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RESUMEN

Introduccion: el tejido cartilaginoso es un tejido fundamental, puesto
gue proporciona sostén a nuestro organismo. Cuando el cartilago
articularse lesiona experimenta unaregeneracién complejay limitada.
Porelloesimportante buscar alternativas y ampliar las soluciones que
se estdn utilizando actualmente para tratar enfermedades en las que
se produce la alteracidn del cartilago articular, como la osteoartritis.
Con la base en esta idea, recientemente la ingenieria tisular ha
desarrollado distintas herramientas para tratar de regenerar el
cartilago cuando la regeneracion por otras vias no es posible. Dentro
de las estrategias que existen, se ha potenciado el uso de hidrogeles

combinados con condrocitos y/océlulas madre de diferentesorigenes.

Objetivo: nuestro objetivo en este trabajo fue disefar un constructo
basado en un hidrogel, inicialmente de alginatoy posteriormente una
mezcla de alginato-agarosa, combinado con condrocitos o células

madre de pulpadental humanas (hDPSCs), con capacidad de induccion

condrogénica.

Material y métodos: se aislarony caracterizaron condrocitos primarios

y células madre de pulpadental humanas. Se puso a punto un sistema
de cultivo que favoreciese la diferenciacion condral, primero en dos
dimensiones y después en tres dimensiones. Se fabricaron y
caracterizaron biolégicay biomecdnicamente hidrogeles de alginatoy

copolimeros de alginato-agarosa. Se optimizé el cultivode condrocitos



y hDPSCs en dichos soportes y se evalud tanto en un modelo animal

como in vitro la capacidad regenerativa de los mismos.

Conclusion: los resultados presentados indican el potendal
condrégénico de las hDPSCs como alternativa a los condrocitos
primarios para la regeneracién condral. Asi mismo, proponemos un
constructo basado en un copolimero alginato-agarosa con
propiedades biomecanicas adecuadas para ser utilizado en modelos

de regeneracién de cartilago articular.

PALABRAS CLAVE: agarosa, alginato, cartilago articular, células madre
de pulpa dental humanas, condrocitos, hidrogel, ingenieria tisular,

osteoartritis.



RESUM

Introduccid: el teixit cartilaginds és un teixit fonamental, ja que
proporcionasustentacidal nostre organisme. Quan el cartilag articular
es lesionaexperimentaunaregeneracié complexailimitada. Peraixo
és important buscar alternatives i ampliar les solucions que s'estan
utilitzant actualment per a tractar malalties en les quals es produeix
I'alteracié del cartilag articular, com la osteoartritis. Amb la base en
aquesta idea, recentment l'enginyeria tissular ha desenvolupat
diferents eines per a tractar de regenerar el cartilag quan la
regeneracid peraltresviesno és possible. Dins de | es estratégiesque
existeixen, s'ha potenciat I'Us d'hidrogels combinats amb condrocits

i/o cél-lules mare de diferents origens.

Objectiu: el nostre objectiu en aquest treball va ser dissenyar un
constructe basaten un hidrogel, inicialment d’ alginati posteriorment
una mescla d’ alginat-agarosa, combinat amb condrocits o cel-lules
mare de polpa dental humanes (hDPSCs), amb capacitat d'induccié

condrogénica.

Material i métodes: esvanaillarivan caracteritzar condrocits primaris

i cel-lules mare de polpa dental humanes. Es va posar a punt un
sistemade cultiuque afavorirala diferenciacié condral, primer en dues
dimensions i després en tres dimensions. Es van fabricar i van
caracteritzar biologica i biomecdnicament hidrogels d’alginat i

copolimers d’alginat-agarosa. Es va optimitzar el cultiu de condrocits i



hDPSCs en aquests suports i es va avaluar tant en un model animal

com in vitro la capacitat regenerativa d'aquests.

Conclusio: els resultats presentats indiquen el potencial condrégénic
de les hDPSCs com a alternativa als condrocits primaris per a la
regeneracid condral. Aiximateix, proposem un constructe basat en un
copolimer alginat-agarosa amb propietats biomecaniques adequades

per a ser utilitzat en models de regeneracié de cartilag articular.

PARAULES CLAU: agarosa, alginat, cartilag articular, cel-lules mare de
polpa dental humanes, condrocits, hidrogel, enginyeria tissular,

osteoartritis.



ABSTRACT

Introduction: cartilage tissue isafundamental tissue, since it provides
support to our body. When the articular cartilage is injured it
undergoes complex and limited regeneration. For this reason, it is
important to look for alternatives and expand the solutions that are
currently being used to treat diseases in which the alteration of the
articular cartilage occurs, such as osteoarthritis. Based on this idea,
tissue engineering has recently developed different tools to try to
regenerate cartilage when regeneration by other means is not
possible.Amongthe existing strategies, the use of hydrogels combined
with chondrocytes and / or stem cells of different origins has been

promoted.

Objective: our objective in this work was to design a construct based
on a hydrogel, then alginate and later an alginate-agarose mixture,
combined with chondrocytes or human dental pulp stem cells

(hDPSCs), with chondrogenicinduction capacity.

Material and methods: primary chondrocytes and stem cells from

human dental pulp were isolated and characterized. A culture system
was developed to favor chondral differentiation, first in two
dimensions and then in three dimensions. Alginate hydrogels and
alginate-agarose copolymers were biologically and biomechanically
characterized and manufactured. The culture of chondrocytes and
hDPSCs on said supports was optimized and their regenerative

capacity was evaluated both in an animal model and in vitro.



Conclusion: the results send indicate the chondrogenic potential of
hDPSCs as an alternative to primary chondrocytes for chondral
regeneration. Likewise, we propose a construct based on an alginate-
agarose copolymerwith suitable biomechanical properties to be used

in joint cartilage regeneration models.

KEY WORDS: agarose, alginate, articular cartilage, human dental pulp

stem cells, chondrocytes, hydrogel, tissue engineering, osteoarthritis.
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INTRODUCCION

1.1. Aparato locomotor. Sistema articular

1.1.1. Definicion

El aparato locomotor es el conjunto de sistemas y tejidos que
debido a su composicidon y disposicién en los seres vivos les
permite interactuar con el medio que les rodea mediante el
movimiento o locomocion al mismo tiempo que les sirve de
sostén y proteccién al resto de drganos del cuerpo. Su
funcionamiento es posible gracias a la coordinacidon que le
proporciona el sistema nervioso, generando y transmitiendo las

ordenes motoras.

Este aparato estd compuesto por la interacciéon de dos
componentes diferentes. Por un lado, una parte pasiva que esta
formada por diferentes tipos de tejido conjuntivo y de sostén,
entre ellos los huesos, las articulaciones y los ligamentos, es
decir el denominado sistema osteoarticular. Por otro lado, una
parte activa compuesta por el sistema muscular, donde los
tendones proporcionan la unién entre los musculos esqueléticos
y los huesos.

Ambas partes estdn secundadas por drganos asistentes que
pertenecen a los sistemas vasculary nervioso, pero que también
corresponden a estructuras sensoriales y a componentes del

sistema endocrino (1).
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Las articulaciones (latin: articulatio, partes unidas de un todo)
son elementos constituyentes del componente pasivo del
sistema locomotor las cuales permiten la unién entre dos huesos
o entre un huesoy un cartilago (2). Podemos distinguir dos tipos
de articulaciones: sinartrosis y diartrosis. Las sinartrosis (griego:
syn, junto a; athros, articulaciéon) se conocen también como
falsas articulaciones, dado que vinculan de forma continua los
elementos esqueléticos, uniéndolos mediante un tejido de
relleno (el tejido conjuntivo o tejido cartilaginoso) de modo que
solo permite movimientos escasos (1). En funciéon de Ila
naturaleza de dicho tejido, podemos distinguir cinco subtipos de
sinartrosis como son las sindesmosis (conectadas por tejido
conjuntivo fibroso denso no orientado), las sincondrosis
(conectadas por tejido cartilaginoso), las sinostosis (tejido dseo)
o las sinfisis (conectadas mediante una fina capa de cartilago
hialino que recubre los extremos 6seos articulados, unido
mediante tejido conectivo muy fibroso, que penetra en el
cartilago hialino por una zona de transicion de cartilago fibroso)
y la gonfosis (la articulacién entre el diente y el hueso alveolar).
Las diartrosis, por el contrario, vinculan elementos éseos de
manera discontinua, permitiendo movimientos libres de
amplitudes diversas. Se denominan también articulaciones

verdaderas o sinoviales, dado que los huesos que conectan
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guedan separados por una cavidad denominada cavidad

sinovial.

1.1.2. Diartrosis

Las diartrosis (griego: dia, separa; arthros, articulacién) estan
formadas por tres elementos fundamentales, que incluyen a las
superficies articulares cartilaginosas, la propia cavidad sinovial y
una capsula de tejido conjuntivo denso e irregular que se
continua con el periostio adyacente y que permite la insercion
de ligamentos (1). Anatdmicamente son muy complejas y se

pueden clasificar en los siguientes tipos (3):

e Articulaciones planas (artrodias): vinculan huesos cuyas
superficies son planas o ligeramente curvadas y con un
tamafio  aproximadamente  similar, permitiendo
movimientos de deslizamiento al desplazarse un hueso
sobre la superficie de otro. Este movimiento se ve
limitado por los ligamentos circundantes. Algunas de
estas articulaciones pueden tener multiples movimientos
como la rotacién, flexidn, extension, haciendo que
puedan ser clasificadas como multiaxiales. Pero no
ocurre con todas las articulaciones planas. Algunos
ejemplos son la articulaciéon acromioclavicular, las
articulaciones intercarpianas de la mufeca o las

intertarsianas del pie.
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Articulaciones en bisagra (trocleartrosis): en ellas, el
extremo convexo de un hueso se articula con el extremo
concavo del hueso contiguo, permitiendo el
desplazamiento en torno a un eje transversal a la
articulacion regulando asi los movimientos de flexion y
extension a lo largo de un solo eje. Ejemplos de estas
articulaciones son la articulacién del codo

(humerocubital) o la rodilla.

Articulaciones en pivote (trocoides): este tipo de
articulacién estd conformada por una parte redondeada
del hueso encerrada en una cavidad formada en parte
por la articulaciéon de otro hueso adyacente vy
parcialmente unida mediante ligamentos. Permiten el
movimiento en torno a un eje que atraviesa en sentido
longitudinal la diafisis del hueso; regula la rotacién (por
ejemplo en la articulacion atlantoaxial). Se clasifica
funcionalmente como una diartrosis uniaxial, puesto que

rota alrededor de un solo eje.

Articulaciones bicondileas: permiten principalmente el
movimiento en torno a un eje, con una rotacion limitada
en torno a un segundo eje, formadas por dos condilos
convexos que se articulan con superficies concavas o

planas (por ejemplo en la rodilla).
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Articulaciones condileas (elipsoides o condilartrosis): en
este caso la depresion poco profunda en el extremo de
un hueso se articula con otra estructura redondeada de
otro hueso o huesos adyacentes. Son biaxiales ya que
permiten el movimiento en torno a dos ejes que se hallan
en dangulo recto uno respecto del otro; regulan
movimientos de flexién, extension, abducciéon vy
circunduccion (por ejemplo en la articulacién de la

mufieca).

Articulaciones en silla de montar o de encaje reciproco:
en ellas, las superficies 6seas tienen forma de silla de
montar, con lo cual los huesos encajan y permiten el
movimiento en torno a dos ejes que se hallan en dangulo
recto uno respecto del otro; regulan movimientos de
flexion, extensién, abduccién, aduccion y circunduccién
(por ejemplo en la articulacion carpometacarpiana del

pulgar).

Articulaciones esféricas (glenoideas o enartrosis): son
aguellas que permiten mayor amplitud de movimiento
debido a la forma en la que encaja la cabeza redondeada
de un hueso (bola) en la parte céoncava del hueso
adyacente (receptaculo). Se consideran por tanto

multiaxiales por que permiten el movimiento en torno a
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multiples ejes; regulan movimientos de flexion,
extension, abduccién, aduccién, circunduccién y
rotacion. Las Unicas dos articulaciones del cuerpo que
son esféricas son la articulaciéon de la cadera y la

articulacién glenohumeral (hombro).

1.1.2.1. Componentes de las diartrosis

Todas las diartrosis, al margen de su mayor o menor complejidad
anatémica, estan constituidas por tres elementos bdasicos: la
capsula articular, la cavidad sinovial y las superficies de los

huesos que conectan (complejo osteocondral).

La capsula articular es una estructura formada por tejido
conectivo denso con forma de manguito o capa exterior
consistente localizada alrededor de la articulacién (2) y cuya
funcion es aportar estabilidad, firmeza y flexibilidad. La capsula
fija sus dos bordes a los extremos de la articulacién a lo largo de
una linea de insercién, por la que penetra al periostio y esta
compuesta por lamembrana fibrosa (estrato fibroso), situada en
el lado externo y formada por tejido conjuntivo denso, y la

membrana sinovial (estrato sinovial), de ubicacion interna (1).

La membrana fibrosa estd en continuidad con el tejido
conjuntivo denso del periostio y contribuye a la estabilidad de la

articulaciéon. La membrana sinovial, que forma pliegues vy
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vellosidades de configuraciones mdltiples que protruyen en la
cavidad articular, estd compuesta por la intima sinovial (capa de
revestimiento sinovial) interna y la capa subintimal (subsinovial)
externa. La intima sinovial posee 1-4 capas de células sinoviales
de revestimiento (sinoviocitos), que no son células epiteliales y
por tanto no constituyen un epitelio. Entre los sinoviocitos se
pueden distinguir dos tipos celulares distintos: las células Ao de
tipo macrofdgico, que pueden fagocitar y predominan en los
adultos, y las células B o de tipo fibroblastico, que poseen una
maquinaria secretora desarrollada y producen la matriz
conjuntiva tipica con fibrillas coldgenas, asi como algunos de los
componentes del liquido sinovial. El tejido conjuntivo
subintimal, contiene vasos sanguineos y linfaticos abundantes y
muchos adipocitos, ademas de fibras nerviosas vegetativas y
algunos corpusculos sensoriales. A las fibrillas colagenas hay que
sumarle las fibras eldsticas, necesarias para que los pliegues
sinoviales no queden aprisionados entre las superficies
articulares. En los lugares donde la capsula articular se encuentra
bajo presion el tejido subintimal es muy delgado y no contiene

adipocitos (1).

Los vasos y nervios articulares perforan la capsula, que ademas
puede presentar aberturas con evaginaciones de la membrana
sinovial. A menudo la cdpsula fibrosa contiene varios

engrosamientos de haces de fibras paralelas, los filamentos
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articulares o ligamentos, que también pueden transcurrir con
independencia de la cdpsula, ya sea por su parte externa o
dentro de la articulacion (2).

El espacio que se interpone entre las superficies articulares de
los huesos se denomina cavidad articular y contiene el liquido
sinovial transparente vy filante, que esta compuesto por plasma
sanguineo dializado y por productos de secreciéon de los
sinoviocitos, principalmente de las células B (de tipo
fibrobldstico). Este liquido contiene sobre todo proteinas,
hialuronano, glucosa y agua; posee funciones lubricantes vy
amortiguadoras (antichoque) y nutre el cartilago articular (1). La
lubricina (glucoproteina mucoide producida por los sinoviocitos
fibroblasticos) se encarga de aumentar la capacidad de
deslizamiento de la superficie del cartilagoarticular. En el liquido
sinovial aparecen células aisladas, sobre todo linfocitos.

Las superficies 6seas de los huesos conectados por diartrosis
estan recubiertas por una forma especial de tejido cartilaginoso
hialino que se denomina cartilago articular y forma junto con las
mismas el complejo osteocondral. Las caracteristicas
estructurales de dicho tejido de sostén se describen en el
apartado tercero de esta introduccion.

Junto a estos elementos basicos, en las articulaciones
encontramos una serie de estructuras accesorias fundamentales

para el correcto funcionamiento de las mismas como son los
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meniscos, los ligamentos intra- o extra-articulares o la rétula. Los
meniscos se componen de cartilago fibroso y de tejido
conjuntivo fibrosos denso desorganizado. Su forma es similar a
una semiluna y su funcion es rellenar los espacios comprendidos
entre superficies articulares del cuerpo, estabilizando Ia
articulacion y generando una proteccion extra en los
movimientos bruscos, ademas de absorber el impacto de choque
entre las superficies articulares, aumentando la superficie de
contacto entre los huesos y la disminucién del desgaste del
cartilago, al distribuir mejor las presiones. En el ser humano, los
meniscos estan localizados en la articulacion
temporomandibular, la rodilla, la acromioclavicular, Ila
esternoclavicular, la mufieca y las costillas en su unién con las
articulaciones transversas vertebrales. Encontramos meniscos
completos, como ocurre en las articulaciones esternoclaviculary
de la muieca, o discos parciales, como en las articulaciones de
larodilla y acromioclavicular. Bienes cierto que en laarticulacidn
temporomandibular, el disco puede ser parcial o completo (3).
En la rodilla encontramos el menisco medial localizado en la
parte interna de larodilla y el menisco lateral en la parte externa.
Los meniscos se encuentran fijados a la parte superior de la tibia
y también estan en contacto con el fémur, ejerciendo de
amortiguador en el momento que la rodilla soporta una carga.

Mediante el ligamento meniscal se adhieren a la periferia del

11
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platillo tibial. Los meniscos permiten una mejor distribucion de
la carga, gracias a que aumentan la superficie articular de los
platillos tibiales y la congruencia entre la tibia y los céndilos
femorales. Tienden a desplazarse hacia atras en la flexion y hacia
delante en la extensidon; el menisco medial tiene menos
movilidad que el menisco lateral. Cada uno posee una forma
caracteristica y su grosor puede ser homogéneo, aunque por
regla general son mas gruesos en la periferia y mas delgados en
su borde interno. Cuando se realizan movimientos de flexo-
extension y cargas y descargas de peso los meniscos ayudan a
distribuir el liquido sinovial que liberan las células sinoviales

favoreciendo a la lubricacion y nutriciéon de la articulacion (3,4).

Los ligamentos se componen de fibras gruesas de colagena y
fibroblastos dispuestos de forma paralela, de una naturaleza
similar a los tendones (5). La funcién de los ligamentos es la
unién y estabilizacidon de estructuras anatémicas. Lo mas comun
es encontrarlos entre los huesos y cartilagos del organismo,
especialmente en aquellos que forman articulaciones, donde
permiten y facilitan el movimiento dentro de las direcciones
anatémicas naturales, mientras que restringen aquellos
movimientos que son anatdmicamente anormales, impidiendo
protrusiones o lesiones que podrian surgir por este tipo de
movimientos  (4). Los ligamentos extracapsulares e

intracapsulares se pueden encontrar en muchas articulaciones
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sinoviales. Los extracapsulares, como bien indica su nombre,
estan fuera de la cdpsula articular y como ejemplos tenemos los
ligamentos colaterales tibial y peroneo de la articulacién de la
rodilla. Los intracapsulares estdn dentro de la capsula articular,
pero excluidos de la cavidad sinovial por pliegues de Ila
membrana sinovial. Como ejemplos tenemos los ligamentos

cruzados posterior y anterior de la articulacion de la rodilla (3).

La rétula (patella) es un hueso sesamoideo que encontramos
situado en el plano anterior de la articulacién de la rodilla, y que
estd engastada en el tenddn del cuadriceps. Tiene una forma
triangular con vértice inferior y estd aplanada, ademas su eje
mayor mide unos 5 cm. Los tendones del cuadriceps se unen al
borde superior (base)y a la cara anterior, y de su vértice parte el
ligamento rotuliano que continda al tenddn del cuddriceps. La
cara posterior (caraarticular) posee la superficie articular para el
fémur y, por debajo, tiene una zona rugosa conformada por las
formaciones adiposas de la articulacion de la rodilla. La
superficie articular consta de dos vertientes laterales, separadas
por una cresta roma central, que se adaptan a la superficie
rotuliana del fémur. Es considerado el hueso sesamoideo mas

grande del cuerpo humano (3,4).
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1.2. Tejido cartilaginoso

El cartilago articular, como ya hemos dicho, es una forma
especializada de cartilago hialino. Dado que esta tesis esta
centrada en la construccion de andamiajes para la regeneracion
de dicho tejido, procederemos a continuacién a describir las
principales caracteristicas del mismo. El tejido cartilaginoso es
una forma especializada de tejido conjuntivo modelado cuya
principal funcién es la de sostén y cuyas propiedades estan
determinadas por los componentes de su matriz extracelular
(MEC). El cartilago es rigido, elastico, deformable y cortable (1).
En funcidon de la disposicidn de las células y las caracteristicas de

la MEC podemos distinguir cuatro variantes (1):

e Cartilagofetal: contiene abundantes células cartilaginosas
fusiformes, redondeadas o estrelladas, que estdn
distribuidas de modo uniforme en la matriz y no forman
condronas. Se denomina cartilago epitelioideo y presenta
vasos sanguineos en continuidad de las células y matriz
condral.

e Cartilago hialino: es el mas abundante y representativo,
por lo que lo describiremos con mas detalle en esta
seccion.

e Cartilagoelastico: es similaral cartilago hialino, pero con la

diferencia de que posee abundantes redes de fibras
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elasticas que rodean las condronas, que atraviesan la
matriz interterritorial y establecen contacto con fibras
eldsticas del pericondrio. Es, por tanto, un tejido eldstico.
Posee una coloracién amarillenta pdlida. Los condrocitos
frecuentemente se agrupan formando hileras
perpendiculares al pericondrio y las condronas suelen ser
mas pequeias que en el caso del cartilago hialino.

e Cartilago fibroso: se asemeja al tejido conjuntivo fibroso
denso desorganizado debido a la abundancia de sus haces
no enmascarados de fibras de colageno tipo I. Entre los
resquicios de las fibras se encuentran las condronas,
pequefias, o los condrocitos individuales inmersos en la

matriz cartilaginosa que contiene colageno tipo Il.

El tejido cartilaginoso maduro es un tejido compuesto por
condrocitos y matriz extracelular abundante, séliday firme, que
resiste la tensién (estiramiento), la comprension y el
cizallamiento (traccion en direcciones opuestas), pero también
un tanto maleable, lo que condiciona su elasticidad (5). Se
diferencia de otros tejidos conectivos en que no posee nervios
ni vasos sanguineos. El hecho de que no tenga irrigacién
sanguinea es debido a que secreta un factor antiangiogénico,
una sustancia que impide el crecimiento de los vasos. Como no

existe una red vascular dentro del tejido, la composicién de la
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matriz extracelular es decisiva para la supervivencia de los
condrocitos. La gran proporcion de glucosaminoglucanos (GAG)
con respecto al colageno tipo Il en la matriz cartilaginosa permite
la difusién de sustancias desde los vasos sanguineos (5). El
cartilago puede resistir mucha mas tensidon que los tejidos
conectivos laxo y denso. Su fuerza se debe a sus fibras de
colageno, y su flexibilidad, es decir la capacidad que tiene de
retornar a su forma original tras ser deformado, se debe al
condroitin-sulfato.

Debido a sus propiedades, el cartilago desempeia un papel
importante como tejido de sostén del cuerpo, ademas de ser el
precursor del tejido déseo y formar parte de casi todo el
esqueleto embrionario. Estd compuesto por células y una MEC

caracteristica, denominada matriz condral (5).

( Cétutas 3-5% |
- — [5%111, VI, X, XII, XIV ]
[Glucoprotemas multiadhesivas 5% ] . S
[Ptoteoglucanos 9% ] 15% IX, XI
N \ J
Colagenos 15% / \
L )
a =)

80% II
Agua intercelular 60-80%

. y \ )

Figura 1. Composicion del cartilago hialino. M.Oliver
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1.2.1. Componente celular

En el interior y en la superficie de la matriz condral, podemos
distinguir dos tipos celulares caracteristicos del tejido
cartilaginoso: los condroblastos y los condrocitos. Los
condroblastos se diferencian a partir de células
mesenquimatosas dentro del centro de condrificacion o de
células condrogénicas de la capa celular interna del pericondrio,
la capa de tejido conjuntivo fibroso denso desorganizado que
envuelve el cartilago hialino. Los condroblastos son células
basdfilas con una elevada actividad secretora. Las micrografias
electrénicas de estas células muestran una red rica de Reticulo
Endoplasmatico Rugoso (RER), un complejo de Golgi bien
desarrollado, multiples mitocondrias y abundancia de vesiculas
secretoras. Son células aplanadas con abundantes filamentos de
actina y miosina, e incluso filamentos intermedios de vimentina,
qgue le aportan cierta contractibilidad. Poseen un nucleo
redondo situado en el centro de la célula donde se puede
observar un nucléolo evidente. Los condroblastos secretan
matriz condral activamente y tienen gran capacidad mitética. Se
ubican cerca del pericondrio en espacios o lagunas condrales
aplanadas en sentido paralelo a la superficie (2). Debido a su
gran capacidad secretora, quedan incluidas totalmente en la
matriz condral, momento en el cual sufren una serie de cambios

morfoldgicos, tras los cuales pasan a denominarse condrocitos.
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Los condrocitos (chondros cartilago + kytos célula) se
corresponden por tanto con la forma madura de los
condroblastos. Son indispensables, ya que se encargan de
mantener la matriz cartilaginosa, a través de la produccién de
sus principales compuestos: coldgeno y proteoglicanos. La
densidad de condrocitos es 1,4x107 células/cm? en el cartilago
maduro (6), es decir, conforman menos del 5 % del tejido
cartilaginoso, pero son esenciales para producir y mantener la
MEC durante toda la vida. El requerimiento nutricional de los
condrocitos metabdlicamente activos es elevado, y aunque es
adecuado para ambientes con poco oxigeno por la ausencia de
vasos sanguineos, bien es cierto que consume oxigeno a tasas
mas bajas que otros tipos celulares, y son susceptibles al dafo
causado por el estrés oxidativo (7). Ocupan un espacio
denominado laguna condral y pueden aparecer aislados o en
grupos, habitualmente de dos a cuatro células, denominados
grupos isogénicos o condronas. A medida que los condrocitos
forman matriz se van alejando y formando nuevas lagunasy, por
tanto, nuevos grupos isogénicos. Sus caracteristicas
microscopicas dependen de su grado de actividad. Asi, los
activos son mas basdfilos y exhiben un RER y un Golgi mas
desarrollados que los no activos, que son menos basodfilos. Son
células esféricas con superficie irregular y tienen

aproximadamente 40 um de didmetro. En su superficie tienen
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una gran cantidad de microvellosidades irregulares que se
introducen en la matriz. El nulcleo es excéntrico y en el
citoplasma encontramos abundancia de cisternas del RER,
desarrolladas y dilatadas, un aparato de Golgi extenso, muchas
mitocondrias, y vesiculas de secrecion (5). Los filamentos
intermedios compuestos por vimentina son abundantes. Se
puede observar con regularidad grandes inclusiones lipidicas y
abundante glucdgeno. Junto a la superficie celular hay fibrillas
finas, compuestas de tipos de colageno poco frecuentes, que la
protegen contra la compresion mecanica. Los condrocitos vivos
adoptan la forma de las lagunas que ocupan, pero en los
preparados observados con el microscopio Optico suelen estar
contraidos por la deshidratacién de la muestra durante la
preparacion (2), dando la impresién de que las lagunas condrales

son espacios vacios.

1.2.2. Matriz condral

La matriz del cartilago hialino es amorfa y homogénea, ademas
de tener un aspecto vitreo. Es un tejido vivo complejo, cuyas
funciones son participar en la lubricacién de las articulaciones
sinoviales, proveer una superficie de baja friccién y distribuir las
fuerzas aplicadas al hueso subyacente (5). Los condrocitos son
los encargados de producir la matriz condral, la cual contiene

tres clases principales de moléculas.
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El principal componente de la matriz son las moléculas de
colageno. Dentro de los mds de 20 tipos de coldgenos que
existen, cinco son los que participan en la formacién de una red
tridimensional de fibrillas matriciales cortas y bastante delgadas
(20 nm de diametro). El colageno tipo Il es el que forma parte de
la mayoria de las fibrillas mientras que el coldgeno tipo IX se
encarga de facilitar la interaccion de las fibrillas con los
proteoglucanos. Por otro lado, el coldgeno tipo Xl es el
encargado de regular el tamafio de las fibrillas, las cuales forman
una red hexagonal tridimensional, que resulta decisiva para una
funcién mecanica eficaz, organizada por el coldgeno tipo X, que
resulta decisiva para una funcion mecdnica eficaz. Ademas, en la
periferia de los condrocitos encontramos coldgeno tipo VI, que
contribuye en laadhesién de estos a la matriz condral. Por tanto,
estos 5 tipos de coldgenos son los llamados colagenos

especificos de cartilago.

Los proteoglucanos son los que conforman la sustancia
fundamental del cartilago hialino. El hialuronano, el condroitin-
sulfato y el queratdn-sulfato son los tres tipos de
glucosaminoglucanos (GAG) mas abundantes. El condroitin-
sulfato y el queratan-sulfato son los que se unen a una proteina
central para formar un mondémero de proteoglucanos. El
mondmero de proteoglucanos mas importante en el cartilago

hialino es el agrecano, que contiene aproximadamente unas 100
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cadenas de condroitin-sulfato y hasta 60 moléculas de queratan-
sulfato, con una masa molecular de 250 kDa (5). A causa de la
gran cantidad de moléculas de sulfato que posee, el agrecano
tiene una elevada carga negativa y gran afinidad por las
moléculas de agua. Asimismo, una gran cantidad de moléculas
de agrecano estan unidas al hialuronano por medio de proteinas
de enlace en el extremo N-terminal de las moléculas, formando
grandes agregados de proteoglucanos. A suvez, estos agregados
con carga negativa estan unidos por fuerzas electrostaticas y
proteinas multiadhesivas a las fibrillas de colageno. Otros
proteoglucanos, como decorina, biglicano y fibromodulina,
estan unidos a las moléculas, contribuyendo a estabilizar la

matriz condral.

Las glucoproteinas multiadhesivas son las encargadas de influir
en las interacciones entre los condrocitos y las moléculas de la
matriz. Algunos ejemplos de glucoproteinas son la ancorina ClI,
una molécula pequefia (34 kDa) que sirve de receptor de
coldgenos en los condrocitos, o la tenascina y la fibronectina,
cuya funcion es contribuir a la fijacion de los condrocitos a la

matriz cartilaginosa.

1.2.3. Pericondrio

Es un tejido conjuntivo fibroso denso desorganizado, de limites

poco nitidos. El pericondrio recubre el cartilago, rodeandolo y
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funciona como fuente de células condrales nuevas (5). Al ser
tejido conjuntivo estdvascularizadoy sus vasos proporcionan los
nutrientes a las células del cartilago. Ademas de condrocitos,
puntualmente en el pericondrio, también encontramos células
madre, condroblastos y ocasionalmente alguna célula clastica.
Cuando existe crecimiento activo el pericondrio esta dividido en
una capa interna celular o estrato condrégeno, que eslaque esta
directamente en contacto con el cartilago y la que genera las
células nuevas, y otra capa externa o estrato fibroso. En la zona
limitrofe con el pericondrio, el cartilago no esta todavia
organizado en condronas (1). Dicha divisidon no es apreciable si
el pericondrio no estd produciendo cartilago activamente o si el
crecimiento del tejido es muy lento. A partir del pericondrio se
produce la regeneracion cartilaginosa, pero en una extension
limitada y escasa, sobre todo en cartilago adulto. Hay que
destacar que el pericondrio se encuentra en los cartilagos
elasticos y en la mayoria de los hialinos, pero no existe en el
cartilago fibroso o fibrocartilago, en el cartilago hialino articular
ni en los discos epifisarios.

En la estructura del pericondrio vamos a encontrar ademas de
una importante proporcion de fibras gruesas de colageno tipo |,
para la proteccion, una red de vasos sanguineos y linfaticos, asi
como terminaciones nerviosas. Todos estos sistemas son

imprescindibles para el correcto funcionalismo del tejido
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cartilaginoso, ya que en el interior de las piezas cartilaginosas

faltan tanto los vasos como los nervios.

