esta
observacion es que los hidrogeles se van disolviendo con el tiempo, liberando
sustancias al medio acuoso. A mayor tiempo de condicionamiento, mayor
concentracion de dichas sustancias en el medio de cultivo. Finalmente, al poner
en contacto las células con estos medios con alta concentracion de sustancias
ajenas al medio de cultivo, es razonable que las células tengan una respuesta,

en este caso, negativa (disminucién de su viabilidad).

No obstante, cabe destacar que estos son resultados relacionados con
cOmo se realiza el estudio de citotoxicidad. En un cultivo habitual in vitro, donde
el cambio de medio se realiza cada 2-3 dias, la presencia de sustancias
liberadas de los hidrogeles no llega a alcanzar concentraciones tan elevadas
como las presentes en los medios condicionados durante 3 o 7 dias.
Considerando todo lo anterior, se puede afirmar que la presencia del hidrogel
estudiado, alginato 3 %-agarosa 1 %, no afectd significativamente a la
viabilidad celular (no se observaron diferencias con el medio condicionado
durante 24 y 72 h con respecto al control). Se ha evaluado y contrastado en
diferentes trabajos, como el de Koh et al.'®’, que el alginato per se no es

citotoxico. No obstante, o novedoso del estudio realizado en esta parte del
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trabajo de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la toxicidad de diferentes
porcentajes de alginato en el hidrogel y en conjunto con agarosa, algo, segun
nuestro conocimiento, no descrito anteriormente, destacando que los
resultados obtenidos muestran que estos hidrogeles afectan poco a la
viabilidad de las hDPSC.

Por otro lado, también se analiz6 la citotoxicidad del agente
polimerizador del alginato (CaClz), ya que se observd una disminucion en la
viabilidad celular a las 24 h de condicionamiento con el hidrogel compuesto por
alginato solo combinado con el agente polimerizador. Se llevé a cabo el ensayo
descrito en Material y Métodos, con concentraciones decrecientes de este
agente polimerizador en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos
mostraron una disminucion del 20 % en la viabilidad de las hDPSC cuando
estas se expusieron a medio con 10 % de CaCl.. Cuando se emplearon
concentraciones inferiores a la anterior no se observaron diferencias respecto

al control sin agente polimerizador.

Como se ha explicado anteriormente, una alta concentracién de CaCl
puede llegar a afectar al cultivo, aunque de manera poco significativa. Ademas,
cuando el alginato con el agente polimerizador se combinaron con la agarosa,

este efecto negativo fue menor.

Asi pues, para los siguientes experimentos se establecié el uso de alginato
3 %-agarosa 1 %, ya que a tiempos cortos de condicionamiento (24 y 72 h)
estos componentes del hidrogel, asi como la presencia de CaClz, no afectaron

al cultivo celular.
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2. Cultivo de hDPSC en hidrogel alginato 3 %-agarosa 1 %

Una vez analizada la citotoxicidad de las sustancias que componian el hidrogel,
se realizaron cultivos de células madre mesenquimales de pulpa dental
humana en ellos. El cultivo celular se llevé a cabo durante diferentes tiempos: 3
dias y 2, 4 y 6 semanas, tanto con medio de proliferacion como con medio de

diferenciacion condrogénica, ambos de la empresa Lonza.

El estudio se llevé a cabo con células mesenquimales de pulpa dental
humana, a una densidad de siembra de 6,0x10° células en 300 uL de hidrogel
alginato 3 %-agarosa 1 %. El cultivo duré hasta 6 semanas, obteniendo
diferentes muestras, cultivadas en medio de proliferacion o diferenciacién, a
tiempo inicial (inicio del cultivo celular), a los 3 dias del inicio y a las semanas
semanas 2, 4 y 6. Se realizaron cuatro experimentos diferentes, siguiendo el
mismo protocolo y condiciones de estudio.

Transcurrido el tiempo indicado, las muestras se fijaron y se estudiaron
mediante inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos que determinaron la
presencia o ausencia de agrecano y colageno tipo Il, proteinas caracteristicas
del tejido cartilaginoso hialino, y de colageno tipo |, caracteristico del cartilago
fibroso y otros tejidos conjuntivos como el hueso o el tejido conjuntivo de la
dermis. Ademas, se marcaron los nucleos con DAPI y los filamentos de actina
del citoplasma con el conjugado rodamina-faloidina.

Al tiempo inicial de cultivo y a tiempos cortos del mismo, tanto en
proliferacion como en diferenciacion, no se observo la presencia de agrecano ni
de los colagenos tipo | y Il en las muestras. Este resultado puede atribuirse a
gue a estos tiempos de cultivo las hDPSC se mantenian indiferenciadas, como

cabria esperar.

No obstante, a tiempos de cultivo mas largos, si se detectaron
diferencias entre las muestras, tanto entre las de los diferentes tiempos
estudiados como entre las cultivadas en los diferentes medios de cultivo

(proliferacion y diferenciacion condrogénica).

A las dos semanas de cultivo con medio de proliferacion, no se observé

presencia de las proteinas analizadas. Por el contrario, las células cultivadas
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con medio de diferenciacion condrogénica ya mostraron a este tiempo de
cultivo expresion intracelular de los dos tipos de colageno y, en menor medida,

de agrecano.

Con respecto a las muestras mantenidas cuatro semanas en cultivo,
aguellas mantenidas en medio de proliferacion mostraron la sintesis de los
coldgenos de tipo Il y I, sobre todo en agrupaciones o clusters celulares,
mientras que en las muestras cultivadas con medio de diferenciacion se
intensificé la sintesis de las tres proteinas. Ademas, en estas Ultimas muestras
se pudo observar la presencia de colageno tipo | no solo intracelularmente, sino

también en el exterior celular.

Finalmente, a las 6 semanas de cultivo, las muestras mantenidas en
medio de proliferacidn mostraron la presencia de las 3 proteinas analizadas; de
la misma manera que en el caso anterior, sobre todo se observaron en
agrupaciones celulares. Por lo que respecta a las muestras mantenidas en
medio de diferenciacion condrogénica, la presencia de estas moléculas fue
muy importante, tanto dentro de células aisladas como en el interior de

agrupaciones celulares.

Los resultados obtenidos mostraron que a tiempos de cultivo cortos hay
diferencias entre los dos medios de cultivo en la sintesis de las proteinas
analizadas. Sin embargo, estas diferencias se atendan en los tiempos de
cultivo méas largos. Este hecho indicaria que el medio de diferenciacién
condrogénica aceleré la sintesis de proteinas caracteristicas del cartilago, es
decir, indujo la diferenciacién condrogénica de las hDPSC, lo que coincide con
otros estudios®?9%138, No obstante, por lo que se ha observado, el hecho de
que las células estuvieran embebidas en un hidrogel, con propiedades
descritas parecidas a la matriz extracelular del cartilago hialino*®7°81, también
favoreci6 la sintesis de estas moléculas y, por consiguiente, la diferenciacion
condrogénica de las células*®">. Rogan et al. demostraron que células madre
mesenquimales embebidas en hidrogel muestran una diferenciacion mas
potente hacia ceélulas condrales, formando una matriz condral de mayor

robustez y de mejores propiedades mecéanicas'=®.
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También nuestro grupo, en estudios previos, ha descrito una sintesis
importante de agrecano y de colageno tipo Il por células pulpares embebidas
en un gel de alginato, cultivadas durante 6 semanas con medio de

diferenciacion condrogénica'4.

Por otra parte, la sintesis de colageno tipo | es un indicador de formacién
de fibrocartilago, con propiedades no deseadas, diferentes a las del cartilago
hialino. La formacién de una matriz similar a la del fibrocartilago, observada en
las muestras tanto cultivadas tanto con medio de proliferacibn como como de

diferenciaciéon condrogénica, ha sido descrita anteriormente en la literatura4?.

Por lo que respecta a la morfologia de los ndcleos celulares, fue en las
muestras con medio de diferenciacibn condrogénica donde se observaron
sobre todo aplanados y dispuestos de manera excéntrica en el citoplasma. Por
el contrario, solo en la sexta semana de cultivo se observaron de esta manera
en las células mantenidas en medio de proliferacion, mientras que en cultivos a
tiempos mas cortos en este medio los nucleos se observaron redondeados y

centrados.

La disposicion y morfologia del nucleo celular, pues, puede
correlacionarse con la capacidad de sintesis proteica de las hDPSC. Los
ndcleos se aplanaron y se situaron en la zona periférica del citoplasma cuando
las células se diferenciaban hacia la estirpe condral, mientras que se
mantuvieron centrados y redondeados en aquellas células mas indiferenciadas

en que la sintesis de proteinas de la matriz cartilaginosa era mas baja!4?.

Por ultimo, la morfologia de las células se delimit6 mediante el marcaje
fluorescente de los filamentos de actina del citoplasma. No se apreciaron
diferencias entre las diferentes condiciones de cultivo, ya que en todos los
casos los citoplasmas se mostraron redondeados, probablemente debido a que

las células se encontraban embebidas completamente en el hidrogel'4°.
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1. Cultivo de microtejidos de hDPSC con medio de
proliferacion o de diferenciacion condrogenica

De manera paralela al estudio de las células cultivadas en hidrogeles, se
elaboraron microtejidos que se estudiaron a los mismos tiempos de cultivo que
las células en hidrogeles, analizando el comportamiento de las células
organizadas en forma de organoide o microtejido cuando se cultivaron en
medio de proliferacion o medio de diferenciacién condrogénica. En este estudio
se determind como afectaba el contacto célula-célula a las propiedades
celulares, en contraposicion a la situacion del apartado anterior, en la que las
células se habian embebido homogéneamente en el hidrogel, sin que se
favoreciese el contacto directo entre ellas.

Asi pues, se elaboraron microtejidos de 0,6x10° células, en pase 4 a 6,
en pocillos de agarosa, siguiendo la metodologia descrita en Material y
Métodos. Al tercer dia desde la siembra, y con el microtejido ya formado, se
sustituy6 el medio de cultivo por nuevo medio de proliferaciéon o se cambio por
medio de diferenciacion condrogénica, momento que se considero inicio del

tratamiento (t=0).

De la misma manera que en el apartado anterior, los puntos temporales
analizados fueron 3 dias y 2, 4 y 6 semanas, tomandose como control
muestras a tiempo cero. Una vez terminé el periodo de cultivo correspondiente
a cada punto experimental, las muestras se fijaron y se incluyeron en parafina,

obteniéndose cortes de 3 um con los que se realiz6 el estudio histolégico.

Por una parte, las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina, a fin de
estudiar las caracteristicas estructurales del microtejido formado. Por otra, se
determiné mediante inmunofluorescencia la presencia de las mismas proteinas

estudiadas en el apartado anterior: agrecano y colagenos tipo |y tipo Il.
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1.1. Tincién de H-E

1.1.1. Tiempo cero y 3 dias de cultivo en medio de proliferacion o de
diferenciacion condrogénica

A tiempo cero, las muestras mostraron un aspecto de organoide todavia no
formado, con células cercanas entre si en la superficie del microtejido y con
espacio entre ellas en el interior de este (figura 46A). A mayor aumento, se
aprecié que las células tenian una morfologia fusiforme, con nucleo grande,

redondeado y centrado (figura 46D).

A los 3 dias en medio de proliferacion, se observé que el microtejido se
habia formado completamente, con distribucibn homogénea y compacta de las
células por todo el organoide celular, con pocos espacios entre ellas
(figura 46B). En las muestras observadas a 63x se observo escaso espacio

entre células (figura 46E), siendo los nucleos de las células redondeados.

Finalmente, las muestras cultivadas durante 3 dias en medio de
diferenciacion condrogénica mostraron un comportamiento diferente al anterior.
En este caso, el microtejido mostréd células unidas entre si solamente en la
zona periférica (corteza de unos 100 um de espesor), mientras que en la zona
central del organoide se distinguieron células aisladas (figura 46C). De igual
manera que en el caso de las muestras en proliferacién, la zona externa de
este microtejido mostré células con los citoplasmas proximos entre ellos,

observandose también nucleos redondeados (figura 46F).
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Figura 46. Imagenes de muestras del cultivo de hDPSC en forma de microtejido, tefiidas con
hematoxilina-eosina, a A y D: tiempo cero; B y E: 3 dias con medio de proliferacién, y
Cy F: 3 dias con medio de diferenciacion condrogénica. Barras de escala = A-C: 50 um, y
D-F: 20 pm.

1.1.2. Cultivo durante 2, 4 y 6 semanas en medio de proliferacion o de
diferenciacion condrogénica

A las 2 semanas de cultivo no se observaron diferencias morfolégicas entre los
microtejidos, tanto con medio de proliferacion o de diferenciacion condrogénica
(figura 47A, D). En ambos casos las células se dispusieron homogéneamente
compactas por todo el organoide celular, sin espacios entre ellas tanto en la

zona periférica como en el centro.

Las diferencias se observaron a partir de la cuarta semana, en la que las
muestras en proliferacion mostraron la presencia de células solo en la zona
cortical del microtejido, mientras que en la zona central habia escasa

celularidad y abundante matriz extracelular (figura 47B, C).

Por el contrario, las muestras en diferenciacion condrogénica cultivadas
durante 4 y 6 semanas no se diferenciaron de las que se cultivaron durante
2 semanas con este mismo medio. Es decir, en todas las muestras se
observaron células homogéneamente distribuidas por todo el microtejido, con
citoplasmas celulares contactando y sin apenas espacios entre ellas
(figura 47E, F).
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2 semanas 4 semanas 6 semanas

difer.

Figura 47. Imagenes de muestras del cultivo de hDPSC en forma de microtejido, tefiidas con
hematoxilina-eosina, 0 a Ay D: 2 semanas; By E: 4 semanas, y Cy F: 6 semanas. Los medios
de cultivo empleados fueron A-C: proliferacion, y D-F: diferenciacién condrogénica. Barra de
escala = 50 pm.

En las imagenes a mayor aumento (figura 48), se pudo estudiar la

morfologia celular con mas detalle.

Las muestras en proliferacion mostraron nudcleos redondeados a
2 semanas de cultivo (figura 48A). A partir de las 4 semanas las células se
dispusieron mayoritariamente en hilera en la corteza del microtejido, mostrando
una morfologia aplanada (figura 48B, C). Por otro lado, las células situadas en
la zona mas cortical del microtejido presentaron un citoplasma basdfilo,
mientras que el de las escasas células interna y la matriz extracelular en el

interior del microtejido mostraron eosinofilia.

En las muestras mantenidas en diferenciacion condrogénica, los nucleos
celulares también se distinguieron redondeados en las primeras 4 semanas de
cultivo (figura 48D, E). Por el contrario, en la sexta semana se observaron
ndcleos menos redondeados, ligeramente aplanados y curvos, dispuestos de
manera excéntrica (figura 48F). En general, las células presentaron un
citoplasma eosindfilo por todo el organoide en todos los tiempos estudiados; sin
embargo, se encontraron escasas ceélulas con citoplasma basdfilo en la zona

cortical de este.

131



RESULTADOS Y DISCUSION

2 semanas 4 semanas 6 semanas

prolif.

difer.

Figura 48. Imagenes de muestras del cultivo de hDPSC en forma de microtejido, tefiidas con
hematoxilina-eosina, a Ay D: 2 semanas; By E: 4 semanas, y C y F: 6 semanas. Los medios
de cultivo empleados fueron A-C: proliferacién, y D-F: diferenciacién condrogénica. Barra de
escala = 20 um.

1.2. Densidad celular en los microtejidos

Con las muestras ya tefidas, se procedid a realizar un recuento celular en los
microtejidos a los diferentes tiempos de estudio mediante el recuento de sus
nucleos tefiidos con hematoxilina en todo el microtejido. Los valores obtenidos
por mm? se muestran en la figura 49, especificando si se dieron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre las diferentes condiciones. Este
pardmetro proporciona informacion del comportamiento proliferativo de las

células o de la muerte celular en las diversas condiciones.

Las muestras a tiempo inicial o tiempo cero del estudio mostraron una
densidad de 9,4x10° células/mm?. A los 3 dias de cultivo en medio de
proliferacion y de diferenciaciébn condrogénica, la densidad fue de 12,8 y
12,2x10% células/mm?, respectivamente, no observandose diferencias

estadisticamente significativas entre ambas condiciones.

En los microtejidos a 2 semanas de cultivo en medio de proliferacion se
observd un aumento a 14,1x10% células/mm?, mientras que en las muestras
cultivadas con diferenciacion la densidad fue de 10,5x10° células/mm?, siendo

estadisticamente significativas las diferencias entre ambas condiciones.

132



RESULTADOS Y DISCUSION

Por lo que respecta al estudio a 4 semanas, la densidad en las muestras
en proliferacion descendié a 2,9x10% células/mm?. Por el contrario, los
microtejidos cultivados con diferenciacion condrogénica alcanzaron valores de
11,6x10% células/mm?. De la misma manera que en el caso anterior, se

observaron diferencias significativas entre ambas condiciones.

Finalmente, las muestras mantenidas durante 6 semanas en cultivo en
medio de proliferacion mostraron valores de 4,6x102 células/mm?, mientras que
en las muestras cultivadas con medio de diferenciacion la densidad fue de
12,1x10° células/mm?. Como en el caso anterior, la diferencia entre ambas

condiciones fue estadisticamente significativa.

Cabe indicar que se observaron diferencias significativas en los valores
obtenidos de las muestras a 3 dias y 2, 4 y 6 semanas de cultivo, en ambos

medios de cultivo, respecto a las muestras a tiempo cero.

Por lo que respecta a la evolucién temporal de las muestras en medio de
proliferacion celular, se observé una disminucion significativa en la densidad
celular durante la cuarta y sexta semana de cultivo respecto a las muestras de
3 dias y 2 semanas, no observandose diferencias significativas entre estas dos

ultimas.

Por dltimo, los microtejidos mantenidos en medio de diferenciacién
condrogénica mantuvieron una densidad celular estable, no mostrando
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de

cultivo celular.
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Figura 49. Densidad celular en los microtejidos en los diferentes tiempos (rojo: controlat=0)y
medios de cultivo analizados (verde: proliferacion; azul: diferenciacion condrogénica).
Promedio + desviacién estandar. Las diferencias fueron estadisticamente significativas
(ANOVA one-way, p<0,05) en las muestras a 3 dias y 2, 4 y 6 semanas respecto al tiempo cero
y entre ambos medios de cultivo en las muestras de 2, 4 y 6 semanas.

1.3. Inmunofluorescencia

1.3.1. Tiempo cero y 3 dias de cultivo en medio de proliferacion o de
diferenciacion condrogénica

En las muestras correspondientes a los tiempos cero y 3 dias de cultivo, en
ambos medios de cultivo, analizadas mediante inmunofluorescencia, no se
observé la presencia de agrecano ni de los colagenos tipo | y tipo Il en ninguna
zona (periférica o central) de los microtejidos (figura 50).
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AGRECANO COLAGENO Il COLAGENO I CONTROL

Figura 50. Imagenes de inmunofluorescencia del cultivo de hDPSC en forma de microtejido a
A-D: tiempo cero; E-H: 3 dias en medio de proliferacion, e I-L.: 3 dias en medio de
diferenciacion condrogénica. En azul se observan los nudcleos celulares y en verde, la
presencia de las proteinas analizadas. La columna control corresponde a muestras incubadas
con el anticuerpo secundario solamente. Barra de escala = 25 pum.