1.2.4. Organizacion

Los condrocitos dentro del cartilago pueden distribuirse de
manera aislada o en agrupaciones Ilamadas grupos isogénicos.
Estas agregaciones se forman cuando acaban de dividirse, pero
conforme van sintetizando y rodedndose de matriz extracelular,
estos condrocitos que habian sido productos de la division
celular empiezan a dispersarse. Otro factor que ayuda a esta
separacion entre células es el hecho de que los condrocitos
secretan metaloproteinasas al exterior, que son enzimas que se
encargan de degradar la matriz cartilaginosa para asi permitir
que las células se expandan y puedan experimentar una
reubicacion del grupo isogénico, que continda creciendo (5). La
composicion de la matriz condral no es homogénea, de manera
gue podemos diferenciar una serie de zonas en la misma, como

son (5):

e Matriz capsular o pericelular: también denominada
cdpsula condrocitica, que se corresponde con un anillo
de matriz justo alrededor del condrocito, que se tifie con
mayor intensidad. En esa zona se encuentra |a
concentracion mas elevada de proteoglucanos

sulfatados, hialuronano, biglucanos, decorina y diversas
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glucoproteinas multiadhesivas como la fibronectina y
laminina. En esta matriz se encuentran casi
exclusivamente fibrillas de coldgeno tipo VI, formando
redes compactas alrededor de los condrocitos para
fijarlos a la matriz extracelular. Ademas, existe una gran
cantidad de coldgeno tipo IX para estabilizar la red de
fibras de colageno tipo Il. Segln parece a esta zona le
corresponde una funcidon protectora contra |a

compresion y la traccién.

e Matriz territorial: se ubica mas alejada de la zona
inmediatamente contigua de los condrocitos. Se encarga
de rodear al grupo isogénicoy en su mayoria son fibras
de colageno tipo Il con una menor cantidad de colageno
tipo IX. Su concentracion de proteoglucanos sulfatados

es menor, siendo menos basdfila y metacromatica.

e Matrizinterterritorial: es la regidn que rodea a la matriz
territorial y ocupa el espacio entre los grupos isogénicos.

Es la zona de menor basofilia y metacromasia.

El conjunto formado por un grupo isogénicoy la matriz condral

asociada se denomina condrona.
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1.2.5. Condrogénesis, crecimiento y regeneracion

condral

La condrogénesis es el proceso de desarrollo del cartilago y, por
tanto, la primera fase del desarrollo esquelético. El cartilago es
una variedad del tejido conjuntivo que deriva del mesénquima,
salvo en alguna region como la cefalica en la que el origen es
ectomesenquimatico (8). A partir de la cuarta semana de vida ya
se diferencian zonas en las cuales las células del mesénquima
forman esos cimulos celulares, llamados nucleos cartilaginosos
o centros de condrificacion (2). Por tanto, estos cumulos de
células mesenquimaticas o ectomesenquimaticas son los que
sefialan el sitio de formacion del cartilago hialino. La expresion
del factor de transcripcién SOX9 desencadena la diferenciacion
de estas células a condroblastos, siendo necesaria para la
expresion del gen del coldgeno tipo Il (Col2al), asi como otras
proteinas de la matriz especificas del cartilagocomo Col 11a2 (9).
Dentro de la familia SOX, existen dos miembros que se
coexpresan con Sox-9, Sox-5 y Sox-6, en el proceso de
diferenciacién de los condrocitos, y que son necesarios para la
expresion del Col9al, el agrecano y proteinas de enlace, asi

como Col2al (10).

Por tanto, la aparicién de Sox-9 coincide con la secrecion de

colageno tipo Il, puesto que cuando los condroblastos secretan
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matriz condral estos genes se coexpresan y cuando los
condrocitos se vuelven hipertréficos en los cartilagos de la placa
de crecimiento, se inhiben (10,11). Conforme aumenta Ila
cantidad de matriz, el tejido se hace mas elasticoy firme, y las

células se ubican en las lagunas.

La condrogénesis esta regulada tanto por diferentes moléculas,
entre las que se encuentran los ligandos extracelulares, los
receptores nucleares, factores de transcripcion, moléculas
adhesivas y proteinas de la matriz, como por fuerzas
biomecanicas, que regulan la forma, regeneracion y
envejecimiento de este, ademas de modificar las interacciones
entre célula— matriz extracelular (5). En el momento en que se
forman las primeras células cartilaginosas a partir del
mesénquima se produce el consiguiente crecimiento del
cartilagosiguiendo un patréon tanto intersticial como aposicional.
El crecimiento intersticial del cartilago se produce por divisiones
mitéticas de los condrocitos, que origina nuevos grupos
isogénicos a partir de las células hijas, generando matriz entre
ellas y separandolas de forma que cada una de ellas ocupa su
propia laguna y, a su vez, deshaciendo matriz con las
metaloproteinasas que sintetizan los propios condrocitos para
abrirse paso a través de la matriz, dividirse y generar nuevo
cartilago. Esto ocurre porque los condrocitos retienen la

capacidad de dividirse y porque la matriz cartilaginosa es
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distensible, lo que permite la actividad secretora adicional (5).
Este crecimiento solo tiene lugar en el cartilago joven. El
cartilago también crece de manera aposicional a partir de
condroblastos, derivados de precursores pericondricos, que
generan matriz condral nueva que se deposita sobre la superficie
del cartilago preexistente. El crecimiento aposicional ocurre
durante toda lavida fetal y, de forma mas reducida, en el periodo

de la infancia y la pubertad.

Tras estas fases el cartilago hialino del adulto tiene una
capacidad regenerativa limitada debido probablemente a la
ausencia de vasos sanguineos, la inmovilidad de los condrocitos
Yy su escasa capacidad proliferativa. En cierto modo, el Unico
grado de regeneracion o reparacién que es posible se encuentra
si el defecto ocurre cerca del pericondrio, gracias a las células
pluripotentes que se encuentran en su interior. Pero aun asi las
células cartilaginosas que se producen son escasas, y la
reparacion en realidad comprende la produccién de tejido
conjuntivo fibroso denso desorganizado donde se genera un
equilibrio tentativo entre el depdsito de colageno tipo | en la
forma de tejido cicatrizal y la restauracién por la expresion de los
colagenos condroespecificos del cartilago. No obstante, en
adultos es comun que se formen vasos sanguineos en el lugar de

la herida condral durante el proceso de curacion, lo cual estimula
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el desarrollo del tejido éseo reparativo en lugar de una

verdadera regeneracién del tejido cartilaginoso (5).

1.3. Cartilago articular

El cartilago articular es el nombre que recibe el cartilago hialino
que recubre las superficies articulares de las diartrosis o
articulaciones moviles. En los adultos mide entre 2 y 5 mm de
espesor (5). Este tejido muestra una serie de caracteristicas
diferenciales con otros cartilagos, como son la ausencia de
pericondrio, asi como wuna arquitectura y composicion
caracteristicas. El cartilago articular estd por tanto en contacto
directo con el liquido sinovial por una cara y vinculado
directamente con el hueso subcondral por la opuesta, siendo por
tanto elemento del complejo osteocondral. Su arquitectura vy
composicion caracteristicas le proporcionan unas propiedades
viscoeldsticas Unicas, ademas de una superficie lisa que permite
el roce sin friccién entre las superficies articulares, lo cual facilita
la transmision de cargas a la zona de hueso subyacente. Asi, este
tejido tiene una estructura bifasica basada en una fase fluida,
formada por aguay electrolitos, y una fase sélida, compuesta por
el resto de los elementos de la matriz condral. Cuando se
produce una carga axial de fuerzas sobre el cartilago,aumenta la
presién intersticial, facilitando la salida del componente fluido

de la MEC. En cambio, cuando cesa la carga, se produce la
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entrada de liquido, favoreciendo asi la nutricion del cartilago
hialino que como hemos mencionado anteriormente es
avascular. La baja permeabilidad del tejido evita la salida
excesivamente rdpida del liquido, y la deformacion mecénica del
cartilago que soporta, puntualmente, las cargas, se previene
gracias al cartilago de areas contiguas y el hueso subcondral

subyacente.

1.3.1. Organizacion

Con respecto al contenido de la matriz condral del cartilago
articular, destacamos la peculiar organizacidon y caracteristicas
de las fibras de coldgeno Il que forman parte de la composicién
de dicha matriz. En funciéon del grosor y disposiciéon de las
mismas, podemos diferenciar 4 zonas que detallaremos a

continuacioén (figura 2).

La zona |l o zona superficial (tangencial) (fig. 2; 2) es la zona que
estd en contacto con el liquido articular y una de sus
caracteristicas mas importantes es su gran resistencia a la
compresiéon. Ademas de ser de gran interés el hecho de que sus
células sintetizan muy poco o practicamente nada de
polisacaridos anidnicos, tal como muestran las tinciones
metacromaticas. Tampoco sintetizan polisacaridos sulfatados, lo
gue lleva a deducir que en esta zona los condrocitos no estan

activos. Morfolégicamente tampoco poseen la apariencia de un
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condrocito activo, ya que su forma es alargada y aplanada. Esta
zona puede tener un grosor de entre 200 y 600 micras, segln en
qué parte de la articulacion se mida dicho grosor. En ocasiones
se pueden observar depresiones en la superficie de 0,3 a 1,5
micras de profundidad. Y, cubriendo toda la superficie,
encontramos una capa de 3 micras de grosor formada por fibras
muy finas y fibrillas filamentosas con ausencia de células,
Ilamada lamina “splendens” (12). En esta zona, las fibras de
colageno tipo Il se organizan en haces paralelos a la superficie
libre, estrechamente espaciadas y separadas por poca o ninguna
sustancia amorfa interpuesta. Los condrocitos tienen una forma
elipsoide, en algunos casos alargados, y comparten las siguientes
caracteristicas: la membrana celular no posee grandes
invaginaciones, aunque si que tienen vesiculas micropinociticas
y acantosomas en el interior. Las pocas vacuolas que tienen
contienen material similara las fibrillas filamentosas de la matriz
extracelular. El citoplasma contiene filamentos intracelulares de
70 A de didmetro por el 4rea perinuclear. Tiene un RER mucho
menos desarrollado o escaso, con pequeifas y pocas
mitocondrias, y un aparato de Golgi pequefio con numerosos
saculos aplanados. Todo esto indica que son células
practicamente inactivas, donde se ve reducida la sintesis de
proteinas y con un nivel bajo de actividad metabdlica; por todo

elloson tan diferentes a las de las otras zonas (12). Dentro de la
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Zona | podemos encontrar otra pequefia zona (Zona ID) que se
corresponde con una zona de transicion hacia la zona I,
conteniendo haces pequefios y espaciados de fibras de colageno
Il entre los que encontramos condrocitos mas grandes vy
redondeados, pudiendo apreciarse grupos isogénicos formados
por dos células, exhibiendo ademds orgdnulos mas
desarrollados, reflejo por tanto de una mayor actividad

secretora.

La zona Il o zona intermedia (transicional) (fig. 2; 3), se ubica
justo por debajo de la zona | y contiene fibras de colageno tipo I
de didmetro variable de 300 a 600 A. En general, las fibras estan
orientadas aleatoriamente, mucho menos organizadas y tienen
poca tendencia a formar haces, pero en las proximidades de las
células se observa cémo una gran cantidad de las fibras parecen
estar dispuestas en una direccién paralela a la superficie
articular. Los condrocitos se encuentran formando grupos
isogénicos pares, tienen una forma redondeada y un tamafio
mads grande que en lazona ID. Lamembrana celular es altamente
irregular debido a la fusion de vesiculas y vacuolas de gran
tamafio, con la consecuente exocitosis de elementos
constituyentes de la matriz condral. Debido a este continuo
movimiento de vesiculas, los condrocitos poseen en el interior
vesiculas micropinociticas y acantosomas. Sus organulos estan

muy bien desarrollados, con un reticulo endoplasmatico rugoso
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extenso y repleto de ribosomas, y un complejo de Golgi con
muchos saculos yvesiculas o vacuolas. En estas vacuolas grandes
podemos encontrar material amorfo vy fibrillas intracelulares de
40 A de didmetro que también estan presentes en el citoplasma,
cercanas al aparato de Golgi y con frecuencia justo
inmediatamente debajo de la membrana celular. Debido a la
gran actividad que exhiben, las células de esta zona tienen
abundantes mitocondrias. También hallamos grandes depdsitos

de glucdgeno y, en ocasiones, gotas de lipoproteinas (12).

Por debajo de la zona Il encontramos la zona lll o0 zona profunda
(radial) (fig. 2; 4), donde las fibras de colageno poseen la mayor
variacion de didmetro, ya que pueden medir desde 400 a 800 A,
y su periodicidad es diferente a 640 A. Las células en esta zona
se caracterizan por ser mas pequeias y hallarse dispuestas en
columnas cortas perpendiculares a la superficie del cartilago.
Tienen abundante RER, un aparato de Golgi grande vy
mitocondrias, pero estos organulos son menos extensos que en
los condrocitos de la Zona Il. En esta capa los condrocitos poseen
glucégeno y una gran cantidad de filamentos citoplasmaticos

intracelulares de 70 A de didmetro (12).

La ultima zona del cartilagoarticular se denomina zonalV o zona
calcificada (fig. 2; 6) vy, tal y como hace referencia su nombre, la

matriz esta calcificada, ubicada sobre el hueso subcondral (fig.2;
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7), y los condrocitos que posee son pequefios y muchos estan
muertos. Este estrato cumple una funcién en la transmisién de
presiones y al parecer impide que el cartilago se separe del
hueso. En los niflos en esta zona ocurre la osificacion
endocondral. De manera que, incluso después de finalizado el
crecimiento, en este estrato puede haber neoformaciéon y
remodelado éseo. Limitando las zonas Il y IV se encuentra una
linea regular, ondulada y calcificada, que recibe el nombre de
marca de marea (5) (fig. 2; 5). Mide entre 2-5 um de espesor y
destaca por tener una abundancia de calcio. Es por encima de
esta linea donde ocurre la proliferacion de los condrocitos
dentro de las lagunas generando las células nuevas para el

crecimiento intersticial.

33



INTRODUCCION

Figura 2. Cartilago articular de una articulacion de un dedo (humano).
1 Cavidad articular; 2 Zona tangencial; 3 Zona de transiciéon; 4 Zona
radial; 5 Marca de marea; 6 Zona de cartilago calcificado; 7 Hueso
laminillar subcondral. Tricrdmico de Masson; 250x. Fotografia del libro

Histologia, Sobotta (1).
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1.4. Patologias del cartilago articular

1.4.1. Osteoartritis articular

La degeneracion del cartilago articular puede ocurrir como
consecuencia de  diferentes patologias, incluyendo
traumatismos, acondroplasia, tumores diversos o la osteoartritis
articular (13). De entre todos ellos, la patologia mas prevalente
es la osteoartritis, por lo que merece especial mencién en este

documento.

La osteoartritis es una afeccion comun e incapacitante que
representa una carga de salud sustancial y creciente con
implicaciones notables para las personas afectadas, para los
sistemas de atencidon médica y para los costes socioecondmicos
(14,15). La osteoartritis articular es la consecuencia de la
combinacién del envejecimiento y el aumento de la obesidad en
la poblacién mundial, junto con un conjunto de enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide vy la artritis gotosa, y un
ndmero creciente de lesiones en las articulaciones. Se esta
volviendo cada vez mas frecuente, con estimaciones mundiales
gue sugieren que actualmente hay alrededor de 250 millones de

personas afectadas (13).

La osteoartritis articular afecta sobre todo a la articulacion de la

rodilla. Esta condicionada por diferentes factores de riesgo como
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son el sexo, la contribucidon genética, la raza, la edad, la
obesidad, las lesiones previas, la debilidad muscular extensora,
una actividad de trabajo pesaday los deportes de riesgo (16). La
osteoartritis articular es una enfermedad crénica compleja de
toda la articulacién, que implica alteraciones estructurales en el
cartilago articular, el hueso subcondral, los ligamentos, la
capsula articular, la membrana sinovial y los musculos
periarticulares (17,18). Dicha complejidad implica factores
mecdnicos, inflamatorios y metabdlicos que desencadenan la
destruccién estructural y el fallo de la articulacién sinovial. Se
genera cuando hay una alteracién dinamica y activa que surge
de un desequilibrio entre la reparacién y la destruccion de los
tejidos articulares, cambiando la composicion y alterando por
tanto la integridad del cartilago y haciéndole susceptible a la

interrupcién por fuerzas fisicas (19-21).

Aunque la osteoartritis articular de rodilla estd estrechamente
relacionada con el envejecimiento, es importante tener en
cuenta que no es simplemente una consecuencia del
envejecimiento. Puede aumentar el riesgo de padecer OA con la
edad, pero también puede ocurrir en otras circunstancias, como
por ejemplo como consecuencia de un dafio articular. Esto se ve
respaldado por las diferencias observadas en el cartilago con
osteoartritis 'y envejecimiento. Ademas, las enzimas

responsables de la degradaciéon del cartilago se expresan en
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mayores cantidades en la osteoartritis de rodilla, mientras que
estan en niveles normales en el cartilago de envejecimiento
normal (16). Estas enzimas son las metaloproteasas de la matriz
(MMP), que al sobreexpresarse alteran el equilibrio,
ocasionando una pérdida general de coldgeno y proteoglucanos.
En las primeras etapas de la osteoartritis, los condrocitos
secretan inhibidores tisulares de MMP (TIMP) e intentan
aumentar la sintesis de proteoglucanos para que coincida con el
proceso de degradacién. Sin embargo, este proceso reparativo
no es suficiente. La pérdida del equilibrio da como resultado una
disminucién de la cantidad de proteoglucanos a pesar del
aumento de la sintesis, el aumento del contenido de agua, el
patron desorganizado de colageno vy, en Uultima instancia, la
pérdida de la elasticidad del cartilago articular.
Macroscépicamente, estos cambios provocan grietasy fisuras en

el cartilago y finalmente erosién de la superficie articular (22).

Las erosiones iniciales del cartilago articular se localizan solo en
la superficie del mismo. Posteriormente se convierten en fisuras
mas profundas que lleganhasta el cartilago calcificado. Es en ese
momento cuando los condrocitos, hipertroficos en un esfuerzo
por reparar el daifio, aumentan su actividad sintética, generando
productos de degradacion de la matriz y mediadores
proinflamatorios que desregulan su propia funcién condrocitica,

haciendo que actien sobre la membrana sinovial adyacente,
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estimulando asi respuestas proliferativas y proinflamatorias. A
esta liberacién de productos proinflamatorios se unen los
sinoviocitos, y a este proceso le acompafia la hipertrofia tisulary
el aumento de la vascularizacion. Ademds, se produce una
reparacion y remodelaciéon dsea cuando aumenta el recambio
0seo, y se produce una invasiéon vascular, desde el hueso
subcondral, a través de la marca de marea, y hacia el cartilago.
Debido a la activacion de la osificacion endocondral se
desarrollan osteofitos en los margenes de las articulaciones y se
ven fuertemente afectados por factores bioldgicos
inflamatorios, pero también por la sobrecarga y la cinematica

anormal de las articulaciones (figura 3) (23,24).
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Figura3. Vias de senalizacion y cambios estructurales en el desarrollo

de la osteoartritis (24).

La osteoartritis articular de rodilla se puede clasificar como
primaria o secundaria. La primaria es el resultado de la
degeneracion idiopatica del cartilago articular, mientras que la
secundaria es el resultado de la degeneracion del cartilago
articular debido a una razén conocida (25,26). Todas las posibles
causas de la osteoartritis articular secundaria pueden
encontrarse en varias enfermedades, como el raquitismo,
hemocromatosis, enfermedad de  Wilson, escoliosis,
acromegalia, hemofilia, enfermedad de Paget, enfermedad de
células falciformes, necrosis avascular, ocronosis,
condrocalcinosis, artritis reumatoide, artritis psoridsica o gota.

Ademads, puede ser causada por lesiones traumaticas o debido a
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una cirugia, asi como por malformaciones congénitas o una mal

posicion de la extremidad (16) (figura 4).

Articulacién normal Osteoartritis Artritis renamatoide

Figura 4. Diferencias entre una articulacion normal, una con

osteoartritis articular y otra con artritis reumatoide. (M.Oliver)

1.4.2. Lesiones condrales

Las lesiones que afectan al cartilago articular,
independientemente de su origen, constituyen un grupo de
lesiones heterogéneo que es preciso clasificar a fin de

proporcionar al paciente un tratamiento efectivo.

Una de las clasificaciones mas comunmente utilizada para
caracterizar las lesiones condrales es la clasificacidn Outerbridge,

la cual se basa en la visualizacidon directa, bien sea por
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artroscopia o por artrotomia. Permite diferenciar 5 grados de
lesion segln la profundidad de esta, desde el grado O, que se
trata del cartilago articular normal, sin dafios, hasta el grado IV
con lesiones del espesor completo y exposicion dsea (27) (tabla

1).

De forma similar, existe la clasificacion propuesta porla Sociedad
Internacional para la Reparaciéon del Cartilago o ICRS
(International Cartilage Repair Society) que fundamenta su
clasificacién en funcién del grosor del cartilago afectado, siendo
el grado 0 el cartilago intacto, grado | para las lesiones con
afectacion superficial, el grado Il para lesiones que afectan a
menos de la mitad del grosor, el lll para las que afectan a mds de
la mitad del grosor y grado IV para las que incluyen la zona del

hueso subcondral (28) (tabla 1).

Por otro lado, existen otras escalas que a pesar de sersimilares
en cuanto a los grados y correspondencia histoldgica, se centran
en el prondstico y la posibilidad de desarrollar como secuela una
osteoartritis, como por ejemplo el sistema OARSI (Osteoarthritis

Research Society International) (29).
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Tabla 1. Clasificacién de las lesiones del cartilago articular segun la

gravedad (fuente: Campbells, Orthopaedics, 11t edition, 2008).

Grado

Outerbridge

Cartilago normal

Outerbridge modificado

Cartilago intacto

ICRS

Cartilago intacto

I Edemay

adelgazamiento

Adelgazamiento condral o
ampollas con la superficie

intacta

Superficial (indentacién
suave o fisuras y cracks

superficiales)

II Fragmentacion y
fisuras <1,25¢cm

de didmetro

Ulceracion superficial,
fibrilacién o fisuras de <50%

del espesor del cartilago

Lesiones de menos de la
mitad del espesor del

cartilago

111 Fragmentacion y

fisuras >1,25cm

Ulceracién profunda,

fibrilacion, fisuras o colgajos

Lesiones de mds de la

mitad del espesor del

de didmetro condrales de >50% del cartilago
espesor del cartilago sin
exposicion osea
v Exposicion del Desgaste de todo el espesor  Lesion que llega hasta el
hueso del cartilago con exposiciébn  hueso subcondral
subcondral del hueso subcondral

1.5. Tratamiento de las lesiones condrales

La baja capacidad del cartilago para regenerarse o repararse, tal
como se ha relatado con anterioridad, provoca que las lesiones
condrales u osteocondrales sean complejas y dificil de manejar.
Por ello, a lo largo de la historia estas lesiones han tenido mal
prondstico. Silalesion es condral posee una escasa capacidadde
regeneracién; en cambio, si la lesidon es osteocondral, al

generarse un dafio en el hueso, se produce un codgulo de fibrina
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y a través de ese dafio migran células madre mesenquimales
desde la médula dsea del hueso subcondral o desde la sinovial
para cicatrizar, formando fibrocartilago (30). El fibrocartilago o
cartilago fibroso es un tipo de cartilago formado por la
combinacién de tejido conjuntivo fibroso denso no organizado y
cartilago hialino. Posee pocos condrocitos y se disponen
formando filas entre las fibras de coldgeno, entre las que
abundan las de coldgeno tipo I. Dicho cartilago tiene su funcion
especifica y se encuentra formando parte de discos
intervertebrales, meniscos y en las inserciones tendinosas, pero
cuando es el resultado de la cicatrizacién del cartilago articular
hialino empeora las propiedades biomecdnicas y viscoelasticas

de este cartilago, provocando su degeneracién (31).

El tratamiento de las lesiones condrales es heterogéneo y
depende tanto de la profundidad como del tipo de lesion
condral. Asi, encontramos tanto tratamientos restringidos al
cartilago articular, como el lavado vy artroscopia, el
desbridamiento artroscépico o la condroabrasion, como
tratamientos dirigidos a generar un sangrado desde el hueso
subcondral, como las microfracturas, perforacion Pridie o la
espongiolizacidn entre otros, que se basan en la regeneracién de
la lesion mediada por las células madre mesenquimales El
resultado de esta reparacion espontanea es la formacion de un

tejido cartilaginoso de tipo fibroso de composicién, estructura y
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durabilidad variable, que parece conferir solo beneficios a corto
plazo. Muchas de las estrategias de la ingenieria tisular
destinadas a la regeneracién del cartilago articular tienen su

base en este mismo principio.

Mencién especial requieren en este apartado los trasplantes de
tejido autdlogo, debido al enorme impulso del conocimiento que
han generado en lo relativo a los mecanismos celulares vy
moleculares implicados en la regeneracién condral. Entre ellos
destacamos los injertos  pericondrales/peridsticos, la

mosaicoplastia o el uso de aloinjertos.

Los injertos pericondrales o peridsticos comenzaron a utilizarse
en la década de los 70 del siglo pasado como material de
autotrasplante para reparar los defectos del cartilago articular
(32—34). Su fundamento radica en colocar un injerto de la capa
germinativa de tejido pericondrial sobre la lesién condral. Dicha
capa deberia tener una intensa actividad condrogénica (u
osteogénica) continua y duradera, debido a la actividad de
células madre adultas o multipotentes residentes (35,36). Esta
técnica, aunque prometedora, no estd exenta de complicaciones
como, por ejemplo, el desprendimiento del injerto o la
calcificacién incontrolada de los injertos que se observa con
frecuencia y probablemente contribuye a la tasa de pérdida.

Bien es cierto que, a pesar de todo, se ha informado que el alivio
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sintomatico del dolor y las mejoras en la funcionalidad de las
articulaciones son buenas, pero lamentablemente no se han
realizado ensayos clinicos prospectivos, doble ciego vy
comparativos, para evaluar si esta técnica es mas eficaz que el
resto de medidas quirdrgicas mds simples, con tasas de éxito
similares. Por tanto, no se puede definir hasta qué punto es una

técnica satisfactoria (13).

La mosaicoplastia se introdujo en la practica clinicaen 1992y se
basa en la extraccion de un cilindro de una zona osteocondral
sana del paciente que no se vea sometida a carga (por ejemplo,
de las zonas sin contacto articular en el cartilago del fémur
distal), para posteriormente injertarlo en el defecto existente. El
cartilago hialino trasplantado es capaz de sobrevivir y produce
una superficie mas duradera que el tejido fibroso que se
formaria por si solo en el dafio articular. Entre los efectos
adversos de esta técnica destacamos la posibilidad de inducir
degeneracién en una zona articular que estaba sana. Por otra
parte, por motivos que no se conocen en profundidad, la
translocacién de tejido de un area de bajo peso a una de alto
peso invariablemente conduce a su degeneracion, como
consecuencia de la sobrecarga que experimenta en la posicién
nueva (13). Este tipo de tratamiento actualmente estd indicado
para lesiones condrales y osteocondrales de pequefio tamafio,

entre 1 y 3 cm?, en céndilos femorales y en las lesiones
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femoropatelares en pacientes menores de 50 afios, con lesiones
focales sintomaticas Outerbridge grado lll y IV, con articulaciones

estables y sin alteraciones del eje mecanico (8).

Los injertos osteocondrales alogénicos se han utilizado para
rellenar defectos del cartilago articular durante varias décadas.
Inicialmente el enfoque no intenta inducir una respuesta de
reparacion, sino sustituir el tejido perdido con cartilago articular
sano, generalmente de caddveres. Se trata de una operacion
para reconstruir un area dafada o enferma de una articulacién
utilizando trasplante de hueso y cartilago. Las células del
cartilago pueden sobrevivir al trasplante solo si el tejido es
fresco, es decir, no ha experimentado ninguna fijacién ni
congelaciéon prolongada. Al ser aloinjertos en fresco existen
algunos condicionantes en cuanto a los tiempos de conservacién
maximos, la disponibilidad debe ser previa y se necesita una
coordinacion con el banco de donantes, ademas de todos los
protocolos que debe cumplir el personal hospitalario (8). Hay
que sumar a todo esto los problemas inmunolégicos que
suponen la donacién de otro ser humano y la posible transmisién
de enfermedades (13). Es cierto que el cartilago ocupa una
posicion inmunolégicamente privilegiada dentro de la
articulacion pero, no obstante, en estudios realizados en ratas se
determind que los trasplantes de cartilago sobreviven mas

tiempo bajo condiciones inmunosupresoras y con la
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compatibilidad de histocompatibilidad optimizada para reducir

la citotoxicidad experimentada por las células (37,38).

Ademds, se comprobd que la criopreservacion del tejido
conduce a la muerte de los condrocitos, contribuyendo al
deterioro y la reduccién de la competencia mecanica (39,40). En
humanos, en comparacidon con estudios animales, se observa
gue los trasplantes osteocondrales sobreviven por periodos mas
largos, incluso tras criopreservarse o liofilizarse. Y la tasa de éxito
oscila entre el 65 y el 85 %, inclusive después de 10 afios (41,42).
Esta técnica se plantea en pacientes con defectos
osteocondrales grandes, como los que se generan por la
reseccion tumoral, osteonecrosis, traumatismo extenso, OA

focal amplia u osteocondritis disecante (13).

1.6. Ingenieriatisular del cartilago articular

Laingenieria tisulares un campo relativamente nuevo que utiliza
células, materiales biocompatibles y factores bioquimicos vy
fisicos adecuados, asi como combinaciones de los mismos, para
crear estructuras similares a los tejidos (43). En la regeneracion
de cartilagola ingenieria tisulartiene un creciente interés debido
a que, aunque existen multiples técnicas terapéuticas para
poder tratar las lesiones condrales, tal como se ha visto
previamente, ninguna de ellas ofrece resultados completamente

satisfactorios a medio y largo plazo, porque ninguna de ellas
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parece poder reproducir un tejido de cartilago hialino similar al

nativo (8).

1.6.1. Estrategias terapéuticas

Englobadas en esta etiqueta de Ingenieria de Tejidos, podemos
encontrar actualmente tres tratamientos para la regeneracién
del cartilago que ya se ponen en prdctica, y son técnicas como la
implantacién de condrocitos autélogos (autologous chondrocyte
implantation — ACI), la condrogénesis asistida por matriz o
andamiajes (autologous matrix induced chondrogenesis - AMIC)
y, por ultimo, la suma de estas dos técnicas para formar una
nueva en la cual se cultivan condrocitos autélogos dentro de

andamiajes preconformados (matrix-assisted ACI - MACI) (figura

5).

La implantacion de condrocitos autélogos (ACl) se fundamenta
en la obtencién mediante artroscopia de fragmentos de cartilago
de zonas que no soporten mucho peso para posteriormente
aislary cultivar los condrocitos autélogos del paciente durante
de 3 a 5 semanas, obteniendo entre 5y 10 millones de células.
Tras la multiplicacion celular, el paciente se somete a una
segunda cirugia donde se inyectan los condrocitos bajo una
membrana colocada cubriendo el defecto articular (figura 5A).

Aunque esta técnica estd considerada una de las mejores
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opciones, dado que se acerca bastante mas a lograr regenerar el
cartilago en comparacién con otras técnicas, posee alguna
desventaja, como son lo costoso que resulta llevarla a cabo o la
necesidad de realizar diferentes operaciones, debido a
complicaciones derivadas de la hipertrofia del parche utilizado

para cubrir el defecto (44).

La condrogénesis autéloga inducida por matriz (AMIC) es una
técnica de un solo paso para reparar lesiones condrales vy
subcondrales profundas, que consta de una intervencidn
quirdrgica para eliminar los fragmentos de cartilago dafiado y
realizar microfracturas para estimular un nivel controlado de
sangrado y que se liberen MSCs del hueso y la medula désea. La
diferencia con la técnica de microfractura estandar es que se
utiliza o bien una membrana de colageno que se sutura o fijacon
fibrina al defecto, o bien un hidrogel, que deben servir de
soporte para el coagulo de sangrey de ayuda a las MSCs para la

regeneracién de la matriz (figura 5B).

Las ventajas que se encuentran en este proceso son, por un lado,
el hecho de que sea una técnica de una sola intervencién, que
no existe la demora por tener que cultivar las células en un

laboratorio y que el implante es reabsorbido por el cuerpo (44).

La AMIC inducida por matriz (MACI) es el resultado de la

combinacién de las dos técnicas anteriores para potenciar lo
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bueno que tiene cada uno de los procesos, aumentando asi la
posibilidad de éxito en la regeneracidon de cartilago articular. Se
trata de la obtencién de condrocitos autélogos mediante una
primera artroscopia para limpiar de fragmentos de cartilago, tras
lo cual se realiza el cultivo de las células obtenidas para poder
tener entre 3 y 5 millones de células, que se incluiran en el
constructo elegido con las mejores cualidades, para introducirlo
en la totalidad del defecto del cartilago, existiendo la posibilidad
de que se genere un codgulo de sangre que penetre también en
el constructo, de manera que para la condrogénesis poseera
doble accidn, la de los condrocitos cultivados y la que genere las

MSCs que pertenezcan al dano subcondral (figura 5C)(44).
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Figura 5. Diferentes estrategias terapéuticas para la reparacion de

cartilago. A. Técnica ACl - 1. Extraccion de los condrocitos. 2.

Expansién. 3a. Colocacién de parche de contencidn de periostio. 3b.

Administracion del preparado de condrocitos. B. Técnica AMIC. A) 1a.

Utilizacion de unamembrana paracubrirel defecto con microfracuras
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1b. La membranacrea una cdmara bioldgica para que los condrocitos
autdlogos crezcan y regeneren el cartilago. B) 2a. Utilizacidén de un
constructo realizado con biomaterial integrandolo en todalalesion 2b.
El bioconstructo estimula al cuerpo para que sus propias células

invadan el biomaterial y regeneren el tejido C. Técnica MACI. 1a.

Extraccién de los condrocitos. 1b Expansidn e inyeccidn del cultivode
condrocitos en el andamiaje. 2a. Integracidon de lamatrizjunto conlas
células en todo el defecto del cartilago 2b. Se embebe la matriz del
coagulo que posee ademds MSCs para favorecerlacondrogénesisy la
reparacion del cartilago (modificada de la web de la ICRS -

https://cartilage.org).

La base de esta técnica consiste en utilizar una matriz o andamio
gue proporcione un ambiente en 3D adecuado, células que
puedan diferenciarse en condrocitos y mantener dicho fenotipo,
y factores solubles que induzcan el crecimiento y |Ia

diferenciacion y modulen el proceso de la regeneracion (45).

Y en esencia, aunque estan muy bien definidos los términos
tedricos de la Ingenieria de tejidos, no se puede olvidar el hecho
de que simular el microambiente dentro de los tejidos maduros
para diferenciar células, posee muchas dificultades anadidas

debido a la complejidad del propio microambiente.

Sin olvidar el problema afiadido que encontramos en la escasez

de poblaciones de células precursoras adultas, junto con la
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premisa de que si se utilizan células embrionarias o fetales, se
observa que aunque estos tipos celulares y los adultos
comparten las mismas moléculas de sefializacién, realmente sus
reactividades son distintas ya que van cambiando a lo largo del
proceso ontogénico. Por tanto, para poder encontrar una
técnica de ingenieria de tejidos en organismos adultos exitosa,
se necesitard conocer, ajustar y modificar correctamente los

componentes (13).

1.6.2. Biomateriales utilizados para regeneracion

condral

Alolargode lainvestigacidnen ingenieria tisular se han probado
y estudiado muchos tipos de constructos o scaffolds diferentes,
tanto in vitro como in vivo, bien sea en animales de
experimentacion o en pacientes humanos. No se debe olvidar
gue las matrices, incluso usandose sin células ni sustancias de
sefalizacidn, son dispositivos portadores de informacién vy, por
tanto, serdn activos bioldgicos que provocardn una respuesta
dentro de los tejidos, dato que se debe tener siempre en cuenta
al utilizarlas, bien para modularlas de forma que se evite esa
respuesta, bien para poder entender los resultados obtenidos
(13,46). Existen numerosos requisitos para conseguir un
constructo ideal para el entorno bioldgico, que se recogen

resumidos en la siguiente tabla (tabla 2).
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Tabla 2. Requisitos de una matriz (13).

Propiedades de la matriz Bases biolégicas

1. Porosidad Migracion celular

Alojamiento vy liberacién de
2. Capacidad de transportar
sustancias de sefalizacion

3. Adhesion Fijacion celular

4. Biodegradabilidad Remodelacién fisioldgica

Contorno de superficie lisa del tejido
5. Estabilidad del volumen de reparacion a ras del cartilago

articular nativo

Buen contacto con el
6. Biocompatibilidad
compartimento de tejido nativo

Mejora la integracion interfacial

entre las fibrillas de colageno en
7. Vinculacion _ _

reparacion y compartimentos de

tejidos nativos

Prevencion del flujo de salida de la
8. Cohesion interna
matriz

Resistencia durante y después de la
9. Elasticidad
deformacion dindmica o estatica

Promocion de la organizacién nativa
10. Anisotropia estructural . _ o
del tejido anisotrépico
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De existir un soporte mecdanico que asistiera a la condrogénesis
sin la necesidad de un cultivo previo o recurrir a cirugia en una
zona donante, se reduciria la iatrogenia y todos los costes
asociados en lo referente a paliar la enfermedad crénica que
suponen estas enfermedades o daios, y en lo referente a las
técnicas que se estan utilizando actualmente como posible
solucion. Asi, se lleva décadas estudiando los materiales para
realizar combinaciones y modificaciones y asi poder obtener la
matriz ideal. Pero a dia de hoy no existe suficiente evidencia
sobre este aspecto, ya que los estudios realizados y los
resultados obtenidos son muy heterogéneos, y no existen
grandes series de comparaciones de las matrices de igual
composicion ni idénticas estimulaciones, como puede serel tipo
celular o los medios y sus factores condrogénicos (47,48).

La correcta fijacién del constructo con los bordes de la lesién,
evitando que no se desprenda o se contraiga es uno de los
problemas que se encuentran en el uso de matrices. De
momento, la literatura al respecto no ofrece resultados
concluyentes, existiendo resultados muy heterogéneos de los
diferentes métodos utilizados, como por ejemplo la fijacion a

presion, por sutura, o el uso de pegamentos de fibrina (49,50).

Las matrices se pueden clasificar segin su naturaleza quimica en

polimeros a base de proteinas, a base de carbohidratos,
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polimeros realizados con materiales sintéticos y combinaciones

o modificaciones de todos ellos (Tabla 3).

Tabla 3. Tipos de matrices segln su naturaleza quimica.

1. Polimerosa
base de

Proteinas

Fibrina
Coldgeno

Gelatina

2. Polimerosa
base de

Carbohidratos

Acido polilactico
Acido poliglicélico
Hialuronano
Agarosa

Alginato

Quitosano

3. Polimeros

Artificiales

Dacron (tereftalatos de polietileno)
Teflon (politetrafluoroetileno)
Fibras de carbono

Poliesteruretano

Acido polibutirico

Polietilmetacrilato

No solo es de suma importancia la naturaleza del biomaterial.

También se han desarrollado otros tipos de constructos, como

los andamios biomiméticos zonales y andamios nanofibrosos /

nanoporosos, para superar los inconvenientes asociados con los

andamios convencionales, a saber, la compatibilidad y las
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propiedades funcionales, porque todo indica que la forma de la
estructura tridimensional condiciona el éxito de la regeneracién
(51). Los andamios zonales involucran diferentes zonas, es decir,
capas distintas con o sin las células que se asemejan al cartilago
natural. Este sistema zonal imita las propiedades fisicas del
cartilago articular nativo y las células, si estdn implantadas,
secretan MEC que se asemeja a la de las diferentes capas de
cartilago (52). La tecnologia biomimética del andamio zonal,
aunque prometedora, todavia estd en sus fases iniciales y se
requieren mas investigaciones con relacién a la tecnologia de su
disefio y fabricacién. Los andamios no fibrosos / nanoporosos
debido a su tamafio nanométrico imitan las propiedades
bioldgicas y fisicoquimicas de la MEC nativa nanométrica y, por
lo tanto, desempeiian un papel clave en el crecimiento de células
madre y / o condrocitos, asi como en la regeneracién de tejidos
(53). Enla fase preclinica, las células se encapsulan en andamios
nanofibrosos fabricados por electrohilado. Sin embargo, el
principal problema que surge es lahomogeneidad celular, ya que
las células seagrupan en este tipo de fabricacion (54). Para evitar
la acumulacién de células, otras técnicas de fabricacion
(lixiviacién de particulas, grabado quimico, impresién 3D vy
separacion de fases) justifican la investigacion. A continuacion
detallamos los biomateriales mds utilizados en regeneracion

condral.
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1.6.2.1. Colageno

Las fibras de colageno son al fin y al cabo uno de los
componentes primordiales en la matriz extracelular del cartilago
articular hialino y, por tanto, era de esperar que se propusiera
como scaffold. No obstante, aunque lleva mas de 3 décadas
utilizdndose en estudios de investigaciéon con animales, con
algunos resultados prometedores como el uso de matrices de
coldgeno en defectos osteocondrales en conejos o caballos, no
se ha conseguido todavia implantar su utilizacién clinica en
danos articulares humanos. Se ha demostrado que las mallas de
colageno mejoran la respuesta de reparacion espontanea en los
defectos osteocondrales, donde las células del propio sujeto
invaden ese scaffold. Ademas, se ha ensayado como portador de
condrocitos alogénicos o células mesenquimales. Es probable
gue este biomaterial no se haya convertido en un material ideal
por su baja biocompatibilidad y sus pobres propiedades
mecdnicas (55), a pesar de ser un componente natural del
cuerpo y de que sus productos de degradacion no son toxicos.
Quiza al efectuar modificaciones estructurales menores se

podria mejorar su biocompatibilidad (13).

1.6.2.2. Gelatina

La gelatina es producida o sintetizada a partir de la hidrdlisis del

colageno animal. Se forma por la desintegracion de la triple
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hélice del coldageno, el principal componente del tejido
conectivo, como el de la dermis, el hueso, etc. (56). Algunos
estudios realizados con gelatina son los de Lee et al. (57) o Li et
al. (58), donde investigaron la influencia de la viscosidad de
hidrogeles de gelatina en las funciones de los condrocitos o
compararon gelatinas con microporos y sin ellos para observar

el efecto que tuvieron sobre los condrocitos, respectivamente.

1.6.2.3. Fibrina

Enla sangrey formando parte de la matriz extracelular podemos
encontrar tanto la fibrina como su forma monomérica, el
fibrindgeno, componentes naturales con una funcién inductiva
importante, puesto que facilitan y promueven actividades de
curacion de tejidos en el espacio extravascular (59,60). El
fibrinbgeno estd en el torrente sanguineo y se activa
polimerizandose para formar una matriz sdlida tridimensional de
fibrina, cuando se producen lesiones vasculares. La fibrina
ademas es proinflamatoria y tiene la capacidad de inducir su
propia degradacién para ser sustituida por componentes
extracelulares. Se han utilizado tanto sin células como asociados
a diferentes tipos celulares y factores de crecimiento, y se tiene
gue destacar ese importante papel cuando actian como matriz
dentro de los defectos del cartilago articular con un tamarfio

critico, ayudando en la regulacién de los procesos de reparacion
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espontanea (13,61,62). Sin embargo, en algunos casos se han
observado algunas reacciones inmunoldgicas a la fibrina
exogena en varios estudios con animales (63,64). No obstante,
sus propiedades mecdnicas son incluso mas pobres que las del
colageno, por lo que se suelen utilizar en combinacién con otros
biomateriales para obtener constructos con propiedades

mecanicas apropiadas.

1.6.2.4. Acidos polildctico (PLA) y poliglicdlico
(PGA)

Estos acidos, tanto individualmente como en combinacion, se
fabrican a partir de a-hidroxipoliésteres, y son biocompatibles,
biodegradables, con elevada capacidad para el soporte de
cargas, poco irritativos y no inmunogénicos. Estos polimeros se
elaboraron inicialmente como materiales de sutura quirdrgica
(65), pero alo largo de muchos estudios se ha podido evaluarsu
valor potencial en los procesos de reparacion del cartilago (65—

68).

De forma aislada no han tenido tanto éxito, puesto que poseen
pobres propiedades de adhesién celular e integracion tisular,
junto con una baja biocompatibilidad. Pero sique ha sido exitosa
en muchos estudios in vivo, en animales de experimentacion, la
utilizaciéon de estos polimeros junto con diferentes tipos

celulares, como pueden ser células pericondriales, condrocitos o
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células madre mesenquimales (13), ya que tienen una elevada
capacidad para el soporte de cargas, ademas de ser poco
irritativos y no inmunogénicos (69). Actualmente ya han sido
utilizados en la regeneraciéon cartilaginosa y désea como

medicamento (70).

1.6.2.5. Hialuronano

El hialuronano, también conocido como acido hialurdonico (HA),
es un polimero formado por la unidon de unidades de los
disacaridos N-acetilglucosamina y acido D-glucurénico. En el
cuerpo humano lo encontramos muy presente y distribuido por
la MEC de la dermis, el humor vitreo vy el cartilago (71). Dentro
de la matriz extracelular es el componente mayoritario y
desempefia un importante rol dentro de la transduccion de
sefales celulares y la cicatrizacion de heridas. Forma
macromoléculas de gran longitud y peso molecular elevado, con
una buena biocompatibilidad y biodegradabilidad (72). Al
contrario que muchos mucopolisacaridos, no contiene grupos
sulfatoy posee un peso molecular muy diverso en funcién de su
localizacion tisular. Es capaz de proporcionar un microambiente
muy similar a las condiciones naturales, por ser uno de los
compuestos mayoritarios en la MEC, y seria un biomaterial ideal
para formar matrices para lareparacion de cartilagosise pudiera

implantar en una forma no modificada. El conflicto aparece
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cuando, para poder lograr las propiedades fisicoquimicas y la
estructura necesarias para tal propdsito, es necesario reticularlo
por esterificacion o realizar varias modificaciones sobre Ila
molécula, como las modificaciones hidrofdbicas, hidroxilicas o
carboxilicas (56). Estas modificaciones alteran sus propiedades,

de manera que la biocompatibilidad se ve comprometida.

Hay diversos estudios, realizados tanto con el HA modificado
como portador de condrocitos o factores de crecimiento, como
combinado con otros compuestos para formar un hidrogel que
lleve en el interior bien condrocitos, bien células madre
mesenquimales (MSCs). Un ejemplo de estudios con
combinacién de biomateriales es el llevado a cabo por Liu et al.
(73), en el que sintetizaron un hidrogel de HA para encapsular
MSCs utilizando 4acido hidrosulfénico, HA, gelatina vy
bisacrilamida-PEG para reparar un defecto completo de la

tréclea femoral de conejos (73).

1.6.2.6. Quitosano

Otro material usado previamente en estudios sobre Ia
regeneraciéon cartilaginosa es el quitosano (CHT), también
conocido como b-(1,4)-2- acetamido-2-deoxi-D-glucosa, que se
encuentra en el caparazén de crusticeos e insectos vy
comercialmente se obtiene por la hidrdlisis del grupo aminoacilo

de la quitina. Es un mucopolisacdrido que existe en la naturaleza
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y que ha sido utilizado en forma de hidrogeles para aplicaciones
biomédicas, gracias al parecido que posee con los GAG presentes
en la matriz extracelular del cartilago hialino (74). Es un material
de bajo coste, con ausencia de toxicidad (75), antibacteriano,
hidrofilico, con capacidad de formar geles y con afinidad por
proteinas. Una propiedad importante de este compuesto es su
excelente biodegradacion, causada por la lisozima, resultando
en catabolitos que, segin modelos tedricos, podrian estar
involucrados en la formacidon de novo de queratan y condroitin
sulfato (76), caracteristica muy prometedora para facilitar la
regeneracién cartilaginosa. Estudios como los de Griffon et al.
(77) o Zhao et al. (78) demostraron que el quitosano permite la
adhesion, proliferacion y secrecion de MEC de los condrocitos
implantados, permitiendo tanto la condrogénesis in vitro como

in vivo.

1.6.2.7. Agarosa

La agarosa es un polisacdrido compuesto por residuos que se
alternan de D- galactosay 3,6-anhidro-L-galactosa (figura 6A),
que se aisla de las algas de los géneros Gellidium y Gracillaria. La
agarosa forma un gel agregando sus fibras hexagonales de seis
hélices dobles y absorbiendo grandes cantidades de agua dentro
de sured. Entre las caracteristicas que le hacen un polimero con

amplias aplicaciones estan su capacidad de formacion de geles,
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lared polimérica hidrofilica, suinercia quimica y la posibilidad de
controlar el tamafio de los poros generados. Ademas, otra
propiedad que podemos destacar es su gran solubilidad en agua
a temperaturas superiores a 65 °C, aunque siempre
dependiendo del grado de sustituciones hidroxietilicas de sus
cadenas laterales, porque dichas sustituciones se pueden
modificar para provocar que la temperatura de gelificacion varie
entre los 17 y los 40 °C (79-81), propiedad muy util cuando se
necesita utilizar en cultivos celulares, debido a que las células no

soportan temperaturas elevadas.

Es un biomaterial utilizado en gran cantidad de técnicas de
biologia molecular, que se ha ensayado también con cierto éxito
como scaffold en ingenieria tisular. Como hidrogel para la
regeneracidon del cartilago se ha utilizado como modelo para
estudiar los efectos dindmicos, asi como para determinar como
afectan sus caracteristicas al comportamiento celular (82-87).
Ademads, también se ha utilizado en combinaciéon con otros
biomateriales, como la fibrina, con la finalidad de regenerar la

cornea, nervios o cartilago (88-90).

1.6.2.8. Alginato

También llamado acido alginico, el alginato es un polisacérido
gue se aisla de algas pardas, compuesto por residuos de 1,4-D-

acido manurdnico y L-acido gulurdnico (figura 6B). Gracias a sus
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propiedades viscoeldsticas, su eficiencia para acomplejariones y
la buena biocompatibilidad que posee, el alginato puede
utilizarse para encapsular células o farmacos (91). Ademas, un
punto a su favor muy destacable es que estd aprobado por la
agencia de alimentos y medicamentos para su uso en humanos.
Asimismo, en comparacion con otros polimeros o proteinas
naturales, es econédmico, no es citotoxico y es de facil manejo,
formando esferas o scaffolds porosos en 3D en que quedan
embebidas las células (92,93). No obstante, debido a la débil
capacidad de adhesidn que posee para las células dependientes
de anclaje, no es aconsejable su utilizacion en solitario (56).
Otros factores que pueden comprometer las propiedades del
hidrogel son la concentracion de la solucion de alginato, la
duracién de la polimerizacion, la molaridad de la soluciéon de
polimerizacion y el método de esterilizacién (94). Estas
propiedades de entorno del cultivo influyen drasticamente en la

condrogénesis.

Debido a su facilidad para polimerizar y despolimerizar en
presencia o ausencia de calcio, se convierte en un biomaterial de
gran utilidad. Los primeros en introducir el cultivo de condrocitos
en hidrogeles de alginato fueron Guo et al. (92). A lolargo de los
afos se ha demostrado que células adultas o condrocitos
humanos adultos cultivadas con alginato sintetizan

componentes de la MEC muy similares a los del tejido nativo
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(95-97), favoreciendo la condrogénesis y el mantenimiento del
fenotipo condrocitico al proporcionar un ambiente de cultivo
tridimensional, por su falta de interaccién con las integrinas
celulares que ayuda a conservar la forma redondeada de las
células cultivadas (98). De hecho, se ha observado que al
embeber condrocitos desdiferenciados en hidrogeles de alginato
son capaces de rediferenciarse facilmente con la ayuda de los
nutrientes exdgenos. Pero a pesar de las buenas indicaciones in
vitro que podemos encontrar en la bibliografia, no ocurre lo
mismo con las aplicaciones in vivo. Si el alginato se implanta en
solitario, inhibe las respuestas de reparaciéon espontanea,
provocando la generacion de fibrocartilago (98), y cuando se
implanta in vivo un hidrogel disefiado y cultivado previamente in
vitro, induce reacciones inmunolégicas severas de células
gigantes a cuerpo extrafio, ademds de sufrir una degradacion al
introducirse en defectos de gran espesor en animales de
experimentacion (98). Esto hace que sea recomendable
combinar el alginato con otros biomateriales mas estables y con
mads densidad, como puede ser la agarosa, para que el conjunto
ofrezca mejores propiedades fisicas, mejorando de esta forma

su manejabilidad.
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Figura 6. Estructuras moleculares de biopolimeros. Esquema de la

agarosa (panel A) y del alginato (panel B).

1.6.2.9. Copolimeros

Ademas de los ya mencionados, se han utilizado infinidad de
biomateriales en la regeneracién condral, incluyendo fibras de
carbono, el poliesteruretano, el acido polibutirico o el
polietilmetacrilato entre otros. Esta elevada diversidad
encontrada en la literatura puede explicarse por la dificultad de
reunir en un solo biomaterial todos los requisitos de la matriz
condral. Con este propodsito se estd trabajando activamente en
la generacion de copolimeros, con la idea de combinar
diferentes caracteristicas a fin de obtener una matriz similarala
condral (99-101). Por tanto, se estdan empezando a proponer
combinaciones entre varios de los compuestos descritos,
formacidn de copolimeros y reticulacidon con varios sustratos,
para poder compensar de este modo las propiedades que quiza

utilizandolos en solitario serian insuficientes. Como opcién a las
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combinaciones también encontramos la posibilidad de realizar
modificaciones quimicas en alguno de los compuestos
anteriormente explicados para mejorarlos, teniendo en cuenta
gue las modificaciones que se pueden llevar a cabo son muy

diversas (56).

Existen estudios donde se combinan materiales sintéticos con
naturales, combinando de esta forma las propiedades deseables
de ambos biomateriales. Por ejemplo, PCL favorece el
crecimiento de condrocitos cuando se combina con CHT, que
aumenta la hidrofilia del PCL (100), o mejora las propiedades
mecdanicas al formar un constructo biomimético con péptidos
autoensamblablos RAD16-I que ayudan a restaurar el fenotipo
condrogénico (102). Otra combinacién ampliamente utilizada
para multiples usos, entre ellos la regeneracion de cartilago, es
la fibrina-agarosa como ya se ha dicho anteriormente (90,103-

105).

Ademads, en algunos estudios se observa que, utilizando
biomateriales hibridos, se superan algunos de los problemas que
generan los constructos de un solo biomaterial. Como ejemplo,
Levorson et al. (106) observaron, al comparar scaffolds de PCL
frente a PCL/ECM con un cocultivo de condrocitos y MSCs, que
la combinacién provocaba un incremento de la expresion génica

de colageno tipo Il y agrecano en las MSCs.
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1.6.3. Células utilizadas para regeneracion condral

Son diversos los tipos celulares que se han utilizado tanto en
sistemas con andamio como sin ellos para la generacién de
neocartilago. Las células candidatas para dicho propdsito deben
cumplir ciertas caracteristicas, como ser facilmente accesibles y
exhibir tasas de proliferacién y fenotipos estables. Teniendo en
cuenta que el cartilago regenerado debe serrico en agrecano y
coldgeno tipo I, no inmunogénico y no tumorigénico (107), la
fuente celular mas obvia en la que se piensa es la del propio
cartilago, los condrocitos. Pero debido a su baja tasa de
crecimiento y desdiferenciacién durante la expansion in vitro se
comenzdé a explorar el uso de diferentes células madre con

potencial condrogénico (46,98,108,109).

1.6.3.1. Condrocitosy células condroprogenitoras

Obviamente, por ser las células del propio tejido que se pretende
regenerar, han sido ampliamente estudiadas y utilizadas en
investigacion, por su capacidad de sintetizar MEC especifica de
cartilago tras ser estimuladas apropiadamente con un medio de
cultivo especifico y un entorno tridimensional (110). Las
limitaciones que se encuentran con este tipo celular son, como
ya se ha dicho, su pobre tasa de proliferaciéon y Ila
desdiferenciacién que sufren durante los cultivos de expansion

in vitro, perdiendo asi sufenotipo condrogénico (99). Aunque es
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posible rediferenciar las células usando factores de crecimiento
apropiados en un entorno tridimensional, el fenotipo nativo no
se restaura por completo, resultando en la formaciéon de
fibrocartilago en la mayoria de los casos (111). Jiang et al. (112)
sugirieron que los condrocitos completamente diferenciados
poseian una reserva de células madre que podia activarse en
condiciones de cultivo especificas (como el cultivo en 2D con
baja densidad y poca glucosa en el medio), promoviendo la
expresion de CD166 (un marcador de superficie de MSCs en
etapa temprana) in vitro. Las células condroprogenitoras
derivadas de cartilago pueden crear tejido con las caracteristicas
del cartilago hialino cuando crecen en condiciones de cultivo
especificas. Estas células exhiben un fenotipo similar al de las
células madre mesenquimales de médula dsea (BM-MSC), pero
tienen un potencial condrogénico mas alto y no inducen

hipertrofia, tal y como hacen las BM-MSCs (113).

Una fuente prometedora de condrocitos debido a su potencial
condrogénico inherente es el cartilago septal nasal, ya que los
condrocitos obtenidos de la zona superficial del tabique nasal
son positivos para los marcadores MSC, mantienen la capacidad
condrogénica in vitro hasta el pase 35 de cultivo y proliferan mas
rdpido que los condrocitos articulares. Curiosamente, estas
células también sintetizan GAG sulfatados, grandes cantidades

de coldgeno tipo Il y (en menor medida) colageno tipo | durante
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el cultivo de pellets, sinla adicién de TGF-B o BMPs al medio de

cultivo (114).

Pero a pesar de los avances significativos con relacion al uso de
condrocitos para la reparacién del cartilago, siguen existiendo
varios problemas que dificultan su uso. Primero, la morbilidad es
bastante alta al ser necesarias dos cirugias, una para obtener
cartilago no dafiado, bien sea de la articulacién o de otras
fuentes como el septo nasal, y otra para la implantacion de
condrocitos expandidos in vitro en el defecto del cartilago.
Ademas, en pacientes de edad avanzada, tanto la cantidad como
la calidad de los condrocitos son menores que en pacientes mas

jévenes (115).

1.6.3.2. Células madre mesenquimales (MSCs)

Las MSCs son una fuente celular valiosa, con caracteristicas
como su adherencia a la superficie de plastico del frasco de
cultivo, su morfologia fibrobldstica, su capacidad de
proliferacién prolongada en cultivo manteniendo sus
caracteristicas de células madre, sucapacidad para diferenciarse
in vitro en células de origen mesodérmico (condrocitos,
adipocitos, osteoblastos) y el que no expresan antigenos tipicos
del linaje hematopoyético, como CD31 y CD45. Ademds, se han
relacionado diferentes marcadores de superficie con las MSC.

Entre los mds ampliamente utilizados estan Stro-1, CD44, CD73,
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CD90, CD105 y CD146 (116). A todo lo anterior se le suma su
potencial condrogénico y el hecho de que pueden aislarse de
varios tejidos, tal y como se describe a continuacion, haciendo

gue sean una alternativa util para la ingenieria de cartilago.

1.6.3.2.1. Células madre de la medula 6sea (BM-MSCs)

La médula dsea (BM) es una de las fuentes mas conocidas de
MSC, que se ha utilizado ampliamente para la regeneracion del
cartilago, ya sean solas o sembradas en constructos, facilitando
la implantacion en defectos (45). Ambos enfoques han tenido
éxito en el laboratorio y la clinica, encontrando mejoras en la
calidad de vida y la funcién articular al rellenar los defectos con
tejido similar al cartilago hialino (113). Las BM-MSCs se usan
cuando se aplica la técnica de microfractura; las células fluyen
hacia el defecto y luego se diferencian en condrocitos si el
microambiente y la estimulacion mecdnica son apropiados
(48,117). Sin embargo, algunos estudios no encontraron
beneficios notables cuando se usaron BM-MSCs para reparar
defectos del cartilago, ya que obtuvieron un nuevo cartilago de
naturaleza fibrocartilaginosa o incluso calcificado. Ademas, la
proporcion de MSC en BM es baja (0.01 % - 0.001 %), y su
potencial de diferenciacion disminuye conforme se alcanza una

mayor expansion in vitro. Finalmente, la morbilidad asociadaa la
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obtencion de estas células hace necesario buscar otras fuentes

de MSCs (113).

1.6.3.2.2. Células madre adiposas (ADSCs)

Las ADSCs tienen el potencial para diferenciarse en condrocitos,
adipocitos u osteoblastos, entre otros tipos de células (118). Una
de las grandes ventajas de este tipo de MSCs es que son
facilmente accesibles, ya que pueden aislarse del tejido adiposo
disponible de forma rutinaria después de una cirugia de
liposuccion y expandirse rapidamente in vitro (119,120). Otra
ventaja es el rendimiento, puesto que con una cantidad de 100
g de tejido adiposo se obtienen 300 veces mas células que con

100 ml de BM.

En cuanto al potencial condrogénico, existe gran diversidad de
resultados, en ocasiones controvertidos, puesto que, por un
lado, existen varios estudios in vitro que han observado que las
ADSCs exhiben diferenciacion condrogénica cuando se cultivan
por primera vez en condiciones 2D apropiadas y luego en un
entorno 3D con factores condrogénicos especificos que incluyen
TGF-B1, factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1), y
BMP-6 (113). Por otro lado, Afizah et al. (121) concluyeron que
se obtienen mejores resultados in vitro utilizando BM-MSCs, ya
que los andlisis histolégicos, inmunohistoquimicos y de GAG

mostraron que el coldgeno tipo Il y los proteoglucanos eran
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sintetizados por las BM-MSCs pero no por las ADSCs. Sin
embargo, otros autores no encontraron diferencias significativas
entre los dos tipos de células (122). Estudios clinicos recientes
han resaltado el uso de ADSCs, y los ensayos de fasel y Il han
demostrado que la inyeccidn intraarticular de ADSCs produce
cartilago blanco brillante, similar al cartilago nativo, aunque
gueda por determinar el nUmero éptimo de células que se deben

inyectar (123).

1.6.3.2.3. Células madre derivadas de la sangre del cordén
umbilical (CB-MSCs) y de lagelatinade Wharton
del cordén umbilical (WJ-MSCs)

En los ultimos afos, varios investigadores han utilizado esta
nueva fuente de células madre para la regeneracion del
cartilago, tanto in vitro como in vivo (114). En términos de
condiciones de cultivo, los efectos de la hipoxia o la normoxia en
la hipertrofia de los condrocitos derivados de CB-MSCs son
controvertidos. Gémez-Leduc et al. (124) determinaron que la
normoxia inicial seguida de un periodo de hipoxia ayudé a la
expresion de marcadores especificos de condrocitos, aligual que
la adicién de TGF-B1 y BMP-2. La normoxia inicial favorecio la
diferenciacion condral y la hipoxia ayudo a estabilizar el fenotipo
condrocitico. Otros estudios también enfatizaron la utilidad de
la hipoxia, que mejord la expresion de marcadores condrociticos

como Sox-9 y colageno tipo Il (125).
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Sin embargo, Desancé et al. (126) no encontraron diferencias en
los niveles de marcadores de condrocitos hipertréficos
(colageno X y MMP-13) en cultivos normdxicos o hipdxicos. Los
estudios in vivo combinando CB-MSCs con hidrogeles de HA se
han llevado a cabo tanto en modelos animales como
clinicamente en pacientes con osteoartritis, observando
cartilago rico en GAG y colagenos de tipo Xy Il desarrollado en
los defectos (127). Ademas, la artroscopia revelé la formacién de
un cartilago hialino firme (128). Otro estudio interesante que
utilizdé un modelo de defecto osteocondral de conejo empled
células madre mesenquimales derivadas de la gelatina de
Wharton del corddén umbilical humano (hWJ-MSCs), que son
menos inmunogénicas que otras MSCs adultas. Se generd un
neocartilago completamente integrado de tipo hialino usando
hWJ-MSCs no diferenciadas. El cartilago era de mejor calidad
gue el obtenido usando hWJ-MSCs diferenciadas inducidas por

TGF-B (129).

1.6.3.2.4. Células madre de sangre periférica (PB-MSCs)
La sangre periférica (PB) es una fuente de MSC de facil acceso,
util en la regeneracién del cartilago. El factor estimulante de

colonias de granulocitos (G-CSF) enriquece eficazmente las PB-

MSCs (130).
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Varios estudios han comparado el potencial condrogénico de PB-
MSCs con el de BM-MSCs. En términos de morfologia y
produccién de GAG in vitro, ambos tipos de células exhibieron
un comportamiento similar, pero las células derivadas de PB
exhibieron un mayor potencial de diferenciacién condrogénica

que las BM-MSCs (131).

Los estudios clinicos en pacientes han confirmado la efectividad
de las PB-MSCs inyectadas en combinacién con HA (132,133). La
evaluacion histolégica del cartilago regenerado y los datos de
imagenes de resonancia magnética mostraron que los
resultados fueron mejores que los proporcionados por HA solo.
En resumen, son una opcidon prometedora para la regeneracion
del cartilago articular, ya que pueden obtenerse utilizando un
método minimamente invasivo y su potencial de diferenciacion
condrogénica parece ser comparable o incluso mayor que el de

las BM-MSCs.