3 dias
prolif.

3 dias
difer.

1.3.2. Cultivo durante 2, 4 y 6 semanas en medio de proliferacion

En los cultivos celulares con medio de proliferacion no se observo la presencia
de agrecano hasta la cuarta semana, en la que se apreciaron regiones
pequefias de expresion, limitadas al entorno de algunos ndcleos celulares de
las muestras. Fue a partir de la sexta semana en la que la expresion de
agrecano aumentd. Ademas, la expresion variaba notablemente entre las
diferentes regiones del microtejido formado, siendo especialmente alta en la

zona interna de este (figura 51A, E, I).

La formacion de colageno de tipo Il se desencadend a partir de la cuarta
semana, observandose significativamente aumentado en la semana 6
(figura 51B, F, J). Mientras que en el primer caso se observaba sobre todo
alrededor de los nucleos celulares, a las 6 semanas se distinguio distribuido de
manera homogénea por todo el microtejido, formando una matriz compacta

sobre todo en la zona interna (figura 51J).

Finalmente, por lo que respecta al colageno de tipo |, a las 4 semanas se

empezd a observar marcaje intracelular en las zonas contiguas a los ndcleos,
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mientras que a las 6 semanas se distribuy6 por todo el microtejido formando
parte, como en el caso del colageno de tipo Il, de la matriz extracelular
(figura 51C, G, K).

Coincidiendo con la distribucién celular observada en el estudio con H-E,
a partir de la cuarta semana empez6 a disminuir el niumero de células en la
zona central de los microtejidos (figura 51E-H), observandose claramente a
partir de la sexta semana, en la que los ndcleos celulares se aplanaron y se
mantuvieron casi exclusivamente en la superficie del microtejido (figura 51I-L).
Ademas, se observo claramente la matriz extracelular formada en todo el

microtejido.

AGRECANO COLAGENO II COLAGENO | CONTROL

Figura 51. Imagenes de inmunofluorescencia del cultivo de hDPSC en forma de microtejido con
medio de proliferacién a A-D: 2 semanas; E-H: 4 semanas, e I-L: 6 semanas. En azul se
observan los nucleos celulares y en verde, la presencia de las proteinas analizadas. Para
resaltar la emisién de fluorescencia en la longitud de onda del color verde, el canal verde de las
imagenes de modific6 mediante el programa PhotoShop: E y G (saturacion +100 % vy
luminosidad +50 %), y F (saturacién +100 % vy luminosidad +25 %). La columna control
corresponde a muestras incubadas con el anticuerpo secundario solamente. Barra de
escala = 25 pym.
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1.3.3. Cultivo durante 2, 4 y 6 semanas en medio de diferenciacion
condrogénica

En el caso del cultivo en medio de diferenciacién condrogénica, la sintesis de
agrecano se observO a partir de la segunda semana del estudio,

intensificandose a lo largo de las semanas, llegando a ser significativa a las
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6 semanas (figura 52A, E, I). A partir de la cuarta semana de cultivo, este

proteoglicano se observé distribuido extracelularmente por el microtejido.

La presencia de colageno de tipo Il se observé a partir de la semana 4
del estudio, intensificAndose por todo el microtejido a la sexta semana
(figura 52B, F, J). De igual manera que el agrecano, esta proteina se observo

por la matriz extracelular del microtejido.

Finalmente, el colageno de tipo | también se detecto, levemente, a partir
de la segunda semana, sobre todo alrededor de los nucleos celulares,
aumentando ligeramente su sintesis con el tiempo (figura 52C, G, K). Alas 4y
6 semanas la presencia de esta proteina fue bastante similar, manteniendo una

baja expresion, disponiéndose sobre todo cercana a los nucleos celulares.

Ademas, corroborando los estudios descritos en un apartado anterior, la
visualizacion de los nucleos, de morfologia redondeada, indicé que las células

estaban distribuidas homogéneamente por todo el microtejido.

AGRECANO COLAGENO 1I COLAGENO | CONTROL

Figura 52. Imagenes de inmunofluorescencia del cultivo de hDPSC en forma de microtejido con
medio de diferenciacion condrogénica a A-D: 2 semanas; E-H: 4 semanas, e I-L: 6 semanas.
En azul se observan los nucleos celulares y en verde, la presencia de las proteinas analizadas.
Para resaltar la emision de fluorescencia en la longitud de onda del color verde, el canal verde
de las imagenes de modific6 mediante el programa PhotoShop: A y C (saturacion +100 % y
luminosidad +50 %), y E-G (saturacién +100 % y luminosidad. +25 %). La columna control
corresponde a muestras incubadas con el anticuerpo secundario solamente. Barra de
escala = 25 pym.

2 sem.

4 sem.

6 sem.
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1. Cultivo de microtejidos de hDPSC

Se elaboraron microtejidos de hDPSC y se sigui6 el mismo esquema temporal
que en los cultivos del bloque primero (cultivo de hDPSC en hidrogel),
analizando el comportamiento de las células cultivadas en microtejidos con
medios de proliferacion y de diferenciacion condrogénica de la empresa Lonza.
En estos experimentos se estudio como afectaba el contacto célula-célula
respecto a la situacion del blogue anterior, en el que las células se embebieron

homogéneamente en el hidrogel, sin contacto directo entre ellas.

Asi pues, se elaboraron microtejidos de 0,6x10° células. Al tercer dia
desde la siembra, y con el microtejido formado, se continué el cultivo con nuevo
medio de proliferacion o se sustituy6é por medio de diferenciacién condrogénica,

considerandose este el punto temporal de inicio del estudio.

Los puntos temporales analizados fueron 3 dias y 2, 4 y 6 semanas.
También se tomaron como control muestras a tiempo cero, es decir, en el
momento previo al inicio del estudio. Una vez finalizado cada punto
experimental, las muestras se fijaron y se incluyeron en parafina, obteniéndose

secciones de 3 um de grosor con los que se realiz6 el estudio histoldgico.

Las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina con tal de estudiar la
morfologia estructural del microtejido formado. Ademdas, se realizaron
inmunofluorescencias, analizando la presencia de proteinas presentes en la

matriz extracelular, como son el agrecano y los colagenos tipo 1 y II.

1.1. Caracteristicas histologicas y recuento celular

Al inicio del estudio se observé que el microtejido todavia no se habia formado
completamente, apreciandose espacios entre algunos grupos de células. No
obstante, tras 3 dias de cultivo en medio de proliferacion, los organoides ya se

encontraban formados, sin apenas espacios libres entre las células.

Por lo que respecta a aquellas cultivadas con medio de diferenciacion
condrogénica, mostraron un aspecto diferente a las anteriores. En este caso,

las células dispuestas en la zona periférica del microtejido se observaron
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proximas entre si, sin espacios entre ellas, mientras que las situadas en la zona
central del mismo se observaron ligeramente dispersas, sin uniones claras

entre ellas y con espacios libres.

A las 2 semanas de cultivo, y con ambos medios de cultivo, los
microtejidos se observaron completamente formados, sin diferencias entre los
dos grupos de muestras. Fue a partir de la cuarta semana donde aparecieron
diferencias entre las muestras cultivadas con uno u otro medio de cultivo. Por lo
que respecta a los cultivos con medio de diferenciacién condrogénica, las
muestras mantuvieron su morfologia, sin cambios aparentes. Sin embargo, en
las muestras cultivadas con medio de proliferacion durante 4 semanas se
observaron células nucleadas sobre todo en la zona superficial, cortical, del
microtejido y otras dispuestas de manera aislada, dispersas, por el centro. Esta

misma distribucion se observo en las células cultivadas durante 6 semanas.

Para analizar la densidad de células nucleadas en los microtejidos se
realiz6 un recuento de los nucleos tefidos en las muestras de todos los

tiempos de estudio y con ambos medios de cultivo.

A los 3 dias desde el inicio del estudio, los microtejidos de ambos grupos
experimentales presentaron el mismo aumento en la densidad celular con
respecto a tiempo cero. Esta densidad celular no varié significativamente entre
las muestras cultivadas con medio de diferenciacién condrogénica comparado
con aquellas cultivadas con medio de proliferacion. De hecho, estas muestras
en proliferacion celular mostraron una disminucién importante en el nimero de

células a partir de la cuarta semana de cultivo.

Esta disminucién de la densidad celular en los microtejidos cultivados
con medio de proliferacion pudo deberse a que el microtejido aumenté
considerablemente su tamano, es decir, hubo un posible incremento en la tasa
de proliferacion durante las semanas 2 y 3 de cultivo, dificultando la difusion de
nutrientes al interior de este y produciendo la necrosis del nudcleo del

organoidel43.144,

Cuando se observaron los microtejidos con mas detalle (objetivo de 63
aumentos) se pudo apreciar tanto la morfologia del nudcleo celular como

también los limites de los citoplasmas. En las muestras con medio de
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proliferacion a 2 semanas de cultivo, los nucleos tenian una morfologia
redondeada, mientras que, a partir de la cuarta semana, las células
presentaron un nucleo ligeramente aplanado y excéntrico. El citoplasma se
observé generalmente basofilo, lo que sugiere una mayor cantidad de ARN
ribosomal y por tanto un incremento en la actividad de sintesis de proteinas, en
aguellas células dispuestas por la cortical del microtejido, mientras que las
células dispuestas por el interior de este mostraron un aspecto ligeramente

eosinofilo.

En las muestras con medio de diferenciacion condrogénica la redondez
de los ndcleos celulares se mantuvo durante las 4 primeras semanas de
cultivo, observandose ligeramente aplanados y dispuestos cercanos a la
membrana citoplasmética en la sexta semana de cultivo. En todos los puntos
temporales, estas muestras presentaron un citoplasma bastante eosindfilo en
las células dispuestas en todo el organoide, con algunos citoplasmas

ligeramente baséfilos en la zona mas superficial del mismo.

Es conocido que las caracteristicas y el aspecto del citoplasma de las
células varian segun el estado funcional de las mismas!#?145, En el caso de las
células condrales del cartilago hialino, su citoplasma se observa basofilo y con
nucleo parcialmente aplanado y excéntrico en aquellos condroblastos recién
diferenciados, localizados en la zona externa del cartilago, los cuales sintetizan
activamente componentes de la matriz extracelular. Por el contrario, las células
mas envejecidas o0 con menor actividad de sintesis se muestran con

citoplasmas eosindfilos y nucleos redondeados y ligeramente centrados.

Por lo que respecta a las muestras estudiadas en este bloque
experimental, se podria decir que las hDPSC mantenidas en medio de
proliferacion, a partir de la cuarta semana mostraron la morfologia
caracteristica de los condrocitos en estado activo o de sintesis proteica estando
en la zona cortical del microtejido, mientras que las dispuestas por el interior de

este, mas eosindfilas, mostraron un aspecto menos activo.

En las muestras cultivadas en medio de diferenciacién condrogénica

esta distincion funcional no fue tan clara, ya que la mayor parte de las células
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fueron eosindfilas, y solo algunas células mas superficiales mostraron cierta

basofilia citoplasmatica.

1.2. Inmunofluorescencia

Por lo que respecta a la técnica de inmunodeteccion de proteinas empleada, se
observd que, como era de esperar, no se habia producido sintesis de las
moléculas analizadas en las muestras en los tiempos iniciales (tiempo cero y

3 dias de cultivo, con ambos medios de cultivo).

A las 2 semanas de cultivo, en las muestras con medio de proliferacién
no se observo sintesis de agrecano ni de los dos tipos de colageno analizados.
Fue a partir de la cuarta semana cuando se detectd su presencia. En el caso
de la produccién de agrecano, esta se fue intensificando de la cuarta a la sexta
semana de cultivo, observandose lo mismo en el caso del colageno tipo Il. Por
el contrario, el colageno tipo | se mostré bastante uniforme entre estos dos

tiempos analizados.

En el otro grupo experimental, las muestras cultivadas con el medio de
diferenciacion condrogénica mostraron sintesis de agrecano ya a partir de la
segunda semana, intensificAndose con el tiempo. Por lo que respecta a la
produccion de colageno tipo I, se observo a partir de la cuarta semana, siendo
bastante intensa en la semana 6 de cultivo celular. Finalmente, el colageno
tipo | se observd desde la segunda semana, de forma tenue, aumentando
ligeramente con el tiempo, pero manteniendo un nivel de expresion bajo a las

6 semanas de cultivo.

Tanto en las muestras mantenidas en medio de proliferacion como en
medio de diferenciacion condrogénica, las proteinas sintetizadas se localizaron
homogéneamente en la matriz extracelular del microtejido. En otras palabras,
las células consiguieron sintetizar matriz extracelular similar a la del cartilago
hialino'4>. Cabe destacar que esta sintesis extracelular confiri6 una matriz mas
densa en el caso de las muestras cultivadas con medio de proliferacion, donde

no se observaron células en el centro del microtejido, pudiéndose deber a una

142



RESULTADOS Y DISCUSION

posible necrosis celular por la dificultad de difusién de nutrientes a las

células43.146,

Por lo que respecta a la disposicion de los nucleos celulares, se
corrobor60 lo observado anteriormente en las muestras tefiidas con
hematoxilina-eosina. Se observo una baja densidad celular en las muestras en
medio de proliferacion a partir de la cuarta semana de cultivo, mientras que en
las muestras cultivadas con medio de diferenciacion condrogénica la densidad

celular no varié entre las semanas de cultivo 4y 6.

En definitiva, el uso de medio de cultivo de diferenciacién condrogénica
aceler6 el proceso de sintesis de agrecano y de colageno tipo |, pero la
formacion de matriz extracelular con estas proteinas se intensifico en las
muestras con medio de proliferaciéon, donde las proteinas estudiadas se
observaron homogéneamente por todo el microtejido. La sintesis de colageno
tipo | se vio reducida en ambos medios de cultivo comparada con la del

colageno de tipo II, un indicador de formacién de matriz de cartilago hialino4’.

La presencia de colageno tipo | es un problema habitual en los estudios
de diferenciacion condrogénica de MSC!%. Asi, Zhang et al. demostré que la
formacion de microtejidos o micromasas de células madre de médula 6sea
inducia la sintesis de agrecano y colageno tipo 11*#7, reduciendo la formacién de

colageno tipo |.

Es sabido que el contacto célula-célula de hDPSC favorece la sintesis
de proteinas caracteristicas de la matriz condral, que se disponen de manera
homogénea por toda la matriz extracelular'3®143, Esta sintesis de componentes
propios de la matriz hialina, como el agrecano y el colageno tipo Il, permite la
formacion de una matriz extracelular robusta y viscoelastica, con distribucién
homogénea de estas proteinas, permitiendo una reparacion éptima de lesiones

condrales en modelos experimentales in vivo!4’.
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En los cultivos de hDPSC embebidas en hidrogeles de alginato 3 %-agarosa
1 % se observo la sintesis temprana de proteinas como el coldgeno tipo |y
tipo 1l y del proteoglicano agrecano en aquellas muestras cultivadas con medio
de diferenciacion condrogénica. Esta formacion proteica se fue intensificando a
lo largo de las semanas, llegando a su secrecion al exterior citoplasmatico,
aunque en menor medida. En el caso de las muestras cultivadas con medio de
proliferacion, también mostraron sintesis de las proteinas analizadas, pero a
partir de las 4 semanas de cultivo, sobre todo en agrupaciones o clusters
celulares. Esta ultima observacion puede indicar que, aunque el tipo de medio
de cultivo es importante para inducir la sintesis de proteinas de la matriz
condral, también lo es el ambiente tridimensional donde las células estan, como
por ejemplo embebidas en un hidrogel*33148, Asi pues, el cultivo de células
pulpares en hidrogeles, como es el alginato 3 %-agarosa 1 %, proporciono
resultados positivos en este estudio, aunque a tiempos de cultivo mas largos
que en el caso de las células cultivadas en microtejidos.

Por otro lado, en el cultivo de las células en modo organoide o
microtejido celular se produjo la sintesis y secrecién de agrecano y colageno
tipo Il, y en menor medida de colageno tipo I, tanto con medio de diferenciacion
condrogénica (a partir de tiempos de cultivo mas cortos) como de proliferacién.
El contacto directo célula-célula, pues, indujo la produccion de proteinas
caracteristicas de la matriz condral, obteniendo mejores resultados que con el

cultivo en hidrogel, lo que coincide con los resultados de otros estudios'49-152,

Torras et al. mantienen que las células pluripotenciales, en este caso las
hDPSC, tienen una alta capacidad de organizacion intrinseca cuando se
cultivan en modo organoide o microtejido, estando esta capacidad relacionada
con diferentes funciones, como es la de sintesis de matriz extracelular, entre
otras'®. Y es que muchos estudios apuestan por la microfabricacion de
organoides, creando tejidos organomiméticos'®*, los cuales, en definitiva,

permiten mejorar las funciones de los tejidos nativos donde se implantaran.

Asi  pues, comparando los resultados obtenidos en los dos

procedimientos de cultivo estudiados (cultivo de hDPSC en hidrogeles y en
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forma de microtejido, con medios de proliferacibn y de diferenciacién
condrogénica), finalmente se optd por el uso de los microtejidos con medio de
diferenciacion condrogénica para el siguiente estudio de estimulacion de
hDPSC mediante campos electromagnéticos y fuerzas mecanicas (bloque 3).
Esta eleccibn se llevd a cabo considerando la alta capacidad de los
microtejidos para la sintesis de proteinas caracteristicas de la matriz
extracelular condral hialina comparada con aquella producida por las células en

los hidrogeles.

Ademas, se observdé que el medio de diferenciacibn condrogénica
utilizado, de la empresa Lonza, promovid la sintesis temprana de estas
proteinas, sobre todo de agrecano y colageno tipo Il, manteniendo, ademas,
estable la arquitectura de los microtejidos respecto al uso de medio de
proliferacion celular. A esta conclusion llegaron también Meyer-Wagner et al.,
donde sus células, cultivadas en modo de organoide, expuestas a campos
electromagnéticos (EMF) y cultivadas con medio de diferenciaciéon
condrogénica mostraron mayor expresion de genes caracteristicos de las
estirpes condrogénicas que aquellas células expuestas a EMF, pero cultivadas

en medio de expansion celulart®s.
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1. Obtencion y validacion del EMF generado
1.1. Obtencion y estudio

Como ya se ha explicado en el apartado de Material y Métodos, el dispositivo
desarrollado funciona alimentando alternativamente las bobinas de cada uno
de los dos modulos. La figura 20 muestra la representacion teorica de la
distribucion de las curvas de flujo electromagnético entre los polos cuando solo

las bobinas del modulo superior estaban activadas.