1.6.3.2.5. Células madre de membrana sinovial

(SM-MSCs) y del liquido sinovial (SF-MSCs)

Las SM-MSCs ofrecen varias ventajas en términos de
regeneraciéon de cartilago, puesto que pueden expandirse in
vitro durante periodos prolongados. Ademds, su capacidad de
diferenciacion multilinea no se ve afectada por la edad del

donante o el nimero de pase celular. Estas células exhiben un
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mayor potencial condrogénico en comparacion con las BM-MSC
in vitro y, por lo tanto, aunque los epitopos de superficie y el
potencial de proliferacidon son similares, los pellets de cartilago
derivados de la membrana sinovial fueron significativamente
mas grandes que los derivados de la BM provenientes del mismo
paciente en condiciones de cultivo dptimas (cultivo de pellets

con TGF-B, dexametasona y BMP-2) (113,134).

Ademas, las MSC, presentes en el liquido sinovial (SF-MSC) de la
articulacién de rodillas normales, aumentan en nimero después
de una lesiény a medida que progresa la osteoartritis (113,135).
Las SF-MSC comparten mds antigenos y expresién de genes MSC
con las SM-MSC que las BM-MSC. En un estudio reciente se
observé que las SF-MSC exhiben potencial condrogénico en un
modelo de reparaciéon de defectos de cartilago de conejo, donde
se detectd macroscépica e histolédgicamente cartilago de tipo

hialino (113,136).

1.6.3.2.6. Células madre de pulpa dental (DPSCs)

Las células madre de pulpa dental humana (hDPSC) son MSC de
renovacién automatica, ubicadas dentro del nicho perivascular
de la pulpa dental (137). Poseen muchas caracteristicas que las
hacen idéneas para su utilizacion. Lo primero y mds importante
es que se obtienen facilmente y de una forma menos invasiva

(138). Ademads, al poder ser autdlogas, disminuyen las
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posibilidades de rechazo. En condiciones especificas, pueden
diferenciarse in vitro en una gran variedad de tipos celulares,
como son  condrocitos, odontoblastos,  osteoblastos,
cardiomiocitos, neuronas y adipocitos (138-140). Las DPSCs
normalmente permanecen quiescentes cuando estanen lapulpa
dental, pero responden rapidamente tras la cirugia. Tienen una
capacidad proliferativa alta y se diferencian de inmediato en los
distintos tipos celulares mencionados anteriormente (138).
Algunos estudios han mostrado que las DPSC cultivadas en
medio condrogénico expresan colagenotipo |y Il (141) junto con
otros marcadores condrogénicos, como el agrecano, Sox9 y la
fosfatasa alcalina (142). En un estudio reciente, fue evidente la
regulacion positiva significativa de genes condrogénicos tras el
cultivo en constructos 3D con un copolimero de gelatina
metacrilatada-HA; por lo tanto, de nuevo parece un requisito
importante el entorno tridimensional para la diferenciaciéon
condrogénica tanto de DPSC como de otras células
condrogénicas. En nuestro caso hemos podido comprobar cémo
al introducir las hDPSCs en alginato e implantar el constructo en
un modelo in vivo de dafio articular en conejo, mostraron un
recubrimiento completo del dafio al cabo de 3 meses, con una
apariencia macroscépica similara la del cartilago hialino,ademas

de mostrar fibras de coldgeno tipo Il (98).
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1.6.4. Factores de crecimiento y diferenciacion

Existen numerosos factores de crecimiento intrinseco o
extrinseco que funcionan de manera independiente o se
complementan entre si para el mantenimiento de |Ia
homedstasis del cartilago. En general estos factores de
crecimiento estimulan la sintesis de la matriz condrocitica y
disminuyen el efecto catabdlico de las MMP y las citosinas,
ademds de estimular la proliferacién de MSCs, aumentando la
produccién de matriz y regulando negativamente la expresion
génica de colageno tipo | (52). Muchos factores, tanto de
crecimiento como de diferenciacién, estan implicados en la
regulacion del desarrollo del cartilago y la homeostasis del

cartilago articular maduro (figura 7) (143).
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Figura 7. Secuencia de eventos que conducen a la diferenciacion de
MSCs hacia condrocitos. Las diferentes etapas de la condrogénesis
estan representadas esquematicamente. Se muestran los perfiles de
expresion temporal de los diferentes factores de crecimiento y
diferenciaciény se indican los principales factores de transcripcion
involucrados en cada etapa. Las proteinas que son caracteristicas de la
matriz extracelular (ECM) de las distintas etapas se destacan en la

parte inferior de la figura (143).

A continuacién enumeramos las principales familias de factores
bioguimicos utilizados en ingenieria tisular condral que incluyen
r TGF—B, proteinas morfogénicas de hueso (BMPs), activinas e

inhibinas (143).
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1.6.4.1. Familia de TGF-6

Dentro de la familia de TGF-Bs se incluyen mas de 20 miembros
en mamiferos (144) no obstante, existen 5 miembros que se
encuentran predominantemente en cartilagoy hueso (TGF-B1-
5), aunque son TGF-B-1, 2 y 3 los que estimulan la sintesis de
proteoglucanos y colageno tipo Il por los condrocitos e inducen
la diferenciacién condrogénica de las MSCs in vitro (145), siendo
la isoforma TGF-B-3 la que posee el mayor potencial
condrogénico (146). Aunque estudios in vivo han demostrado
gue TGF-B-1 induce la diferenciacién condral de las MSCs, para
formar cartilago ectdpico, otros estudios encontraron que la
inyeccion directa en las articulaciones desencadené laformacién
de osteofitos, lainflamacién del cartilago y la hiperplasia sinovial
(147,148). Los receptores de la familia TGF-beta son
heterodimeros, con un dominio extracelular que acepta la
molécula BMP y un dominio intracelular unido a moléculas de las

cascadas de senalizacion SMAD (144).

1.6.4.2. Familia BMPs

Las BMPs son moléculas homodiméricas (146) que constituyen
una gran subclase de 20 polipéptidos con roles esenciales en la
condrogénesis y osteogénesis durante el desarrollo del
esqueleto, siendo de gran influencia en varias respuestas

biolégicas como el crecimiento celular, la proliferacion, la
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diferenciacion y la apoptosis (143,146). El plegado de las dos
subunidades separadas en la estructura terciaria no es
espontaneo, sino que requiere una accién coordinada (149). Por
ello, dentro del tejido las BMPs se encuentran en su pro-forma
inactiva (144). Dado que se necesitan condiciones relativamente
estrictas para solubilizar las BMP del tejido, es muy probable que
esos factores estén unidos a estructuras moleculares como las
fibras de colageno y/ o los agregados de proteoglicanos (150).
Varias BMP, incluidas BMP-2, -4, -6 y -7, pueden estimular la
diferenciacién condrogénica de las MSC (151), ya que inducen la
expresion de TGF-B (45), y mejorar la sintesis de coldgeno Il y
agrecano por los condrocitos in vitro (152). In vivo, la curacion de
defectos de cartilago de grosor completo en conejos mejord
cuando se combinaron microfracturas y BMP-7 recombinante
(153). Sin embargo, cuando se implantan en localizaciones
ectopicas, las BMP originan la formacion de tejido 6seo, lo que
sugiere que, para una estrategia optima de ingenieria de tejidos,
las BMP deben estar bien reguladas, ya que de lo contrario
favorecerian la osteogénesis. El margen de la dosis que tiene
efecto regenerativo en el tejido es por tanto estrecho (45).El uso
de BMP-2,-4 y -7 ha sido aprobado para algunas aplicaciones
clinicas (154), pero su potencial para mejorar la reparacién del

cartilago aun debe ser validado en humanos.
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1.6.4.3. Familia FGFs

En cuanto a la familia de factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF), cabe destacar que son 22 proteinas relacionadas
estructuralmente que se unen a uno de los 4 receptores FGF
(FGFR). La interaccion entre FGF y FGFR-HS (receptores de FGF y
heparan sulfato) estabiliza los FGF y activa multiples vias de
transduccion de sefiales (143). Estan involucradas en multiples
funciones como la proliferaciéon, la diferenciacion, la

supervivencia y la motilidad celular (144).

Uno de los factores mejor estudiados dentro de la familia FGF,
en términos del efecto sobre los condrocitos y las células madre
mesenquimales, es el FGF-2. Se sabe que este factor de
crecimiento promueve la proliferacién de condrocitos y células
madre mesenquimales de diferente origen. Ademds, varios
estudios proporcionan evidencias de que el tratamiento con
FGF-2 durante la expansion de condrocitos no solo influye en la
proliferacién y diferenciaciéon celular, sino también en el
potencial de los condrocitos para rediferenciar y responder a

moléculas reguladoras tras la transferencia a un entorno 3D.

Posiblemente, este efecto es inducido por la inhibicion de la
formacidn de los haces de fibras de estrés de actina F a través de
FGF-2, que de otro modo se forman durante la expansién de la

monocapa, que se mantienen durante el cultivo de tejidos y que
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estan asociados con una capacidad reducida de los condrocitos

para volver a expresar su fenotipo diferenciado (155).

Las células madre mesenquimales humanas expandidas en
medio suplementado con FGF fueron mas pequefas Yy
proliferaron mds rapidamente que las células madre expandidas
en condiciones control. Los cultivos condrogénicos hechos con
células madre tratadas con FGF formaron esferoides de cartilago
mas grandes y que contenian mas proteoglicanos que los
producidos con células control. Ademas, los agregados
tridimensionales de las células tratadas con FGF-2 carecian de la
capa externa en que estaba presente el colagenotipo | y ausente
el colageno tipo Il, caracteristica de los agregados de células no
tratadas (156). No obstante, también se ha observado que el
FGF-2 puede antagonizar la sintesis de proteoglicanos vy
aumentar las MMP (52). Junto con FGF-2, que participa en la
homeostasis del cartilago, se ha estudiado el FGF-18, que ejerce
efectos anabdlicos sobre el cartilago (146). Ambos exhiben
potencial condrogénico tanto in vitro como in vivo, promoviendo
la deposicion de la matriz y la expresion de marcadores
condrogénicos de MSC estimuladas cuando se utilizan solos o
combinados con otros factores de crecimiento, como TGF- o

BMP-2 (45).
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1.6.4.4. Familia IGFs

Otra de las familias estudiadas es la del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF), que tiene un importante papel en el
desarrollo del esqueleto, ya que estimula la proliferacién celular
y regula la apoptosis y expresion de los marcadores
condrogénicos (146). Consta de los ligandos IGF-1 e IGF-2, los
receptores IGF1R e IGF2R, al menos seis proteinas de union IGF
distintas (IGFBPs) y multiples proteasas IGFBP, las cuales regulan
la actividad IGF. En lo que respecta a la IGF-2, principalmente
tiene un papel en el desarrollo embrionario y fetal, mientras que
IGF-1 es mas relevante en la reparacion del cartilago (143). IGF-
1 se considera por tanto un mediador esencial de la homeostasis
del cartilago a través de su capacidad para estimular la sintesis
de proteoglicanos y promover la supervivencia y proliferacién de
condrocitos (157). IGF-1 también induce la diferenciacion de
MSC hacia el fenotipo condrocitico (158), ya que se ha podido
constatar cdbmo mejoré la formaciéon de cartilago in vitro en
constructos y en pellets de MSC transfectadas con IGF-1 (159) y
promovid la reparacion de defectos de cartilago articular in vivo

(52).

Los factores de crecimiento, cuando se usan en combinacion,
funcionan sinérgicamente, como BMP-7 e IGF-1, que conducen

a una sintesis mejorada de la matriz del cartilago (160). IGF-1,
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FGF-2 y TGF-B en condiciones in vitro regulan su propia expresion
y la producciéon de proteinas de cada uno (161). También se
demostré que la combinacion de IGF-1 y TGF-f tiene un mayor
potencial de curacién en comparacion con el efecto individual de
IGF-1, involucrado en la proteccidon de la membrana sinovial,
mostrando un engrosamiento reducido que representa la falta

de inflamacion crénica (157)
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Tal y como se ha mencionado en el apartado de Introduccion de
la presente tesis, el tejido cartilaginoso posee ciertas
propiedades debidas a la composicion de la matriz condral que,
como ya se ha explicado, es secretada y mantenida por los
condrocitos, y que a su vez es la responsable de las diferentes

funciones.

Otro punto en el que se apoya nuestra tesis es en la gran
variedad de alteraciones que sufre dicho tejido, con multitud de
origenes, como procesos fisioldgicos derivados del
envejecimiento, alteraciones patoldgicas relacionadas con
enfermedades infecciosas e inmunolégicas, e incluso traumas o
lesiones relacionadas con el crecimiento tumoral. Ademas, las
lesiones de alto grado generalmente se resuelven mal,
generandose en muchos casos un tejido fibrético que no
sustituye adecuadamente al tejido lesionado, con |Ia
consecuente afectacioén de la salud del paciente. En los ultimos
afos se han realizado grandes esfuerzos desde la ingenieria
tisular para generar sustitutos funcionales del cartilago. Pero
existen varias dificultades, como la obtencidon de condrocitos
gue sinteticen una matriz condral adecuada o la lenta division de
estas células obtenidas a partir de biopsias de cartilago, siendo
dificil obtenerlas en grandes cantidades. Por otra parte, sufren

procesos de desdiferenciacion hacia estirpes con rasgos
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fibroblasticos, que terminan generando un tejido fibroso rico en

colageno tipo I, cuando se utiliza cultivo en monocapa, in vitro.

Otra posibilidad para regenerar cartilago es la diferenciacion
condrogénica de células madre adultas. Existen diferentes
publicaciones que demuestran cdmo pueden diferenciarse las
células madre de medula dsea a partir de precursores aislados
de la médula o de tejido 6seo. Mientras que en el primero de los
casos es dificil la obtenciéon del tejido, en el segundo caso los
condrocitos diferenciados expresan colageno |, produciendo una
matriz condral muy divergente de la caracteristica del cartilago

hialino.

En esta tesis proponemos como alternativa para la regeneracion
condral el empleo de células madre de pulpa dental (hDPSCs),
planteando la hipdtesis de que su uso puede permitir obtener un
tejido cartilaginoso funcional sin que se den los inconvenientes
anteriormente citados. Son células madre mesenquimaticas y
pueden ser facilmente aisladas de elementos dentarios,
habiéndose demostrado su capacidad de diferenciarse en
células osteogénicas, células de Schwann, fibras musculares
esqueléticas, etc. No obstante, su capacidad de diferenciacién a
estirpes condrales no se conoce con profundidad, por lo que

inicialmente se necesitara caracterizar las hDPSCs, diferenciarlas
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en células condrogénicas y compararlas con condrocitos, para

definir si son utiles en la regeneracién del cartilago.

Ademas, estudiaremos el efecto que diversos soportes tienen
sobre las células (hDPSCs y condrocitos), tanto in vitro como in
vivo, al introducirlas en un modelo animal, generando matriz
condral funcional. Proponemos que, dadas las peculiaridades del
tejido cartilaginoso, el copolimero alginato-agarosa puede serun
soporte adecuado que previsiblemente va a favorecer la

produccién de una matriz condral funcional.

Los objetivos por tanto para poder dar respuesta a la hipdtesis

planteada fueron:

Objetivo 1. Caracterizacion de células madre adultas derivadas
de pulpa dental humana, evaluando mediante técnicas de
biologia molecular y de citometria de flujo la expresiéon de

marcadores mesenquimales y de hDPSCs.

Objetivo 2. Caracterizacion de condrocitos humanos obtenidos
a partir de cartilago articular, evaluando por técnicas de biologia

molecular la expresion de marcadores de estirpe condral.

Objetivo 3. Evaluacién de la diferenciacion de los dos tipos
celulares a células condrales, incubandolas en medio de

diferenciacion de condroblastos y evaluando mediante técnicas
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de biologia molecular e histoquimicas la expresion de

marcadores de estirpe condral.

Objetivo 4. Puesta a punto de la fabricacién de constructos de

alginato.

Objetivo 5. Estudio del comportamiento de dichas células en
esferas y cilindros de alginato. Comparacién fenotipica entre los
condrocitos primarios de cartilago articular y las hDPSCs

cultivadas en este entorno.

Objetivo 6. Analisis del comportamiento de los constructos
generados con alginato, tanto con hDPSCs como con células
condrales, en un modelo animal con dafio articular.

Caracterizacidn histopatoldgica.

Objetivo 7. Fabricacidon de copolimeros de alginato-agarosa y
estudio de las caracteristicas biomecanicas y citotéxicas de las

diferentes concentraciones.

Objetivo 8. Estudio del comportamiento de dichas células
cuando se las cultiva en el copolimero de alginato-agarosa.
Comparacion fenotipica y de expresion de marcadores condrales
entre los condrocitos primarios de cartilago articular y las

hDPSCs.
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3.1. Material

3.1.1. Medios y soluciones

3.1.1.1. Medios

» Medio de proliferacién/mantenimiento de hDPSCs:

Alfa-MEM suplementado con 10% de FBS no inactivado, 1% L-
glutamina, 1% de antibidticos/penicilina estreptomicina, y 1% de

fungizona/amfotericina B.
» Medio de proliferaciéon/mantenimiento de condrocitos:

DMEM con alto contenido en glucosa suplementado con 1%
antibidticos penicilina estreptomicina, 1% L-glutamina, 1%
piruvato sddico, 1% aminodcidos no esenciales (NEAA), 1% de
Fungizona/Amfotericina B, 10% de FBS inactivado y 1% de acido

ascorbico.
> Medio de diferenciacion a condrocitos:

DMEM con alto contenido en glucosa suplementado con 1%
antibidticos penicilina estreptomicina, 1% L-glutamina, 1%
piruvato sddico, 1% aminodcidos no esenciales (NEAA), 1% de
fungizona/amfotericina B, 1% de FBS inactivado, TGF-B1 10

ng/ml, 1% de acido ascérbico y 1% ITS (insulina transferrina).
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3.1.1.2. Soluciones

» Soluciones Alginato:

Alginato 1,5% y 3%:

Para realizar las soluciones de alginato se siguié el protocolo de
De Ceuninck et al. (162). Se preparé una solucién madre al doble
de concentracién de todos los componentes para luego diluir
con agarosa o PBS segln las necesidades. La composiciéon de
alginato de la solucién madre fue al 3% o al 6% [Alginic Acid
Sodium salt from Brown algae], 40mM HEPES, NaCl 300 mM y

agua destilada estéril para cultivos.

Para prepararla, primero se disolvié el HEPES y el NaCl en agua
para cultivo. Se calentd la mezcla a 60 °Cy se afiadiod el alginato
con constante agitacion, hasta que la solucién quedd
homogénea. Tras dejar que lasolucién se enfriase atemperatura
ambiente se ajusté el pH a 7,4 (empleando tiras indicadoras de
pH en el rango 6,0-7,7). Por ultimo, se ajusto el volumen final con

agua destilada y se autoclavd.

» Soluciones Agarosa:

Agarosa 0,5% y 1%:

De igual forma se preparé una solucién madre al doble de
concentracion de todos los componentes para luego diluir con

alginato o PBS segun las necesidades. Se pesé la agarosa
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necesaria para obtener disoluciones madre al 1% vy al 2%
utilizando Agarose type IX-A ultra-log gelling temperature vy
afadiendo para diluir PBS sin calcio ni magnesio, realizando
todas las manipulaciones en una cabina de flujo laminar para
mantener las condiciones de esterilidad.

» Solucion de polimerizacién:
Cloruro calcico (CaClz):
De nuevo se utilizd las indicaciones de De Ceuninck et al. (162)
para preparar la solucion de polimerizacién del alginato. Se
prepard cloruro cdlcico a diferentes concentraciones (102 mM,
150 mM, 200 mM y 500 mM), afiadimos también una solucién
tampon de HEPES (1M), a una concentracién final 10 mM, todo
ajustado a pH 7,4 y filtrado con un filtro de 0,22 um de tamano
de poro (el pH se midié de la misma manera que en el casode la
disoluciéon de alginato, en campana y empleando papel indicador
pH).

» Soluciones para la fijacion manual:
Ambas soluciones se prepararon siguiendo indicaciones de Tritz
et al. (163).
Fijador:
Se prepard con formol al 4% (formalina 10%) afadiendo
cacodilato sédico a una concentracién final 100 MM y CaCl; 10
mM. Tras homogenizar la disolucién se utilizé el pH-metro para

medir el pH de la disolucién y se ajusté a un pH 7,4.
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Tampon fijador:
Se diluyd cacodilato sddico en agua destilada a wuna
concentracion 100 mM junto con BaCl; a 50 mM vy se ajusto el

pH a 7,4.

» Tincidn rojo sirio
Solucion rojo sirio-acido picrico:
Para preparar esta solucién se mezclaron 50 ml de una solucién
al 1 % de rojo sirio F3BA con 450 ml de una solucion acuosa
saturada de acido picrico. La solucién resultante se dejé reposar

48 horas antes de usarla.

3.1.2. Reactivos

A continuacion se presentan todos los reactivos empleados (de
la tabla 4 a la tabla 14) para las diferentes técnicas realizadas

junto con su referencia y su casa comercial.
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Tabla 4. Reactivos empleados paraelaborarel medio de proliferacién

de condrocitos.

REACTIVO

Medio

P/S
(Antibidticos)

Fungizona

NEEA

Piruvato

Acido ascorbico
L-Glutamina

FBS Inactivado

NOMBRE
COMERCIAL

DMEM High
Glucose, N/Glut

Pen Strep
(penicillin
Streptomycin)
Amphotericin B
100X
MEM NEEA
(100X) (Non-
Essential Amino
Acids)

Na Pyruvate
(100 mm
Solution)
L-Ascorbic acid
(100MG)
L-Glutamine
200mM (100X)
FBS (Fetal
Bovine Serum)

99

CASA
COMERCIAL
[GIBCO,
[Thermo Fisher
Scientific,
Carlsband,
EE.UU]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[EUROCLONE,
Italia]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[LONZA, Suiza]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

REFERENCIA

10938-025

15140-122

ECMO0009D

11140-035

BE13 -115E

A4403-100MG

25030-081

10270-106
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Tabla 5. Reactivos para elaborar el medio de proliferacién de hDPSCs.

REACTIVO
Medio

P/S
(Antibioticos)

Fungizona
L-Glutamina

FBS

NOMBRE
COMERCIAL
MEM Alpha
Medium (1X)

Pen Strep

(penicillin
Streptomycin)
Amphotericin B
100X
L-Glutamine
200mM (100X)

FBS (Fetal

Bovine Serum)

CASA
COMERCIAL REFERENCIA
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania] 22571 -020
[Slgma-Merc.k 15140-122
KGaA, Alemania]
[EUROC.LONE' ECMO0009D
Italia]
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania] 25030-081
[Sigma-Merck 10270-106

KGaA, Alemania]

Tabla 6. Reactivos para elaborar el medio de diferenciacén

condrogénica.

REACTIVO

ITS

TGFB-1

NOMBRE
COMERCIAL
Insulin -
Transferrin -
Selenium
Transforming
Growth Factor -
B1 human

CASA COMERCIAL REFERENCIA
[Sigma-Merck A
KGaA, Alemania]
[Sigma-Merck T7039-50UG

KGaA, Alemania]
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Tabla 7. Reactivos utilizados en técnicas de cultivos celulares.

REACTIVO

Tripsina-EDTA

PBS

Azul tripan

DMSO

NOMBRE
COMERCIAL
0,25% Trypsin-
EDTA (1X)
DULBECCO'S
PHOSPHATE
BUFFERED
SALINE (-Ca & -
Mg)
Trypan Blue
Stain 0.4%

Dimethyl
Sulfoxide for cell
culture

CASA
COMERCIAL
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[EUROCLONE,
Italia]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]
[PanReac
AppliChem - ITW
Reagents,
Alemania]

101

REFERENCIA

25200-056

ECB4004L

15250 -061

A3672,0100
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Tabla 8. Reactivos utilizados pararealizarlacitometria de flujo.

REACTIVO
Acutasa
kit anexin-IP
CD31
CD45
CD105
CD146
Anticuerpo
CD44
CD29
STRO-1
Zombie
BSA
PBS

NOMBRE
COMERCIAL

Stempro
accutase

ANNEXIN V -
FITCKIT
Apoptosis
detection kit
PE/Cy7 anti-
human CD31
Brilliant Violet
510 anti-human
CD45
Brilliant Violet
421 anti-human
CD105

PE anti-human
CD146

PE/Cy5 anti-
human CD44
Alexa Fluor 488

anti-human CD-
29

APC Anti-human
STRO-1

Zombie Nir
Fixable Viability
kit
Albumin from

bovine serum

Dulbecco's
phosphate
buffered saline
(-Ca & -Mg)

102

CASA
COMERCIAL
[Thermo
Fisher
Scientific,
EE.UU]
[IMMUNOSTE
PS.L
Salamanca,
Espafia]
[BiolLegend,
EEUU]

[BioLegend,
EEUU]

[BioLegend,
EEUU]

[BioLegend,
EEUU]

[BioLegend,
EEUU]

[BiolLegend,
EEUU]

[EXBIO,
Republica
Checa]

[BiolLegend,
EEUU]

[Sigma-Merck
KGaA,
Alemania]

[EUROCLONE,
Pero, Italia]

REFERENCIA

A1110501

ANXVKF-
100T

303118

304035

323219

361005

103009

303015

1A-649-C025

42 3105

A2153

ECB4004L
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Tabla 9. Reactivos utilizados en las técnicas de fabricacion de

constructos y en el ensayo de citotoxicidad.

REACTIVO

Alginato

Agarosa

Cloruro
calcico
Cloruro
sodico

Agua

PBS

HEPES

Tiras pH

MTS

NOMBRE COMERCIAL
Alginicacid sodiumsalt
from brown algae
Agarose (Type IX-A,
Ultra-low Gelling
Temperature)
Calcium chloride
(anhydrous)

Sodium chloride

Water (sterile-filtered,
BioReagent, suitable
for cell culture)
Dulbecco's phosphate
buffered saline(-Ca & -
Mg)

HEPES Buffer Solution
(1M)

pH Test Strips 6.0-7.7

CellTiter 96°®
AQueous Non-
Radioactive Cell
Proliferation Assay
(MTS)

103

CASA COMERCIAL

[SIGMA-Merck
KGaA, Suiza]

[SIGMA-Merck
KGaA, Suiza]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[EUROCLONE,
Italia]

[GIBCO,
[Thermo Fisher
Scientific, EE.UU]
[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[Promega Biotech

Ibérica S.L,
Espafia]

REFERENCIA

A0682 - 100G

A2576 - 25G

C5670 - 100G

55886 - 500G

W3500-
500ML

ECB4004L

15630 - 056

P-3536

G5430
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Tabla 10. Reactivos utilizadosparalainmunofluorescenciaen 2Dy 3D.

REACTIVO

Anticuerpo
secundario
anti-raton
Anticuerpo
secundario
anti-conejo

ACAN

Aceite de
inmersion

BSA

CcoL |

coLl

DAPI

Diluyente

Faloidina
conjugada con
rodamina

Formol

Medio de
montaje
Medio de
montaje

PBS

Triton

NOMBRE
COMERCIAL

Anti-Mouse 1gG
F(ab')2 Frag-FITC

Anti-Rabbit I1gG
F(ab')2 Frag-FITC

aggrecan (H-300)
rabbit polyclonal
1gG

Immersol TM 518F

Albumin bovine
serum
Monoclonal Anti-
Collagen Type
antibody in Mouse
Anti-Collagen Type
Il Mouse mAb (l1-
4C11)

4, 6-diamidino-2-
fenilindol
Envision FLEX
Antibody Diluent

Rhodamine
phalloidin

Formaldehyde 4%
(Formalin 10%)
Fluoroshield with
DAPI
Dako Fluorescence
Mounting Medium
Dulbecco's
phosphate
buffered saline (-
Ca/-Mg)

TRITON X-100

104

CASA COMERCIAL

[Sigma-Merck KGaA,

Alemania]
[Sigma-Merck KGaA,
Alemania]

[Santa Cruz
Biotechnology,
EE.UU]

[ZEISS, Alemania]

[Sigma-Merck KGaA,
Alemania]

[Sigma-Merck KGaA,

Alemania]

[Merck KGaA,
Alemania]

[Merck KGaA, Suiza]
[Dako, Dinamarca]
[Thermo Fisher

Scientific, EE.UU]

[VWR Chemicals
BDH® , Bélgica]
[Sigma-Merck KGaA,
Alemania]

[Dako, Dinamarca]

[EUROCLONE, ltalia]

[Merck KGaA,
Alemania]

REFERENCIA

F2883

F1262

sc-25674

10539438

A2153

C2456

CP18

124653

K8006

R415

9.713,5000

F6057

S3023

ECB4004L

112298
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Tabla 11. Reactivos utilizados en las técnicas histoquimicas.

REACTIVO

Hematoxilina

Eosina

Rojo Directo 80

Acido picrico,
solucion
saturada

Etanol

Xilol

Pegamento de
montaje

Compuesto
para la
inclusion
Compuesto
para la
inclusion
Solucién
descalcificadora
suave

Gel de silice
desecante

Formol

Cacodilato
sodico

NOMBRE
COMERCIAL
Papanicolaou's
solution 1a Harris'
hematoxylin
solution
Eosin Y-solution
0,5% aqueous

Direct Red 80

Picric acid solution
1,3%in H20
(saturated)

Alcohol 99 par. Des.
F.B.

Xylene

Dako Toluene -
Free Mounting
Medium
Polyester Wax for
Microscopy
(Paraffin WAX)
Paraplas Plus
(Surgipath)
(Paraffin)

OSTEOSOFT

Gel Silice 2-5 mm
indicador (CoCL;
0,5%)
Formaldehyde 4%
(Formalin 10%)

Cacodylic acid
sodium salt
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CASA
COMERCIAL

[Merck KGaA,
Alemania]

[Merck KGaA,
Alemania]
[Sigma-Merck
KGaA,
Alemania]

[Sigma-Merck
KGaA, Alemania]

[Alcoholes
MONTPLET,
Espafial
[VWR Chemicals
BDH®, Bélgica]

[Dako,
Dinamarcal

[VWR Chemicals
BDH®, Bélgica]

[Leica,
Alemania]

[Merck KGaA,
Alemania]

[Quimivita,
Espafial

[VWR Chemicals
BDH®, Bélgica]
[Sigma-Merck

KGaA,
Alemania]

REFERENCIA

1092532500

109844100

365548-5G

P6744-1GA

0321F

28973363

CS705

360704E

39602004

1017289010

GEO045QpP

9.713,5000

C-0250
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BaCl;

CaCl;

Soluciones

ajustar el pH

Barium chloride
dihydrate
Calcium chlorid -
Dihydrat
Sodium Hydroxide
(NaOH)
Hydrochloric acid
(HCI)

[Merck KGaA,
Alemania]
[Merck KGaA,
Alemania]
[Merck KGaA,
Alemania]
[Merck KGaA,
Alemania]

1017190500

1023820500

1064691000

1090571000

Tabla 12. Reactivos utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

REACTIVO
PBS

Diluyente

Anticuerpo
primario (COL
)

Proteinasa K

Peroxidasa

Anticuerpo
secundario
anti-raton
Revelador

Hematoxilina

Etanol

Xilol

Pegamento de
montaje

NOMBRE COMERCIAL

Dulbecco's phosphate
buff saline (-Ca/-Mg)
Envision FLEX Antibody
Diluent

Anti-Collagen Type Il
Mouse mAb (I1-4C11)

Dako Proteinase K
Ready-to-use
Dako REAL TM
Peroxidase -Blocking
Solution

goat anti-mouse I1gG-
HRP

3,3'-diaminobenzidine

Papanicolaou's solution
1la Harris' hematoxylin
solution

Alcohol 99 par. Des. F.B.

Xylene

Dako Toluene - Free
Mounting Medium
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CASA
COMERCIAL
[EUROCLONE,
Italia]
[Dako,
Dinamarca]

[Merck KGaA,
Alemania]

[Dako,
Dinamarca]

[Dako,
Dinamarca]

[Santa Cruz
Biotechnology,
EE.UV]
[Dako,
Dinamarca]

[Merck KGaA,
Alemania]

[Alcoholes
MONTPLET,
Spain]
[VWR
Chemicals
BDH® ,
Bélgical
[Dako,
Dinamarca]

REFERENCIA

ECB4004L

K8006

CP18

S$3020

S2023

sc-2005

K3468

1092532500

0321F

28973363

CS705
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Tabla 13. Reactivos utilizados para la extraccién de RNA celular en

cultivos 2Dy 3D, y para la RT-PCR.

REACTIVO

Agua

Cloroformo

Etanol

Glucégeno

Kit de
retrotranscripcion

Isopropanol

Kit de extraccion
de RNA

TRIzol

NOMBRE COMERCIAL

Water (sterile-filtered,
BioReagent, suitable
for cell culture)

Dicloromethane
stabilized with
anylene

Etanol absolute

(HPLC-gradient grade)
PAI

D-Glycogen
High Capacity cDNA
RT Kit with RNase

Inhibitor (200
muestras)

2-Propanol

RNeasy Plant Mini Kit

TRIzol LS Reagent
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CASA
COMERCIAL
[Sigma-Merck
KGaA,
Alemania]
[PanReac
AppliChem-ITW
Reagents,
Alemania]
[PanReac
AppliChem-ITW
Reagents,
Alemania]
[Thermo Fisher
Scientific,
EE.UU]

[Thermo Fisher
Scientific,
Lituania]

[Merck KGaA,
Alemania]
[Qiagen,
Alemania]
[Thermo Fisher
Scientific,
EE.UU]

REFERENCIA

W3500-500ML

361254.1612

221086.1612

BP676-5

4374966

1096341000

74903

10296010
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Tabla 14. Reactivos utilizados en la PCR Real Time Cuantitativa.

REACTIVO

Mezcla para
la
amplificacion
por PCR

Sondas
especificas
de genes
humanos

NOMBRE
COMERCIAL

TagMan®Gene

Expression

Master Mix, 1-

Pack (1x5mL)
ACAN

ACTB
B-ACT
COL10A1
COL1A1
COL2A1
GAPDH
HIF1A
MMP1
MMP13
MMP2
PPARGC1
RUNX1
SOX5
SOX6
SOX9

SPARC

CASA COMERCIAL

[Thermo Fisher
Scientific, EE.UU]

[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
[Thermo Fisher
Scientific, EEUU]
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REFERENCIA

4369016

Hs00153936_m1
Hs99999903_m1
4326315E (VIC)
Hs00166657_m1
Hs00164004_m1
Hs00264051_m1l
4325793 (VIC)
Hs00153153_m1
Hs00899658_m1
Hs00233992_m1
Hs01548727_m1l
Hs01016719_m1
Hs01021971_m1
Hs01552796_m1l
Hs00264525_m1
Hs00165814_m1

Hs00234160_m1
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TIMP1 [Thermo Fisher Hs00171558 _m1
Scientific, EEUU]

VEGFA [Thermo Fisher Hs00900055_m1
Scientific, EEUU]

18S [Thermo Fisher 4319413E (VIC)

Scientific, EEUU]
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3.1.3. Material fungible

El material fungible utilizado para todas las técnicas realizadas

en la presente tesis se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Material fungible utilizado en la presente tesis.

MATERIALS

CASA COMERCIAL

Agujas 21G D microlance

Thermo Fisher Scientific, EE.UU.

Botes de orina 100 ml

EuroClone, Pero, Italia

Casetes M490 — HISTOSETTE® | TISSUE
CASSETTES

Merck Millipore, Irlanda

Corning cell strainer (70 micrometros)

EuroClone, Pero, Italia

Cubreobjetos COVN-050-100

FEATHER Safety Razor Co., Japan

Cuchillas R35 Feather microtome blade

Deltalab, Barcelona, Espaia

Filtros de 0,2 um de tamaiio de poro

EuroClone, Pero, Italia

Frascos de cultivo de 25 cm?2 (T25)

Deltalab, Barcelona, Espaia

Frascos de cultivo de 75 cm?2 (T75)

Deltalab, Barcelona, Espaia

Jeringuillas 10 ml BD Discardit Il

Deltalab, Barcelona, Espaia

Lamina de sellado estandar de placas
para PCR y qPCR

Sarstedt AG & Co., Alemania

Microtubos Eppendorf 0,5 ml

Deltalab, Barcelona, Espaia

Microtubos Eppendorf 1,5 ml

Becton Dickinson S.A, Huesca,
Espafa

Millicell R EZ Slide 4-Well Glass

Sarstedt AG & Co., Alemania

Millicell R EZ Slide 8-Well Glass

Sarstedt AG & Co., Alemania

Pipetas de cristal 150 mm

Sarstedt AG & Co., Alemania

Pipetas pPsteur 3 ml

Deltalab, Barcelona, Espafia

Pipetas seroldgicas de 10 ml

Sarstedt AG & Co., Alemania

Pipetas seroldgicas de 25 ml

Deltalab, Barcelona, Espaia

Pipetas seroldgicas de 5 ml

Sarstedt AG & Co., Alemania

Placas petri 55 cm?

Corning, EE.UU.

Placasde plastico Real Time de 384
pocillos

Dako, Dinamarca
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Portaobjetos Microscope KP slides

Labbox Labware S.L, Barcelona,
Espafia

Portaobjetos s FLEX IHC Microscope
Slides

Klinipath, Bélgica

Primo® multiwell plate 12 wells

Simport scientific, Canada

Primo® multiwell plate 24 wells

Deltalab, Barcelona, Espaia

Primo® multiwell plate 6 wells

Deltalab, Barcelona, Espaia

Primo® multiwell plate 96 wells

Becton Dickinson S.A, Huesca,
Espafia

Puntas de 10 ul (Biosphere filter tips)

EuroClone, Pero, Italia

Puntas de 100 pl (Biosphere filter tips)

EuroClone, Pero, Italia

Puntas de 1000 pl (Biosphere filter tips)

EuroClone, Pero, Italia

Puntas de 200 pl (Biosphere filter tips)

EuroClone, Pero ,ltalia

Tiras de tubos para PCR 0,2 ml

Cmb Bioline Cultek S.L, Madrid,
Espafa

Tubos Falcon 15 ml

Merck KGaA, Alemania

Tubos Falcon 50 ml

Merck Millipore, Irlanda
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3.1.4. Equiposy programas

Todos los equipos y programas informaticos empleados a lo

largo de esta tesis se recogen en las tablas 16 y 17

respectivamente.

Tabla 16. Equipos con su respectiva casa comercial empleados en los

diferentes ensayos experimentales.

EQUIPO

CASA COMERCIAL

Agitador magnético RH basic

IKA®-Labortechnik, Deutschland,
Alemania

Bascula analitica HR-250AZ

AND, A&D Company, limited, Tokio,
Japoén

Camara Leica DFC 320

Leica, Wetzlar, Alemania

Camara Leica DFC 340 FX

Leica, Wetzlar, Alemania

Camara Leica ICC50W

Leica, Wetzlar, Alemania

CellCulture CO2 Incubator

ESCO, Singapur

Centrifuga refrigerada
Microfuge®22R Centrifuge

Beckman CoulterTM, California,
EE.UU.

Centrifuga 5810R

Eppendorf, Hamburgo, Alemania

Centrifuga Legend Micro 17R
SORVALL

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EE.UU

Citometro de flujo Gallios

Beckman CoulterTM, California,
EE.UU.

Espectrofotémetro NanoDrop™
One/OneC

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EE.UU

Estufa de calor seco

Tarma S.A, Madrid, Espafia

EVE TM Automatic cell counter

NanoEnTek, Waltham, USA

Bafio de agua GEMMY YCW-03S

GEMMY INDUSTRIAL CORPORATION,
Taipei, Taiwan

Inclusionadora, Leica EG 1150H

Leica, Wetzlar, Alemania

Lector de placas Victor X3 2.030
Multilabel Reader

PerkinElmer, Waltham, EE.UU

Lupa SZM-T

OPTIKA Microscopes, Italia
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Microondas

Taurus, Catalufia, Espafa

Microscopio confocal Olympus
FV1000

Olympus, Tokio, Japdn

Microscopio de fluorescencia Leica
DM 4000B/Leica DM2500

Leica, Wetzlar, Alemania

Microscopio Leica DMD108

Leica, Wetzlar, Alemania

Microscopio 6ptico invertido Leica
DM IL LED

Leica, Wetzlar, Alemania

Microscopio 6ptico Leica DMLB

Leica, Wetzlar, Alemania

Microtomo Leica RM2245

Leica, Wetzlar, Alemania

Minicentrifuga Mini spin plus

Eppendorf, Hamburgo, Alemania

pHmetre MP220

Mettler Toledo, Ohio, EE.UU.

Placa fria, Leica EG 1150C

Leica, Wetzlar, Alemania

Procesadora de muestras
histolégicas Leica TP1020

Leica, Wetzlar, Alemania

QuantStudioTM 5 Real-Time PCR
Systems

Thermo Fisher Scientific Carlsband,
EE.UU.

Redmetro Discovery Hybrid
Rheometer DHR

TA Instruments, New Castle, EE. UU.

Termociclador ProFlex PCR System

Thermo Fisher Scientific, Vilna,
Lituania

Agitador Thermomixer C

Eppendorf, Hamburgo, Alemania

Vitrina movil de filtracion vertical
IDL - AIR — GN

LABOLAN, S.L., Navarra, Espafia

Agitador Vortex

Fisherbrand, Italia
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Tabla 17. Programas informaticos con su respectiva casa comercial

empleados en esta tesis

PROGRAMA

CASA COMERCIAL

ACDSee 7.0

ACD Systems, EE.UU

Expression Suite v1.1

Thermo Fisher Scientific Carlsband,
EE.UU.

GraphPad Prism 5.0

GraphPad Software Inc.,San Diego,
CA, EE.UU.

Imagel/FUI

NnD, de Yuxiong Mao

Leica Application Suite (LAS AF)

Leica, Wetzlar, Alemania

Leica Application Suite Advance
Fluorescence

Leica, Wetzlar, Alemania

FV10-ASW 3.1 Viewer

Olympus, Tokyo, Japon

Adobe Photosop CS5

Adobe Systems Incorporated, EE.UU.

Perkin ElImer 2030 Workstation

PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Turku, Finlandia.

Kaluza v2.1

Beckman CoulterTM, California, EE.UU.
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3.2. Métodos

3.2.1. Diseio experimental

El objetivo principal de esta tesis era el disefio de un
constructo de base hidrogel capaz de promover Ia
regeneracion del cartilago articular. Nuestra primera
aproximacién a dicho constructo consistio en la fabricacion de
un hidrogel de alginato en combinacién con condrocitos
primarios o hDPSCs. Ensayamos diferentes métodos de
fabricacidén del hidrogel, desde esferas de diferentes tamarios,
hasta cilindros macizos. Aislamos y cultivamos condrocitos
primarios obtenidos a partir de cartilago articular, con el
protocolo aprobado por el comité ético de Investigacion
Clinica del Hospital Clinic Universitari de Valencia,y hDPSCs de
terceros molares de donantes humanos, con el protocolo
aprobado por el comité ético de la Universidad de Valencia
(ndmero de referencia: H1548322921081). Dichas células
fueron caracterizadas mediante técnicas microscopicas y
citometria de flujo (CD105, CD29, CD146, CD44, CD45, CD31,
STRO-1). Testamos la capacidad de diferenciaciéon
condrogénica tanto por parte de los condrocitos primarios
como de las hDPSCs mediante expresion de marcadores
condrogénicos por inmunofluorescencia (colagenotipo |, tipo

Il, agrecano y organizacion del citoesqueleto) y por biologia
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molecular mediante real time RT-PCR (genes ACAN, B-ACT,
COL10A1, COL1A1, COL2A1, RUNX1, SOX9 y VEGFA) utilizando
medios de cultivo de induccién especificos. Ensayamos el
potencial regenerativo del constructo generado en un modelo
de experimentaciéon animal desarrollado en rodilla de conejo
(anexo: 8.3. Comité ética). Aunque obtuvimos resultados
positivos con este constructo, detectamos importantes
deficiencias en lo que a consistencia y mantenimiento de la
integridad del mismo se refiere. Por ese motivo disefiamos un
segundo constructo consistente en un hidrogel combinado de
alginato/agarosa con la idea de aumentar su consistencia.
Evaluamos las caracteristicas biomecanicas del hidrogel
mediante medidas reoldgicas. Analizamos su citotoxicidad
siguiendo los criterios especificados en la norma UNE-EN ISO
10993-5. Cultivamos condrocitos y hDPSCs en dicho
constructo y evaluamos in vitro su potencial condrogénico.
Para ello medimos la expresién de marcadores condrogénicos
mediante inmunofluorescencia (colageno tipo |, tipo Il y
ACAN) y real time RT-PCR (genes ACAN, ACTB, B-ACT,
COL10A1, COL1A1, COL2A1, HIF1A, MMP1, MMP13, MMP2,
PPARGC1, RUNX1, SOX5, SOX6, SOX9, SPARC, TIMP1 y VEGFA)
cultivando las células en medio de diferenciacion condral.
Estudiamos los cambios morfolégicos de las células cultivadas

mediante la deteccion fluorescente de actina utilizando
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faloidina conjugada con rodamina. Asi mismo estudiamos la
agregacion celular y la formaciéon de organoides mediante

microscopia confocal.

3.2.2. Construccion de esferas de alginato

Para realizar las esferas de alginato primero se prepararon las
soluciones de alginato y las diferentes concentraciones de
cloruro calcico (CaClz) a 102 mM, 150 mM y 200 mM, tal como
seindica enel apartado 3.1.2 de esta tesis. Se fabricaron esferas
de alginato al 3% con distintos instrumentos, como una pipeta
Pasteur de cristal, una pipeta Pasteur de pldstico, una jeringuilla
de 10 ml, una jeringuilla de 10 ml con una aguja de 21 Gauge y
una pipeta de 200 ul, lo que permitié obtener esferas de
distintos tamafos y consistencias enfuncion de la concentracidn

de CaCl; utilizado.

Para fabricar las esferas de alginato, el CaCl, tenia que estar en
constante pero leve agitacién mediante una barra magnética,
sobre una placa de agitacién magnética calefactora y a una
temperatura de 37 °C. Las gotas de la solucion de alginato
(previamente calentada a 37 °C) se dejaron caer en la disolucién

de CaCl; desde una distancia de 1 cm, aproximadamente.
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3.2.3. Construccion de cilindros de alginato

Para la fabricacién de los cilindros de alginato utilizamos placas
de cultivo celular de 24 pocillos, en cuyo fondo depositamos el
CaClz (200-500 mM) en un volumen igual al 10% del volumen
final del constructo, sobre el cual afiadimos la solucién de
alginato 3%, dejando la placa media hora a temperatura

ambiente para que se produjera la polimerizacién.

3.2.4. Construccion de constructos de alginato-

agarosa

Se ensayaron diferentes combinaciones de alginato-agarosaa fin
de optimizar dichos constructos. Se prepararon todas las
soluciones necesarias para construir los constructos al doble de
concentracidon, para  posteriormente  generar mezclas
equivolumétricas de ambos mondmeros, que posteriormente se
polimerizaron mediante la adicidn de CaCl; y tratamiento a baja
temperatura, afin de inducir la polimerizacién del alginatoy de

la agarosa, respectivamente.

Dado que la agarosa utilizada fue de bajo punto de fusidn, la
mezcla de las soluciones se realizé a 37 °C, a fin de evitar la
polimerizacion precoz de la misma. Tras la adicién del CaCl; se
incubd dicha mezcla primero 30 minutos a temperatura

ambiente, a fin de inducir la polimerizaciéon del alginato, y 30
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minutos a 4 °C, para inducir la polimerizaciéon de la agarosa,

obteniendo un hidrogel homogéneo y consistente.

3.2.5. Caracterizacion biomecanica de los

hidrogeles fabricados

El redmetro es el instrumento que mejor permite la
caracterizacién mecanica de hidrogeles en estado hidratado. Se
empled el redmetro Discovery Hybrid Rheometer DHR, de TA

Instruments (figura 8).

En el ensayo, el disco superior del equipo rota sobre su eje
longitudinal y ejerce sobre el material una fuerza de cizalladura.
El objetivo fue obtener las caracteristicas del material al
someterle a un esfuerzo de cizalladura, obteniendo el médulo de

cizalladura (G) del material.
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Figura 8. Redmetro utilizado para realizar el estudio reoldgico.

El equipo es capaz de calcular G a través del esfuerzo de
cizalladura (1) aplicado por la rotacién del disco superior y de la

deformacion de cizalladura (y), mediante la siguiente ecuacion:

T
G =—

Mas concretamente, el equipo calculé la parte real del médulo
de cizalladura (G’), la cual se denomina mddulo de
almacenamiento, y hace referencia a la componente elastica del
material, y la parte imaginaria del médulo de cizalladura (G”), la
cual se denomina mddulo de pérdidas, y hace referencia a la

componente viscosa del material.

120



MATERIALY METODOS

Un aspecto interesante es que, conociendo el moddulo de
cizalladura (G) y el coeficiente de Poisson (v), es posible calcular

el médulo de traccion (E) mediante la siguiente ecuacion (164):
E=G-2-(1+v)

Ademas, en el casode elastdmeros como los hidrogeles que sean
homogéneos e isdtropos a nivel macroscopico, puede asumirse
que v=0,5, por lo que E puede calcularse mediante la relacion

directa aproximada (165):
E=3G

Se obtuvo el valor de la parte real del médulo de cizalladura
(médulo de almacenamiento, G’) y de la parte imaginaria del

mddulo de cizalladura (mddulo de pérdidas, G”).

¢ El médulo de almacenamiento, G’, cuantifica la capacidad de
un material de almacenar energia cuando se le aplica una fuerza
de cizalladura, haciendo referencia a la componente elastica del
material. Asi pues, para fuerzas menores que las fuerzas
moleculares, el material es capaz de volver a su configuracion

inicial previa a la aplicacion de la fuerza.

¢ El mddulo de pérdidas, G, indica la capacidad de un material
de disipar (perder) energia en forma de calor cuando se le aplica
una fuerza de cizalladura, haciendo referencia a la componente

viscosa del material. Es una medida de la energia no recuperable
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debida a diferentes procesos disipativos. G es importante
cuando la fuerza aplicada sobre la muestra es mayor que las
fuerzas moleculares, de forma que se produce un colapso de la

microestructura y el material comienza a fluir.

Tabla 18. Concentraciones de los biomateriales estudiados en el

ensayo reoldgico.

0,5% Agarosa

1% Agarosa

1,5% Alginato - 1% Agarosa
3% Alginato - 1% Agarosa

AGAROSA

ALGINATO - AGAROSA

Los bloques de agarosa y alginato-agarosa de diferentes
concentraciones (tabla 18) se realizaron entre dos cristales, para
qgue la superficie de todo el hidrogel fuera homogénea. Para
poder medir los parametros (tabla 19), realizamos con un
troquel de 2,5 cm de didmetro circulos en el hidrogel y se
pusieron lijas de 60 (tamafo del grano), tanto encima como
debajo del hidrogel, para que este no resbalara al hacer las
medidas. Se realizé la medida de los mddulos 10 veces en cada

hidrogel.
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Tabla 19. Pardmetros utilizados en el estudio reoldgico.

Parametros de la reometria rotacional

Ensayo Amplitud de oscilacién
Temperatura 25°C

Frecuencia de oscilacion 1 Hz

Par de oscilacion 10-100 uN -m
Puntos por década 10

3.2.6. Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se hicieron de acuerdo con la
Norma UNE-EN ISO 10993-5 y para ello se prepararon los
constructos y, para generar los medios condicionados, se
incubaron con medios de cultivo tanto de condrocitos como de
células madre de pulpa dental (DMEM basal sin rojo fenol, a pH
7,4 y alfaMEM sin rojo fenol, a pH 7,4), durante 1,3y 7 dias a 37
°C en un agitador oscilante a 60 rpm. Se utilizé extracto de latex
(0,05 g/ml) como control positivo de citotoxicidad (CP), ya que el
latex no permite el crecimiento celular por su elevada toxicidad.
Como controles negativos (CN) se utilizaron medios de cultivo
sin rojo fenol. Ademds, se utilizaron como blanco los medios
condicionados con 3% alginato, 1% agarosa con CaClz, 3%

alginato con 1% agarosa y por ultimo 1% agarosa sin CaCl,.
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Las células utilizadas para el ensayo fueron condrocitos
primarios y hDPSCs, cultivadas en placas de cultivo de 96 pocillos
a una densidad de 10.000 células/pocillo para las hDPSCs y
15.000 células/pocillo para los condrocitos. A las 24 horas se
sustituyd el medio por 100 pl/pocillo de los medios
condicionados a valorar y 24 horas mas tarde se afiadieron 20 pl
(relacion 5:1) del reactivo de color amarillo conocido como MTS
o 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2(4-
sulfofenil)-2H tetrazolio, diluido en una solucién de un reactivo
de acople de electrones que confiere estabilidad al producto. Se
realizaron medidas de absorbancia a 490 nm en un
espectrofotébmetro Victor® de PerkinElmer tras 1h, 2h y 3h en
incubacién a 37 °C y en una atmodsfera de 5% de CO2, en
oscuridad. Este ensayo fue también utilizado para medir Ia
citotoxicidad de diferentes concentraciones de cloruro calcico
(CaCly) [0,625%, 1,25%, 2,5%, 5%, 10%] sobre los dos tipos
celulares para seleccionar la concentracién empleada en la

fabricacion de los constructos.

3.2.7. Aislamiento, cultivo y caracterizacion de

hDPSCs

Para la obtencion de hDPSCs se utilizaron terceros molares de
los que, tras seccionarlos transversalemente a nivel de la corona,

se extrajo la pulpa dental en condiciones de asepsia. Dichotejido
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seincubd con colagenasa tipo IV (6 mg/ml) y dispasa (8 mg/ml)
(166) durante 60-90 minutos en un incubador a 37 °C,
agitandose la suspension cada 15 minutos. Después se paso por
un filtro celular de 70 um de tamafo de poro (Corning cell-
strainer) recogiéndose el filtrado en un tubo Falcon de 50 ml,
lavando posteriormente el material depositado sobre el filtro
con 3 ml de medio de cultivo. El volumen final que se obtuvo se
centrifugd a 100 g, durante 10 minutos a 20 °C, obteniéndose un
sedimento de las células. Después se retird el sobrenadante y se
anadié 1 ml de medio de cultivo de hDPSCs, se resuspendié el
sedimento celulary se sembraron 100 plen pocillos de una placa
de 6 pocillos, afiadiendo 2 ml de medio por pocillo. También se
hicieron diluciones 1:10 y 1:100 siguiendo el mismo protocolo,

manteniendo todas las placas en incubador a 37 °C.

Las células obtenidas se subcultivaron en medio de
mantenimiento (sucomposicion sedetalla en elapartado 3.1.1.1
Medios). Se cambid el medio cada dos dias y se subcultivaron
cuando el cultivo alcanzé el 80% del estado de confluencia. Para
ellose realizd un tratamiento con Tripsina-EDTA: tras eliminar el
medio, se lavd la superficie celular con PBS y después se afiadid
Tripsina-EDTA (con un volumen que varia en funcién del
recipiente de siembra). Se incubd a 37 °C durante 3 minutos y se
inactivd con 4 veces mas de medio suplementado con 10% FBS

gue el volumen de tripsina utilizado. Con un contador celular
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(EVEcounter) se midid la cantidad de células vivas que habia por
mililitro en la suspension celular, mezclando la suspensién
celular con azul tripdn utilizando una relacion 1:1
volumen:volumen. A partir de este dato se calculé el volumen
gue se deberia emplear para obtener las células necesarias en
los diversos experimentos. En el casoen que las células se fuesen
a crioconservar, se resuspendieron en suero fetal bovino
conteniendo un 10% de DMSO, se alicuotaron en criotubos, se
congelaron gradualmente en un congelador de -80 °C
empleando un contenedor Mr Freezer y, tras al menos 24 h, se
mantuvieron almacenadas en la fase vapor de un tanque de

nitrégeno liquido.

La caracterizacion de las células obtenidas se realizé mediante
citometria de flujo, detectando los marcadores CD105, CD146,
CD29, CD31, CD44, CD45 y STRO-1(tabla 20). Para ello, se
levantaron las células con Acutasa, incubando las células a 37 °C
durante 6 minutos, para no dafar, o hacerlo minimamente, las
proteinas expuestas en la superficie celular. Se estimo la
concentracion celular mediante contaje con un hemocitémetro
(EVEcounter), se afadié PBS a la suspension celular y se
centrifugd a 4 °C y 150 g durante 10 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se afiadid PBS conteniendo albuimina de suero
bovino (Bovine Serum Albumin, BSA), 20 mg/ml, esterilizado por

filtracion (filtro de 0,22 um de tamafio de poro), de forma que
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en la suspensidn final hubo 1 millén de células por mililitro. Para
realizar las medidas previstas en el citdmetro se necesitaron
250.000 células. Las muestras fueron analizadas por el servicio
de citometria de la UCIM, utilizando uno de sus citdmetros de
flujo (citdmetro de flujo Gallios) y los anticuerpos, positivos o
negativos, de los marcadores seleccionados, asi como los
controles isotipicos de cada uno de ellos. Ademas, se realizd un
estudio de viabilidad celulary apoptosis empleando anexina Vy

yoduro de propidio.

Las células obtenidas y caracterizadas se cultivaron en medio de
proliferacién para su expansién. Ademas, en algunos
experimentos se cultivaron en presencia de medio de

diferenciacion con la finalidad de inducir el fenotipo condral.
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Tabla 20. Marcadores de superficie utilizados en la tesis (167,168).

Marcadores
de superficie

CD105

CD146

CD29

CD31

CDh44

CD45

STRO-1

Definicion

Conocida como endoglina, es una glucoproteina de membrana
homodimérica, asociada principalmente con el endotelio
vascular humano. La endoglina es un componente del
complejo receptor del factor de crecimiento transformante

beta (TGFB) y se une al TGFB-1

Proteina de adhesidn celular, claveen la actividad delas células
endoteliales vasculares y la angiogénesis. Marcador de células

madre mesenquimales

Integrina beta-1 o subunidad beta del receptor de fibronectina.
Es un miembro de la familia de las integrinas, proteinas

heterodiméricas compuestas por subunidades alfa y beta

Molécula de adhesion de células endoteliales y plaquetas
(PECAM-1), esta implicada en una gran parte de las uniones

intercelulares delas células endoteliales

Glucoproteina integral de la membrana celular, con un papel
en la activacion de los linfocitos mediante adhesidn de la

matriz y localizacién en los ganglios linfaticos

Glucoproteina de superficiedela membrana que seexpresa en
todas las células hematopoyéticas normales, exceptuando los

eritrocitos maduros

Proteina marcadora de MSCs
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3.2.8. Aislamiento y cultivo de condrocitos primarios

Los condrocitos utilizados en esta tesis se obtuvieron a partir de
fragmentos de cartilago articular rotuliano de donantes previo
consentimiento informado. Las muestras de cartilago se
disgregaron en fragmentos de 1-2 mm? utilizando instrumental
quirdrgico y se lavaron con DMEM estéril. Se digirieron
inicialmente con una solucion de hialuronidasa 0,5 mg/ml, 30
min en un bafio con agitacidon a 37 °C. Posteriormente se elimind
la solucién de hialuronidasa, continuando la digestién con una
solucion de 1 mg/ml de pronasa. Tras 60 min, se lavaron las
piezas de cartilago para finalizar la digestion con 0,5 mg/ml de
colagenasa-lA durante 12-18 h. Transcurrido este tiempo, se
filtré la suspensidon a través de un filtro celular de 70 um de
tamafio de poro (cell-strainer) y, tras centrifugar, se lavé el
sedimento con DMEM suplementado con un 10% de SFB,
depositdndose posteriormente en frascos de cultivo
conteniendo medio de proliferacion para condrocitos
(composicién en apartado 3.1.1.1 Medios); el medio se cambié

cada dos dias.

Los condrocitos asi obtenidos se expandieron en medio de
proliferacién y se subcultivaron utilizando el mismo protocolo
qgue en el caso de las hDPSCs. Las células asi expandidas se

criopreservaron en nitrogeno liquido o se utilizaron en los
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experimentos cultivadas con medio de proliferaciéon o de
diferenciacion. Todos los experimentos de la tesis se realizaron

entre los pases 2-6 de siembra de las células.

3.2.9. Encapsulacion de células en esferas de

alginato

Se levantaron las células que se deseaba encapsular con tripsina-
EDTA (ya sea condrocitos o hDPSCs) y se contaron las células con
un hemocitdometro. Se centrifugé a 1.500 rpm, 5 minutos a
temperatura ambiente, y se elimind el sobrenadante. Se
resuspendid el sedimento de forma homogénea, afiadiendo el
volumen de la solucién de alginato 3% necesario para que
hubiera 2 millones de células por ml de alginato. Se aspird la
suspension celular en alginato en una jeringuilla de 10 ml con

una aguja de 21-23 Gauge.

Trabajando en condiciones de asepsia, unfrasco de precipitados
que contenia la disolucién de polimerizaciéon (102 mM CaCl,) se
mantuvo sobre un agitador magnético a ~37 VC, manteniendo
una agitacion constante. Presionando levemente el émbolo de la
jeringa, situada a corta distancia de la superficie del liquido, se
expulsaron gotas que cayeron sobre la disoluciéon de CaCl. y

polimerizaron formando microesferas (162). Para que las esferas
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polimerizaran completamente se dejaron en agitacién en la

solucién de polimerizacién durante 10 minutos mas.

La disolucion de polimerizacién se filtré a través de un cell-
strainer de 70 um situado sobre un tubo Falcon de 50 ml para
recoger las esferas. Empleando una espatula se depositaron
varias de las esferas obtenidas en diferentes pocillos de una
placa de cultivo celular de 12 pocillos. Se realizdé un lavado con
NaCl 0,9% para eliminar los restos de cloruro calcicoyfinalmente
se ahadid en cada pocillo 1,5 ml de los medios correspondientes
a cada experimento. Las células encapsuladas se cultivaron en

medio de proliferacién o diferenciacién a 37 °C.

3.2.10. Encapsulacidon de células en cilindros de

alginato

En el casode los cilindros de alginato se utilizaron placas de 24
pocillos o camaras Millicel de 4 pocillos, segun las necesidades
del experimento. Se levantaron las células (ya sea condrocitos o
hDPSCs) con el tratamiento de tripsina-EDTA tal y como se
explicd en los apartados 3.2.7 y 3.2.8. Tras calcular con el
hemocitdmetro la densidad celular, se centrifugd la suspensién
celular a 1500 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente, y se

elimino el medio sobrenadante.
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El sedimento celular se resuspendié en la solucion de alginato
3% precalentada a 37 °C, a una densidad de 2 millones de células
por mililitro. Finalmente, sobre el soporte seleccionado y
siempre en condiciones de asepsia, se afiadido un 10% de CaCl;
del volumen final a cada pocillo, y sobre este se depositd
lentamente el alginato 3% con las células embebidas utilizando

pipeta de 1000 pl.

Para una correcta polimerizacion se dejé enfriar los constructos
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se afadieron a cada pocillo 750 pl del medio
correspondiente, incubando las placas durante los tiempos
establecidos a 37 °C y en una atmésfera de 5% CO», renovando

el medio cada 2-3 dias

3.2.11. Encapsulacion de células en constructos de

alginato/agarosa

En el caso del constructo que combina ambos biomateriales el
proceso tiene ligeras variaciones. De inicio se levantaron las
células con el tratamiento de tripsina-EDTA tal como se explicé
en el apartado 3.2.7 y 3.2.8. Tras contar el nimero de células
que se tenia en suspension, se realizaron los cdlculos del
volumen que se utilizd para construir constructos con alginato al

3 % y agarosa al 1%, preparados, tal como se especificé en el

132



MATERIALY METODOS

apartado de medios y reactivos. En este cdlculo se tuvo en
cuenta que el volumen final del constructo debia tener una
concentracion de 2 millones de células por mililitro de
constructo, y que la proporcién en la que se mezclaron los
biomateriales era 1:1. Por este motivo las dos soluciones se
prepararon al doble de concentracion, para que, al mezclarse a
partes iguales, se obtuviera la concentracion deseada para cada

polimero.

Después de realizar los cdlculos, se centrifugd a 1500 rpm, 5
minutos a temperatura ambiente, y se elimind el medio
sobrenadante. La suspension celular se resuspendié de forma

homogénea en el alginato al 6%, previamente precalentado a 37

°C. Se anadié un 10% de CaCl, del volumen final a cada pocillo.