La figura 53 muestra la densidad de flujo magnético en la zona de
trabajo. La linea roja (linea 3 en la figura 53) y la verde (linea 2) muestran la
distribucién de flujo magnético en el centro (horizontal) y a 15 mm de distancia
de este, respectivamente. La linea morada (linea 1) muestra la densidad
medida a 30 mm del centro (fuera de la zona de operacion). El eje de abscisas

se refiere al “gap” vertical.
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Figura 53. Densidad de flujo magnético en la zona de trabajo, distinguiendo 1: a 30 mm de la
linea central; 2: a 15 mm de la linea central, y 3: en la linea central. La linea azul representa la
tendencia del sistema.
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1.2. Validacion

La validacién de los campos electromagnéticos generados por el dispositivo se
realizd6 por duplicado, empleando dos gausimetros diferentes con sondas

incorporadas.

Los primeros resultados obtenidos fueron con el gausimetro Metrolab.
Durante el ensayo de caracterizacion se activaron secuencialmente ambos
modulos magnéticos y se midid la densidad de flujo magnético en distintos
puntos. Dado que el tamafio de la sonda era de 10 mm, no fue posible
identificar la distribucion de las lineas de flujo, sino Unicamente evaluar valores
promedio en la zona de estudio. Las figuras 54 y 55 muestran los resultados

obtenidos.

Modulo activo

7-20 mT (sobre la

chapa magnética) Superior Central Inferior

23 4 18
58 83 70
31 23 22

1,6 mT

Modulo inactivo

Figura 54. Campo electromagnético generado cuando se aplicé corriente sobre las bobinas
superiores (como referencia, el motor estaria en la parte derecha de la imagen). Medidas
tomadas con el gausimetro Metrolab expresadas en mT.

Después de cada actuacion, el material quedaba ligeramente

magnetizado, con valores de 0,1 — 0,4 mT en los polos.

En el momento en el que se cambidé la activacion de las bobinas

superiores por las inferiores, se obtuvieron nuevos valores (figura 55).
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Modulo inactivo

Superior Central Inferior
29 18 15
52 76 65
29 20 21

Maodulo activo

Figura 55. Campo electromagnético generado cuando se aplicé corriente sobre las bobinas
inferiores (como referencia, el motor estaria en la parte derecha de la imagen). Medidas
tomadas con el gausimetro Metrolab expresadas en mT.

Por otra parte, con el gausimetro de Bell se sigui6 el esquema de la
figura 33. En este caso, ambas bobinas se activaron a la vez. Las medidas
obtenidas con la sonda dispuesta paralelamente al recorrido de las muestras se
exponen en la tabla 18.

130 125 145 133 105 140 135 150 142
135 125 140 133 100 120 120 113 160 135 145 147
250 240 250 247 90 95 125 103 240 145 300 228
35 40 40 38 60 70 60 63 50 40 45 45
13 10 7 10 20 40 30 30 14 20 35 23
60 60 70 63 70 90 65 75 25 30 20 25
280 220 260 253 100 110 80 97 280 240 290 270
145 130 140 138 110 130 130 123 150 125 150 142
145 135 155 145 110 120 115 115 150 160 180 163

Tabla 18. Medidas de EMF obtenidas con la sonda paralela al recorrido de las muestras.
S: superior, C: central, I: inferior, y P: promedio. Medidas expresadas en mT.
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También se tomaron medidas con la sonda dispuesta de manera
perpendicular al recorrido de las muestras en la zona central, es decir, en
aguélla en la que tedricamente el campo electromagnético es mayor y donde
las muestras se depositaran durante el tratamiento de exposicion. Las medidas
obtenidas se exponen en la tabla 19.

Bl c (] " [F[s[e[T[rPs[eT[F]
400 450 400 417 130 170 100 133 360 360 290 337
150 200 170 173 130 170 140 147 170 210 150 177

n 300 360 360 340 110 140 125 125 360 390 330 360

Tabla 19. Medidas de EMF obtenidas con la sonda perpendicular al recorrido de las muestras.
S: superior, C: central, I: inferior, y P: promedio. Medidas expresadas en mT.

Calculando la media absoluta de los valores mostrados en la tabla 19, se
obtuvo un valor medio de exposicion al campo electromagnético de 245 mT,
siendo pues este el valor tomado como referente en la zona o nucleo de
exposicion central. Ademas, los valores del EMF decrecian progresivamente a
medida que la sonda de medicion se alejaba de dicho nucleo, alcanzando

valores minimos de 7-8 mT a una distancia de 1 m del ntcleo.
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2. Determinacion de los tiempos de exposicion
electromagnética

Una vez se disefid y validé el sistema generador de campos electromagnéticos,
se determinaron los tiempos de exposicion a estos EMF. Esta determinacion de
los tiempos de exposicion se llevo a cabo mediante el estudio de la expresion
de diferentes genes, tanto genes que intervienen en el proceso condrogénico
como también otros genes que consideramos de interés. Asi pues, se realizo el
cultivo de microtejidos de células madre mesenquimales de pulpa dental
humana, siguiendo el procedimiento descrito en Material y Métodos. Estos
microtejidos se mantuvieron en medio de diferenciacion condrogénica durante
1,6 y24 hy 3, 7y 14 dias, tomandose como control muestras a tiempo cero,

es decir, en el momento anterior al cambio por medio condrogénico.

Una vez llevada a cabo la cuantificacién de la expresion génica mediante
técnicas de biologia molecular, segun se describe en Material y Métodos, se
analizaron y representaron (figura 56) los valores de la expresion de los genes
analizados (SOX9, ACAN, COL2A1, COL1A1, COL10A1, VEGFA y HIF1A1),

tomandose como control los valores de las muestras a tiempo cero.

La expresion relativa del gen marcador de la condrogénesis SOX9 no
mostré diferencias significativas en los diferentes tiempos con respecto a la

expresion de las muestras a tiempo cero (figura 56A).

Mientras que en el gen ACAN (figura 56B), transcrito que dara lugar a la
sintesis de agrecano, tampoco se observaron diferencias significativas entre los
diversos tiempos experimentales, en la expresion del gen COL2A1 si hubo
diferencias (figura 56C). Este transcrito, indicador de la sintesis de colageno de
tipo Il tuvo una expresion 10 veces o fold-change superior al valor de las
muestras en tiempo cero a partir del tercer dia de cultivo con medio de
diferenciacion condrogénica. A los 7 dias de cultivo, esta expresion ascendio
hasta valores cercanos a 30, mientras que a las 2 semanas alcanzo valores de
70 fold-change respecto a los valores de las muestras control, indicando estos
dos dultimos valores que las diferencias con respecto al control eran

estadisticamente significativas.
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Por lo que respecta a la expresion del gen COL1Al (figura 56D),
indicador de la expresion de colageno de tipo I, no se observaron diferencias
en la expresion hasta los 14 dias de cultivo, momento en el que el valor de su
expresion se duplicO respecto al control interno, siendo este aumento

significativo.

A diferencia del gen anterior, en el caso de la expresion de gen
COL10A1 (figura 56E), marcador de hipertrofia, se observé un aumento de la
misma a partir de los 3 dias de cultivos, siendo muy importante a las
2 semanas. Mientras que a los 3 dias la expresion fue de veces superior
respecto al control, a los 7 dias ascendi6 a valores cercanos a 20. Finalmente,
esta expresion alcanzé valores estadisticamente significativos a las 2 semanas
de cultivo en medio de diferenciacion condrogénica, siendo 240 veces superior

al control interno.

Finalmente, en la expresién del gen VEGFA, que codifica el factor de
crecimiento endotelial vascular, solo se observaron diferencias con respecto al
control a tiempo cero a las 6 h de cultivo, mientras que en el factor de hipoxia
HIF1Al no se observaron diferencias significativas respecto a este control a lo
largo del tiempo estudiado (figura 56F, G, respectivamente).

80X9 ACAN COL2A1
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Expresion relativa

coLial COL10A1 VEGFA HIF1A1
400 2
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Figura 56. Evolucién temporal (tiempo inicial, 1, 6 y 24 h'y 3, 7 y 14 dias) de la expresion
relativa de A: SOX9, B: ACAN, C: COL2A1, D: COL1Al, E: COL10AL, F: VEGFA, y G: HIF1AL1.
Las muestras en tiempo cero o inicial se tomaron como control de la expresion relativa. Se
representa el valor promedio y la desviacion estandar (barra de error); *p<0,05 respecto al
control (t = 0).
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3. Estudio preliminar de hDPSC expuestas a EMF

Una vez determinados los tiempos de exposicion al campo electromagnético,
se estudid el efecto de la exposicion de 3 dias sobre la viabilidad de células
madre mesenquimales de pulpa dental humana cultivadas en forma de

microtejidos, siguiendo el protocolo descrito en Material y Métodos.

3.1. Estudio de viabilidad celular

Después de 3 dias de exposicion de los microtejidos al EMF, las muestras
irradiadas (A) mostraron un incremento del 59 % en la viabilidad relativa
cuando se compararon con las muestras control no irradiadas y mantenidas a
37 °C fuera del incubador durante el tratamiento de estimulacion (B), con las
mantenidas a temperatura ambiente fuera del incubador durante el tratamiento
(C) y con las mantenidas en el incubador celular durante todo el estudio (D)

(figura 57). No se observaron diferencias entre los tres grupos control.
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Figura 57. Estudio de la viabilidad de A: microtejidos de hDPSC expuestos al campo
electromagnético durante 3 dias. Se tomaron como controles B: microtejidos mantenidos fuera
del incubador celular a 37 °C durante los periodos de exposicion; C: microtejidos mantenidos
fuera del incubador celular a temperatura ambiente durante la exposicién, y D: microtejidos
mantenidos dentro del incubador celular durante todo el estudio. Promedio + desviacion
estandar; *p < 0,05 respecto al grupo control D.
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3.2. Estudio morfolégico

El estudio morfolégico de las muestras irradiadas durante 3 dias procesadas y
tefiidas con hematoxilina-eosina, mostré que las células se disponian de

manera aislada o formando grupos celulares pequefios (figura 58).

Los citoplasmas celulares, homogéneamente eosindéfilos y en algunos
casos basdfilos, presentaron una morfologia poligonal, con pequefas
prolongaciones. Ademas, el nucleo se observé redondeado, de cromatina

densa, y situado en el centro o excéntrico respecto al citoplasma.

No se encontraron diferencias morfolégicas entre las muestras

expuestas al EMF (figura 58A) con respecto a los grupos control.

3 c D

Figura 58. Imagenes representativas de microtejidos de hDPSC procesados y tefiidos con
hematoxilina-eosina. A: microtejidos de hDPSC expuestos al campo electromagnético durante
3 dias. Se tomaron como controles B: microtejidos mantenidos fuera del incubador celular a
37 °C durante los periodos de exposicion; C: microtejidos mantenidos fuera del incubador
celular a temperatura ambiente durante la exposicién, y D: microtejidos mantenidos dentro del
incubador celular durante todo el estudio. Barra de escala = 50 pm.
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4. Elaboracién de las particulas electromagnéticas

Una vez termino el proceso de fabricacion de las particulas electromagnéticas,
siguiendo el protocolo descrito por Clara-Trujillo et al.1?°, se obtuvo 1 cm? en
volumen total. Estas particulas mostraron una morfologia homogéneamente
esférica, con un diametro de 50 + 20 um. En la figura 59 se observa una Unica

particula en dos planos de enfoque diferentes, superior y ecuatorial.

Ademas, la observacion de las particulas con el microscopio permitié
verificar que la fase férrica, opaca, estaba distribuida homogéneamente por

todo el volumen de la particula.

A B

Figura 59. Imagenes tomadas al microscopio Optico de una particula. Imdgenes tomadas en
diferentes planos de enfoque, siendo A: plano superior, y B: plano medio o ecuatorial de la
particula. Barra de escala = 50 um.

4.1. Determinacion de la densidad de particulas por muestra

El estudio realizado determiné que la densidad de 1 mg/muestra provocaba
una menor deformacién de los microtejidos durante el periodo de estimulacion
electromagnética sin llegar a su rotura. Ademas, se observo un movimiento
adecuado de las particulas, desplazandose en una misma direcciébn en ambos
sentidos por todo el microtubo de cultivo durante el tiempo de encendido de las

bovinas magnéticas.
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5. Estudio de la expresion génica de microtejidos de
hDPSC estimulados electromagneto-mecanicamente

Considerando los resultados obtenidos en un punto anterior (“Determinacion de
los tiempos de exposicion electromagnética”), se decidid que los tiempos a
emplear en este punto del trabajo fueran 3 y 14 dias. Esta determinacion se
bas6é en que en estos tiempos se aprecié un incremento considerable en la
expresion de factores condrogénicos, como es la expresion del gen COL2A1,
pero también de otros no deseables, como el COL10A1. Asi pues, se estudio si
la estimulacion electromagnética y la electromagneto-mecanica durante estos
periodos de tiempo afectaban a la expresion por parte de las hDPSC de estos y

otros marcadores analizados.

Una vez finalizados los tiempos de exposicion se extrajo el ARN de las
muestras y se analiz6 mediante Real-Time RT-PCR, la expresion de los genes
SOX9, ACAN, COL2A1, COL1A1, COL10A1, VEGFA y HIF1Al. Para cada gen
se tomo6 como control la expresion de ese gen en las muestras a tiempo cero o

inicial.

5.1. Estudio de la expresién génica

El gen SOX9 (figura 60), relacionado directamente con la condrogénesis, se
expresd de manera superior respecto las muestras O (control a t=0) en todas
las muestras estimuladas. La exposicion a los EMFs durante 72 h (A) aumento
la expresion de este gen 40 veces respecto al control; siendo de 35 fold-change
para las muestras B. Las muestras mantenidas en el incubador celular durante
72 h (J) también mostraron una mayor expresion respecto al control at = 0 (O),

siendo este valor de 3 fold-change.

Por lo que respecta al estudio de 2 semanas en total de estimulacion y/o
cultivo, en las muestras estimuladas electromagnética y electromagneto-
mecanicamente durante 72 h (C y D) se observaron valores superiores
cercanos a 3 y 4 fold-change respectivamente respecto a las muestras O. Sin
embargo, la expresion fue superior para las muestras estimuladas durante

14 dias, alcanzando valores de 6 para las muestras estimuladas
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electromagnéticamente (H) y de 9 para las muestras estimuladas
electromagneto-mecanicamente (l), siendo este ultimo valor estadisticamente

significativo.

Las muestras estimuladas durante 72 h (J) obtuvieron valores superiores
respecto aquéllas no estimuladas y mantenidas el mismo tiempo en el
incubador. De la misma manera, en las muestras estimuladas 72 h, con
posterior cultivo hasta las 2 semanas (C y D), y las estimuladas 14 dias (H e 1)
también se observé un aumento significativo en la expresion de este gen

respecto a las muestras mantenidas durante 14 dias en el incubador (K).

SOX9
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Figura 60. Expresion relativa de SOX9 respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O) de
las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias; I: estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O; ¢ p<0,05 respecto a la
muestra J, y # p<0,05 respecto la muestra K.
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Por lo que respecta al gen ACAN (figura 61), se observaron diferencias
en las muestras estimuladas durante 72 h y aquellas mantenidas en cultivo

hasta 2 semanas.

Por una parte, las muestras A mostraron un aumento en la expresion de

este gen de hasta 4 veces superior respecto a las muestras O control y a las
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muestras J y B. Las muestras estimuladas electromagneto-mecanicamente

durante 72 h (B) no mostraron diferencias respecto al control (O).

En las muestras estimuladas 72 h y mantenidas posteriormente 11 dias
en el incubador (C y D) y las muestras estimuladas 14 dias (H e I) se observo
una disminucion significativa importante en la expresion de ACAN respecto a

las muestras a tiempo cero (O).
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Figura 61. Expresion relativa de ACAN respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O) de
las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias: I: estimuladas electromagneto-mecénicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O; ¢ p<0,05 respecto a la
muestra J, y ° p<0,05 respecto a la muestra A.

La expresion relativa de COL2A1 en todas las muestras (figura 62) fue
mas alta que en el control at = 0 (O). Por un lado, las muestras A mostraron un
aumento de 53 puntos y las B, de 85 puntos, respecto al control O. La
diferencia entre ambas muestras fue significativa. Ademas, estas muestras
mostraron valores inferiores respecto a aquellas mantenidas en el incubador

durante 72 h (muestras J).

159



RESULTADOS Y DISCUSION

Por otro lado, las muestras estimuladas 72 h y mantenidas 11 dias mas
en el incubador celular (C y D) mostraron una expresion superior en 13 y
30 puntos respectivamente respecto al control O, siendo la diferencia entre
ellas también significativa. Las muestras estimuladas durante 14 dias
mostraron un nivel de expresion 7 veces superior en el caso de las muestras
estimuladas electromagnéticamente (H), y 4 veces superior en el caso de las
muestras también estimuladas mecanicamente (I). Cabe destacar que las
muestras de los 4 grupos anteriores mostraron valores de expresion de este
gen inferiores respecto a las muestras K, mantenidas durante 14 dias en el

incubador celular.
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Figura 62. Expresion relativa de COL2A1 respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O)
de las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias; I: estimuladas electromagneto-mecénicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O; ¢ p<0,05 respecto a la
muestra J; # p<0,05 respecto a la muestra K, y © p<0,05 respecto a las muestras A/C en su
caso.

La expresion del gen COL1Al (figura 63) fue superior en todas las
muestras estimuladas por los EMF respecto a las muestras a tiempo cero (O) y

a las mantenidas durante 72 h y 14 dias en el incubador celular (J y K).
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En el caso de las muestras A, estas mostraron valores 17 veces por
encima del grupo control (O), pero solo de 4 fold-change en el caso de las
muestras estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 72 h (B), siendo

la diferencia significativa entre ambos grupos de muestras.

Por lo que respecta a las muestras C y D, estas mostraron valores
superiores a 7 respecto a las muestras O, sin observar diferencias entre ambos
grupos. El aumento méas importante se observo en el caso de las muestras
estimuladas durante 14 dias (H e 1), llegando a alcanzar valores de 20 fold-
change respecto al control a tiempo cero (O), no encontrando diferencias entre

ambas.
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Figura 63. Expresion relativa de COL1A1 respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O)
de las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias; I: estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O; ¢ p<0,05 respecto a la
muestra J; # p<0,05 respecto a la muestra K; y ° p<0,05 respecto a la muestra A.

Con respecto a la expresion de COL10Al, se observé un gran aumento
de la misma en todos los grupos de muestras respecto a la muestra control O
(figura 64). Por un lado, las muestras estimuladas electromagnéticamente (A)

mostraron unos valores de 7.000 puntos por encima de las muestras O. En el
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caso de las muestras B el incremento fue menor, mostrando valores de
600 fold-change respecto este control. Ademas, en ambas muestras el nivel de

expresion fue superior con respecto al de las muestras J.