Para poder utilizar la agarosa al 2% se necesité calentar en un
microondas y posteriormente se dejé en un bafio de agua a 37
°C para que las células no se dafiaran al fabricar el constructo. La
agarosa al 2%, liquida y atemperada a 37 °C, se mezclé con el
mismo volumen de alginato 6% con células, se homogenizo vy se

depositd sobre el CaCl;afladido en cada pocillo.

Para conseguir una buena polimerizacion de los dos
biomateriales, primero se dejé los constructos 30 minutos a
temperatura ambiente, facilitando que el CaCl; actuase sobre el

alginato, y después se bajé la temperatura de la agarosa, para
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que solidificara a 4 °C, introduciendo los constructos 30 minutos
en una nevera. En funcion del soporte utilizado para Ila
fabricacion de los constructos (Millicell de 4 u 8 pocillos y placas
de 24 pocillos) varié tanto el volumen del constructo como el

volumen de medio de cultivo.

3.2.12. Modelo de experimentacion animal en

lagomorfo

Todos los procedimientos experimentales realizados con
animales fueron aprobados por el comité ético de
experimentacion animal de la Universitat de Valéncia (niUmero
de referencia: 2019/VSC/PEA/0147). Los animales se
anestesiaron con 15 mg/kg ketamina y una inyeccion
intramuscular de 0,1 mg/kg medetomidina. Se prepararon los
conejos lavando la zona de la intervencion, afeitandola vy
desinfectandola. Después se realizd una anestesia general
utilizando 4% de isofluorano mediante mascara y se mantuvo la
administracion de 1,5% isofluorano con Oz (2 I/min). Antes de
empezar la intervencion y una vez ya estaban los conejos en el
quiréfano, se esterilizé con solucién de yodo la zona de la
operaciéon y las partes no estériles se cubrieron con una
cobertura estéril. Se operd en todo momento en condiciones de

asepsia.
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La intervencién quirdrgica fue una artrotomia en las rodillas de
los conejos mediante una incisidn parapatelar longitudinal. Se
realizé una incisidn en la capsula medial y la patela se dislocé
lateralmente. Con un escalpelo de metal se hizo una incision de
3 mm de didmetro y 1 mm de profundidad en la cara central
articular de la ranura troclear femoral para poder extraer el
cartilagoarticular através de esta. La incisionse limpid y enjuago
con solucion salina estéril y se introdujo el constructo en el
defecto, alinedndolo con la superficie articular. Se dejo fluir la
sangre dentro de los andamios, que se mantuvieron en su sitio
mediante el reposicionamiento de la rétula en el surco troclear
del fémur. El procedimiento fue el mismo para los tres grupos
experimentales, constructo de alginato al 3% con condrocitos,
con hDPSCs o solamente constructo. La artrotomia vy la piel se
suturaron con puntos de sutura continuos con cubiertas de vicryl
4/0. Tras retirar la anestesia los animales regresaron asus jaulas.
El postoperatorio fue, al finalizar la cirugia, una inyeccién de
gentamicina a 3 mg/kg, y una inyeccion intramuscular de 3
mg/kg Dexketoprofeno una vez al dia durante 3 dias. Los conejos

se sacrificaron a los 3 meses de la intervencion.
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3.2.13. Técnicas  histoquimicas realizadas en

constructos de alginato/agarosa

Los constructos con células cultivadas (figura 9) se fijaron
durante 4 horas en la solucion fijadora descrita en el apartado
3.1.1.2 de material y métodos. Las muestras se lavaron durante
una noche en una disolucién de cacodilato sédico 100 mM y
BaCl2 50 mM a pH 7,4. Al dia siguiente, para la deshidratacién de
los constructos se utilizaron una serie de disoluciones de
concentracion creciente de etanol, 70%, 90%, 90%, 90%, 100%,
100%, 100% (15 minutos en cada una), tras lo cual se procedié a
lainclusién de las muestras en una mezcla del 50% de la parafina
wax con etanol puro durante toda la noche en estufa a 37 °C. Al
dia siguiente se sumergieron las muestras durante 1 hora en
parafina wax pura a 37 °C, paso que se repitié para eliminar los
restos de alcohol. Finalmente se realizaron los bloques con la
parafina wax (figura 9), que se dejaron solidificar a temperatura
ambiente durante un dia en presencia de silicagel, para desecar

los bloques.
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Figura 9. Técnica histolégica manual. En el caso de los constructos se
realizd un procesado manual, eliminando el medio de cultivo de los
constructos, desmontando las camaras Millicel (paneles A y B),
separando las muestras en sus casetes y rotulandolos (panel C),
pasando por todos los pasos de fijacion e inclusidén manual (panel D)
hasta llegaral montaje de los bloques con la parafina wax (panelesEy

F).

Para el analisis histoldgico de los constructos se congelaron los
bloques y se realizaron secciones de 5 um con un microtomo
Leica RM2245. Se debid tener especial cuidado al poner los
cortes en agua, ya que la parafina utilizada es de bajo punto de

fusioén (37 °C), lo que dificulta la manipulacién de las muestras.

Previamente a las tinciones se desparafind las muestras con 3

pases sucesivos por con xilol (durante 3 minutos cada uno) y se
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hidrataron los cortes utilizando alcoholes de concentracidn
decreciente: 3 pases poretanol 100%, etanol 70%, etanol 50% y
agua, manteniendo las muestras 3 minutos en cada cubeta. Se

realizaron las siguientes tinciones:

e Tincién Hematoxilina-Eosina
Tras la desparafinacion e hidrataciéon se sumergiéd en
Hematoxilina durante 50 segundos y se aclar6 con agua
corriente 3 minutos. Después, setifieron las muestras con Eosina
3 minutos, tras lo cual se procedié a la deshidratacion de las
mismas con alcoholes de concentracién creciente y, tras el paso

por el xilol, se procedié al montaje de las muestras.

e Tincidn rojo sirio
En esta tincion se realizaron los mismos pasos de
desparafinacién e hidratacién, pero tras los 3 minutos en agua
se tifieron los cortes con rojo sirio durante 45 minutos, tras lo
cual se pasé directamente al etanol 100% durante 5 minutos,

para acabar en xilol y poder montar los cubreobjetos.

Todas las tinciones se analizaron con un microscopio éptico (DM
4000B; Leica) y se realizaron fotografias utilizando la camara

Leica DFC 420, a 4x, 10x, 20x, 40x y 63x aumentos.
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3.2.14. Técnicas histoquimicas realizadas en el
modelo de experimentacion animal

desarrollado en rodilla de conejo

Una vez se sacrificaron los conejos, las rodillas fueron lavadas
con PBS y fijadas 5 dias en 4% formaldehido a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, y tras lavarlas con PBS, se
descalcificaron en OSTEOSOFT durante 5 semanas a
temperatura ambiente. Tras este tiempo se cortaron las rodillas
por el centro de la lesién, cuyo didmetro media
aproximadamente 3 mm, y cada mitad se pasé por separado por
la procesadora Leica TP1020 e inmediatamente después se
montaron los bloques con parafina. Los bloques se congelaron a
-20 °Cy se realizaron secciones de 5 um con el microtomo Leica

RM2245, conservandose posteriormente a 37 °C.

Antes de tenir los cortes, se incubaron durante una hora a 60 °C
para posteriormente desparafinarlos e hidratarlos segun hemos

descrito anteriormente y teiirlos con hematoxilina eosina.
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3.2.15. Determinacion  inmunohistoquimica de
colageno tipo Il en modelo experimental de

conejo

La inmunohistoquimica se realizé sobre las muestras de rodilla
de conejo fijadas y preparadas tal y como se describe en el
apartado 3.2.14 utilizando portaobjetos especificos para
inmunohistoquimica, que secaracterizan por permitir una mejor
adhesion del tejido al cristal. Una vez desparafinadas e
hidratadas las muestras se procediéo al desenmascaramiento
antigénico, que se llevd a cabo enzimaticamente, mediante

incubacidn con proteinasa K durante 10 minutos.

Se trataron los cortes con 0,3% H20>y 10% de suero de caballo
para bloquear la peroxidasa enddgena y las uniones
inespecificas, respectivamente. Se utilizaron anticuerpos
especificos de ratén para el colageno tipo Il humano, con una
incubacién en camara humeda durante 16 horas. Tras tres
lavados con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo, se realizd
laincubacién durante 2 horas con el anticuerpo secundario (goat
anti-mouse IgG-HRP) a una dilucién 1:250, tras lo cual se eliminé
el exceso de reactivo mediante lavados con PBS.
Posteriormente, se utilizd el sustrato 3,3'-diaminobenzidina
como cromégeno de acuerdo con las instrucciones del

fabricante, marcando con una tincién marrén los lugares donde
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se habia producido las uniones de los anticuerpos. Finalmente se
contrastd con hematoxilina de Mayer y se deshidraté con
alcoholes de graduaciones crecientes, para finalmente pasar por
xiloly montar los portaobjetos con el cubreobjetos y el medio de

montaje.

3.2.16. Determinacion de la expresion de colageno
tipo I, Il 'y agrecano mediante
inmunofluorescencia y tincion fluorescente

de actina en cultivos 2D

Se utilizaron cultivos en monocapa tanto de hDPSCs como de
condrocitos humanos, cultivados en camaras de cultivo de
cuatro pocillos Milicell. Tras el tiempo establecido de cultivo se
realizaron tres lavados de las células con PBS y se fijaron con
formol 4% durante 10 minutos. Tras la fijacion se lavaron
repetidas veces con PBS y se incubaron con Triton 100X al 0,1%
durante 5 minutos. Tras lavar de nuevo con PBS, se procedio a la
incubacion durante 25 min con una solucién de BSA 1% en PBS

para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos.

Las diluciones de los anticuerpos primarios se realizaron en
diluyente Envision. Para colageno tipo | y agrecano, la dilucidon
Optima fue de 1:100, mientras que para colageno tipo Il fue de

1:500. Respecto al disefio experimental de los cuatro pocillos de
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cada placa, el primero se utiliz6 como control de anticuerpo y de
morfologia. El segundo pocillo se utilizd para determinar Ila
expresion de coldgeno tipo |, el tercero para coldgenotipo Il y el
cuarto para agrecano. Ademas se utilizd en cada uno de los
pocillos faloidina conjugada con rodamina, a fin de estudiar la
morfologia celular. La metodologia utilizada para esto ultimo se
detalla mas adelante. Las muestras se incubaron toda la noche
en oscuridad, a 4 °C (nevera) y en camara humeda para evitar

gue se desecaran las muestras.

Tras la incubacidn, se lavaron los pocillos con PBS tres veces y se
prepararon los anticuerpos secundarios unidos al fluoréforo.
Para colageno tipo | y Il se utilizé un anticuerpo secundario
monoclonal anti-ratén unido a FITC. En el caso del agrecano se
utiliz6 un anticuerpo secundario policlonal anti-conejo
conjugado con FITC. Ambos anticuerpos se utilizaron diluidos

1:200.

La tincidon fluorescente del citoesqueleto se realizdé como ya
hemos comentado con faloidina conjugada con rodamina. Las
muestras se incubaron durante 45 minutos en oscuridad y a
temperatura ambiente con faloidina-rodamina diluida 1:40 en

PBS.

Finalmente se lavaron con PBS los pocillos dos veces y se

cubrieron los portaobjetos con medio de montaje, que contiene
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DAPI para teiiir los nucleos de las células, sellando los portas con

laca de uiias.

Las imagenes de fluorescencia se captaron con el microscopio de

fluorescencia Leica DM2500.

3.2.17. Determinacidon de la expresiéon de colageno
tipo I, Iy agrecano mediante
inmunofluorescencia y tincion fluorescente

de actina en cultivos 3D

Para el ensayo en tres dimensiones se fabricaron constructos de
alginato 3% / agarosa 1% cultivados con células en cdmaras de 8
pocillos Millicel. Transcurrido el tiempo de cultivo establecido,
se lavaron los constructos con PBS varias veces y se fijaron con
formol 4% durante 20 minutos. Después de la fijacion, se lavd
dos veces con PBS y se incubd con Triton 100X al 0,1% durante 5

minutos y de nuevo se volvieron a realizar lavados con PBS.

El bloqueo de las uniones inespecificas y la incubacion con
anticuerpos primarios y secundarios o con faloidina-rodamina se
realizé igual que en el apartado anterior, con la diferencia de la
tincion con DAPI, puesto que se necesitd incubar el DAPI junto
con los anticuerpos secundarios durante las dos horas de

incubacidén de los mismos. Concluido el protocolo experimental,
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serealizaron dos lavados con PBS y se montaron los portaobjetos
con un fragmento de constructo y medio de montaje. Se dejé
caer el cubreobjetos sobre la muestra y se ejercid una leve
presién para comprimir el constructo, empleandose también

laca de ufas para sellar el conjunto.

Las imagenes de fluorescencia se captaron con el microscopio de

fluorescencia Leica DM2500 o con el microscopio confocal

Olympus FV1000.

3.2.18. Extraccion de RNA total de cultivos 2D

Las células se resuspendieron en 500 pl de reactivo TriZol. Se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y se afadieron
100 ul de cloroformo. Se agitaron las muestras enérgicamente y
se dejaron reposar 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron
15 minutos a 12000 g a una temperatura de 4 °C, de forma que
se separaron tres fases, la fase organica, la interfase y la fase
acuosa, donde se encuentran los acidos nucleicos (DNA y RNA).
Se recogid la fase acuosa para continuar la extraccidon y la fase
organica se almacené a -80 °C para futuros posibles ensayos. Se
afiadié 1 ug de glucégeno (10 pg/ul) y 250 ul de isopropanol, se
homogenizé bien y se incubd 15 minutos a temperatura
ambiente, tras lo cual seincubaron 15 minutos en un congelador

a -80 °C. El precipitado se recogié mediante centrifugacion a
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12000 g durante 10 minutos a 4 °C, eliminandose el
sobrenadante. Se hicieron dos lavados con 500 ul de etanol al
75%, centrifugando 5 minutos a 7500 g y 4 °C. Tras los dos
lavados y centrifugaciones se incubd en termobloque a 40 °C
para evaporar el etanol durante 15 minutos. El RNA obtenido se
resuspendid utilizando 30 pl de agua libre de RNAsas. Ademas,
las muestras seincubaron 2-3 minutos a 65 °Ccon lafinalidad de
disolver completamente el RNA. La concentracién de RNA
obtenida se evalué mediante espectrofotometria utilizando un
microespectrofotometro NanoDrop. La concentracién del RNAse
valord mediante absorbancia a 260 nmy, como estimativo de la
pureza de este, se utilizd la relacidon de la absorcion a 260/280
nm. Unicamente se utilizaron aquellas muestras con un cociente

de pureza mayor de 1,8.

3.2.19. Extraccion de RNA total a partir de células
encapsuladas en constructos de

alginato/agarosa

Debido a la dificultad que suponia extraer los dcidos nucleicos
del constructo, a causa de la presencia de agarosa, se tuvo que
realizar una extraccién basandonos en las conclusiones extraidas
por Ogura et al. (169), que indican que la mejor técnica de
extraccion fue una combinacion del protocolo de TRIzol junto

con el RNeasy Plant Mini Kit de Qiagen.
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Para la extraccion del RNA de las células contenidas en los
constructos de alginato-agarosa, las muestras se congelaron a -
80 °C. Después se incubaron con 500 pl de TRIzol durante 5
minutos, tras lo cual se afiadieron 250 ul de etanol absoluto,

incubandose durante 5 minutos.

En este punto se empezd el protocolo del RNeasy Plant Mini Kit.
Se transfirié el lisado a una columna QlAshredder y se centrifugé
durante dos minutos a 12000 rpm. Mediante el empleo de esta
columna se elimind la parte gelatinosa del hidrogel. Se pasé el
sobrenadante a otro microtubo, con cuidado de no levantar el
sedimento. Se afiadieron 500 pl de etanol absolutoy se transfirié
la muestra alasegunda columna, RNeasy Mini spin, se centrifugd
15 segundos a 12000 rpm y se elimind el sobrenadante. Tal y
como indica el protocolo, se pasaron 500 pldel tampdn RW1 por
la columna y se centrifugd 15 segundos a 12000 rpm. De nuevo
se elimind el sobrenadante y se afadieron 500 ul del tampdn
RPE, para volver a centrifugar 15 segundos a 12000 rpm. Por
ultimo, se hizo un nuevo lavado con 500 ul de tampdén RPE y se
centrifugd 2 minutos a 12000 rpm. Para eluir el RNA de la
columna se centrifugd 1 minuto a maxima velocidad tras afadir
30 pl de agua libre de RNAsas. La valoracion de la concentracion
y pureza de las extracciones se realizé igual que en apartado

anterior.

146



MATERIALY METODOS

3.2.20. Sintesis de cDNA

Para sintetizar cDONA monocatenario a partir del RNA total
extraido de nuestras muestras se utilizé el kit de High Capacity
cDNA Reverse Transcription with RNase Inhibitor de
Thermofisher Scientific a partir de 250 ng del RNA total; se
prepard la master mix a una concentraciéon 2x incluyendo el
tampon, dNTPs, cebadores random, MultiScribe™ Reverse
Transcriptase, inhibidor de RNasa y agua libre de RNasas. A la
solucidon master mix 2x preparada se le afiadid el RNA extraido
para obtener una concentracion 1x al mezclarlo. Después se
introdujo en un termociclador (termociclador ProFlex PCR
System, Thermo Fisher Scientific, Lituania) y la muestra se
sometid a los tratamientos especificados en el programa de PCR

gue se muestra en la figura 10.

Step 1 Step 2 Step3 | Step 4

Temperaturs (*C) 25 a7 85 4

Time 10 min 120 min £ min 0o

Figura 10. Programa utilizado para la PCR.
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3.2.21. Preamplificacion del cDNA

En el caso de las extracciones de RNA a partir de células
encapsuladas en constructos de alginato/agarosa, la
concentracién del mismo no era suficientemente alta como para
realizar una real time RT-PCR convencional. Por ese motivo
decidimos preamplificar el cDNA sintetizado a partir de dichas
extracciones. Para ello preparamos una mezcla de los cebadores
que queriamos analizar con posterioridad diluidos 1/20.
Utilizamos la preamplification master mix de Invitrogen. La
mezcla de reaccion incluyé 1xde la master mix, 0,05x de cada
uno de los oligonucleédtidos incluidos en el analisisy 2,5 ng del
cDNA, sintetizado tal y como se describe en el apartado anterior.
Se realizd entonces la reaccion de preamplificacion consistente
en un primer ciclode 10 minutos a 95 °C, 10 ciclos consistentes
en un ciclode desnaturalizacién a 95 °C durante 15 segundos y
un ciclo de anillamiento/extension a 60 °C durante 4 minutos, y
un ultimo paso de inactivacidon enzimatica a 99 °C durante 10

minutos. Las muestras asi preamplificadas se diluyeron 1:5 veces

en agua libre de RNasas para su andlisis mediante real time PCR.
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3.2.22. Real time qPCR

Una vez sintetizado el cDNA analizamos la expresion relativa de
los genes a evaluar. Para ello realizamos una seleccion de
aquellos genes mas relevantes en el proceso de diferenciacion
condrogénica. Los detalles relativos a los mismos se recogen en
la tabla 21. Para la real time PCR utilizamos TagMan Gene
Expression Assays y 2x TagMan®Gene Expression Master Mix,
ambas de ThermoFisher Scientific. Se prepard sobre una placa
de 384 pocillos (placa Multiply PCR certificate 40 ul, con falddn,
384R), que se selld con una lamina de sellado estandar de PCRy
gPCR. Las reacciones de RT-PCR se realizaron en un
termociclador a tiempo real QuantStudio 5. Como estdndar
interno se utilizaron el gen GAPDH y el gen 18S ribosomal, y los
calculos de expresion relativa se realizaron utilizando el método

semicomparativo AACt.
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(O

Tabla 21. Genes estudiados en los diferentes ensayos de biologia

molecular (170).

Gen

ACAN
(Agrecano)

ACTB Y B-ACT
(Actina Beta y
Beta-Actina)

COL10A1
(Cadena 1alfa
del colageno

de tipo X)

COL1A1
(Cadena 1alfa
del coldgeno

de tipo 1)

COL2A1
(Cadena 1alfa
del coldgeno

de tipo Il)

Descripcion

Miembro de la familia de
proteoglicanos agrecano /
versicano.

las seis
actina

Codifica una de
proteinas de
diferentes. Son proteinas
altamente conservadas, y

existe tanto en forma
monomérica (G-actina)
como polimérica  (F-
actina).

Codifica la cadena alfa del
coladgeno tipo X; es un
homotrimero de cadena
corta.

Codifica lacadena pro-alfa-
1 del coldgeno tipo | cuya
triple hélice comprende
dos cadenas alfa-1y una
cadena alfa-2.

Codifica la cadena alfa-1
del colageno tipo Il, un
colageno fibrilar que se
encuentra en el cartilago y
en el humor vitreo del ojo.
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Funcion

Es componente de MEC del
cartilago, cuya funcidén es
resistir la compresiéon en el
cartilago.

Involucradas en la movilidad
celular, la estructura, la
integridad y la sefalizacion
intercelular. Polimeriza para
producir  filamentos que
formanredes en el citoplasma
de las células.

Es un producto de los
condrocitos hipertréficosy se
ha localizado en zonas de
presunta mineralizacién de
cartilago hialino.

Es un colageno formador de
fibrillas y se encuentra en la
mayoria de los tejidos
conectivos, siendo
abundante, entre otros, en
hueso, cérnea, dermis vy
tendédn.

Es especifico de los tejidos
cartilaginosos vy resulta
esencial para el desarrollo
embrionario normal  del
esqueleto, para su
crecimiento 'y para la
capacidad del cartilago para
resistir las fuerzas
compresivas.



HIF1A
(Subunidad
alfa del factor
1inducible
por hipoxia)

MMP1
(Metalopepti
dasa ldela

matriz)

MMP13
(Metalopepti
dasa 13 dela

matriz)

Este gen codifica la
subunidad alfa del factor 1
de transcripcion inducible
por hipoxia, que es un
heterodimero compuesto
por una subunidad alfa y
una beta.

Codifica un miembro de la
familia de las
metaloproteinasas de
matriz (MMP).

Este gen codifica un
miembro de la familia las
metaloproteinasas de
matriz (MMP). Puede estar
involucrado en el recambio
del cartilago articulary en
la fisiopatologia del
cartilago asociada con la
osteoartritis.
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Funciona como un regulador
transcripcional principal de la
respuesta adaptativa a |la

hipoxia. En condiciones
hipdxicas, activa la
transcripcion de mds de 40
genes, cuyos  productos
proteicos aumentan el
suministro de oxigeno o
facilitan la adaptacion

metabdlica a la hipoxia.
Escinde los colagenos de los
tipos I, I y Il en un sitio en el
dominio helicoidal. También
escindecolagenos de los tipos
VIl 'y X. Participa en la
descomposicidnde la MEC en
los procesos fisioldgicos
normales, como el desarrollo
embrionario, la reproduccion
y la remodelacién de tejidos,
asi como en procesos de
enfermedades como la artritis
y la metastasis.

Degradacién de proteinas de
MEC, como colageno fibrilar,
fibronectina, y agrecano.
Hidroliza colagenos
helicoidales triples, como los
coldgenos tipo I, Il y 1Il, pero
tiene la actividad mas altacon
el colageno tipo Il soluble
También puede degradar los
colagenos tipo IV, tipo XIV y
tipo X. Puede funcionar
activando o degradando
proteinas reguladoras como
TGFB1. Desempefia un papel
en la cicatrizacion de heridas,
la remodelacion de tejidos, la
degradacion del cartilago, el
desarrollo y mineralizacion
6sea y la osificacidn.
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MMP2
(Metalopepti
dasa 2 dela

matriz)

PPARGC1
(Peroxisome
Proliferator-

Activated

Receptor
Gamma
Coactivator 1-
Alpha)

RUNX1
(Factor de
transcripcién
RUNX1)

SOX5
(SRY-Box 5)

Miembro de la familia de
metaloproteinasa de
matriz (MMP), son enzimas
dependientes de zinc que
dividen los componentes
de la MEC y las moléculas
involucradas en la
transduccion desefiales. La
proteina codificada es una
gelatinasa A, colagenasa
tipo v, con tres
repeticiones de
fibronectina tipo Il en su
sitio catalitico,
permitiendo la unién de
coldgeno tipo IV y V
desnaturalizado y la
elastina.

Es un coactivador
transcripcional que regula
los genes involucrados en
el metabolismo
energético. Esta proteina
interactua con
PPARgamma, permitiendo
su interaccion con
multiples factores de
transcripcion. Proporciona
un vinculo directo entre los
estimulos fisiologicos
externos y laregulacidnde
la biogénesis mitocondrial.
Es un factor de
transcripcion
heterodimérico que se une
al elemento central de
muchos potenciadores y
promotores.

Codifica a un miembro de
la familia SOX (caja de
HMG relacionada con SRY)
de factores de
transcripcion involucrados
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Metaloproteinasa ubicua que

participa en diversas
funciones, como la
remodelacion de la

vasculatura, la angiogénesis,
la reparacién de tejidos, la
invasion tumoral, la
inflamaciény la rotura de la
placa aterosclerdtica. Ademas
de degradar las proteinas de
la MEC, también puede actuar
sobre varias proteinas que no
son de matriz.

Coactivador transcripcional
para receptores de esteroides
y  receptores nucleares.
También puede estar
involucradaen el control de la
presion arterial, la regulacion
de la homeostasis del
colesterol celular y el
desarrollo de la obesidad, la
integracion de los ritmos
circadianosy el metabolismo
energético.

Esencial para el desarrollo de
una hematopoyesis normal.
Participa en el compromiso de
linaje de precursores de
células Tinmaduras.

Se une especificamente a la
secuencia de DNA 5'-AACAAT-
3'. Activa la transcripcion de
COL2A1 in vitro. La proteina



SOX6
(SRY-Box 6)

SOX9
(SRY-Box 9)

SPARC
(Proteina
secretada
acidayricaen
cisteina)

TIMP1
(inhibidor de
metalopeptid

asa 1)

en la regulacién de
desarrollo embrionario y
en la determinacién de
destino celular.

Este gen codifica un
miembro de la subfamilia D
de los factores de
transcripcion relacionados
conlaregidon determinante
del sexo que se
caracterizan  por un
dominio conservado de
unién al DNA denominado
cuadro de grupo de alta
movilidad y por su
capacidad para unirse al
surco menor del DNA.

La proteina codificada por
este gen reconoce la
secuencia CCTTGAG junto
con otros miembros de las
proteinas de union al DNA
de la clase HMG-box.
Codifica una proteina
asociadaa la matriz acida
rica encisteina. La proteina
codificada es necesaria
para que el colageno en €
hueso se calcifique.

Pertenece a la familia de
genes TIMP. Las proteinas
codificadas por esta familia
de genes son inhibidores
naturales de las
metaloproteinasas de la
matriz (MMP). Ademas de
inhibir lamayoria de MMP,
es capaz de promover la
proliferacién celular en
muchos tipos de células, y
también puede tener una
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codificada puede desempefiar
un papel en la condrogénesis.

Activador transcripcional que
se requiere para el desarrollo
normal del SNC, la
condrogénesis V% el
mantenimiento de las células
musculares  cardiacas vy
esqueléticas. Juega un pape
clave en varios procesos de
desarrollo, incluida la
neurogénesis y la formacion
de esqueletos.

Regulador transcripcional que
desempeiia un papel en la
diferenciacién de condrocitos
y el desarrollo esquelético. Se
une al promotor COL2Al1 vy
activa la expresion COL2A1.
Parece regular el crecimiento
celular a través de |las
interacciones con la matriz
extracelular y las citoquinas.
Se une al calcioy al cobre,
varios tipos de colageno,
albumina, trombospondina y
membranas celulares.
Inhibidor de MMP que
funciona formando complejos
uno a uno con
metaloproteinasas diana, las
inactiva de forma irreversible
al unirse a su cofactor
catalitico de zinc. Actua en

MMP1, MMP2, MMP3,
MMP7, MMPS, MMP9,
MMP10, MMP11, MMP12,
MMP13 y MMP16. No actua
sobre MMP14. También
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VEGFA
(Factor de
crecimiento
endotelial
vascular A)

18S
ribosomal

GAPDH
(Gliceraldehid
o-3-fosfato
deshidrogena
sa

funcidn antiapoptética. Su
transcripcion es altamente
inducible en respuesta a
muchas citoquinas vy
hormonas.

Este gen es un miembro de
la familia de factores de
crecimiento VEGF. Codifica
una proteina de unidn a
heparina, que existe como
un homodimero unido a
disulfuro.

Es una parte del RNA
ribosomal. Es el RNA
estructural de la
componente pequefia de
los ribosomas
citoplasmicos eucariéticos,
y uno de los componentes
basicos detodas las células
eucariotas.

Codifica un miembro de la
familia de proteinas
gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa. Su
proteina tiene capacidad
para realizar funciones
mecanicamente distintas.
El producto de este gen
cataliza una importante
etapa de produccion de
energia en el metabolismo
de los carbohidratos, la
fosforilacion oxidativa
reversible del
gliceraldehido-3-fosfato.
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funciona como factor de
crecimiento que regula la
diferenciacién celular, la
migracién y la muerte celular
y activa las cascadas de
sefializacion celular.

Factor de crecimiento activo
en angiogénesis,
vasculogénesis y crecimiento
de células  endoteliales.
Promueve la migracién
celular, inhibe la apoptosis e
induce la permeabilizacion de
los vasos sanguineos.

Los datos de secuencia de
estos genes se utilizan en el
analisis molecular  para
reconstruir la historia
evolutiva de los organismos.
También es un marcador
importante para la reaccién
en cadena de la polimerasa
(PCR) al azar en la deteccion
de la biodiversidad ambiental.

Desempefia un papel
importante en la glucdlisiy
participa en eventos
nucleares como la

transcripcion, transporte de
RNA, replicacion de DNA vy
apoptosis. Modula la
organizacion y montaje del
citoesqueleto. Facilita las
asociaciones de microtibulos
y membranas. Ademas, esta
proteina contiene un péptido
que tiene actividad
antimicrobiana contra E. coli,
P.aeruginosa y C. albicans.
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4.1. Disefioy fabricacion de constructos de alginato

Nuestro primer objetivo en esta tesis fue establecer el método y
las concentraciones del biomaterial elegido para fabricar los
constructos. Inicialmente, el biomaterial seleccionado fue el
alginato a concentraciones de 1,5% a 3%. Para la polimerizacién
del mismo se utilizaron concentraciones de CaCl; de 102 mM,
150 mM y 200 mM. Durante las pruebas iniciales pudimos
observar que con el alginato al 1,5% polimerizado en cualquiera
de las concentraciones de CaCl;, las esferas fueron
completamente amorfas. En cambio, para el alginato al 3% las
esferas formadas fueron mds homogéneas y redondeadas con el
aumento de la concentracion de CaCl; (figura 11, paneles k-fi).
Para su fabricacion se utilizaron diferentes elementos, como son
una jeringuilla de 10 ml, pipetas Pasteur de plastico, pipetas
Pasteur de cristal, jeringuilla de 10 ml con aguja de 21G y pipeta
con puntas de 200 ply, tal y como se puede observar en la figura
11, el tamafio de las esferas se veia afectado por el elemento
utilizado, siendo las esferas mas grandes las obtenidas con
jeringuilla y pipeta Pasteur de plastico, y las mas pequefias las
realizadas con la pipeta de 200 ul y la jeringuilla con aguja de
21G. Ademas, se podia ver una mejora en la consistencia de las

esferas conforme se aumentaba la concentracion de CaCl,.
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Pipeta Pasteur Jeringuilla + Pipeta + punta
cristal aguja 21G de 200 Wl

Figura 11. Morfologia de esferas de alginato 3%. Se construyeron
esferas de alginato al 3% utilizando jeringtuilla (paneles a, f, k), pipetas
Pasteurde plastico (panelesb, g, |), pipetas Pasteur de cristal (paneles
¢, h, m), jeringuilla con aguja de 21G (panelesd, i, n) y pipetacon
puntas de 200 pl (paneles e, j, fi). Se ensayaron tres concentraciones
de CaCl,; 102 mM (paneles a-e), 150 mM (paneles f-j) y 200 mM

(paneles k-ii). Las fotografias se realizaron con la lupa SZM-T.