Por otro lado, las muestras estimuladas 72 h y cultivadas posteriormente
durante 11 dias (C y D) mostraron valores 7.600 veces superiores respecto las
muestras control O, sin que se observasen diferencias entre ambas. Las
muestras estimuladas electromagnéticamente durante 14 dias alcanzaron
valores de expresion relativa superiores a 9.700 (H), mientras que, si la
estimulacién también fue mecanica (I), estos valores superaron los 16.000.
Ademas, todas las muestras estimuladas (C, D, H e I) mostraron valores
significativamente superiores respecto a las muestras K, mantenidas en el

incubador celular durante 14 dias.
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Figura 64. Expresion relativa de COL10A1 respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O)
de las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias; I: estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O; ? p<0,05 respecto a la
muestra J; y # p<0,05 respecto a la muestra K.
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La figura 65 muestra la expresion relativa del gen VEGFA respecto a las

muestras tomadas como control a tiempo cero (O). En el caso de las muestras
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estimuladas durante 72 h (A y B), se observaron valores 20 y 16 veces por
encima de las muestras O, respectivamente. No se observaron diferencias
entre ellas. Los valores de expresion de estas muestras fueron superiores
significativamente respecto a las muestras mantenidas durante 72 h en el

incubador (J).

Por otra parte, las muestras estimuladas 72 h y mantenidas
posteriormente 11 dias en cultivo (C y D) no mostraron diferencias respecto al
control a tiempo cero (O) ni respecto a las muestras mantenidas 14 dias en el
incubador celular (K). Por el contrario, las muestras estimuladas durante
14 dias (H e I) mostraron unos valores relativos de expresion de 5 y 4 fold-
change, respectivamente. En estos dos casos, el aumento de expresion

también fue significativo respecto a las muestras K.
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Figura 65. Expresion relativa de VEGFA respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O) de
las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias; I: estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O; ¢ p<0,05 respecto a la
muestra J; y # p<0,05 respecto a la muestra K.

Por altimo, con respecto al gen HIF1A1 (figura 66) también se observd

un aumento significativo de su expresion en todas las muestras estimuladas
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electromagnética y electromagneto-mecanicamente respecto a la muestra
tomada como control (O). Las muestras A mostraron valores de expresion
cercanos a 7 veces superiores al control, mientras que las B no superaron los
4 fold-change. La diferencia entre ambas muestras fue estadisticamente
significativa. Ademas, ambos grupos de muestras mostraron valores de
expresion superiores a los obtenidos con las muestras mantenidas en el

incubador celular durante 72 h (J).

Por otro lado, las muestras C, D, H e | mostraron valores de en torno
8 fold-change respecto a las muestras O, siendo ademas superiores respecto
de las muestras mantenidas durante 14 dias en el incubador celular (K).
Finalmente, la estimulacion electromagneto-mecénica de 14 dias (I) provoco un
aumento significativo en la expresion de HIF1Al respecto a las muestras H

estimuladas simplemente con electromagnetismo (H).
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Figura 66. Expresion relativa de HIF1A1 respecto al grupo control a tiempo cero (muestra O) de
las muestras A: estimuladas electromagnéticamente durante 72 h; B: estimuladas
electromagneto-mecanicamente durante 72 h; C: estimuladas electromagnéticamente durante
72 h con posterior cultivo durante 11 dias; D: estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 72 h con posterior cultivo durante 11 dias; H: estimuladas electromagnéticamente
durante 14 dias; I: estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 14 dias; J: mantenidas
en el incubador celular durante 72 h; y K: mantenidas en el incubador celular durante 14 dias.
Promedio + desviacién estandar; * p<0,05 respecto al grupo control O;  p<0,05 respecto a la
muestra J; # p<0,05 respecto a la muestra K; y © p<0,05 respecto a las muestras A/C en su
caso.
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6. Estudio histolégico y de la expresion de proteinas de
muestras estimuladas electromagneto-mecanicamente
durante 3 dias

Una vez terminado el estudio del punto anterior, considerando los resultados
obtenidos se concluyd que la estimulacion electromagneto-mecéanica durante
72 h favorecié la expresion de los marcadores condrogénicos SOX9, ACAN y
COL2A1, mientras que la expresion de otros marcadores, como es el
COL10A1, fue menor respecto a la observada en las muestras estimuladas
s6lo con EMF. Asi pues, se elaboraron nuevos microtejidos con particulas
electromagnéticas y se expusieron a EMF durante 72 h. Ademas, se elaboraron
microtejidos sin particulas electromagnéticas, que se mantuvieron en el
incubador celular a modo de control. En ambos casos las muestras estuvieron

en medio de diferenciacion condrogénica.

Una vez finalizado el tratamiento de exposicién electromagnética, los
microtejidos se mantuvieron en el incubador celular durante 2, 4 y 6 semanas
mas, siempre en medio de diferenciacion condrogénica. El propdsito de este
estudio fue estudiar como afectaba el tratamiento de estimulacion mecénica
tanto a la morfologia celular como a la sintesis de proteinas caracteristicas de
la matriz extracelular del cartilago, como son los colagenos tipo | y Il y el

agrecano.

6.1. Tincidbn con hematoxilina-eosina

En las muestras estimuladas electromagneto-mecanicamente durante 3 dias y
mantenidas posteriormente 2 semanas mas en el incubador celular
(figura 67A), se observo un microtejido ligeramente compactado, formado por
células de morfologia redondeada y nucleos excéntricos, redondeados o
aplanados. Se observdé un citoplasma eosinéfilo, ligeramente baséfilo en

algunas de las células.

Por lo que respecta a las muestras mantenidas en cultivo 4 y 6 semanas,
se apreciaron diferencias respecto a las cultivadas 2 semanas. A las

4 semanas, se distinguid un microtejido menos compacto y se observo una
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menor densidad celular y un aumento en matriz extracelular, eosindfila
(figura 67B). Por lo que respecta a las 6 semanas, se mantuvo la disminucion
en la densidad celular, observandose un aumento en matriz extracelular
eosindfila y un mayor niumero de espacios libres entre células, siendo el

microtejido menos compacto (figura 67C).

Por el contrario, en las muestras mantenidas en el incubador celular
durante el tratamiento de exposicion y las posteriores semanas de cultivo no se
apreciaron diferencias morfolégicas entre ellas, mostrando algunas de las
células cierta basofilia (figura 67D-F). ElI microtejido se mantuvo compacto,

observandose una elevada densidad celular y escasos espacios intercelulares.

Cabe destacar en la figura 67A la presencia de dos particulas

magnéticas rodeadas por células.

4 SEMANAS

-

Figura 67. Imagenes de muestras del cultivo de hDPSC en forma de microtejido tefiidas con
hematoxilina-eosina. A-C: microtejidos estimulados electromagneto-mecanicamente durante
3 dias o, D-F, mantenidos en el incubador celular 3 dias y, posteriormente, mantenido en el
incubador con medio de diferenciacion condrogénica durante A y D: 2 semanas;
By E: 4 semanas; y Cy F: 6 semanas. Barra de escala = 50 um.

A 63 aumentos, se observan células parcialmente redondeadas en el
caso de las muestras estimuladas (figura 68A-C), con nuacleo grande

redondeado y aplanado a las 6 semanas de cultivo (figura 68C).

Por lo que respecta a las muestras control mantenidas en el incubador

celular (figura 68D-F), el citoplasma de las células se observé redondeado, con
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ndcleo excéntrico, redondeado o aplanado. No se observaron diferencias entre

las muestras a diferentes tiempos de cultivo celular.

2 SEMANAS 4 SEMANAS 6 SEMANAS

Figura 68. Imagenes de muestras del cultivo de hDPSC en forma de microtejido tefiidas con
hematoxilina-eosina. A-C: microtejidos estimulados electromagneto-mecanicamente durante
3 dias o, D-F, mantenidos en el incubador celular 3 dias, y posteriormente mantenidos en el
incubador con medio de diferenciacion condrogénica durante A y D: 2 semanas;
ByE: 4 semanas, y Cy F: 6 semanas. Barra de escala = 20 um.

6.1.1. Adhesioén celular a las particulas electromagnéticas

En los microtejidos estimulados con EMF en presencia de particulas
electromagnéticas se observaron células adheridas sobre la superficie de estas
particulas (figura 69), que parecian emitir cortas prolongaciones hacia la

estructura de PLA.
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Figura 69. Imagen de un microtejido estimulado electromagneto-mecanicamente durante 72 h
en presencia de particulas electromagnéticas y mantenido 4 semanas en el incubador celular.
La flecha indica la particula electromagnética con células adheridas a ella. Tincién de
hematoxilina-eosina. Barra de escala = 50 pm.

6.2. Densidad celular en los microtejidos

Se determiné la densidad celular mediante el recuento de los nucleos celulares
en las muestras analizadas. Los resultados obtenidos se representan en la

figura 70.

A tiempo inicial o tiempo cero, las muestras analizadas mostraron una
densidad de 9,4x102 células/mm?. Por una parte, las muestras expuestas a los
campos electromagnéticos con particulas magnéticas, siguiendo el tratamiento
de 3 dias, y cultivadas posteriormente durante 2 semanas mas en medio de
cultivo de diferenciacién condrogénica, mostraron un incremento de la densidad
celular hasta valores de 11,4x10° células/mm?. La densidad celular de estas
mismas muestras cultivadas durante 4 semanas fue de 7,8x102 células/mm?2. Y,
finalmente, en el caso de las muestras cultivadas durante 6 semanas después
del tratamiento de estimulacion electromagneto-mecénica, se observd una
disminucion significativa del nimero de células hasta valores de 3,6x10°
células/mm?. En los 3 tiempos de cultivo se apreciaron diferencias significativas

con los valores obtenidos en las muestras a tiempo cero.

Por otra parte, las muestras control, es decir, sin exposicion a los

campos electromagnéticos y sin presencia de particulas, mostraron un
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comportamiento similar al descrito en el punto 1.2 del bloque 2. Las muestras
mantenidas durante 2 semanas en el incubador celular, una vez terminado el
tratamiento de estimulacion electromagneto-mecanica, mostraron una densidad
de 10,4x10° células/mm?. Se calculé un valor de 11,2x10° células/mm? en el
caso de las muestras mantenidas 4 semanas Yy, finalmente, este valor alcanz6
las 12,1x10% células /mm? para el caso de las muestras cultivadas durante
6 semanas. No se apreciaron diferencias significativas entre los valores
obtenidos en los 3 tiempos muestrales, pero si hubo diferencias de estos

valores respecto a los de las muestras a tiempo cero.
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Figura 70. Densidad celular en los microtejidos en las diferentes condiciones estudiadas (azul:
muestras en incubador sin estimular; verde: muestras estimuladas electromagneto-
mecénicamente durante 3 dias) y tiempos de cultivo analizados (rojo: control a t = 0).
Promedio = desviaciéon estandar. Se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en las
muestras a 2, 4 y 6 semanas respecto al tiempo cero y entre ambas condiciones en las
muestras de 4 y 6 semanas.

6.3. Caracterizacion celular mediante inmunofluorescencia

Tras procesar las muestras para realizar los estudios de inmunofluorescencia,
se observé la presencia de agrecano en las muestras estimuladas
electromagneto-mecanicamente (figura 71A, E, I). Mientras que a dos semanas
de cultivo posterior a este tratamiento se observo este proteoglicano en torno a
los nucleos celulares (figura 71A), en los cultivos de 4 y 6 semanas se
distingui6 en todo el microtejido celular de manera extracelular, homogénea, y

con mayor intensidad en el ultimo tiempo analizado.
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Por lo que respecta a la sintesis de colageno de tipo Il, su evolucién se
asemejo a la del agrecano, observandose levemente en torno a las células en
los cultivos de 2 semanas posteriores a la estimulacion electromagneto-
mecanica (figura 71B). En la semana 4 de cultivo, la sintesis de colageno de
tipo Il en el interior celular se intensifico (figura 71F) y, por ultimo, en las
muestras mantenidas durante 6 semanas después de la estimulacion, se
aprecio esta proteina en todo el microtejido, distribuida de manera extracelular

y uniforme (figura 71J).

Finalmente, la sintesis de colageno tipo I, proteina caracteristica del
cartilago fibroso, se observé levemente en el interior de las células a las
2 semanas de cultivo posterior al tratamiento de estimulacion (figura 71C), y se
mantuvo a lo largo del tiempo, no siendo importante durante la cuarta y sexta

semana de estudio (figura 71G, K).

AGRECANO COLAGENO Il COLAGENO | CONTROL
-

Figura 71. Imagenes de inmunofluorescencia de células hDPSC cultivadas en forma de
microtejidos, estimulados electromagneto-mecanicamente durante 3 dias y mantenidos
posteriormente en el incubador celular durante A-D: 2 semanas; E-H: 4 semanas, e
I-L: 6 semanas. En todo el estudio las muestras estuvieron en medio de diferenciacion
condrogénica. En azul se observan los nlcleos celulares (tefiidos con DAPI) y, en verde, la
presencia de las proteinas analizadas. Canal verde de las imagenes modificado mediante
PhotoShop: A-C, E, G y K (saturacion +100 % y luminosidad +50 %),y F, | y J (sat. +100 % y
lum. +25 %). arra de escala = 25 pm.

2 sem.

4 sem.

6 sem.

En las muestras control mantenidas en el incubador celular durante el

tiempo equivalente al tratamiento de estimulacion electromagneto-mecéanica y
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durante las semanas posteriores, se observaron diferencias con las muestras si

expuestas.

En la segunda semana del cultivo, se observd menor sintesis de
agrecano en las muestras no tratadas (figura 72A). Sin embargo, se aprecio,
sobre todo, a partir de la cuarta semana de cultivo en el interior celular,
intensificAndose en la semana 6 (figura 72E, 1), sin alcanzar la intensidad que

se observoé en las muestras estimuladas.

El colageno de tipo Il se detectd a partir de la cuarta semana
(figura 72B, F). Esta proteina caracteristica del cartilago hialino se observé
distribuida de manera homogénea por toda la matriz extracelular del microtejido
en la sexta semana del cultivo (figura 72J). No obstante, se observdé en menor

cantidad que en las muestras estimuladas electromagneto-mecanicamente.

Por dltimo, durante la semana 2 del cultivo celular se detect6 la
presencia de colageno de tipo | en torno a los ndcleos celulares, y su presencia
se intensificé en toda la matriz extracelular durante la cuarta y sexta semana de
cultivo (figura 72C, G, K).

AGRECANO COLAGENO II COLAGENO | CONTROL
-

Figura 72. Imagenes de inmunofluorescencia de células hDPSC cultivadas en forma de
microtejidos mantenidos en el incubador celular tanto durante el tratamiento de estimulacion
electromagneto-mecanica como posteriormente, durante A-D: 2 semanas; E-H: 4 semanas; e
I-L: 6 semanas. En todo el estudio las muestras estuvieron en medio de diferenciacion
condrogénica. En azul se observan los nlcleos celulares (tefiidos con DAPI) y, en verde, la
presencia de las proteinas analizadas. Canal verde de las imagenes modificado mediante
PhotoShop: Ay C (saturacion +100 % y luminosidad +50 %), y E-G (sat. +100 % y lum. +25 %).
Barra de escala = 25 pm.

2 sem.

4 sem.

6 sem.
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1. Sistema generador de campos electromagnéticos

El disefio y fabricacion del sistema generador de campos electromagnéticos
(EMF) se llevo a cabo por parte del grupo de investigacion de la Universidad de
Zaragoza, con quien nuestro grupo ha estado colaborando durante los dltimos
6 afios'?’. Este dispositivo presenté dos elementos separados; por un lado, el
relacionado con la generacion de un campo electromagnético alterno y, por
otro, el que permite el desplazamiento de los tubos en que se encuentran las

muestras.

El primer componente consisti6 en un circuito magnético formado por
dos modulos (izquierdo y derecho) conectados secuencialmente para generar
fuerzas en los dos sentidos de una misma direccion. El comando fue dado por
un generador de sefiales GW-Instek PSB 2800L, que controlé dos fuentes de
energia GW-Instek AFG-2225.

Para el segundo propésito, se situé un actuador entre ambos circuitos
magnéticos, el cual permitid el desplazamiento secuencial y controlado de
3 muestras que se expondran a los EMF; de esta manera, fue posible cambiar
de muestra de manera automatizada en intervalos de tiempos establecidos sin
que la estimulacion de una muestra afectara a las otras dos. Para ello, se utilizd
un control de posicién para comandar un motor Elmeq de paso a paso
(MLILFRL17A4-EQ-LB3M180GT) conectado a un husillo mecanico. Ademas,
se elabord un programa para la ejecucion controlada del actuador, segun los
tiempos de exposicién que se determinaron con estudios posteriores, detallado

en el anexo.

Asi pues, el dispositivo electromagnético permiti6 generar EMF en un
rango operativo de 15x15 mm, creando un gradiente de flujo electromagnético
de 30 T/m, con una magnitud de campo electromagnético de 245 mT en el
punto central del dispositivo, lugar donde se situ6 cada vez una muestra para la
exposicidon. Esta magnitud de campo electromagnético localizado se comprob6

y validé empleando 2 gausimetros con sonda diferentes.
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2. Determinacion de los tiempos de exposicion
electromagnética

El andlisis de la expresion de los diferentes genes de una célula es
fundamental actualmente en numerosos estudios. La expresion de
determinados genes en una célula determinara, por ejemplo, la posterior
sintesis de diferentes proteinas y su posible secreciéon a la matriz celular. Es
por ello por lo que esta deteccidén de la expresion génica es fundamental para
estudiar el efecto condrogénico que puede tener la aplicacion de un tratamiento

de estimulacién con EMF como el propuesto en este trabajo de Tesis Doctoral.

Las proteinas son macromoléculas que sintetizan las células a partir de
la informacion contenida en su ADN. Esta informacioén genética se transcribe a
una molécula intermedia llamada ARN mensajero o ARNm. Esta molécula sale
al citosol donde se produce la traduccién, proceso por el cual se generan
proteinas a partir de dicha molécula.

Asi pues, el andlisis de la presencia del ARNm es fundamental para
determinar la posterior sintesis de dicha proteina. No obstante, para facilitar la
cuantificacion de la presencia de un ARNm, que daréd lugar a una proteina en
concreto, se debe realizar la conversién de esta molécula, que se degrada
facilmente durante el procesado y almacenamiento de las muestras, en ADN
complementario o ADNc, molécula mas estable. Esta conversion se llama

transcripcion inversa o retrotranscripcion.

Finalmente, el ADNc generado se cuantifica mediante PCR cuantitativa o
gPCR (por sus siglas en inglés) a tiempo real, método que esta ampliamente
utilizado para cuantificar de forma relativa la expresion de un gen, proceso

previo a la sintesis de la proteina.

Una vez se disefio y valido el sistema generador de campos
electromagnéticos, se realiz6 la determinacion de los tiempos de exposicion a
estos EMF. Esta determinacién de los tiempos de estudio se llevé a cabo
mediante la expresion de diferentes genes, tanto participes del proceso
condrogénico como también de otros genes de interés. Asi pues, como paso

previo se realizo el cultivo de microtejidos de hDPSC. Estos microtejidos se
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mantuvieron en medio de diferenciacion condrogénica durante un tiempo
comprendido entre 1 h y 14 dias, tomandose como control muestras a tiempo
cero, es decir, en el momento anterior al cambio de medio de proliferacion en el

que se generaron los microtejidos por medio de diferenciacién condrogénica.