Dado que el manejo de las esferas de alginato resultaba dificil en
la practica, se fabricaron constructos de alginato 3% con un
diseno en formato cilindro. En este caso, se utilizaron dos
concentraciones de CaClz: 200 y 500 mM, y se observd que la

consistencia del constructo a la media hora de polimerizar junto
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con el CaCl; fue mucho mas alta y homogénea que la observada
en las esferas. Ademas, la fabricacion del constructo en formato
cilindro resultdé mucho mas sencilla que en el formato esférico,
no encontrandose diferencias apreciables con relaciéon a la
morfologia o a la consistencia entre las dos concentraciones de

CaCl; utilizadas, tal y como se observa en la figura 12.

Alginato 3% Alginato 3%
+ 200 mM CacCl2 + 500 mM CaClz

Figura 12. Morfologia de cilindros de alginato 3% polimerizados con
distintas concentraciones de CaCl,. Se elaboraron en placas de
cultivos de 24 pocillos con 2 ml de solucidon de alginato 3%
precalentadaa37 °Cque se adiciond sobre unvolumen de un 10% del

volumen final del constructo de CaCl,. Las concentraciones de Ca(Cl,
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utilizadas fueron 200 mM (paneles A, C) y 500 mM (paneles B, D). Se

muestran imdagenes representativas de los constructos generados.

4.2. Aislamiento y caracterizacion de condrocitos

primarios y de hDPSCs

Antes de proceder a cultivar el alginato junto con los dos tipos
celulares, se realizd la puesta a punto del cultivo y del proceso
de diferenciacién condrogénica, ademas de la caracterizacién de
las células madre de pulpa dental (hDPSCs) mediante citometria

de flujo.

Inicialmente se caracterizaron las hDPSCs utilizando anticuerpos
de superficie mediante citometria de flujo (en la tabla 22 se
muestra la media y la desviacién estandar de una n de 5
experimentos expresado en porcentaje) para los anticuerpos de
superficie CD29, CD146, CD105, STRO-1, CD44, CD45 y CD31. Al
igual que otros autores, encontramos diferencias en la presencia
del marcador STRO-1, lo que explica la elevada desviacion
estandar para la positividad del mismo, ya que se muestra en las
células madre de pulpa dental algunas veces como positivo y

otras como negativo.

Las células aisladas a partir de pulpa dental fueron positivas para
CD29, CD146, CD105, CD44 y STRO-1, y negativas para CD45 y
CD31.
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Tabla 22. Resultados de la citometria de flujo para hDPSCs. Mediay
desviacion estandar de cada uno de los anticuerpos de superficie

estudiados en las hDPSCs para una n de 5 experimentos.

Anticuerbosde | o) | s
CD29+ 89,40 10,70
CD146+ 82,55 12,98
CD105+ 62,61 19,36
STRO -1+ 45,37 48,65
CD44+ 92,36 6,39
CD45+ 3,98 2,80
CD31+ 1,22 1,58

Con respecto a la viabilidad de las células aisladas, los
experimentos de citometria de flujo con anexina y ioduro de
propidio indicaron una viabilidad superior al 80% y una apoptosis

y necrosis celular minimas (tabla 23).

Tabla 23. Resultados del estudio de viabilidad y apoptosis de células
hDPSCs. Media y desviacién estandar del ensayo de viabilidad con

Anexina-IP para una n de 5 experimentos.

Ensayo Anexina — IP Media (%) DS
Vivas 82,77 11,73
Apoptosis temprana 7,17 7,51
Apoptosis tardia 7,30 5,57
Necrosis 2,76 1,62
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Tanto los condrocitos como las hDPSCs aisladas y cultivadas en
medio de proliferaciéon mostraron una morfologia fusiforme,
caracteristica de células indiferenciadas. El cultivo en medio de
inducciéon  condrogénica indujo cambios  morfolégicos
apreciables en los dos tipos celulares, consistentes en un
incremento apreciable en el tamafio de las células, asi como en

la adquisicion de una morfologia estrellada (figura 13).

CONDROCITOS hDPSCs

Figura 13. Estudio del medio de diferenciacion sobre los dos tipos
celulares. Células cultivadas en medio de proliferacién durante una
semana; condrocitos (panel A) y hDPSCs (panel B). Células cultivadas
en medio de diferenciacidon durante una semana; condrocitos (panel
C) y hDPSCs (panel D). Imagenes representativas tomadas con el
microscopioinvertidode contraste de fases(Leica DMILLED) para una

n de 4 experimentos.
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4.3. Determinacion de la expresion de los colagenos
tipo | y Il y agrecano mediante
inmunofluorescencia y tincion fluorescente

de actina en cultivos 2D

Una vez aisladas y caracterizadas las células, se cultivaron en
medio de induccidn condrogénica a fin de testar su capacidad de
diferenciaciéon a células condrales. Las células se cultivaron en
monocapa, en medio de proliferacion o de diferenciacion
celular, durante 1-4 semanas. Se determind en lasemanal, 2, 3
y 4 la expresién de colageno tipo |, tipo Il y agrecano mediante
inmunofluorescencia, tal y como se detalla en material y
métodos. La morfologia de las células en cultivo se estudid
mediante tincidon fluorescente de actina utilizando faloidina
conjugada arodamina. Los resultados obtenidos con condrocitos
humanos primarios se resumen en la figura 14. Con respecto a la
morfologia, los condrocitos cultivados en medio de
diferenciacion presentaron una morfologia mas redondeada,
presentando una menor organizacion de la actina formando
fibras y una organizacién incipiente de las células formando
agregados (figura 14a, paneles E-H). Los condrocitos cultivados
en medio de proliferacion mantuvieron una morfologia
fusiforme con una disposicién mds fibrilar de la actina (figura

14a, paneles A-D).
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Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 14a. Tincion con faloidina-rodamina de cultivo de condrocitos en
2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células cultivadas
durante 1, 2, 3y 4 semanas. (A-D) condrocitos en medio de proliferacién.
(E-H) condrocitos en medio de diferenciacién. Se muestran imagenes
representativas tomadas con el microscopio de fluorescencia paraunan

de 4 experimentos.

Con relacién a la expresion de coldgeno tipo |, y tal y como se
muestra en la figura 14b, detectamos cierta expresién de esta
proteina en los condrocitos cultivados en medio de proliferacion,
mientras que dicha expresion disminuyé gradualmente hasta
desaparecer a las 4 semanas de cultivo en las mismas células

cultivadas en medio de induccion condral.
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Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 14b. Inmunofluorescencia para colageno tipo | en cultivo de
condrocitos en 2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células
cultivadas durante 1, 2, 3 y 4 semanas. (A-D) condrocitos en medio de
proliferacion. (E-H) condrocitos en medio de diferenciacion. Se muestran
imdagenes representativas realizadas con el microscopio de fluorescendia

para una n de 4 experimentos.

En lo que respecta a la expresion de colageno tipo Il (figura 14c),
el patron de expresién fue opuesto al del coldgeno tipo I. Asi,
observamos una expresion creciente de dicha proteina en las
células cultivadas en medio de diferenciacién, siendo la
expresion de la misma marcadamente mayor en las células
organizadas en esferoides (figura 14c, panel G). La expresion de
coldgeno tipo Il no se detectd mediante esta técnica en las

células cultivadas en medio de proliferacion, donde tampoco
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observamos agregados celulares en forma de esferoides (figura

14c paneles A-D).

Semana l Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 14c. Inmunofluorescencia para colageno tipo Il en cultivo de
condrocitos en 2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células
cultivadas durante 1, 2, 3 y 4 semanas. (A-D) condrocitos en medio de
proliferacién. (E-H) condrocitos en medio de diferenciacién. Se muestran
imagenes representativas realizadas con el microscopio de fluorescenda

para unan de 4 experimentos.

Por dltimo, se estudié el grado de expresion de otro de los
componentes cruciales en la formaciéon de cartilago hialino, el
agrecano, observando expresion tanto en los condrocitos con
medio de proliferacion (figura 14d, paneles A-D) como en los que
estuvieron en medio de diferenciacion (figura 14d, paneles E-H).

Tal y como se puede ver en las imagenes, el agrecano empieza a
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hacerse visible en medio de proliferacion alrededor de lasemana
3 (figura 14d, panel C). En cambio, en el medio de diferenciacién
la expresion de agrecano es apreciable incluso en la primera
semana de cultivo (figura 14d, panel E), haciéndose cada vez mas

pronunciada conforme pasan las semanas.

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 14d. Inmunofluorescencia para agrecano en cultivo de
condrocitos en 2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de
células cultivadas durante 1, 2, 3 y 4 semanas. (A-D) condrocitos en
medio de proliferacion. (E-H) condrocitos en medio de diferenciacion.
Se muestranimagenes representativas realizadas con el microscopiode

fluorescencia para una n de 4 experimentos.

Los resultados obtenidos con las hDPSCs se resumen en la figura
15. El medio de induccion condrogénica promovié cambios

morfoldgicos en dichas células (figura 15a). Las hDPSCs
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cultivadas en medio de proliferacién (figura 15a, paneles A-D)
adquirieron una morfologia cada vez mas alargada con el paso
de las semanas hasta llegara una confluencia total. En cambio,
las células cultivadas en medio de diferenciacion (figura 15b,
paneles E-H) adquirieron una morfologia mas estrellada, similar
a la de los condrocitos, aumentando el volumen citoplasmatico
de manera apreciable a partir de la semana 2 (figura 15a, panel

F).

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 15a. Tincion con faloidina-rodamina de cultivo de hDPSCs en 2D
en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células cultivadas
durante 1, 2, 3y 4 semanas. (A-D) hDPSCen medio de proliferacion. (E-
H) hDPSC en medio de diferenciacién. Se muestran imagenes
representativas realizadas con el microscopio de fluorescencia para una

n de 4 experimentos.
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Para el anticuerpo del coldgeno tipo |, en las hDPSCs se aprecid
marcaje difuso a las tres semanas de cultivo en medio de
diferenciacion, que desaparecié en la semana 4 (figura 15b,
paneles (E-H). La expresion de dicha proteina fue negativa en las
células cultivadas en medio de proliferacion (figura 15b, paneles

A-D).

Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 15b. Inmunofluorescencia para colageno tipo | en cultivo de
hDPSCs en 2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células
cultivadas durante 1, 2, 3 y 4 semanas. (A-D) hDPSC en medio de
proliferacion. (E-H) hDPSC en medio de diferenciacion. Se muestran
imdagenesrepresentativas realizadas con el microscopio de fluorescenda

para una n de 4 experimentos.

En contraste con los resultados obtenidos para el coldgeno tipo

|, detectamos una expresién significativa para el colageno tipo Il
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en hDPSCs cultivadas en medio de diferenciaciéon condral,
coincidente con la aparicion de agregados celulares esferoides

(figura 15c, panel H).

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 15c. Inmunofluorescencia para colageno tipo Il en cultivo de
hDPSCs en 2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células
cultivadas durante 1, 2, 3 y 4 semanas. (A-D) condrocitos en medio de
proliferacion. (E-H) condrocitos en medio de diferenciacién. Se
muestran imdagenes representativas realizadas con el microscopio de

fluorescencia para una n de 4 experimentos.

Por dltimo, en la figura 15d se muestran las imagenes
representativas para la expresién de agrecano, reflejando en
este caso marcaje en verde en todas las semanas del cultivo de
hDPSCs en medio de diferenciacién (figura 15d, paneles E-H) y

no detectandose expresion en las que estuvieron en medio de
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proliferaciéon (figura 15d, paneles A-D). En las tres primeras
semanas de cultivo de las hDPSCS en medio de diferenciacién la
intensidad del marcaje es similar, observandose un gran
aumento en la semana 4 (figura 15d, panel H), donde se vuelve
a ver una agrupacion celular en cuyo interior la expresion de

dicha proteina es maxima.

Semana l Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 15d. Inmunofluorescencia para agrecano en cultivo de hDPSCs en
2D en diferentes medios de cultivo. Imagenes de células cultivadas
durante 1, 2, 3 y4 semanas. (A-D) hDPSC en medio de proliferacién. (E-H)
hDPSC en medio de diferenciacion. Se muestran imagenes
representativas realizadascon el microscopio de fluorescencia paraunan

de 4 experimentos.
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4.4. Expresion génica relativa de genes implicados
en diferenciacion condral en cultivos
bidimensionales de condrocitos primarios y

de hDPSCs

A continuacion, nos planteamos estudiar la modificacion en los
niveles de expresién relativa de los genes ACAN, COL101A1,
COL1A1, COL2A1 RUNX1, SOX9 y VEGFA tanto en condrocitos
primarios como en hDPSCs cultivadas bidimensionalmente
durante 2 (2S) y 4 semanas (4S) en medio de proliferacién o
diferenciacion. Los resultados obtenidos se resumen en las
figuras 16a y 16b para condrocitos y hDPSCs, respectivamente.
En dichas figuras se representa el incremento o descenso
relativo de la expresion de dichos genes tomando como
referencia los niveles de expresion en las células cultivadas en
medio de proliferacién (linea de puntos). Como estandarinterno

(house keeping) se utilizé el GAPDH.

Tal y como puede apreciarse en la figura 16a, tanto a las dos
como a las cuatro semanas de cultivo celular, se produjo un
incremento en la expresién de ACAN respecto de los condrocitos
mantenidos con medio de proliferacion. Con respecto a los
genes de proteinas colagenas, registramos un incremento para
los tres analizados a las dos semanas, que alcanzé alta

significatividad estadistica para las cadenas 10A1 y 2A1, la cual
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se mantiene en la semana 4 de cultivo. Con respecto a la cadena
1A1, dicho incremento descendidé hasta valores cercanos al
grupo control en la semana 4 de cultivo. Una tendencia similar
se registr6 para el gen SOX9, cuya expresién aumento
significativamente a la semana 2 de cultivo, disminuyendo en la
semana 4, y para el VEGFA, que experimenté un discreto
incremento en la expresion génica en la semana 4, si bien ese

aumento no fue significativo.
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Figural6a. Resultados de la expresion génica de genes seleccionados
en condrocitos cultivados en 2D. Expresion relativa de los genes
ACAN, COL10A1, COL1A1, COL2A1, RUNX1, SOX9 y VEGFA de
condrocitos cultivados en monocapa con medio de diferenciacién
condrogénica durante dos (2S) y cuatro (4S) semanas para los,
respecto a la de condrocitos cultivados en medio de proliferaciéon

(lineade puntos). Estadisticamente significativo (*) para una p<0,05.

En cuanto a los resultados de las hDPSCs (figura 16b), el ACAN
muestra una muy leve variacion de incremento respecto de las
hDPSCs en medio de proliferacion (linea de puntos) tanto en la

semana 2 como en la 4.

Para los genes de las proteinas colagenas se observa como existe
un incremento de la expresidn relativa, con alta significatividad
estadistica paralos 3 genes en lasemana 2 y en la semana 4. En
cambio, para los genes RUNX1, SOX9 y VEGFA no existe ninguna
variacion en la semana 2, pero en la semana 4 se observa como
comienza a haber un incremento de la expresién, siendo

significativamente estadistico solo para VEGFA.
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Figuraleb. Resultados de la expresion génicade genes seleccionados
en hDPSCs cultivadas en 2D. Expresion relativa de los genes ACAN,
COL10A1, COL1A1, COL2A1, RUNX1, SOX9 y VEGFA de hDPSC
cultivadas en monocapa con medio de diferenciacion condrogénica
durante dos (2S) y cuatro (4S) semanas, respecto a la de hDPSCs
cultivadas en medio de proliferacion (linea de puntos).

Estadisticamente significativo (*) para una p<0,05.

4.5. Cultivo de condrocitos y hDPSCs en esferas o

cilindros de alginato

Nuestro siguiente objetivo consistid en fabricar constructos con
células en suspension. Se fabricaron constructos esféricos y
cilindricos de alginato al 3% polimerizado con CaCl; 102 mM
conteniendo una concentracién de condrocitos (figura 17a) o de
hDPSCs (figura 17b) de 2x108 células/ml. Los ensayos con esferas
de alginato no pudieron extenderse mas alla del dia 10 debido a
la despolimerizacion del constructo. Los paneles A y B de las
figuras 17a y 17b muestran imagenes representativas de dichos
constructos al dia 7 de cultivo. En cuanto a los cilindros,
estuvieron en medio de diferenciacion condrogénica y
mantuvieron suficiente integridad durante todo el experimento,
permitiendo la proliferacién celulary laagregaciénde las células,

formando esferoides (figura 17a y 17b, paneles C y D).
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250 pm

Figura 17a. Cultivo de condrocitos en alginato 3%. Esferas realizadas
con alginatoal 3% a 37 °Ccon 2x10° células pormly polimerizadas en
CaCl, 102 mM, utilizando jeringuilla de 10 ml (paneles A, B).
Constructos de alginato 3% a 37 °C con 2x10° células por ml y
polimerizados enCaCl, 102 mM, utilizando pipeta Pasteur sobre placas
de 24 pocillos (paneles C, D). Tiempo de cultivo de las esferas de 7 dias,
con imagenes representativas a diferentes aumentos (paneles A, B).
Tiemposde cultivode los cilindros realizados a tiempo cero (panel )
y 3 semanas en medio de diferenciaciéon condrogénico (panel D).
Imagenes representativas tomadas con un microscopio invertido de

contraste de fases (Leica DM IL LED) para una n de 2 experimentos.
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Figura 17b. Cultivo de hDPSCs en alginato 3%. Esferas realizadas con
alginatoal 3% a 37 °Ccon 2x10° células por mly polimerizadas en CaCl,
102 mM, utilizando jeringuillade 10 ml (paneles A, B). Constructos de
alginato 3% a 37 °C con 2x10° células pormly polimerizadasen CaCl,
102 mM, utilizandopipeta Pasteur sobre placas de 24 pocillos (paneles
C, D). Tiempo de cultivo de las esferas de 7 dias con imagenes
representativas a diferentes aumentos (paneles A, B). Tiempos de
cultivode los cilindros realizados atiempo cero (panel C) y 3 semanas
en medio de diferenciacion condrogénico (panel D). Imagenes
representativas realizadas con un microscopioinvertido de contraste

de fases (Leica DM IL LED) para una n de 2 experimentos.
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4.6. Modelo de experimentacion animal en

lagomorfo

Una vez estudiado el alginato como biomaterial y la forma de
interactuar con las células, se llevé a cabo el experimento en un
modelo animal. Se eligi6 el modelo lagomorfo, y
especificamente laraza de New Zealand, por poseer una serie de
caracteristicas que lo hacen idéneo para la experimentacion
sobre el cartilago articular. Su manejo tanto pre como
postoperatorio resulta mas sencillo por la docilidad
caracteristica de esta raza. Ademas, posee una anatomia de la
rodilla similar a la del ser humano, al mismo tiempo que un
crecimiento proporcional con este.

La cirugia se llevd a cabo tal y como se puede observar en la
figura 18, donde podemos ver en el panel A la incision realizada
en la rodilla, seguido del defecto osteocondral generado y la
exposicion del defecto para insertar el constructo de alginato

3%.
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Figura 18. Cirugiaen rodillas de conejos. a) Incisién. b) Generacion de
defectos osteocondralesde 3mmenlarodilladel conejo. c) Exposicién

del dafio para poderinsertar en el defecto el constructo.

Después de tres meses, se sacrificaron los tres conejos para
recuperar las rodillas y poder realizar el estudio histolégico
(figura 20). Antes de empezar con dicho estudio se evaluaron en
las articulaciones los defectos generados de forma macroscdpica
mediante una lupa SZM-T (figura 19), tanto la vista superior,
donde se puede apreciar cémo el constructo de unos 3 mm de
didmetro ha cubierto los defectos en cada uno de los casos
(paneles a, by c), como la vista transversal, después de hacer los
cortes pertinentes (paneles d, e y f), donde se puede ver la
profundidad del constructo y cédmo se ha integrado en el

cartilago.
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Figura 19. Estudio macroscopico de los defectos osteocondrales en
conejo. Se generaron defectos osteocondrales de 3mm en las rodillas
de losconejosy se cubrieron con alginato (paneles a, d), alginato que
contenia 2x10° condrocitos primarios de conejo (b, e) o alginato que
contenia 2x10° hDPSC (c, f). Los animales fueron sacrificados 3 meses
después de la cirugia. Se muestran imagenes representativas de los
animales (n= 3) realizadas con la lupa SZM-T. (a-c: vistasuperior; d-f:

vista transversal tras realizar una seccién en el plano medio).

En la figura 19 podemos ver cémo en el caso correspondiente a
las lesiones donde se colocd el constructo de alginato 3% sin
células (a) y el constructo de alginato al 3% embebido con
condrocitos (b), existe una integracién mas fibrosa que en el caso
del constructo de alginato 3% con hDPSCs embebidas (c). Este
hecho se refleja también en las secciones transversales donde
podemos ver como en el constructo de solo alginato (d) la capa

que cubre el defecto es mucho mas fina que en los otros dos
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casos; ademas se visualizd una pérdida significativa del cartilago
articular con un hundimiento apreciable de la superficie
articular. En el caso del alginato con condrocitos (e), el tejido
neoformado en la zona del defecto sobresalia hacia la cavidad
articular. La integracién del constructo y posible regeneracion
del cartilago parece ser mas efectiva en el caso del alginato

conteniendo condrocitos (b y e) o hDPSCs (cy f).

Para el estudio histologico se realizaron tinciones de
hematoxilina—eosina tanto de las secciones con constructo como
de secciones de la rodilla sana de los conejos para realizar la
comparaciéon del cartilago. El andlisis histolégico revelé una
marcada perdida del cartilago en la articulacién donde solo se
implantd alginato (figura. 20b y 20f) en comparacién con las de

los animales control (figura. 20a y 20e) (98).

Esta pérdida de cartilago se vio claramente disminuida en los
animales con alginato que contenia o bien condrocitos (fig. 20c
y 20g) o bien hDPSC (fig. 20d y 20h). En ellos, se aprecié una
marcada regeneracion del cartilago articular, caracterizada por
la formacidon de nuevos grupos isogénicos condrales y nueva
matriz condral, aunque esto fue mds evidente en animales
donde se implantd alginato con hDPSCs en comparacién con los

gue tenian alginato y condrocitos.
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Ademas, se utilizé la microscopia con luz polarizada para analizar
la disposicion de las fibras en la matriz condral. Con esto se
observé una alteracion pronunciada en las fibras de colageno en
los animales implantados con alginato sélo en comparacién con
los animales implantados con alginato que contenia condrocitos
0 hDPSCs, en los cuales la disposicién de las fibras era mas similar
a la del cartilago nativo (fig. 20i, 20j, 20k y 20l). En cuanto a la
inmunohistoquimica realizada sobre los cortes histoldgicos, se
utilizé6 para evaluar la expresiéon de coldageno tipo Il. En los
animales en los que solo se utilizé alginato para reparar la lesion,
se observd una menor expresion de coldgeno tipo Il comparado
con el de los animales control (fig. 20my 20n). En ambos grupos
experimentales en los que los condrocitos y hDPSCs se usaron en
combinacién con alginato, se observé una mayor expresion de

colageno tipo Il (fig. 200y 20p).
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Figura 20. Estudio histolégico de los defectos osteocondrales.
Defectos de 3 mm realizados en rodillas de los conejos cubiertos con
alginato (B, F, J, N), alginato que contenia 2x10° condrocitos primarios
de conejo (C, G, K, O) o alginato que contenia 2x10° hDPSCs (D, H, L,
P).Los animalesfueronsacrificados 3meses después de lacirugia. Las
rodillas se fijaron con formaldehido al 4%, se sumergieron en solucién
descalcificadora OSTEOSOFT durante 5 semanas a temperatura
ambiente y se incluyeronen parafina. Se obtuvieron secciones de 5 um

de espesor que se tifieron con hematoxilinay eosinay se analizaron
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bajo luz normal (A-H), polarizada (I-L) utilizando un microscopio
Optico. El analisis de inmunohistoquimica del coldgeno tipo Il se
representa en los paneles M-O. También se representan imagenes
histoldgicas de animales control (A, E, |, M). Se muestran imagenes

microscépicas representativas de n =3 animales (98).

Pese a los resultados obtenidos, la manipulacién del constructo
de alginato presenté muchos problemas tanto in vitro como al
realizar la cirugia, circunstancia que nos llevé a plantearnos el
disefo de un copolimero de alginato—agarosa con la idea de
mejorar el manejo y las caracteristicas biomecanicas del mismo,

sin perjudicar la capacidad condrogénica del mismo.

4.7. Caracterizacion biomecanica de los

copolimeros alginato-agarosa

Nuestro primer objetivo para la generacién de los nuevos
constructos consistié en la caracterizacién biomecdnica de los
mismos. Para ello realizamos un estudio reoldgico sometiendo
los biomateriales a un esfuerzo de cizalladura, obteniendo el
moddulo de cizalladura (G) de los mismos mediante el uso de un
redmetro que permitié el calculo del médulo de cizalladura (G’)
denominado mddulo de almacenamiento que hace referencia a
la componente eldstica del material, y la parte imaginaria del
moddulo de cizalladura (G”), la cual se denomina modulo de

pérdidas y hace referencia a la componente viscosa del material.
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Tal como se muestra en la figura 21, los bloques de agarosay
alginato-agarosa de diferentes concentraciones se realizaron
entre dos cristales para que la superficie de todo el hidrogel
fuera homogénea. Para poder medir los pardmetros, realizamos
con un troquel de 2,5 cm de diametro circulos en el hidrogel y se
pusieron lijas de 60 (tamafo de grano) tanto arriba como abajo
del hidrogel, para que este no resbalara al hacer las medidas. Se

realizé la medida de los médulos 10 veces para cada hidrogel.

Figura 21. Reologia de constructos de alginato y agarosa. Se
prepararon hidrogeles con una superficie de 24 cm? y un volumen de
12 ml (panel a) de los que se obtuvieron discos troquelados de 2,5cm
de didmetro (panel b) que se montaron sobre una lija de grano 60
(panel c). Se muestran imagenes transversales (panel d) y el montaje

experimental en el reémetro (panel e).
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Tras realizar todas las medidas pertinentes, se realizé un estudio
estadistico mediante el programa GraphPad Prism 5 con todos
los datos recogidos de las medidas de las diferentes
concentraciones de los hidrogeles. En la tabla 24 se muestran los
datos estadisticos de la media y la desviacion estandar para las

cuatro diferentes concentraciones que se midieron, en el torque

50 de las medidas, para la G’, G” y E.

Tabla 24. Resultados del estudio reoldgico de los diferentes

constructos en el torque 50.

% % Torque "
Alginato Agarosa (UN*m) G'(Pa) G" (Pa) E(Pa)

718,09 52,41 +

0 0,5 50 199,03 13,74 | 2160,01
1856,02 + | 123,31+

0 1 50 212,39 7,37 5580,35
1177,78 + | 72,08 +

1,5 1 50 104,23 14,49 | 3539,95
1247,27 + | 101,78 +

3 1 50 210,81 27,27 3754,26

Donde

G' = modulo de almacenamiento,

G'" =mddulo de perdidas,

E = mddulo de traccidn.
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Taly como se muestra en la grafica A de la figura 22a, existe un
aumento claro de G’ en las muestras de agarosa 1% comparadas
con las de agarosa 0,5%, lo que conlleva practicamente doblar el
valor de G’ para todos los valores de par de oscilacion. Esto
implica que el hecho de afadir mas agarosa permitié al material
almacenar una mayor cantidad de energia sin sufrir una
deformacion permanente, lo cual es indicativo de que el material

presentd una mayor rigidez.

También es interesante indicar que seaprecid un ligero descenso
de los valores de G’ conforme aumentd el par de oscilacion,
sobre todo para agarosa 1%. Este comportamiento no lineal del
material muestra una pérdida de su resistencia a la fuerza
aplicada para valores altos del par de oscilacion frente a valores
bajos del mismo. Este fenédmeno, conocido como ablandamiento
por deformacion o strain-softening, pudo ser debido a la
acumulacién de defectos a medida que aumenté la amplitud de
la deformacidén, cosa que no se observd tan claramente en el

caso de la agarosa 0,5%.

En cuanto a las muestras con alginato (alginato 1,5%-agarosa 1%
y alginato 3%-agarosa 1%) se aprecio un descenso de G’ y, por
tanto, el material era menos rigido que el de agarosa 1%. Parece
que el alginato afecté de forma negativa a la resistencia del

material, haciéndolo menos resistente.
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En el panel B de la figura 22a se representan los valores de G’ de
5 réplicas para los torques 10, 50 y 100. Se puede observar cémo
cambiaron los datos de G’ al comienzo, en el intermedio y al final
de la medida. El estudio estadistico se realiz6 comparando los
datos con los datos de agarosa 1% como referencia, mediante
una oneway Anova. Se aprecian diferencias significativas para

todos los casos.

Figura 22a. Moédulo de almacenamiento (G’) calculado de los
diferentes constructos analizados. Se representamediazSDde unan
de 5 experimentos. En el panel A se muestran todos los pares de
oscilacién para cada condicién. En el panel B se muestran los datos
para los pares de oscilacién 10, 50 y 100 de cada condicidn. Se toma
como referencia para realizar el estudio estadistico la condicién

agarosa 1%. Estadisticamente significativo (*) para una p<0,05.
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En cuanto alos valores obtenidos del médulo de pérdidas (G”),
fueron bastante menores que los obtenidos previamente para
G’, tal como podemos ver en el panel A de la figura 22b. Esto
implica que la mayor parte del material fue capaz de recuperar
su estructura interna y su forma original. Sin embargo, dado que
G” no fue nulo, hubo una parte del material que se deformé de
manera irreversible. Si comparamos G’ de agarosa 0,5% y de
agarosa 1%, se aprecia que la adicién de agarosa produjo un
aumento claro de este modulo. Este aumento de G” esindicativo
de que ocurrieron nuevos procesos de friccidon que produjeron

una mayor energia disipada.

Figura 22b. Mddulo de pérdidas (G”’) calculado de los diferentes
constructos analizados. Se representa media £ SD de una n de 5
experimentos. En el panel Ase muestrantodoslos pares de oscilacién
para cadacondicién. En el panel Bse muestranlos datos paralos pares
de oscilacién 10, 50 y 100 de cada condicion. Se toma como referendia

para realizar el estudio estadistico la condicién agarosa 1%.
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En cuanto a las muestras con alginato (alginato 1,5%-agarosa 1%
y alginato 3%-agarosa 1%), tuvieron un comportamiento
intermedio entre agarosa 0,5% y agarosa 1%. En general se
observd un comportamiento no lineal que también pudo ser
debido al fendmeno de strain-softening.

De la misma forma que con G’, se ha realizado una
representacion grafica (panel B de la figura 22b) para el valor de
torque de inicio, intermedio y final (10, 50 y 100 torque), de 5 n.
Se realizé el estudio estadistico enfrentando todos los datos con
los datos de la agarosa 1%, dando como resultado diferencias
significativas para la agarosa 0,5% y para el copolimero alginato

1,5%-agarosa 1%.

Por tanto, se puede concluir que la mejor combinacién es

alginato 3%-agarosa 1% frente a alginato 1,5%-agarosa 1%,

debido alaumento de rigidez que presenta el primer copolimero.

4.8. Ensayos de citotoxicidad

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar la citotoxicidad de los
materiales utilizados. Para ello, y siempre siguiendo la Norma
UNE-EN ISO 10993-5, se realiz6 un ensayo de citotoxicidad,
tanto de la concentracion de CaCly, debido a la posible toxicidad
gue puede generar porcentajes elevados de este, como de los

diferentes tipos de constructo que se utilizaron en este estudio.
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En la figura 23a mostramos las graficas que recogen los
resultados del estudio de citotoxicidad de concentraciones
crecientes de CaCl2 (0,625%, 1,25%, 2,5%, 5% y 10%) sobre los
condrocitos (panel A) y sobre las hDPSCs (panel B). En el caso de
los condrocitos, tan solo la menor de las concentraciones
muestra una leve diferencia significativa respecto del control
negativo (condrocitos cultivados en medio no suplementado con
CaCly), observandose por tanto que las concentraciones mas
altas no afectan a la viabilidad de estas células. En cambio, en el
casode las hDPSCs las dos concentraciones mas altas de cloruro
calcico provocan una disminucién significativa de la viabilidad
celular respecto al control negativo (hDPSCs cultivadas en medio

no suplementado con CaCl3).
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Figura 23a. Estudio de la citotoxicidad sobre las células de diferentes
concentraciones de CaCl,. El panel A corresponde a los resultados del
ensayo de citotoxicidad sobre los condrocitos. El panel B representa
los datos de viabilidad de las células madre de pulpadental (hDPSCs).
Las concentraciones de CaCl, probadasson 0,625%, 1,25%, 2,5%, 5% y
10%. Los resultados correspondenalosvalores obtenidos de 3 réplicas

experimentales. Estadisticamente significativo (*) para una p<0,05.
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A fin de evaluar la toxicidad de los biomateriales utilizados,
condicionamos medios de cultivo con los mismos, realizandose
estudios de citotoxicidad tal y como se detalla en la seccién de
material y métodos de este trabajo. Los resultados obtenidos se
resumen en lafigura 23b y 23c. Taly como puede observarse, los
medios condicionados con alginato 3%, alginato 3%-agarosa 1%
y agarosa 1% con CaCl; 102 mM, generaron un descenso
significativo de la viabilidad celular en todos los tiempos
ensayados, siendo los constructos de alginato 3% y alginato 3%-

agarosa 1% los que provocaron un mayor efecto.