Una vez llevada a cabo la cuantificacion de la expresion génica, descrita
en Material y Métodos, se analizaron los valores de la expresion de los genes
analizados (SOX9, ACAN, COL2A1, COL1A1, COL10Al, VEGFA y HIF1A1l),
tomandose como control los valores de expresion de las muestras a tiempo

cero.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias en la expresion de los
genes SOX9, ACAN y HIF1A1 a lo largo del tiempo, mientas que en los genes
de las cadenas de los colagenos si se observaron. Por lo que respecta a
COL2A1 y COL10Al, a partir de los 3 dias de cultivo con el medio de
diferenciacion condrogénica se observé un aumento en su expresion, respecto
al control interno a tiempo cero, intensificandose a los 7 dias y, sobre todo, a
los 14 dias de cultivo. Por el contrario, COL1A1 solo mostré un aumento
significativo a las 2 semanas de cultivo con el medio estudiado. Por ultimo, la
expresion de VEGFA solo mostré un ligero aumento significativo respecto al
control a tiempo cero a las 6 h de cultivo en medio de diferenciacion

condrogénica.

Dichos resultados coinciden con los estudios de Hu et al. con células
madre mesenquimales obtenidas de médula 6sea, y cultivadas con medio de
diferenciacion condrogénica, donde no observaron diferencias en la expresion
de ACAN y SOX9 en los diferentes tiempos de estudio analizados (3, 7 y
14 dias)*%8,

Por lo que respecta a los genes COL2A1 y COL1Al, diversos trabajos
describen que, a tiempos largos de cultivo (2-4 semanas) de MSC, se observa
un aumento en la expresion de estos genes cuando las células se cultivan con

medio de diferenciacién condrogénical®’.158,

A partir de estos datos observados, se decidio profundizar en el estudio
de la evolucion de la expresion de COL2A1, el cual da lugar a la posterior

sintesis de colageno tipo Il, proteina fundamental de la matriz extracelular del
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cartilago hialino'#2. Asi pues, se determinaron dos tiempos de exposicion
electromagnética, con el fin de apreciar posibles diferencias con muestras
control (no expuestas), ya que en otros estudios se ha observado que la
exposicion a EMF reducia el tiempo de diferenciacion condrogénica de células

madre mesenquimalest'?,

El primer tiempo fue de 3 dias de estimulacion, en el que se observo un
aumento inicial de COL2A1 en las muestras cultivadas. El segundo fue de
14 dias de estimulacion, donde se observé un aumento considerable en la
expresion de COL2A1, pero también de COL1A1 y COL10Al. El motivo de la
inclusion de este segundo tiempo fue estudiar si la exposicion electromagnética
mejoraba la expresion de COL2A1 y disminuia la expresion de los marcadores
COL1A1 y COL10A1 (marcadores génicos relacionados con la formacion de
tejido fibroso e hipertrofico, respectivamente, siendo por tanto indicadores

negativos de la diferenciacion a cartilago hialino).
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3. Estudio preliminar de hDPSC expuestas a EMF

Estudios recientes se han centrado en el uso de campos electromagnéticos
in vitro para inducir la proliferacion y diferenciacion celular y su posible uso en
pacientes con lesiones osteocondrales, mejorando de esta manera defectos o
lesiones tisulares causadas por enfermedades como la osteoartritis'>-161, Hoy
en dia el rango de magnitudes de EMF y de tiempos de tratamiento empleados
son muy variados, pero varios estudios han aplicado EMF del orden de mT e
inferiores, y exposiciones de en torno a 1 h de duracion. En este estudio
preliminar se empled un campo generado de 245 mT, cercanos a los 600 mT
utilizados por Suryani et al.1> o por Negi et al.1®°, Suryani et al. estudiaron el
efecto de diferentes tiempos de exposicion a EMF sobre células madre
mesenquimales, y observé que 15 min incrementaban el contenido de ADN y
ARN en las muestras estimuladas®®®, induciendo pues la proliferacién celular
in vitro. Por otro lado, Negi et al. redujeron el tiempo de exposicion a 10 min
diarios, no encontrando diferencias entre las muestras estimuladas respecto a
los controles'®®, Ademas, Ribeiro et al. observaron un incremento del 25 % en
la proliferacion celular en muestras estimuladas tanto electromagneto-
mecanicamente respecto a aguellas estimuladas solo con
electromagnetismo'®!l, Considerando los resultados de estos estudios
previos45:159.160  g| tratamiento usado en este estudio fue de 4 exposiciones
electromagnéticas diarias de 20 min cada una, con un periodo de descanso de
2 h entre la segunda y la tercera, durante 3 dias.

Una vez determinados los tiempos de exposicion al campo
electromagnético, se estudid el efecto de la exposicion de 3 dias sobre la
viabilidad de células madre mesenquimales de pulpa dental humana cultivadas

en forma de microtejidos, siguiendo el protocolo descrito en Material y Métodos.

En el caso de este estudio preliminar, se observo un incremento en el
namero de células de mas del 50 % en las muestras estimuladas
electromagnéticamente, comparado con aquellas muestras tomadas como
control (sin exposicion a EMF). En este caso, la magnitud del campo
electromagnético no afect6 al nUmero de células, por lo que fue la exposicion la

responsable de este aumento.
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Con respecto a la morfologia celular, Negi et al. demostraron en su
estudio que las células madre mesenquimales expuestas al campo
electromagnético que emplearon no sufrian una transformacion maligna ni la
formacién de colonias cuando las células se cultivaban en agar blando'®°.
Ademas, las células estimuladas acorde con los parametros de Ribeiro et al.
tampoco mostraron diferencias significativas en la morfologia celular con
respecto a las tomadas como control®!, siendo células poligonales con
escasas Yy cortas prolongaciones, nucleos redondeados de cromatina densa y
citoplasma eosindfilo tefildo homogéneamente.

Por tanto, se puede afirmar que el tratamiento empleado en este punto
del trabajo no alter6é la morfologia de las hDPSC. No obstante, se observé un
incremento en el nUmero de células en los microtejidos expuestos a los campos
electromagnéticos, probablemente debido a una induccién de la proliferacién
celular. Este dltimo punto resulta fundamental en tratamientos empleados en el
ambito de la traumatologia'®?, donde los procedimientos de ingenieria tisular
permiten elaborar constructos o andamiajes artificiales de alto contenido celular

que posteriormente se implantaran en lesiones condrales*1:163,
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4. Elaboracion de las particulas electromagnéticas

En diferentes estudios de esta Tesis Doctoral se emplearon particulas
electromagnéticas para estimular mecanicamente microtejidos de hDPSC
expuestos a campos electromagnéticos. La sintesis de estas particulas se llevé
a cabo mediante la técnica de emulsién-evaporacion descrita por Clara-Trujillo
et al.1?°, Una vez elaboradas estas particulas de PLA con 5 % en volumen de

ferrita clinica, se observaron al microscopio optico.

Por lo que respecta a la morfologia, las particulas presentaron una forma
esférica, con distribucion homogénea de la ferrita por toda la estructura de PLA.
El tamafio medio de las particulas obtenido fue de 50 um de diametro, siendo el
diametro méaximo de 70 um, que se corresponde al tamafio de poro del tamiz
utilizado durante el proceso de limpieza de las particulas una vez se
sintetizaron. No se observaron diferencias entre las particulas elaboradas en

este trabajo y las preparadas por Clara-Trujillo et al.*?°.
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5. Caracterizacion de  microtejidos  expuestos a
estimulacion electromagneto-mecanica mediante la
determinacion de la expresion génica

Una vez determinados los tiempos de exposicibn a los campos
electromagnéticos (3 y 14 dias) y estudiada el efecto de estos campos sobre la
viabilidad de las células empleadas, se procedié a elaborar microtejidos para el
estudio de la influencia de la exposicion electromagneto-mecéanica mediante el

andlisis de la expresion de diferentes genes y proteinas.

Para ello, se elaboraron microtejidos siguiendo el protocolo descrito en
Material y Métodos. Se obtuvieron microtejidos de 0,6x108 células madre
pulpares. Al tercer dia desde la siembra, y con el microtejido formado, se
afadieron las particulas electromagnéticas a un grupo de las muestras, en las
que se estudi6 el efecto de la estimulacion electromagneto-mecénica. Se
sustituy6 en todas las muestras el medio de cultivo por medio de diferenciacion

condrogénica. A continuacion, las muestras se expusieron a los EMF.

Se llevaron a cabo 3 protocolos de exposicion: 3 y 14 dias. Ademas,
otras muestras se expusieron durante 3 dias y se mantuvieron posteriormente
11 dias mas en el incubador celular con medio de diferenciacion, alcanzando

un tiempo de cultivo total de 2 semanas.

Asimismo, se elaboraron muestras que se mantuvieron dentro del
incubador celular durante 3 y 14 dias, las cuales se tomaron como control

interno para cada tratamiento de exposicion.

Finalmente, se prepararon otras muestras a tiempo cero, es decir, en el
momento del inicio del estudio; estas muestras se consideraron como control
del estudio de estimulacion electromagneto-mecéanica. En este caso, a las

muestras no se afadieron particulas electromagnéticas.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento correspondiente, se extrajo
el ARN de las muestras y se realiz6 una PCR cuantitativa o Real-Time PCR,
analizando los genes SOX9, ACAN, COL2A1, COL1A1, COL10Al, VEGFA y
HIF1AL.
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Por lo que respecta al gen SOX9, gen marcador de la condrogénesis, en
las muestras estimuladas tanto por EMF como también mecanicamente se
observd un aumento en la expresion respecto a las muestras mantenidas en el

incubador, siendo importante en la estimulacion de 3 dias.

La expresion del gen ACAN aumenté en las muestras estimuladas
electromagnéticamente durante 3 dias y, por el contrario, se redujo en aquellas
muestras mantenidas hasta 14 dias en cultivo y en las del tratamiento de
14 dias de exposicion.

En el caso de COL2A1, se observé un aumento muy importante en todas
las muestras estudiadas respecto al control a tiempo inicial.

De igual manera, COL1Al1 mostr6 un aumento considerable en su
expresion relativa en las muestras expuestas a los campos electromagnéticos,
en presencia o ausencia de particulas electromagnéticas, respecto a las

muestras mantenidas en el incubador celular.

La expresion de los genes SOX9, COL2A1 y COL1Alaumentd
significativamente respecto a la de los controles, efecto promovido por la
exposicién a los campos magnéticos y, en su caso, al estimulo mecéanico en
estos EMF. Asi pues, en el caso de SOX9 y de COL2A1, una estimulacion de
3 dias favoreceria la diferenciacion condrogénica, mientras que, si esta
estimulacion se prolongaba hasta 14 dias, la expresién del gen COL1A1l,

marcador de tejido conjuntivo fibroso, aumentaba de forma notables.

El trabajo de Chen et al. demostré que la exposicibn a EMF aumentaba
la expresién de algunos marcadores génicos, como son SOX9 y COL2Al, a
tiempos de exposicién cortos, mientras que a tiempos de exposicion mayores

(7 dias), la expresion de COL1A1 aumentaba respecto a los controles??!,

De la misma manera, Lin et al. demostraron que la estimulacion
dindmica (mecanica) durante 14 dias de células madre mesenquimales
tratadas con medio de diferenciacidon condrogénica aumentaba la expresion de
COL2A1 de manera importante respecto al control no estimulado'®4. En su

estudio también observo un aumento del transcrito ACAN en aquellas muestras

181



RESULTADOS Y DISCUSION

estimuladas mecéanicamente con medio de diferenciacibn condrogénica

respecto a los controles.

La expresion del gen marcador de la hipertrofia de los condrocitos,
COL10A1, que aparece asociado a una mineralizacion de la matriz condral y
posterior muerte celular, fenOmeno que ocurre en zonas de osificacion
endocondral*®®, se observé aumentado en todas las muestras estudiadas a los
3 y 14 dias, siendo significativo respecto a aquellas tomadas como control
(tiempo inicial).

Mayer-Wagner et al. observaron que la exposicion a los EMF disminuia
la expresion del gen COL10A1%®® en su tratamiento de 45 min cada 8 h durante
21 dias, y en el caso del estudio de Lin et al.'®* las muestras estimuladas
mecanicamente durante 14 dias también mostraron niveles inferiores de este

gen respecto a las no tratadas®*.

Por lo que respecta al marcador VEGFA, las muestras expuestas
durante 72 h y durante 14 dias mostraron niveles superiores a aquellas
tomadas como controles. En este caso, la estimulacion de 72 h afectdé en
mayor medida, pero cuando estas mismas muestras se dejaron 11 dias mas en
cultivo, sin EMF, los valores obtenidos no se diferenciaron de aqguellos tomados
como control; en el caso de las muestras estimuladas 14 dias, los valores
disminuyeron respecto a los obtenidos a los 3 dias. Esto indica que la
estimulacién, tanto electromagnética como electromagneto-mecénica, induce la
expresion de VEGFA y la mantiene en el tiempo, mientras que en las células no

sometidas a los tratamientos estudiados no se inducia su expresion.

Finalmente, se estudid la expresién de HIF1Al, que es un marcador de
hipoxia. Se observé aumentada en las muestras estimuladas electromagnética
y electromagneto-mecanicamente respecto a los controles internos. Asi pues,
los tratamientos estudiados indujeron notablemente la expresion de este

marcador de factor de hipoxia.
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6. Caracterizacion morfologica de microtejidos expuestos a
estimulacion electromagneto-mecanica durante 3 dias

Partiendo de los resultados obtenidos en el punto anterior al estimular durante
3 dias los microtejidos de células madre pulpares, se repitio el estudio para
realizar su caracterizacion morfolégica. Esta vez, las muestras estuvieron en
presencia de particulas electromagnéticas, causando también una estimulacion
mecanica sobre los microtejidos, y se expusieron a los EMF durante 3 dias.
También se elaboraron microtejidos sin particulas, que se mantuvieron en el
incubador celular a modo de control. En ambos casos, las muestras estuvieron
se cultivaron con el medio de diferenciacion condrogénica de la empresa

Lonza.

Una vez termind el tratamiento de exposicion electromagnética, los
microtejidos se mantuvieron en el incubador celular durante 2, 4 y 6 semanas
mas, con medio de diferenciacion condrogénica. Con esto, se pretendid
estudiar como afectaba el tratamiento de estimulacién mecanica a la morfologia
celular y, también, a la sintesis y secrecién de proteinas y proteoglicanos
tipicos de la matriz condral, como son el colageno de tipo Il y el agrecano, o de
tejido conjuntivo fibroso, como es el colageno tipo I.

6.1. Caracterizacion histolégica y recuento celular

A las 2 semanas de cultivo, tanto las muestras control (no estimuladas) como
aguellas que recibieron el tratamiento mostraron una gran consistencia, con la
presencia de células proximas entre si. A partir de la cuarta semana, las
muestras estimuladas mostraron areas extensas acelulares, intensificandose
en la semana 6. Las células presentes en el microtejido mostraron nucleos
grandes, redondeados, algunos ligeramente aplanados y excéntricos. Por el
contrario, las muestras control mostraron una gran celularidad por todo el

microtejido, y no se observaron diferencias a lo largo del tiempo.

Los resultados observados mediante la tincibn con hematoxilina-eosina
se corroboraron en el estudio de recuento del nUmero de nucleos en los
microtejidos expuestos al tratamiento y cultivados. En las muestras tratadas se

observd una disminucion progresiva en el numero de células por unidad de
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superficie, mientras que las tomadas como control (las muestras no expuestas
al tratamiento electromagneto-mecanico) mantuvieron una densidad celular
parecida entre ellas y, ademas, a la observada en el estudio realizado en el

bloque 2 (cultivo de hDPSC en microtejidos).

6.2. Inmunofluorescencia

La presencia de agrecano se observO en las muestras tratadas
electromagneto-mecanicamente en todos los tiempos de estudio. Inicialmente
se observd en torno a los nucleos celulares y, en tiempos mas avanzados,
ocupando la matriz extracelular por toda la estructura del microtejido. Esto
mismo ocurri6 en el caso del colageno tipo I, situandose de manera

homogénea por todo el organoide celular al término del estudio.

Por otro lado, las muestras mantenidas en el incubador celular durante
todo el estudio (muestras control), mostraron un comportamiento parecido a las
del estudio del bloque 2, como cabia esperar. El agrecano se empez6 a
detectar, de manera sutil, a las dos semanas de cultivo, intensificandose su

presencia con el tiempo.

El coldgeno tipo Il se observé a partir de la cuarta semana de cultivo,
distribuyéndose de manera homogénea por todo el microtejido en la semana 6

del estudio.

Por lo que respecta a la sintesis de colageno tipo | en las muestras
estimuladas, se observo levemente en la segunda semana del estudio,
manteniéndose a lo largo de las semanas posteriores. Su sintesis no se mostro

muy importante en las muestras estimuladas electromagneto-mecénicamente.

Por el contrario, en las muestras mantenidas en el incubador esta
proteina se distinguié alrededor de los nucleos celulares en la segunda semana
del estudio, intensificAandose su presencia en la cuarta y, sobre todo, en la

sexta semana de cultivo.

En definitiva, en este trabajo de Tesis Doctoral se ha comprobado por
primera vez que la exposicion de microtejidos de hDPSC con medio de
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diferenciacion condrogénica a campos electromagnéticos durante 3 dias
(siguiendo el tratamiento propuesto en este trabajo de Tesis Doctoral),
juntamente con la aplicacién de fuerzas mecanicas sobre estos, promueve la
sintesis de agrecano y colageno tipo Il, proteinas caracteristicas de la matriz
extracelular del cartilago hialino. Por tanto, la exposicion de las células que
forman los microtejidos a los campos electromagnéticos, con una estimulacion
ademas mecanica, induce la diferenciacion condral de las células DPSC. Por
otro lado, la sintesis de colageno tipo | se vio reducida y mantenida en el

tiempo, no alcanzando valores elevados.
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En el bloque 2 se observd que la elaboracion de organoides o microtejidos
monocelulares de células madre mesenquimales de pulpa dental humana, y su
cultivo con medio de diferenciacidon condrogénica durante varias semanas,
indujo la sintesis y secrecion de proteinas caracteristicas de la matriz
extracelular del cartilago hialino, como son el colageno tipo Il y el
agrecanol®%145 Ademads, también se observé la sintesis de colageno tipo I,
proteina abundante en tejidos conjuntivos, como son la dermis, el cartilago
fibroso y el hueso, entre otros; la presencia de esta proteina pues, no es
beneficiosa para la regeneracién de cartilago articular debido a que altera sus

propiedades mecanicas4?145,

Considerando los resultados anteriores, se disefio y fabricé un
dispositivo capaz de generar campos electromagnéticos localizados vy
controlados. Ademas, la incorporacion de dos pares de bobinas, las cuales se
encendian de manera alterna, permitié el movimiento bidireccional y controlado
de particulas electromagnéticas. Este movimiento, en definitiva, genero
presiones (fuerzas mecéanicas) sobre las muestras expuestas a los EMF, en
este caso, sobre los microtejidos de hDPSC elaborados.

Una vez determinados los tiempos de estimulacion a partir del andlisis
de la expresion de diferentes genes de interés, se estimularon electromagneto-
mecénicamente microtejidos durante 3 dias, siguiendo el tratamiento diario

desarrollado en este trabajo.

Los resultados obtenidos mostraron que esta estimulacion favorecia la
sintesis de agrecano y colageno tipo Il por las células pulpares mesenquimales,
apareciendo estas proteinas por toda la estructura o matriz del microtejido.
Ademas, la estimulacion inhibié en gran medida la sintesis de colageno tipo |,
el cual si se observé expresado de manera significativa en los microtejidos
tomados como control (sin tratamiento) o en aquellos elaborados en el bloque 2

(cultivo de hDPSC en microtejidos).

Y es que numerosos trabajos realizados desde los afios 70, revisados
por Vaca-Gonzalez et al.!*, han demostrado que el uso de campos

electromagnéticos altera el comportamiento de células, como son los
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condrocitos y, en este caso, células madre mesenquimales. En concreto, la
exposicion electromagnética estimula la proliferacién celular, como se ha visto
en el punto 3.1 del blogue 3 (estudio preliminar de hDPSC expuestas a EMF),
donde se observo un aumento en la densidad celular de mas de un 50 % en
microtejidos expuestos durante 3 dias. Ademas, también se ha descrito que los
EMF incrementan la sintesis y secrecion de proteinas de la matriz extracelular
del cartilago articular, como son el colageno tipo Il y el agrecano!90.121.155

también observado en el punto 6.2 del mismo bloque.
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Como resultado del estudio realizado y en relacion con los objetivos
planteados, se han alcanzado las siguientes conclusiones:

1. Las células madre mesenquimales de pulpa dental humana (hDPSC)
exhiben mejores propiedades que las células madre mesenquimales de
tejido adiposo (hADSC) en cuanto a su capacidad proliferativa y viabilidad
celular. Fue el tipo celular mas adecuado para realizar el resto de los

estudios llevados a cabo en esta Tesis Doctoral.

2. Con relacién al cultivo de hDPSC en hidrogel de alginato 3 %-agarosa 1 %:

a. El hidrogel compuesto por alginato 3 % y agarosa 1 % exhibe una
baja citotoxicidad y es adecuado para el cultivo de hDPSC, tanto con
medios de proliferacion celular como de diferenciacion condrogénica,
durante 3 dias y 2, 4 y 6 semanas.

b. En este entorno las células expresan proteinas de la matriz
extracelular: agrecano, colageno de tipo Il y colageno de tipo |. Esta
expresion depende del medio en que se cultivan las células, ya que
es mas temprana en el caso de aquellas cultivadas con medio de
induccion condrogénica (semana 2 de cultivo) que en el caso de

cultivadas con medio de proliferacion (semana 4 de cultivo).

En definitiva, un ambiente tridimensional como es el caso del hidrogel
estudiado favorece la diferenciacién condrogénica de hDPSC, favoreciendo
la sintesis de proteinas caracteristicas de la matriz extracelular, tanto
condral (agrecano y el colageno tipo Il) como del tejido fibroso (colageno de
tipo 1), ocurriendo este proceso en tiempos mas cortos cuando se emplea

medio de induccién condrogénica.
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3. Respecto al cultivo de microtejidos de hDPSC:

a.

El método desarrollado permite la elaboraciéon de microtejidos u
organoides de hDPSC, que mantienen sus propiedades cuando se
cultivan con medios de proliferacion celular o de diferenciacion
condrogénica durante periodos largos, de hasta 6 semanas.

Las células de los microtejidos cultivados con medio de induccion
condrogénica se distribuyen homogéneamente por todo el
microtejido, en todos los tiempos estudiados. Sin embargo, en los
microtejidos cultivados con medio de proliferacion las células se
acumulaban en mayor medida en la parte periférica del organoide
celular a partir de la cuarta semana de cultivo; la disminucion de la
densidad celular en el centro del microtejido podria deberse a la
necrosis de las células en esta zona por falta de difusion de
nutrientes.

En todos los microtejidos las células expresan a partir de la cuarta
semana de cultivo proteinas de la matriz extracelular: agrecano,
coldgeno de tipo Il y colageno de tipo I. EI medio de diferenciaciéon
condrogénica induce una expresion elevada del agrecano. El medio
de proliferacién celular induce una mayor expresion de colageno de

tipo I1.

En definitiva, el cultivo de hDPSC en forma de organoide celular o

microtejido induce la diferenciacion condrogénica, favoreciendo la expresion

de proteinas caracteristicas de la matriz extracelular del cartilago hialino,

como son el agrecano y el colageno tipo Il.

4. Con relacion al desarrollo del protocolo de estimulacion electromagneto-

mecanica;

a. Los tiempos de estimulacion seleccionados para estudiar el efecto de

la exposicion electromagnética en la diferenciacion condrogénica de
los microtejidos de hDPSC fueron 3 y 14 dias. La induccion

condrogénica durante 3 y 14 dias provoca un aumento de la
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expresion del gen condrogénico COL2A1, mientras que la expresion
del gen marcador de hipertrofia COL10A1 aumenta a los 14 dias de
exposicion

b. El protocolo desarrollado para elaborar particulas electromagnéticas
permite obtener particulas de &cido polilactico conteniendo ferrita

clinica de un tamafio homogéneo.

5. Sobre la estimulacién electromagnética y electromagneto-mecénica de los

microtejidos:

a. Los campos electromagnéticos generados por el sistema no afectan
negativamente a la viabilidad de las células en los microtejidos de
hDPSC.

b. La exposicién de los microtejidos a estimulacién electromagnética y
electromagneto-mecanica durante 3 dias favorece la diferenciacion
condrogénica de las células hDPSC. La estimulacibn mas
prolongada, de 14 dias, favorece la expresion de genes marcadores
de tejido fibroso o hipertréfico (COL1A1l, COL10Al, VEGFA). La
estimulacibn mecanica, adicional a la electromagnética, no altera
significativamente el patron de expresion de los genes estudiados
con respecto al observado en las muestras estimuladas solo

electromagnéticamente.

Por tanto, segun el protocolo que se ha desarrollado en este trabajo, los
tejidos de hDPSC han de ser expuestos al campo electromagnético durante
3 dias para favorecer la diferenciacién condrogénica. Tiempos mas largos
de exposiciéon (14 dias) inducen la expresion de genes no caracteristicos del

cartilago hialino.

6. Respecto a los microtejidos estimulados electromagneto-mecanicamente

durante 3 dias y cultivados posteriormente durante 2, 4 y 6 semanas:

a. La estimulacion favorece la sintesis de matriz extracelular. Las

muestras estimuladas alcanzan una menor densidad celular a partir
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de la cuarta semana de cultivo, aumentando la cantidad de matriz
extracelular entre ellas. En las muestras no estimuladas las células
se distribuyen homogéneamente por todo el microtejido.

b. En las muestras estimuladas se genera matriz extracelular propia del
cartilago hialino, ya que a partir de la cuarta semana de cultivo se
observa la presencia extracelular de agrecano y de colageno de

tipo 1.

En definitiva, la estimulacion electromagneto-mecénica de microtejidos de
hDPSC durante 3 dias favorece la sintesis y acumulacion extracelular de
agrecano y de colageno de tipo Il, componentes fundamentales de la matriz

extracelular del cartilago hialino.

A la vista de todos los resultados obtenidos, se ha demostrado que, en primer
lugar, el contacto célula-célula (cultivo en organoide celular o microtejido)
promueve la sintesis y secrecion de sustancias caracteristicas de la matriz
extracelular del cartilago hialino. En segundo lugar, la exposicion de
microtejidos de hDPSC a campos electromagnéticos durante 3 dias promueve
la diferenciaciéon condrogénica, mientras que a tiempos de exposicibn mas
largos se inducen genes no caracteristicos del cartilago hialino. Finalmente, la
estimulacién mecéanica de estos microtejidos durante 3 dias favorece la sintesis
y acumulacién extracelular de agrecano y de colageno tipo Il, componentes

principales de la matriz extracelular del cartilago hialino.

193



BIBLIOGRAFIA



10.

BIBLIOGRAFIA

Welsch U.; Deller T. Histologia de Sobotta 3/e. Edit. Médica
Panamericana (2013).

Sancho-Tello, M., Milian, L., Roig, M. M., De Llano, J. J. M. & Carda, C.
Cartilage regeneration and tissue engineering. in Advances in
Biomechanics and Tissue Regeneration (2019).

Guillén-Garcia, P. et al. Viability of Pathologic Cartilage Fragments as a
Source for Autologous Chondrocyte Cultures. Cartilage 7, 149-156
(2016).

Ross, M. H. & Pawlina, W. Histologia Texto y Atlas. Histologia, texto y
atlas (2015).

Junqueira, L. C. & Carneiro, J. Histologia Basica, Texto E Atlas. Climate
Change 2013 - The Physical Science Basis (2013).

Matta, C. & Zakany, R. Calcium signalling in chondrogenesis: Implications

for cartilage repair. Front. Biosci. - Sch. (2013).

Hamid, A., Idrus, R., Saim, A., Sathappan, S. & Chua, K. Characterization
of human adipose-derived stem cells and expression of chondrogenic
genes during induction of cartilage differentiation. Clinics 67, 99-106
(2012).

Richter, W. Mesenchymal stem cells and cartilage in situ regeneration. in

Journal of Internal Medicine (2009).

Filardo, G. et al. Clinical profiling in cartilage regeneration: Prognostic
factors for midterm results of matrix-assisted autologous chondrocyte
transplantation. Am. J. Sports Med. (2014).

Mithoefer, K. et al. Guidelines for the design and conduct of clinical
studies in knee articular cartilage repair: International cartilage repair
society recommendations based on current scientific evidence and

standards of clinical care. Cartilage (2011).

195



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

BIBLIOGRAFIA

Sharma, L. The Role of Knee Alignment in Disease Progression and
Functional Decline in Knee Osteoarthritis. JAMA 286, 188 (2001).

Dell’lsola, A., Smith, S. L., Andersen, M. S. & Steultjens, M. Knee internal
contact force in a varus malaligned phenotype in knee osteoarthritis
(KOA). Osteoarthr. Cartil. (2017).

Frenkel, S. R. & Di Cesare, P. E. Degradation and repair of articular

cartilage. Frontiers in bioscience : a journal and virtual library (1999).

Shelbourne, K. D., JARI, S. & GRAY, T. Outcome of untreated traumatic
articular cartilage defects of the knee: A natural history study. J. Bone Jt.
Surg. - Ser. A 85, 8-16 (2003).

Bert, J. M. & Maschka, K. The arthroscopic treatment of
unicompartmental gonarthrosis: A five-year follow-up study of abrasion
arthroplasty plus arthroscopic debridement and arthroscopic debridement
alone. Arthrosc. J. Arthrosc. Relat. Surg. (1989).

Johnson, L. L. Arthroscopic abrasion arthroplasty: A review. in Clinical
Orthopaedics and Related Research (2001).

Becher, C., Malahias, M. A., Ali, M. M., Maffulli, N. & Thermann, H.
Arthroscopic microfracture vs. arthroscopic autologous matrix-induced
chondrogenesis for the treatment of articular cartilage defects of the talus.

Knee Surgery, Sport. Traumatol. Arthrosc. (2019).

Mithoefer, K., Mcadams, T., Williams, R. J., Kreuz, P. C. & Mandelbaum,
B. R. Clinical efficacy of the microfracture technique for articular cartilage
repair in the knee: An evidence-based systematic analysis. American
Journal of Sports Medicine (2009).

Goyal, D., Keyhani, S., Lee, E. H. & Hui, J. H. P. Evidence-Based Status
of Microfracture Technique: A Systematic Review of Level | and Il
Studies. Arthrosc. J. Arthrosc. Relat. Surg. 29, 1579-1588 (2013).

Hangody, L. et al. Autologous osteochondral grafting—Technique and
long-term results. Injury 39, 32—39 (2008).

196



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

BIBLIOGRAFIA

Campbell, J. et al. Salvage of contaminated osteochondral allografts: The
effects of chlorhexidine on human articular chondrocyte viability. Am. J.
Sports Med. (2014).

Langer, R. & Vacanti, J. Tissue engineering. Science (80-. ). 260, 920—
926 (1993).

Skalak, R. Tissue engineering. in Proceedings of the Annual Conference

on Engineering in Medicine and Biology (1993).

Asano, Y., Shimoda, H., Matsusaki, M. & Akashi, M. Transplantation of
artificial human lymphatic vascular tissues fabricated using a cell-
accumulation technique and their engraftment in mouse tissue with
vascular remodelling. J. Tissue Eng. Regen. Med. 12, el1501-e1510
(2018).

Mayer, C. S. et al. Residual Iris Retraction Syndrome After Artificial Iris
Implantation. Am. J. Ophthalmol. 199, 159-166 (2019).

Ozaki, M. et al. Implantation of Thickened Artificial Bone for Reduction of
Dead Space and Prevention of Infection between Implant and Dura in
Secondary Reconstruction of the Skull. J. Craniofac. Surg. 28, 888-891
(2017).

Kumai, T. et al. A novel, self-assembled artificial cartilage— hydroxyapatite
conjugate for combined articular cartilage and subchondral bone repair:
Histopathological analysis of cartilage tissue engineering in rat knee
joints. Int. J. Nanomedicine 14, 1283-1298 (2019).

Tai, B. C. U, Du, C., Gao, S. & Wan, A. C. A. Synthetic
Poly(Vinylalcohol)-Based Membranes for Cartilage Surgery and Repair.
Biotechnol. J. 12, 1-11 (2017).

Giannobile, W. V. Periodontal tissue engineering by growth factors. in
Bone (1996).

Bouhadir, K. H. & Mooney, D. J. In vitro and in vivo models for the
reconstruction of intercellular signaling. in Annals of the New York

Academy of Sciences (1998).

197



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

BIBLIOGRAFIA

Hari Reddi, A. Role of morphogenetic proteins in skeletal tissue

engineering and regeneration. Nature Biotechnology (1998).

Nakashima, M. & Reddi, A. H. The application of bone morphogenetic

proteins to dental tissue engineering. Nature Biotechnology (2003).

Prescott, R. S. et al. In Vivo Generation of Dental Pulp-like Tissue by
Using Dental Pulp Stem Cells, a Collagen Scaffold, and Dentin Matrix

Protein 1 after Subcutaneous Transplantation in Mice. J. Endod. (2008).

Hall, P. A. & Watt, F. M. Stem cells: The generation and maintenance of
cellular diversity. Development (1989).

Bruder, S. P., Jaiswal, N. & Haynesworth, S. E. Growth kinetics, self-
renewal, and the osteogenic potential of purified human mesenchymal
stem cells during extensive subcultivation and following cryopreservation.
J. Cell. Biochem. (1997).

Rao, M. S. Stem sense: A proposal for the classification of stem cells.
Stem Cells and Development (2004).

Woods, E. J. et al. Optimized cryopreservation method for human dental
pulp-derived stem cells and their tissues of origin for banking and clinical

use. Cryobiology (2009).

Calle, E. A. et al. Strategies for whole lung tissue engineering. IEEE
Trans. Biomed. Eng. (2014).

Vega, S. L. S., Kwon, M. Y. & Burdick, J. A. Recent advances in
hydrogels for cartilage tissue engineering. Eur. Cells Mater. 33, 59-75
(2017).

Guillén-Garcia, P. et al. Increasing the Dose of Autologous Chondrocytes
Improves Articular Cartilage Repair: Histological and Molecular Study in
the Sheep Animal Model. Cartilage 5, 114-122 (2014).

Lopez-Alcorocho, J. M. et al. Cartilage Defect Treatment Using High-
Density Autologous Chondrocyte Implantation: Two-Year Follow-up.
Cartilage 9, 363-369 (2018).

198



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

BIBLIOGRAFIA

Lu, D. et al. Accelerated neuronal differentiation toward motor neuron
lineage from human embryonic stem cell line (H9). Tissue Eng. - Part C
Methods (2015).

Toh, W. S. & Cao, T. Derivation of chondrogenic cells from human
embryonic stem cells for cartilage tissue engineering. Methods Mol. Biol.
(2015).

Blum, B. & Benvenisty, N. The Tumorigenicity of Human Embryonic Stem
Cells. in Advances in Cancer Research 133-158 (2008).

Hilz, F. M. et al. Influence of extremely low frequency, low energy
electromagnetic fields and combined mechanical stimulation on
chondrocytes in 3-D constructs for cartilage tissue engineering.
Bioelectromagnetics 35, 116-128 (2014).

Peng, G., McNary, S. M., Athanasiou, K. A. & Reddi, A. H. Surface zone
articular chondrocytes modulate the bulk and surface mechanical

properties of the tissue-engineered cartilage. Tissue Eng. - Part A (2014).

Kanafi, M. M. et al. Transplantation of islet-like cell clusters derived from
human dental pulp stem cells restores normoglycemia in diabetic mice.
Cytotherapy 15, 1228-1236 (2013).

Kanafi, M., Majumdar, D., Bhonde, R., Gupta, P. & Datta, |I. Midbrain cues
dictate differentiation of human dental pulp stem cells towards functional
dopaminergic neurons. J. Cell. Physiol. (2014).

Ansari, S. et al. Alginate/hyaluronic acid hydrogel delivery system
characteristics regulate the differentiation of periodontal ligament stem
cells toward chondrogenic lineage. J. Mater. Sci. Mater. Med. (2017).

Izal, I. et al. Culture of human bone marrow-derived mesenchymal stem
cells on of poly(l-lactic acid) scaffolds: Potential application for the tissue
engineering of cartilage. Knee Surgery, Sport. Traumatol. Arthrosc. 21,
1737-1750 (2013).

199



51.

52.

53.

4.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

BIBLIOGRAFIA

Esposito, M. et al. Differentiation of human umbilical cord-derived
mesenchymal stem cells, WJ-MSCs, into chondrogenic cells in the
presence of pulsed electromagnetic fields. In Vivo (Brooklyn). 27, 495—
500 (2013).

Chen, F. H. & Tuan, R. S. Mesenchymal stem cells in arthritic diseases.
Arthritis Res. Ther. 10, 223 (2008).

Homicz, M. R., Schumacher, B. L., Sah, R. L. & Watson, D. Effects of
serial expansion of septal chondrocytes on tissue-engineered

neocartilage composition. Otolaryngol. - Head Neck Surg. (2002).

MacKenzie, T. C. & Flake, A. W. Human mesenchymal stem cells:
Insights from a surrogate in vivo assay system. Cells Tissues Organs
(2002).

Mesner, P. W. & Kaufmann, S. H. Methods Utilized in the Study of
Apoptosis. Adv. Pharmacol. (1997).

Nakayama, N. et al. Human pluripotent stem cell-derived
chondroprogenitors for cartilage tissue engineering. Cell. Mol. Life Sci.
(2020).

Discher, D. E., Mooney, D. J. & Zandstra, P. W. Growth factors, matrices,

and forces combine and control stem cells. Science (2009).

Gronthos, S. et al. Stem cell properties of human dental pulp stem cells.
J. Dent. Res. (2002).

Gomez de Ferraris, C. M. Histologia y embriologia bucodental. Editorial
Médica Panamericana, (2002).

Gronthos, S., Mankani, M., Brahim, J., Robey, P. G. & Shi, S. Postnatal
human dental pulp stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 97, 13625-13630 (2000).

Bluteau, G., Luder, H. U., De Bari, C. & Mitsiadis, T. A. Stem cells for
tooth engineering. Eur. Cells Mater. 16, 1-9 (2008).

200



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

BIBLIOGRAFIA

Rizk, A. & Rabie, A. B. M. Human dental pulp stem cells expressing
transforming growth factor B3 transgene for cartilage-like tissue

engineering. Cytotherapy (2013).

Técles, O. et al. Activation of human dental pulp progenitor/stem cells in

response to odontoblast injury. in Archives of Oral Biology (2005).

Umeda, K. et al. Long-term expandable SOX9+ chondrogenic
ectomesenchymal cells from human pluripotent stem cells. Stem Cell
Reports (2015).

Shin, Y. S., Seo, S. R,, Jung, J. C. & Park, T. K. Promoting Effects of
Forskolin on Chondrogenic Differentiation in vitro. 4, 515-518 (1994).

Lee, J. Y. et al. Pre-transplantational Control of the Post-transplantational
Fate of Human Pluripotent Stem Cell-Derived Cartilage. Stem Cell
Reports (2018).

Lotz, M. K. New developments in osteoarthritis. Posttraumatic
osteoarthritis: Pathogenesis and pharmacological treatment options.
Arthritis Research and Therapy (2010).

Bussmann, B. M. et al. Chondrogenic potential of human dermal
fibroblasts in a contractile, soft, self-assembling, peptide hydrogel. J.
Tissue Eng. Regen. Med. (2016).

Lebourg, M. et al. Biodegradable polycaprolactone scaffold with controlled
porosity obtained by modified particle-leaching technique. J. Mater. Sci.
Mater. Med. (2008).

Rdédenas-Rochina, J., Ribelles, J. L. G. & Lebourg, M. Comparative study
of PCL-HAp and PCL-bioglass composite scaffolds for bone tissue
engineering. J. Mater. Sci. Mater. Med. (2013).

Panadero, J. A. et al. Mechanical fatigue performance of PCL-
chondroprogenitor constructs after cell culture under bioreactor
mechanical stimulus. J. Biomed. Mater. Res. - Part B Appl. Biomater.
(2016).

201



72.

73.

74.

75.

76.

17.

78.

79.

80.

BIBLIOGRAFIA

Martinez-Diaz, S. et al. In Vivo Evaluation of 3-Dimensional
Polycaprolactone Scaffolds for Cartilage Repair in Rabbits. Am. J. Sports
Med. (2010).

Garcia Cruz, D. M., Salmeron-Sanchez, M. & Gomez-Ribelles, J. L.
Stirred flow bioreactor modulates chondrocyte growth and extracellular
matrix biosynthesis in chitosan scaffolds. J. Biomed. Mater. Res. - Part A
(2012).

Sancho-Tello, M. et al. Human platelet-rich plasma improves the nesting
and differentiation of human chondrocytes cultured in stabilized porous
chitosan scaffolds. J. Tissue Eng. (2017).

Popa, E. G., Reis, R. L. & Gomes, M. E. Seaweed polysaccharide-based
hydrogels used for the regeneration of articular cartilage. Crit. Rev.
Biotechnol. 35, 410-424 (2015).

Park, H., Kim, D. & Lee, K. Y. Interaction-tailored cell aggregates in
alginate hydrogels for enhanced chondrogenic differentiation. J. Biomed.
Mater. Res. - Part A (2017).

Campos, F. et al. Evaluation of Fibrin-Agarose Tissue-Like Hydrogels
Biocompatibility for Tissue Engineering Applications. Front. Bioeng.
Biotechnol. (2020).

Campos, F. et al. Generation of genipin cross-linked fibrin-agarose
hydrogel tissue-like models for tissue engineering applications. Biomed.
Mater. (2018).

Gamboa-Martinez, T. C., Luque-Guillén, V., Gonzélez-Garcia, C., Gdmez
Ribelles, J. L. & Gallego-Ferrer, G. Crosslinked fibrin gels for tissue
engineering: Two approaches to improve their properties. J. Biomed.
Mater. Res. - Part A (2015).

Rodriguez-Arco, L. et al. Biocompatible magnetic core-shell
nanocomposites for engineered magnetic tissues. Nanoscale 8, 8138-
8150 (2016).

202



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

BIBLIOGRAFIA

Daly, A. C. et al. 3D Bioprinting for Cartilage and Osteochondral Tissue
Engineering. Adv. Healthc. Mater. 6, 1-20 (2017).

Hak, D. J. et al. Delayed union and nonunions: Epidemiology, clinical

issues, and financial aspects. Injury (2014).

Nandra, R., Grover, L. & Porter, K. Fracture non-union epidemiology and

treatment. Trauma (2016).

Watts, J. J., Abimanyi-Ochom, J. & Sanders, K. M. Osteoporosis costing
all Australian: a new burden of disease analysis - 2012 to 2022.

Osteoporosis Australia (2013).

Claes, L., Recknagel, S. & Ignatius, A. Fracture healing under healthy and

inflammatory conditions. Nature Reviews Rheumatology (2012).

Court-Brown, C. M., Clement, N. D., Duckworth, A. D., Biant, L. C. &
McQueen, M. M. The changing epidemiology of fall-related fractures in
adults. Injury (2017).

Pasco, J. A. et al. The Epidemiology of Incident Fracture from Cradle to

Senescence. Calcif. Tissue Int. (2015).

Steinberg, F. U. & Steinberg, F. U. The Effects of Immobilization on Bone.
in The Immobilized Patient (1980).

McKinley, T. Principles of Fracture Healing. Surg. (2003).

Hunziker, E. B. Articular cartilage repair: Basic science and clinical
progress. A review of the current status and prospects. Osteoarthr. Cartil.
(2002).

Jorgensen, C., Noel, D., Apparailly, F. & Sany, J. Stem cells for repair of
cartilage and bone: The next challenge in osteoarthritis and rheumatoid

arthritis. Annals of the Rheumatic Diseases (2001).

Morales, T. I. The role and content of endogenous insulin-like growth
factor-binding proteins in bovine articular cartilage. Arch. Biochem.
Biophys. (1997).

203



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

BIBLIOGRAFIA

Trippel, S. B. Growth factor actions on articular cartilage. J. Rheumatol.
Suppl. 43, 129-32 (1995).

Chandrasekhar, S., Harvey, A. K. & Stack, S. T. Degradative and repair
responses of cartilage to cytokines and growth factors occur via distinct
pathways. in Agents and Actions 121-125 (Birkhauser Basel, 1993).

Glansbeek, H. L., Van Der Kraan, P. M., Lafeber, F. P. J. G., Vitters, E. L.
& Van Den Berg, W. B. Species-specific expression of type Il TGF-3
receptor isoforms by articular chondrocytes: Effect of proteoglycan

depletion and aging. Cytokine (1997).

Studer, R. K., Georgescu, H. I., Miller, L. A. & Evans, C. H. Inhibition of
transforming growth factor? production by nitric oxide-treated
chondrocytes: Implications for matrix synthesis. Arthritis Rheum. 42, 248—
257 (1999).

Heng, B. C., Cao, T. & Lee, E. H. Directing Stem Cell Differentiation into
the Chondrogenic Lineage In Vitro. Stem Cells (2004).

Ongaro, A. et al. Chondroprotective effects of pulsed electromagnetic

fields on human cartilage explants. Bioelectromagnetics (2011).

Boopalan, P. R. J. V. C., Arumugam, S., Livingston, A., Mohanty, M. &
Chittaranjan, S. Pulsed electromagnetic field therapy results in healing of

full thickness articular cartilage defect. Int. Orthop. (2011).

Yi, H. G. et al. Effects of electromagnetic field frequencies on
chondrocytes in 3D cell-printed composite constructs. J. Biomed. Mater.
Res. - Part A 104, 1797-1804 (2016).

Brighton, C. T., Wang, W., Seldes, R., Zhang, G. & Pollack, S. R. Signal
transduction in electrically stimulated bone cells. J. Bone Jt. Surg. - Ser. A
(2001).

Griffin, X. L., Warner, F. & Costa, M. The role of electromagnetic
stimulation in the management of established non-union of long bone

fractures: What is the evidence? Injury (2008).

204



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

BIBLIOGRAFIA

Daish, C., Blanchard, R., Fox, K., Pivonka, P. & Pirogova, E. The
Application of Pulsed Electromagnetic Fields (PEMFs) for Bone Fracture
Repair: Past and Perspective Findings. Ann. Biomed. Eng. 46, 525-542
(2018).

Bassett, C. A. L., Pawluk, R. J. & Pilla, A. A. ACCELERATION OF
FRACTURE REPAIR BY ELECTROMAGNETIC FIELDS. A
SURGICALLY NONINVASIVE METHOD. Ann. N. Y. Acad. Sci. (1974).

Heckman, J. D., Ingram, A. J., Loyd, R. D., Luck, J. V. & Mayer, P. W.
Nonunion treatment with pulsed electromagnetic fields. Clin. Orthop.
Relat. Res. (1981).

Hinsenkamp, M., Burny, F., Donkerwolcke, M. & Coussaert, E.
Electromagnetic stimulation of fresh fractures treated with Hoffmann®
external fixation. Orthopedics (1984).

Jansen, J. H. W. et al. Stimulation of osteogenic differentiation in human
osteoprogenitor cells by pulsed electromagnetic fields: An in vitro study.
BMC Musculoskelet. Disord. (2010).

Giusti, A. et al. Short-term effect of low-intensity, pulsed, electromagnetic
fields on gait characteristics in older adults with low bone mineral density:
A pilot randomized-controlled trial. Geriatr. Gerontol. Int. (2013).

Martinez-Rondanelli, A. et al. Electromagnetic stimulation as coadjuvant
in the healing of diaphyseal femoral fractures: A randomized controlled
trial. Colomb. Med. (2014).

Mohammadi, R., Faraji, D., Alemi, H. & Mokarizadeh, A. Pulsed
electromagnetic fields accelerate functional recovery of transected sciatic
nerve bridged by chitosan conduit: An animal model study. Int. J. Surg.
(2014).

Newberry SJ, FitzGerald J, SooHoo NF, Booth M, Marks J, Motala A,
Apaydin E, Chen C, Raaen L, Shanman R, S. P. Treatment of
Osteoarthritis of the Knee: An Update Review. Comp. Eff. Rev. (2017).

205



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

BIBLIOGRAFIA

Maziarz, A. et al. How electromagnetic fields can influence adult stem

cells: positive and negative impacts. Stem Cell Res. Ther. 7, 54 (2016).

Chao, E. Y. S., Inoue, N., Ripamonti, U. & Fenwick, S. Biophysical
stimulation of bone fracture repair, regeneration and remodelling.

European Cells and Materials (2003).

Assiotis, A., Sachinis, N. P. & Chalidis, B. E. Pulsed electromagnetic
fields for the treatment of tibial delayed unions and nonunions. A
prospective clinical study and review of the literature. J. Orthop. Surg.
Res. (2012).

Funk, R. H. W., Monsees, T. & Ozkucur, N. Electromagnetic effects —
From cell biology to medicine. Prog. Histochem. Cytochem. 43, 177-264
(2009).

Ganesan, K., Gengadharan, A. C., Balachandran, C., Manohar, B. M. &
Puvanakrishnan, R. Low frequency pulsed electromagnetic field-A viable

alternative therapy for arthritis. Indian J. Exp. Biol. (2009).

Veronesi, F. et al. In vivo effect of two different pulsed electromagnetic

field frequencies on osteoarthritis. J. Orthop. Res. (2014).

Fioravanti, A., Nerucci, F., Collodel, G., Markoll, R. & Marcolongo, R.
Biochemical and morphological study of human articular chondrocytes
cultivated in the presence of pulsed signal therapy [2]. Annals of the
Rheumatic Diseases (2002).

Wang, J. et al. Pulsed electromagnetic field may accelerate in vitro

endochondral ossification. Bioelectromagnetics (2015).

Chang, S. H., Hsiao, Y. W. & Lin, H. Y. Low-frequency electromagnetic
field exposure accelerates chondrocytic phenotype expression on

chitosan substrate. Orthopedics (2011).

Chen, C. H. et al. Electromagnetic fields enhance chondrogenesis of
human adipose-derived stem cells in a chondrogenic microenvironment in
vitro. J. Appl. Physiol. 114, 647-655 (2013).

206



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

BIBLIOGRAFIA

Li, S. et al. Magnetic Resonance Spectroscopy for Evaluating the Effect of
Pulsed Electromagnetic Fields on Marrow Adiposity in Postmenopausal
Women with Osteopenia. J. Comput. Assist. Tomogr. 42, 792-797
(2018).

Clavell, R. S., de Llano, J. J. M., Carda, C., Ribelles, J. L. G. & Vallés-
Lluch, A. In vitro assessment of the biological response of Ti6AI4V
implants coated with hydroxyapatite microdomains. J. Biomed. Mater.
Res. - Part A 104, 2723-2729 (2016).

De Moor, L., Beyls, E. & Declercq, H. Scaffold Free Microtissue
Formation for Enhanced Cartilage Repair. Ann. Biomed. Eng. 48, 298—
311 (2020).

Durand-Herrera, D. et al. Wharton’s jelly-derived mesenchymal cells as a
new source for the generation of microtissues for tissue engineering
applications. Histochem. Cell Biol. 150, 379-393 (2018).

Yin, H. et al. Functional tissue-engineered microtissue derived from
cartilage extracellular matrix for articular cartilage regeneration. Acta
Biomater. 77, 127-141 (2018).

Salvador-Clavell, R. et al. Design and experimental validation of a
magnetic device for stem cell culture. Rev. Sci. Instrum. 91, 124103
(2020).

Vikingsson, L. et al. Local deformation in a hydrogel induced by an

external magnetic field. J. Mater. Sci. (2016).

Clara-Trujillo, S. et al. Biomimetic microspheres for 3D mesenchymal
stem cell culture and characterization. Colloids Surfaces B Biointerfaces
177, 68-76 (2019).

Potdar, P. D. Human dental pulp stem cells: Applications in future
regenerative medicine. World J. Stem Cells (2015).

Homayounfar, N. et al. Isolation, characterization, and differentiation of
dental pulp stem cells in ferrets. J. Endod. 42, 418-424 (2016).

207



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

BIBLIOGRAFIA

Karamzadeh, R., Eslaminejad, M. B. & Aflatoonian, R. Isolation,
characterization and comparative differentiation of human dental pulp
stem cells derived from permanent teeth by using two different methods.
J. Vis. Exp. (2012).

De Ceuninck, F., Lesur, C., Pastoureau, P., Caliez, A. & Sabatini, M.
Culture of Chondrocytes in Alginate Beads. in Cartilage and Osteoarthritis
015-022 (Humana Press, 2004).

Im, G. Il. Clinical use of stem cells in orthopaedics. Eur. Cells Mater.
(2017).

Kristjansson, B. & Honsawek, S. Mesenchymal stem cells for cartilage

regeneration in osteoarthritis. World Journal of Orthopaedics (2017).

Fernandes, T. L. et al. Systematic Review of Human Dental Pulp Stem
Cells for Cartilage Regeneration. Tissue Eng. Part B Rev. 26, 1-12
(2020).

Koh, E., Jung, Y. C., Woo, H. M. & Kang, B. J. Injectable alginate-
microencapsulated canine adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells for enhanced viable cell retention. J. Vet. Med. Sci. 79, 492-501
(2017).

van Caam, A. P., Madej, W., van Beuningen, H. M., Blaney Davidson, E.
N. & van der Kraan, P. M. TGF-beta blocks chondrocyte hypertrophy and
maintains cell viability in cultured cartilage explants but does not protect

against proteoglycan loss. Osteoarthr. Cartil. (2015).

Rogan, H., llagan, F. & Yang, F. Comparing Single Cell Versus Pellet
Encapsulation of Mesenchymal Stem Cells in Three-Dimensional
Hydrogels for Cartilage Regeneration. Tissue Eng. - Part A 25, 1404—
1412 (2019).

Mata, M. et al. In Vivo Articular Cartilage Regeneration Using Human
Dental Pulp Stem Cells Cultured in an Alginate Scaffold: A Preliminary
Study. Stem Cells Int. 2017, 1-9 (2017).

208



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

BIBLIOGRAFIA

Wang, T. & Yang, F. A comparative study of chondroitin sulfate and
heparan sulfate for directing three-dimensional chondrogenesis of

mesenchymal stem cells. Stem Cell Res. Ther. (2017).

Vega Alvarez, J. A., Garcia-Suarez, O., Fernandez Monjil, D. & Del Valle
Soto, M. E. Bioquimica y biologia del cartilago articular. Rev. Ortop. y
Traumatol. (2002).

Tare, R. S., Howard, D., Pound, J. C., Roach, H. I. & Oreffo, R. O. C.
Tissue engineering strategies for cartilage generation-Micromass and
three dimensional cultures using human chondrocytes and a continuous

cell line. Biochem. Biophys. Res. Commun. (2005).

Steudler, S. & Bley, T. Filaments in Bioprocesses. Advances in

Biochemical Engineering/Biotechnology (2015).

Vaca-Gonzalez, J. J., Gutiérrez, M. L. & Garzén-Alvarado, D. A. Cartilago
articular: estructura, patologias y campos eléctricos como alternativa
terapéutica. Revision de conceptos actuales. Rev. Colomb. Ortop. y
Traumatol. 31, 202-210 (2017).

Steudler, S. & Bley, T. Filaments in Bioprocesses. Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology (2015).

Zhang, L. et al. Chondrogenic differentiation of human mesenchymal
stem cells: a comparison between micromass and pellet culture systems.
Biotechnol. Lett. 32, 1339-1346 (2010).

Kim, I. L., Mauck, R. L. & Burdick, J. A. Hydrogel design for cartilage
tissue engineering: A case study with hyaluronic acid. Biomaterials
(2011).

Lee, S., Lee, K., Kim, S. H. & Jung, Y. Enhanced cartilaginous tissue
formation with a cell aggregate-fibrin-polymer scaffold complex. Polymers
(Basel). (2017).

209



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

BIBLIOGRAFIA

Taraballi, F., Bauza, G., McCulloch, P., Harris, J. & Tasciotti, E. Concise
Review: Biomimetic Functionalization of Biomaterials to Stimulate the
Endogenous Healing Process of Cartilage and Bone Tissue. Stem Cells
Translational Medicine (2017).

LaPorta, T. F., Richter, A., Sgaglione, N. A. & Grande, D. A. Clinical
Relevance of Scaffolds for Cartilage Engineering. Orthopedic Clinics of
North America (2012).

Johnstone, B. et al. Tissue engineering for articular cartilage repair - The
state of the art. Eur. Cells Mater. (2012).

Torras, N., Garcia-Diaz, M., Fernandez-Majada, V. & Martinez, E.
Mimicking epithelial tissues in three-dimensional cell culture models.
Front. Bioeng. Biotechnol. 6, 1-7 (2018).

Schneeberger, K. et al. Converging biofabrication and organoid
technologies: the next frontier in hepatic and intestinal tissue
engineering? Biofabrication 9, 013001 (2017).

Mayer-Wagner, S. et al. Effects of low frequency electromagnetic fields
on the chondrogenic differentiation of human mesenchymal stem cells.
Bioelectromagnetics (2011).

Hu, N. et al. Chondrogenic induction of human osteoarthritic cartilage-
derived mesenchymal stem cells activates mineralization and
hypertrophic and osteogenic gene expression through a mechanomiR.
Arthritis Res. Ther. 21, (2019).

Bae, S. W. et al. 3D bioprinted artificial trachea with epithelial cells and
chondrogenic-differentiated bone marrow-derived mesenchymal stem
cells. Int. J. Mol. Sci. 19, 1-14 (2018).

Fernandez-Muifios, T. et al. Bimolecular based heparin and self-
assembling hydrogel for tissue engineering applications. Acta Biomater.
(2015).

210



159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

BIBLIOGRAFIA

Suryani, L. et al. Effects of electromagnetic field on proliferation,
differentiation, and mineralization of MC3T3 Cells. Tissue Eng. - Part C
Methods 25, 114-125 (2019).

Negi, H. et al. In Vitro Safety and Quality of Magnetically Labeled Human
Mesenchymal Stem Cells Preparation for Cartilage Repair. Tissue Eng. -
Part C Methods 25, 324-333 (2019).

Ribeiro, C., Correia, V., Martins, P., Gama, F. M. & Lanceros-Mendez, S.
Proving the suitability of magnetoelectric stimuli for tissue engineering

applications. Colloids Surfaces B Biointerfaces (2016).

Martinez-Riaza, L., Herrero-Gonzalez, H., Lopez-Alcorocho, J. M.,
Guillen-Garcia, P. & Fernandez-Jaen, T. F. Epidemiology of injuries in the
Spanish national futsal male team: A five-season retrospective study.
BMJ Open Sport Exerc. Med. 2, 4-9 (2017).

Guillén-Garcia, P. et al. Increasing the Dose of Autologous Chondrocytes

Improves Articular Cartilage Repair. Cartilage 5, 114-122 (2014).

Lin, S. et al. Synergistic effects on mesenchymal stem cell-based
cartilage regeneration by chondrogenic preconditioning and mechanical
stimulation. Stem Cell Res. Ther. (2017).

Ain, N. U., Makitie, O. & Naz, S. Autosomal recessive chondrodysplasia
with severe short stature caused by a biallelic COL10A1 variant. J. Med.
Genet. 55, 403-407 (2018).

211



ANEXOS



ANEXOS

1. Financiacion

Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se conté con fondos del Ministerio de
Ciencia, Innovacion y Universidades dentro del proyecto MAT 2016-76039-C4-
2-R (Diferenciacion condrogénica de células cultivadas en interfases

eléctricamente activas).
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ANEXOS

2. Fichas de calidad hADSC y hDPSC

Lonza Walkersville Inc.

8830 Biggs Ford Road
Walkersville, MD 21793 8415
Tel (301) 898 7025

Fax (301) 845 4024

LONZQA

Printed on, 17-Nov-2016 08:35 Page 1/ 1
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product Code: PT-5006 0000543947
Product: Adipose-Derived Stem Manufacture Date: 20-Apr-2016
Cells (Amp)
TEST (Method) SPECIFICATIONS
Min. Max. Results
Tissue Acquisition Number rEx i 29738
DONOR CHARACTERISTICS
Age e - 55Y
Sex i i MALE
Ries P . c
BMI axr P 23
VIRUS TESTING
HIV Test e e Not Detected
HBV Test e i Not Detected
HCV Test e i Not Detected
MICROBIAL TESTING
Sterility Test rEx e Negative
Mycoplasma kil s Negative
CELL PERFORMANCE TESTING
Cell Passage Frozen 1
Viability >=70% o 96 %
Cell Count (Cells/ml) >=1,000,000 ke 2240000
Seeding Efficiency >=20% b 43 %
Doubling Time (hours) 15 70 19 hrs
CD13,CD29,CD44,CD73,CD90,CD105,CD166 >=90% Positive wax Pass
CD14, CD31, CD45 <=5% Positive " Pass
CD34 % Positive FIO s 1%

These cells were isolated from donated human tissue after obtaining permission for their use in research applications by informed consent or legal authorization.
This product is for research use only. Details concerning the use of our cell and media products can be downloaded from our website at

www.lonza.com/cell-protocols.

This lot has been reviewed by Quality Assurance in compliance with requirements of Lonza's Quality System.

This document was generated from a validated Part 11-compliant electronic system and thus handwritten signatures are not required.

For Technical Assistance, call 1-800-521-0390
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Lonza Walkersville Inc

8830 Biggs Ford Road
Walkersville, MD 21793 8415
Tel (301) 898 7025

Fax (301) 845 4024

LONZQ

ANEXOS

Printed on, 17-Nov-2016 08:37 Page
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product Code: PT-5025 0000361427
Product: Human Dental Pulp Manufacture Date: 21-Mar-2013
Stem Cells 1M
TEST (Method) SPECIFICATIONS
Min. Max. Results
Tissue Acquisition Number % feh 25885
DONOR CHARACTERISTICS
Age o 1BY
Sex e it MALE
Race e UNKNOWN
VIRUS TESTING
HIV Test b - Not Detected
HBV Test e o Not Detected
HCV Test i o Not Detected
MICROBIAL TESTING
Sterility Test e o Negative
Mycoplasma i el Negative
CELL PERFORMANCE TESTING
Viability >=70% A5 86 %
Cell Count (cells/vial) >=1x10E+6 e 1470000
Total Population Doublings >=10 it 13
Seeding Efficiency >=25% 999 92 %
CD34, CD45, & CD133 o <=10% <10.0%
CD105, CD166, CD29, CD90, & CD73 >=90% o >90.0 %

These cells were isolated from donated human tissue after obtaining permission for research use by informed consent or legal authorization.

This product is

for research use only. Details concerning the use of our cell and media products can be downloaded from our website at www.lonza.com/cell-protocols.

This lot has been reviewed by Quality Assurance in compliance with requirements of Lonza's Quality System.
This document was generated from a validated Part 11-compliant electronic system and thus handwritten signatures are not required.

For Technical Assistance, call 1-800-521-0390
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3. Programa para

motor del EMFGS

PG 100
LB P1

P=0

MR 2140000

H

SL 0 '"Empiezan los primeros 10 min

H 60000
SL 0
H 60000
SL 0
H 60000
SL 0
H 60000
SL 0
H 60000
SL 0
H 60000
SL 0
H 60000
SL 0
H 60000
SL 0

H 60000

SL 0 '"Terminan los primeros 10 min

'Muestra 1

216

estimulaciédn,

\

~/

la ejecucidn

20 min)

2 (#)

ANEXOS

del

(##)




ANEXOS

MR 710000 'Muestra 2 (1° estimulacidédn, 20 min)
: (##)

MR 730000 'Muestra 3 (1° estimulacidén, 20 min)

H

(#)

MR -1440000 'Muestra 1 (2° estimulacidén, 20 min)
H

MA 0 'Vuelva al origen
PR P

PG

EX P1
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ANEXOS

4. Protocolo de uso del EMFGS

PROTOCOLO DE USO DEL IMAN

Enchufar Ia regleta del iman 3 Ia corriente eléctrica.
Encender el PC del iman (tanto el monitor como I3 torre del PC estan nombrados

~

como “monitor iman” y “PCimin”; aseg que los cables de
estan enchufados a la corriente eléctrica)
Mientras se enchufa el PC, encender el iman siguiendo el procedimiento

w

siguiente:
1) Encender el generador de sefiales apretando el botsn “POWER’”.

PROTOCOLO DE
USO DEL IMAN

por Rubén Salvador i Clavell

2) Sien pantalia aparece o siguiente:

Darle 3 “OUTPUT". Todo seguido, apretar en “CH1/CH2", y volver a apretar
ADVERTENCIA!!! - bijo ningin concepto dejar que se serque una s
s sucuerpo al iman.

DEPARTAMENT DE PATOLOGIA

Esto hara que en la pantalla aparezca lo siguiente: 4. Colocar las muestras en el portamuestras que hay en la bandeja unida al tomnillo

i 1

sinfin del motor en el iman. Para ello, seguir los pases siguientes:

1) Lasmuestras estin en el incubador. Se encuentran en eppendorfs de 500 L,
los cuales estin abiertos dentro de falcons de 15 mL. Extraer los eppendorf
con pinzas previamente flameadas, y taparios con sus tapas
correspondientes (que se encontrarin en su mismo falcon).

AATENCION: los falcons no estin roscados, para permitir el paso de oxigeno 3
las muestras. Asi pues, hay que tener cuidado al sacarlos (para que no caiga
I3 tapa al suelo). Meterlos i i i fluj inar,
junto con la gradilla para mejor manejo de las muestras.

\

3) Una vez con los canales CH1 y CH2 en “ON”, encender las 2 fuentes de
alimentacion dandole al boton “POWER":

2) Una vez los eppendorfs con las muestras (1.1, 1.2 y 1.3) estén tapados, se
sacan de Ia campana y se ponen en el portamuestras siguiendo el orden:
3. Eppendorf1.1en el hueco 1 del portamuestras
b. Eppendorf 1.2 en el hueco 2 del portamuestras
c. Eppendorf1.3 en el hueco 3 del portamuestras

CON TODO LO ANTERIOR, EL IMAN ESTA YA EN FUNCIONAMIENTO.

(Dejar los falcon de las muestras restantes sin roscar con la tapa y en el incubador, y
los falcon vacios dejarlos roscados con la tapa en el incubador también)
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5. Con el PC enchufado y va listo para usarse, abrir el programa “SEM Terminal™:

6. Con el programa abierto, se pueden dar 2 situaciones:

6.1 rezca la siguiente it

programa);

na ventana abierta dentro del

, seguir el z e
1) File > Open - abrira una ventana de busqueda de archivos.

Hay que modificar los pardmetros siguientes, haciendo doble dick donde se
indica con el circulo en fa imagen anterior:

Apretar en “Set” para aplicar los cambios.

3) Finalmente abrir el puerto del Terminal. Para ello hacemos doble click en
“port close”, y aparecera “port open”.
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ANEXOS

Tenemos que buscar |2 carpeta “TESIS RUBEN” que se sitia en el escritorio y.
entrar en ella. Una vez dentro, seleccionar “All Files” en “Tipo”.

Aparecerd un archivo llamado “RUBEN_PLmxt”".Lo abrimos. Este es el
programa gy jecutard para q del im3n funcione.

2) View >New Terminal > inal, donds i =
&l programa abierto para que se ejecute.

4) Transfer>ToTerminal o Trar _P1> (i )
Apretar en “Download”. Esto cargard el programa al Terminal, y
automaticamente lo ejecutar ra.

62.0 saviante i P “RUBEN PLm

yde “Terminal” abiertas).

En este caso, hacer:
Transfer > To Terminal o  Transfer > From RUBEN_P1 -> (io
que aparezca). Apretar en “Download”. Esto cargard el programa
al Terminal, y automiticamente lo ejecutari.

AHORA EL PROGRAMA SE ESTA EJECUTANDO, POR LO QUE DARA LAS ORDENES AL
MOTOR DEL IMAN PARA QUE FUNCIONE Y MUEVA EL PORTAMUESTRAS CON LAS
MUESTRAS A IRRADIAR.



ANEXOS

APAGADO DEL IMAN ATOS DE CONTACTO:
Una vez el programa ha parado y el portamuestras ha vuelto a la posicion inicial, se
puede apagar ya el iman y el PC. Para ello se procede: Rubén Salvador Clavell
1. Apretar el botén “output” en las 2 fuentes de alimentacién: 676432058
oMkl —

- rubensalvadorciavell @gmail.com

rusaicla@alumni.uv.es

2. Y todo seguido, apagar estos mismos aparatos, apretando en el botén
“Power”.

»

Poner los canales del generador de sehales en OFF. Para ello, apretar en
“output”, después en “CH1/CH2" y finalmente en “output” de nuevo:

L

¥ finaimente apagar este aparato dandole al botén “Power”.

"

Desconectar de Ia corriente eléctrica fa regleta del iman.

Cerrar el programa “SEM Terminal” directamente, sin guardar nada. Y
apagar el PCy el monitor.

Por Gitimo, guardar las muestras de nuevo en el inaubador, abriendo los
eppendorf dentro de la campana e introduciéndolos en sus falcon
comrespondientes, dejando sin roscar la tapa. (Dejar Ia tapa del eppendorf
dentro de su falcon correspondiente también).

"

N
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5. Andlisis estadistico mediante R

CASO 1: Determinaciéon de tiempos EMF
rm (list = Is ()
Is()
#1.IMPORTACION DE DATOS Y CREACION DE SUBDATOS
datos <- read.csv("determ_tiempos_EMF_estadist.csv", header =T, sep =";", dec ="")
for (i in 2:ncol(datos)) {
datos1 <- paste("datos", colnames(datos][i]), sep="_")
datos_t <- as.factor(datos[,1])
datos?2 <- data.frame(datos_t, datosl[,i])
colnames(datos?2) <- c("tiempo", colnames(datosi]))
assign(datos1, datos?2)
}
#2.TEST DE NORMALIDAD (SHAPIRO) Y TEST DE HOMOCEDASTICIDAD (BARTLETT)
estadist_gen <- function(datos_gen){
gen=datos_gen[,2]
norm_pvalue <- c¢()
for (iin 1:7) {
normalidad <- shapiro.test(gen[datos_gen$tiempo==i])
norm_pvalue[i] <- c(normalidad$p.value)
}
tiempos <- c¢("Normalidad_t=0", "1h", "6h", "24h", "3d", "7d", "14d")
results <- data.frame(rbind(colnames(datos_gen[2]), tiempos, norm_pvalue))
colnames(results) <- c()
rownames(results) <- ¢()
homocedast <- bartlett.test(gen ~ datos_gen$tiempo)
result_homo <- c(colnames(datos_gen[2]), "Homocedasticidad", homocedast$p.value)
resultsl <- cbind(results, result_homo)
nombre <- paste("norm_homoced", colnames(datos_gen[2]), sep="_")
nombrecsv <- paste(nombre, "csv", sep =".")
write.csv2(resultsl, file = nombrecsv, row.names = F)

return(list(results1, summary(anova), intervals))
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#3.ANOVA ONE-WAY (ACAN, COL1A1, VEGFA)

anova <- aov( Im(datos_ACAN$ACAN ~ datos_ ACANS$tiempo) )

summary(anova)

gf(0.05, 7-1, 21-7, lower.tail = FALSE)

#3.1.VALIDACION ANOVA MEDIANTE RESIDUOS

shapiro.test(anova$residuals)

bartlett.test(anova$residuals ~ datos_ ACANS$tiempo)

#3.2.COMPARACIONES MULTIPLES (TEST DE TUKEY)

intervals <- TukeyHSD(anova)

intervals

#SI NO SE CUMPLEN CONDICIONES DEL ANOVA (SOX9, COL2A1, COL10A1, HIF1A1)

#4. TEST DE KRUSKAL

qchisq(0.05, 7-1, lower.tail = FALSE)

kruskal.test(datos_SOX9$SOX9, datos_SOX9$tiempo)

kruskal.test(datos_ COL2A1$COL2A1, datos_COL2A1$tiempo)

kruskal.test(datos_ COL10A1$COL10A1, datos_COL10A1$tiempo)
kruskal.test(datos_HIF1A1$HIF1A1l, datos_HIF1Al$tiempo)

#4.1.COMPARACIONES MULTIPLES (TEST DE KRUSKAL-NEMENY!)

library(PMCMR)

posthoc.kruskal.nemenyi.test(datos_ COL2A1$COL2A1, datos_COL2A1$tiempo, method = "Chisq")
posthoc.kruskal.nemenyi.test(datos_ COL10A1$COL10A1, datos_COL10Al1$tiempo, method = "Chisq")
posthoc.kruskal.nemenyi.test(datos_ HIF1A1$HIF1A1, datos_HIF1A1$tiempo, method = "Chisq")

CASO 2: Estimulacion de microtejidos mediante EMF
library("dplyr")
library("rstatix")
library("emmeans")
rm (list = Is ()
Is()
#1.IMPORTACION DE DATOS Y CREACION DE SUBDATOS
datos <- read.csv("datos_para_estadist_ampliado.csv", header =T, sep =";", dec =",")
for (i in 3:ncol(datos)) {
datos1 <- paste("datos", colnames(datosi]), sep ="_")
datos_t <- data.frame(as.factor(datos[,1]), as.factor(datos[,2]))

datos?2 <- data.frame(datos_t, datos],i])
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colnames(datos2) <- c("tiempo"”, "tratamiento", colnames(datos][i]))
assign(datosl, datos2)
}
#2. TEST DE NORMALIDAD (SHAPIRO) Y TEST DE HOMOCEDASTICIDAD (LEVENE)
estadist_gen <- function(datos_gen){
colnames(datos_gen)[3] <- "gen"
normalidad <- datos_gen %>%

group_by(tiempo, tratamiento) %>%

shapiro_test(gen) #normalidad de datos
homoced <- datos_gen %>%
levene_test(gen ~ tiempo*tratamiento) #homocedasticidad

return(list(normalidad, homoced))
}
#3.ANOVA TWO-WAY (SOX9, COL2A1, VEGFA, HIF1A1) Y VALIDACION
datos_anova <- aov(datos_SOX9$SOX9 ~ datos_SOX9$tiempo * datos_SOX9%tratamiento)
summary(datos_anova)
eta_squared(datos_anova)
#3.1.TEST DE EMMEANS
signific <- datos_SOX9 %>%

group_by(tratamiento) %>%

emmeans_test(SOX9 ~ tiempo)
signific
signific2 <- datos_SOX9 %>%

group_by(tiempo) %>%

emmeans_test(SOX9 ~ tratamiento)
signific2
#SI NO SE CUMPLEN CONDICIONES DEL ANOVA (ACAN, COL1A1, COL10A1)
#4.ANOVA TWO-WAY
datos_anova <- aov(datos_ ACANSACAN ~ datos_ ACANS$tiempo * datos_ ACAN9Stratamiento)
summary(datos_anova)
#4.1TEST DE EMMEANS

modelo <- Im(datos_ ACAN$ACAN ~ datos_ ACANS$tiempo * datos_ ACANS$tratamiento, data =
datos_ACAN)

datos_ ACAN %>%

emmeans_test(

223



ANEXOS

ACAN ~ tiempo,
model = modelo

)
datos_ ACAN %>%

emmeans_test(
ACAN ~ tratamiento,

model = modelo
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6. Solicitud de permisos para Ila

reproduccion de imagenes

Todas las imagenes con derechos han sido reproducidas tras solicitar permiso
a las respectivas editoriales e investigadores o investigadoras principales.
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