En el casode la agarosa 1% sin CaCl> (figura 23b y 23c, paneles
D), no se observaron diferencias significativas para ninguno de
los dos tipos celulares, llegandose a obtener porcentajes de
viabilidad mas altos incluso que los del control negativo en el

medio condicionado 7 dias.
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Figura 23b. Estudio de la citotoxicidad de los constructos sobre los
condrocitos. Las condiciones estudiadas fueron alginato al 3% (panel
A), alginato 3%-agarosa 1% (panel B), agarosa 1% con CaCl, (panel C) y
agarosa sin CaCl, (panel D). Los resultados obtenidos corresponden al
condicionamiento del medio con los constructos durante 1, 3y 7 dias
a 37 °C,y correspondenauna n de 3 experimentos. Estadisticamente

significativo (*) para una p<0,05.
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Figura 23c. Estudio de la citotoxicidad de los constructos sobre las
hDPSCs. Las condiciones estudiadas fueron alginato al 3% (panel A),
alginato 3%-agarosa 1% (panel B), agarosa 1% con CaCl, (panel C) y
agarosa 1% sin CaCl, (panel D). Los resultados obtenidos corresponden
al condicionamiento del medio con los constructos durante 1, 3y 7
dias a 37 °C y corresponden a una n de 3 experimentos.

Estadisticamente significativo (*) para una p<0,05.

4.9. Cultivo de condrocitos y hDPSCs en constructos

de alginato—agarosa

Una vez se estudié el comportamiento biomecdnico del
copolimero alginato—agarosaysucitotoxicidad para los dos tipos
celulares empleados en esta tesis, se determind la concentracion
de alginatoy agarosaconlacual seiban a realizar los constructos
empleados en los demds ensayos de esta tesis. La mezcla
seleccionada fue alginato al 3% junto con agarosa al 1%, con
CaCl; 102 mM en un volumen igual al 10% del volumen final del

constructo fabricado.

En primer lugar, nos planteamos estudiar si dichos constructos
eran citocompatibles con los dos tipos celulares empleados en
esta tesis. Para ello, generamos constructos a partir de
suspensiones monoméricas con células en suspensién, tal y
como se describe en material y métodos. Utilizamos una

densidad de 2x10 © células por mililitro. Una vez generados los
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constructos con células embebidas, se cultivaron en medio de
proliferacién o diferenciacion durante 6 semanasy se estudiaron
mediante microscopia de contraste de fases. Los resultados se
resumen en las figuras 24a (constructos con condrocitos) y 24b
(constructos con hDPSCs), que muestran el cultivo de los dos
tipos celulares tanto en medio de proliferacion (paneles A-D)
como en medio de diferenciacion (paneles E-H), en un tiempo
inicial o tiempo cero (paneles A-E), a las 2 semanas de cultivo (B
y F), alas 4 semanas de cultivo (paneles Cy G) y a las 6 semanas

de cultivo (D y H).

=0 Semana 2 Semana 4 Semana 6

Figura 24a. Cultivo de condrocitos embebidos en constructos de 3%
alginato-1% agarosa. Los constructos de incubaron en presencia de
medio de proliferacién (paneles A-D) y medio de diferenciacion
(paneles E-H) a tiempo cero, es decirnada mas fabricar el constructo,

y a las 2, 4 y 6 semanas de cultivo. Se muestran imagenes
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representativas tomadascon un microscopio invertidode contrastede

fases (Leica DM IL LED), para una n de 6 experimentos.

Con respecto a los condrocitos (figura 24a) podemos observar
cémo en medio de diferenciacidon, y en comparaciéon a lo que
ocurre en medio de proliferacién, aparecen abundantes
esferoides a partir de la semana 2. Dichas agrupaciones también
aparecen cuando los condrocitos se cultivan en medio de

proliferacién, pero son de menor tamafio y aparecen mas tarde.

Con relacién a los constructos generados con hDPSCs (figura
24b), las células se organizan formando esferoides, tanto cuando
son cultivados en medio de diferenciacion como en medio de
proliferacién, si bien es cierto que el medio de diferenciacién
induce la formacion de agrupaciones celulares esferoides de

mayor tamafo y mas abundantes.
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LS A y g

T=0 Semana 2 Semana 4 Semana 6

Figura 24b. Cultivo de hDPSCs embebidas en constructos de 3%
alginato-1% agarosa. Los constructos de incubaron en presencia de
medio de proliferacién (paneles A-D) y medio de diferenciacion
(paneles E-H) a tiempo cero, es decirnada mas fabricar el constructo,
y a las 2, 4 y 6 semanas de cultivo. Se muestran imagenes
representativas tomadascon un microscopio invertidode contrastede

fases (Leica DM IL LED), para una n de 6 experimentos.

4.10. Organizacion espacial y expresion de colageno
en condrocitos cultivados en constructos de

alginato-agarosa

A continuacién, nos planteamos evaluar la disposicion de los
condrocitos en los constructos 3D, asi como su diferenciacion
hacia estirpes condrogénicas. Para ello cultivamos condrocitos

primarios en constructos de alginato/agarosa a la concentracién
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del 3% y 1%, respectivamente, durante 2 dias en medio de
proliferacién. Posteriormente dicho medio se mantuvo o se
reemplazé por medio de diferenciacion condrogénica durante 6
semanas. Se incluyeron los constructos en parafina a los 2 dias,
4 semanasy 6 semanas de cultivo, y setifieron con hematoxilina-
eosina y con rojo sirio. Los resultados se muestran en la figura
25. Las células cultivadas en medio de proliferacion aparecen
preferentemente aisladas y repartidas homogéneamente en el
constructo. En cambio, los condrocitos cultivados en medio de
diferenciacion se agrupan formando esferoides, mas
abundantes y de mayor tamafio en los cultivos a 6 semanas. Se
observo tincion positiva para rojo sirio en los agregados celulares
de los cultivos den medio de diferenciacion a las 6 semanas,
indicando la probable presencia de colageno en la matriz

extracelular.
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Figura 25. Estudio histolégico de constructos con condrocitos.
Tinciones de hematoxilina-eosina (paneles A-E) y rojo-sirio (paneles F-
J) de constructos de 3% alginato con 1% agarosa cultivado con
condrocitos, a los dos dias de cultivo (paneles Ay F) y tras 4 (4S) y 6
(6S) semanas, en medio de cultivode proliferacion (paneles B, D, Gy
I) o diferenciaciéon (paneles C, E, H y J). Se muestran imagenes de
microscopia Optica (microscopio Leica DMD108), para una n de 3

experimentos.

4.11. Organizacion espacial y expresion de colageno
en hDPSCs cultivadas en constructos de

alginato-agarosa

De igual modo, evaluamos la disposicidon espacial yla produccién
de coldgeno en hDPSCs cultivadas en constructos de agarosa-
alginato siguiendo un disefio similar al utilizado para el estudio
de los condrocitos. Las células se cultivaron en los constructos
durante 2 dias en medio de proliferacién, que se mantuvo o se
reemplazé por medio de diferenciacién durante 6 semanas. Se
incluyeron constructos a los 2 dias, 4 semanas y 6 semanas de
cultivo y se tifieron con hematoxilina eosina o con rojo sirio. Los
resultados obtenidos se resumen en la figura 26. Al igual que con
los condrocitos, las células cultivadas en medio de proliferacién
aparecieron aisladas y repartidas homogéneamente en el

interior del constructo. El efecto del medio de diferenciacion fue
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patente por la formaciéon de abundantes esferoides. Asi mismo,
las células demostraron positividad para la expresion de
colageno, siendo esta maxima en los cultivos de células en medio
de diferenciacién condrogénica, observdndose depdsitos

extracelulares de colageno.

Figura 26. Estudio histolégico de constructos con hDPSCs. Tinciones
de hematoxilina-eosina (paneles A-E) y rojo-sirio (paneles E-J) de
constructos de 3% alginato con 1% agarosa cultivado con hDPSCs alos
dos dias de cultivo (paneles Ay F) y tras 4 y 6 semanas, en medio de
cultivo de proliferacion (panelesB, D, G y |) o diferenciacion (paneles
C, E, HyJ).Se muestranimagenes de microscopia dptica (microscopio

Leica DMD108), para una n de 3 experimentos.
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4.12. Determinacion de la expresion de colageno
tipo I, tipo Il y agrecano mediante
inmunofluorescencia y tincion fluorescente

de actina, en cultivos 3D con condrocitos

Nuestro siguiente objetivo en esta tesis fue el de evaluar si los
condrocitos cultivados en los constructos de alginato-agarosa
eran capaces de diferenciarse a estirpes condrales. Para ello
evaluamos la expresion de colageno tipo |, tipo Il y agrecano
mediante inmunofluorescencia, tal y como se detalla en la
seccion de metodologia de esta tesis. Asi mismo, evaluamos los
cambios morfolégicos experimentados por dichas células
mediante tincién fluorescente con faloidina acoplada a
rodamina. Las figuras 27 y 28 muestran imagenes
representativas de los experimentos realizados en condrocitos
cultivadas en medio de proliferaciéon o diferenciacién
respectivamente a las 2 (2S, paneles A-D), 3 (3S, paneles E-H), 4
(4S, paneles I-L), 5 (5S, paneles M-0) y 6 semanas (6S, paneles P-

S) de cultivo.

En el caso de las células cultivadas en medio de proliferacién
(figura 27) se aprecia unincremento en la expresion de colageno
tipo | y agrecano, alcanzandose el maximo de expresion en la

semana 6. La expresion de coldgeno tipo Il disminuye con el paso
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de las semanas (figura 27, paneles C, G, K, N y R). Las células
estudiadas tienen una morfologia lenticular (figura 27, paneles
A, E, I, MyP), apareciendo agrupadas. En dichas agrupaciones se
aprecian condensaciones de actina en los puntos de contacto
celular, asi como algunas fibras de estrés caracteristicas de

fenotipos mesenquimales.
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FALOIDINA COLAGENO | COLAGENO I AGRECANO

Figura 27. Estudio histomorfoldgico de constructos con condrocitos
cultivados en medio de proliferacion. Cultivo en constructos de
alginato 3% y agarosa 1% con medio de proliferacidon durante 2-6

semanas (2S-6S). Marcaje fluorescente del citoesqueleto de actina
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mediante faloidina-rodamina (paneles A, E I, M, P).
Inmunofluorescencia para coldgeno tipo | (panelesB, F, J, N, Q).
Inmunofluorescencia para coldgeno tipo Il (paneles C, G, K, N, R).
Inmunofluorescencia para agrecano (panelesD, H, L, O, S). DNA
nuclear visualizado con DAPI. Se muestran imagenes representativas

tomadas con microscopio confocal, para una n de 4 experimentos.

Con respecto a las células cultivadas en medio de diferenciacion
condrogénica, observamos notables diferencias en la expresion
de los marcadores seleccionados. Por un lado, la expresion de
coldgeno tipo | es menor y disminuye sustancialmente con el
tiempo de cultivo (figura 28, paneles B, F, J, N y Q). Por otra
parte, la expresion de colageno tipo Il es mayor y aumenta con
el tiempo de cultivo, en especial en las semanas 3-5 (figura 28,
paneles C, G, K, N y R). Respecto a la sintesis de agrecano, la
expresion es elevada, alcanzando valores maximos en las
semanas 3-4 (figura 28, paneles D, H, L, O y S). Las células
estudiadas presentaron asi mismo una morfologia lenticular,
apareciendo agrupadas formando esferoides (figura 28, paneles
A, E, I, My P). Dichas agrupaciones fueron sustancialmente mas
numerosas y de mayor tamafio que las observadas en las células
cultivadas en medio de proliferacion (figura 27). Ademas, en
todos los casos, las fibras de actina estan difuminadas, sin ser

apreciables fibras de estrés.
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FALOIDINA COLAGENO | COLAGENO Il AGRECANO

Figura 28. Estudio histomorfoldgico de constructos con condrocitos
cultivados en medio de diferenciacién. Cultivo en constructos de
alginato 3% vy agarosa 1% con medio de diferenciacién durante 2-6
semanas (2S-6S). Marcaje fluorescente de citoesqueleto de actina

mediante faloidina-rhodamina (paneles A, E, I, M y P).
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Inmunofluorescencia para coldgeno tipo | (paneles B, F, J, N y Q).
Inmunofluorescencia para colageno tipo Il (paneles C, G, K, N y R).
Inmunofluorescencia para agrecano (paneles D, H, L, O y S). DNA
nuclear visualizado con DAPI. Se muestran imagenes representativas

tomadas con microscopio confocal, para una n de 4 experimentos.

4.13. Determinacion de la expresion de colageno
tipo I, tipo Il y agrecano mediante
inmunofluorescencia y tincidon fluorescente

de actina en cultivos 3D con hDPSCs

De manera andloga a la descrita en el apartado anterior, se
realizaron cultivos de las hDPSCs en 3 dimensiones con
constructos de 3% alginato—1% agarosa, tanto en medio de
proliferacién (figura 29) como en medio de diferenciacién (figura
30). En dichos cultivos se evalud la expresion de coldgeno tipo |,
tipo Il y agrecano mediante inmunofluorescencia, tal y como se
detalla en la seccion de metodologia de esta tesis. Asi mismo se
estudiaron los cambios morfolégicos experimentados por dichas
células mediante tincién fluorescente con faloidina acoplada a
rodamina. Las figuras 29 y 30 muestran imagenes
representativas de los experimentos realizados en hDPSCs
cultivadas en medio de proliferacion o diferenciacion,
respectivamente, a las 2 (paneles A, D, G, J), 4 (paneles B, E, H,

K) y 6 (paneles C, F, I, L) semanas de cultivo.
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Con respecto alas hDPSCs cultivadas en medio de proliferacién,
detectamos expresidn significativa de colageno tipo | a partir de
la semana 4, manteniéndose hasta el final del experimento
(figura 29, paneles D-F). Se detecté una expresiéon muy leve del
colageno tipo Il en la semana 4, mientras que la expresion de
agrecano fue ligeramente mds elevada en las semanas 4-6 de
experimento (figura 29, paneles J-L). Las células estudiadas
tenian una morfologia redondeada, apareciendo principalmente
aisladas o formando grupos ocasionales de 3-4 células como
maximo (figura 29, paneles A-C). No se observé la presencia de
fibras de estrés, aunque los contactos celulares se evidenciaron

por la acumulacion de haces de actina.

Figura 29. Estudio histomorfoldgico de constructos con hDPSCs
cultivados en medio de proliferacidon. Cultivo en constructos de
alginato 3% y agarosa 1% con medio de proliferaciéon durante 2-6
semanas. Marcaje fluorescente del citoesqueleto de actina mediante
faloidina-rodamina (paneles A, B, C). Inmunofluorescencia para
coladgeno tipo | (paneles D, E, F). Inmunofluorescencia para coldgeno
tipoll (panelesG, H, I). Inmunofluorescencia para agrecano (panelesJ,
K, L). Se muestran imagenes representativas realizadas con

microscopio confocal, para una n de 4 experimentos.
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El estudio de los cultivos de hDPSCs en medio de diferenciacion
demostréd cambios significativos con respecto a las cultivadas en
medio de proliferaciéon. Las células se organizaron formando
esferoides agregados de gran tamafio (figura 30, paneles A-C) en
los que la formacién de fibras de estrés era mas evidente. A
partir de la semana 2 de cultivo se detectaron niveles
significativos de los tres marcadores estudiados, siendo mayor la
intensidad fluorescente en los organoides de mayor tamano

(figura 30, paneles D-L).

Figura 30. Estudio histomorfolégico de constructos con hDPSCs
cultivados en medio de diferenciacién. Cultivos en constructos de
alginato 3% y agarosa 1% con medio de diferenciacién durante 2-6
semanas Marcaje fluorescente del citoesqueleto de actina mediante
faloidina-rodamina (paneles A, B, C). Inmunofluorescencia para
colageno tipo | (paneles D, E, F). Inmunofluorescencia para colageno
tipoll (panelesG, H, I). Inmunofluorescencia para agrecano (panelesJ,
K, L). Se muestran imagenes representativas realizadas con
microscopio confocal (paneles E, H, K) y con microscopio de

fluorescencia (el restode los paneles), paraunan de 4 experimentos.
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4.14. Citoarquitectura de condrocitos cultivados en

hidrogeles

El siguiente objetivo de esta tesis fue estudiar los patrones de
organizacion celular de los condrocitos primarios cultivados en

hidrogeles de alginato-agarosa mediante aproximaciones
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morfométricas. Para ello cultivamos condrocitos en dichos
constructos a una densidad celular de 2x10° células/ml durante
6 semanas con medio de proliferacion (figura 31, panel A) y
medio de diferenciacion (figura 31, panel B). Las células se
tiferon con el conjugado faloidina-rodamina y con DAPI. El
analisis morfométrico serealizé utilizando el software Imagel. En
la tabla 25 se muestran los resultados obtenidos con relaciéon a
las variables analizadas, que incluyeron el nimero de células
totales, numero de esferoides (grupos de mas de tres células),
nimero de células en un esferoide, diametro medio del
esferoide, el numero de células aisladas y el diametro de las
células aisladas. Se analizaron 10 campos diferentes de cada
grupo experimental. El analisis estadistico se realizd mediante la
prueba t de Student y los cambios se consideraron significativos

para una p<0,05.

Encontramos diferencias significativas para el nuimero de
agrupaciones que existen en cada medio de cultivo, siendo mas
numerosas en el medio de diferenciacién, asi como en la
cantidad de células aisladas y en el nimero de células totales,

siendo de nuevo mas numerosas en el medio de diferenciacion.
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Tabla 25. Andlisis histomorfométrico de condrocitos cultivados en
constructos de alginato 3%-agarosa 1% durante 6 semanas. MP: medio
de proliferacion. MD: medio de diferenciacion. El analisis estadistico
se realizd mediante la prueba t de Student y los cambios se

consideraron significativos (*) para una p<0,05.

Condrocitos Condrocitos  Valor
con MP con MD dep
N2 agrupaciones 1,00 + 0,25 9,30+2,47 0,009 *
N2 células en
agrupacion
@ agrupacion (um) 42,50+30,43 55,76+8,81 0,206
N2 células
individuales
@ célula (um) 23,65+4,82 22,45+3,38 0,545
N2 total células 13,38 +2,49 81,70+19,76 0,008 *

4,88 + 4,88 6,94 + 1,41 0,219

7,63 +1,92 15,40+2,56 0,034 *

A. Proliferacion B. Diferenciacion

Figura 31. Imagenes representativas del estudio morfométrico del
cultivo de condrocitos en constructos de alginato 3%-agarosa 1%. El
cultivo fue de 6 semanas en medio de proliferacién (panel A) o en

medio de diferenciacion (panel B).
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4.15. Citoarquitectura de hDPSCs cultivadas en

hidrogeles

Finalmente, realizamos una aproximacion similar a la del
apartado anterior en los constructos conteniendo hDPSCs. Para
ello cultivamos hDPSCs a una densidad de 2x108 células/ml,
durante 6 semanas con medio de proliferacién (figura 32, panel
A) y medio de diferenciacién (figura 32, panel B). Las células se
tiferon con el conjugado faloidina-rodamina y con DAPI. El
analisis morfométrico serealizd utilizando el software Imagel. En
la tabla 26 se muestran los resultados obtenidos para las
determinaciones del numero de células totales, nimero de
esferoides (grupos de mas de tres células), nimero de células en
un esferoide, didmetro medio de los esferoides, nimero de
células aisladas y el diametro de células aisladas. Se analizaron
10 campos diferentes de cada grupo experimental. El analisis
estadistico se realizd mediante la prueba t de Student y los

cambios se consideraron significativos para una p<0,05.

Tal como se observa en la tabla 26, existen diferencias
significativas entre los valores obtenidos en medio de
proliferacién y medio de diferenciacion en el numero de
agrupaciones, existiendo mds agrupaciones en los constructos
cultivados en medio de proliferacién que en los cultivados con

medio de diferenciacion. También encontramos diferencias
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significativas en el didmetro de las agrupaciones, siendo mas
grandes en el medio de diferenciacion. Se observé una gran
diferencia respecto ala cantidad de células individuales, con un
mayor numero en el medio de proliferacién, que se refleja en un

mayor numero de células totales.

Tabla 26. Andlisis histomorfométrico de hDPSCs cultivadas en
constructos de alginato 3%-agarosa 1% durante 6 semanas. MP: medio
de proliferacion. MD: medio de diferenciacién. El analisis estadistico
se realiz6 mediante la prueba t de Student y los cambios se

consideraron significativos (*) para una p<0,05.

hDPSCscon hDPSCscon Valor de
MP MD p

Ne agrupaciones [9,13+1,11 | 3,17£098 0,0009*

=
Necelulasen 011039 6774315  0,1086
agrupacion

@ agrupacion (um) (29,21£2,51 (50,13+16,92 0,049 *

N2 células 30,88 + "
individuales 3,502 7,75+2,36 0.0001

@ célula (um)  [14,36£0,94 | 17,63£7,26 = 0,155

NQ total células 68,38+ 7,98 23,92+6,10 0,0003 *
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A. Proliferacion B. Diferenciacion

Figura 32. Imagenes representativas del estudio morfométrico del
cultivo de hDPSCs en constructos de alginato 3%-agarosa 1%. El
cultivo fue de 6 semanas en medio de proliferacidn (panel A) o en

medio de diferenciacién (panel B).

4.16. Expresion génica relativa de genes implicados
en la diferenciacion condral en cultivos
tridimensionales de alginato-agarosa con

condrocitos primarios y hDPSCs

Por ultimo, estudiamos la modificacion en los niveles de
expresion relativa de los genes ACAN, COL10A1, COL1Aj,
COL2A1, HIF1A, MMP1, MMP13, MMP2, PPARGC1, RUNX1,
SOX5, SOX6, SOX9, SPARC, TIMP1 y VEGFA, tanto en condrocitos
primarios como en hDPSCs cultivados tridimensionalmente

durante 6 semanas con medio de proliferacion o diferenciacion.
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Los resultados obtenidos se resumen en la figura 33. En dicha
figura se representa el incremento o decremento relativo de la
expresion de dichos genes, tomando como referencia los niveles
de expresion determinados en los cultivos celulares cultivados
en medio de proliferacion (linea de puntos). Como estandar

interno (house keeping) se utilizd el GAPDH.

Tal y como puede apreciarse en la figura 33, para los genes
relacionados con la condrogénesis (ACAN, COL10A1, COL1Al,
COL2A1) se produjo un incremento significativo para todos salvo
para COL1A1, en lo que respecta a los condrocitos. En cambio
para las hDPSCs el aumento fue estadisticamente significativo
para todos los genes condrogénicos. Con respecto al gen HIFAL,
en los condrocitos la expresidén es minima, pero para las hDPSCs
el aumento de expresion relativa es estadisticamente
significativo. El siguiente grupo de genes estudiados son las
metaloproteinasas (MMP1, MMP2, MMP13). En este se observd
un incremento de la expresion relativa en los cultivos de
condrocitos, con significacion estadistica, para las tres
metaloproteinasas, siendo mas destacable el aumento de la
MMP13. Enlo que respecta a las hDPSCs, la expresion de los tres
genes aumentd de forma estadisticamente significativa, siendo
en este caso mas destacable el incremento de la expresion de
MMP1. No se observd variacion en la expresion del gen PPARGC1

en los condrocitos. No obstante, en las hDPSCs si que se observo
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un aumento de la expresién del gen, con significacion
estadistica. Para RUNX1 el incremento fue significativamente
estadistico para ambos tipos celulares. Con respecto al conjunto
de genes SOX (SOX5, SOX6 y SOX9), no se observd ninguna
variaciéon significativa de los tres genes analizados en los
condrocitos, pero en el caso de las hDPSC si que hubo un
incremento estadisticamente significativo de la expresion de
SOX 6y SOX9, y un discreto aumento para la de SOX5. En cuanto
al gen SPARC, no se observaron cambios respecto a su expresion
relativa en condrocitos, pero si existe aumento en la expresion,
con significacién estadistica, en el caso de las hDPSCs. El mismo
patron se observd en relacion a la expresion del gen TIMP1. Por
ultimo, no se observd ninglin cambio en la expresién relativa de

VEGFA en ninguno de los dos tipos celulares.

Figura 33. Resultados de la determinacidn de la expresion de genes
seleccionados en cultivos de condrocitos y hDPSCs en 3 dimensiones.
Expresion relativa de los genes ACAN, COL10A1, COL1A1, COL2A1,
HIF1A, MMP1, MMP13, MMP2, PPARGC1, RUNX1, SOX5,SOX6, SOXS9,
SPARC, TIMP1 y VEGFA de condrocitos y hDPSCs en alginato 3%-
agarosa 1%, cultivados con medio de diferenciaciéon condrogénica
durante 6 semanas. Como referencia se tomaron los valores de
expresion determinados en constructos de condrocitos y hDPSCs
cultivados en medio de proliferaciéon (linea de puntos).

Estadisticamente significativo (*) para una p<0,05.
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DISCUSION

El objetivo principal de esta tesis doctoral consistid en el disefio
y fabricacién de un constructo, que bien solo o en combinacion
con condrocitos o células madre mesenquimales, fuese de
utilidad para su uso en regeneracidon condral, centrada
principalmente en la regeneracién del cartilago articular.
Nuestro primer prototipo consistid en un hidrogel de alginato
conteniendo condrocitos primarios aislados de cartilago
articular o células madre mesenquimales obtenidas a partir de
pulpa dentaria humana. Debia ser un hidrogel, puesto que
precisdbamos de un constructo fisico que tuviese suficiente
consistencia como para ser manipulado en el quiréfano, pero
gue ademas se adaptase a defectos articulares, de morfologia y
dimensiones variables. El alginato es un biomaterial con
demostradas capacidades de induccién condrogénica
(81,92,162,163,171-176). Asi mismo, presenta propiedades
fisicas y mecanicas similares a los componentes tisulares nativos,

es poco inmunogénico, econdmico y de facil manipulacion (81).

Con respecto al método de fabricacién, en una primera
aproximaciéon nos decantamos por generar esferas de alginato

polimerizadas sobre una solucion de cloruro calcico como

reactivo reticulador (92,109,179,180,162,171,172,174-178).

Las esferas se generaron utilizando diferentes instrumentos,

concentraciones de alginato y de calcio. Con respecto a la
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concentracién de alginato, pudimos obtener esferas con
soluciones de una concentracion inferior al 1,5%, al igual que han
descrito otros autores (92,162,171,176,177,181). No obstante,
la morfologia de dichas esferas era demasiado variable y dificil
de controlar, por lo que escogimos el 3%, ya que fue la minima
concentracion de alginato que permitia obtener esferas
homogéneas de didmetro controlable. Las esferas de alginato
fabricadas de esta manera conservaban su morfologia esferoidal
durante semanas, siempre y cuando se almacenasen a baja
temperatura (4 °C) y en soluciones suplementadas con calcio.
Una vez optimizado el método de manufactura de las esferas nos
encontramos con el inconveniente de su estabilidad. Al
incubarlas en medio de cultivo perdian mucha consistencia,
hecho motivado por el secuestro de iones calcio, responsables
de mantener la trama molecular, por parte de quelantes del ion
presentes en los medios de cultivo o, sencillamente, por su
difusion por el gradiente diferencial idnico entre el constructo y
el medio de cultivo. Esta circunstancia no es problematica para
el trabajo in vitro. Es mas, para algunas técnicas en que se debe
procesar posteriormente la muestra puede representar una
ventaja, ya que el alginato puede influir negativamente en
alguna de ellas, como por ejemplo para la extraccion de acidos
nucleicos. No obstante, la pérdida de consistencia es critica para

sumanipulacion en el quiréfano. Por ese motivo nos planteamos
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generar constructos cilindricos, con una menor superficie en
contacto con el medio de cultivo y que preservasen mejor su
consistencia, permitiendo una mejor manipulacion del mismo.
La fabricacién de cilindros de alginato es anecddtica en la

literatura, quedando circunscrita a unas pocas publicaciones

(94,99,182).

En nuestro caso demostrd una eficiencia relativa, permitiendo
realizar troqueles de alginato con células en cultivo que, con
mucho trabajo y gracias a la pericia de los cirujanos, pudieron ser
implantados en animales alos que se habia practicado una lesion
osteocondral utilizando un troquel de 3mm de didmetro, como

discutiremos mas adelante.

El tejido cartilaginosoes una forma de tejido conjuntivo bastante
celular. Se calcula que el cartilago maduro tiene una densidad
celular de alrededor de 4,2x10° condronas/cm3. Estas células
son responsables no solo de la secrecion de los elementos
constituyentes de la matriz condral, sino que dada su densidad
colaboran directamente a las particulares caracteristicas
biomecanicas de dicho tejido (183). En principio, el condrocito,
preferentemente aislado de biopsias del mismo paciente que
precisa de unsustituto cartilaginoso, deberia serla célula éptima
para ser utilizada en medicina regenerativa articular. No

obstante, su dificil aislamiento, unido a su baja tasa de
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proliferacién (es necesario destacar que la minima densidad de
condrocitos utilizados para regeneracion articular ronda los 107
condrocitos/ml), han impulsado el wuso de células
mesenquimales de diferentes origenes con un potencial de
diferenciacion hacia estirpes condrales
(45,80,112,118,168,184,185). La pulpa dental es una forma
especial de tejido conjuntivo (tejido conjuntivo mucoso) que
aloja una poblacidon muy especial de células, las células madre
derivadas de pulpa dental, hDPSCs
(137,138,141,166,168,184,186,187).  Dichas células, con
demostrada capacidad de diferenciacién a condrocitos, exhiben
una mayor tasa proliferativa que otras células mesenquimales
(107,184,188-190). Ademas, se pueden aislar, al menos en
teoria, a partir de piezas dentarias del propio sujeto, de manera
que constituyen una poblacion de células con elevada tasa
proliferativa, origen autdlogo y marcado potencial de
diferenciacion a condroblastos. Por ese motivo, en este trabajo
hemos utilizado tanto condrocitos primarios como hDPSCs. Con
respecto a las hDPSCs aisladas, presentaron un perfil de
expresion de marcadores consistente y acorde a la literatura,
siendo positivas para CD29, CD146, CD44 y CD105 y negativas
para CD31y CD45 (52,138,168,187,188).

Con respecto al marcador STROS-1, mostré una positividad

variable, lo que es coherente con las evidencias publicadas por
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otros investigadores (191-193), que relacionan ademas dicha
positividad con la capacidad de diferenciarse a diferentes

estirpes esqueléticas y odontoblasticas.

Una vez aisladas y cultivadas las células, nos planteamos
demostrar su capacidad de diferenciacion a células
cartilaginosas in vitro. Para ello utilizamos un medio de
diferenciacion estdndar, ampliamente utilizado por nuestro
grupo de investigacion (48,117). Tanto los condrocitos como las
hDPSCs fueron cultivadas en dichos medios de cultivo en
entornos 2D, en presencia de medio de diferenciacion o de
proliferacién. Ambos tipos celulares expresaron cantidades
significativas de coldgeno tipo Il y agrecano, como se demuestra
en los experimentos de inmunofluorescencia y de biologia
molecular. Estos cambios se correlacionaron con una inhibicion
en la expresién de colagenos tipo |, especialmente expresado en
las hDPSCs cultivadas en medio de proliferacién, asi como de
marcados cambios morfoldgicos, consistentes en la adquisicidon
de morfologias redondeadas y a la menor expresion de fibras de
estrés de actina, analizadas mediante faloidina acoplada a

rodamina.

Los cambios observados a nivel proteico se correlacionaron en
gran medida con los observados mediante biologia molecular.

Con la finalidad de caracterizar mejor la diferenciacion celular
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inducida, se analizd la expresion de ACAN, COL101A1, COL1A],
COL2A1 RUNX1, SOX9 y VEGFA mediante real time RT-PCR. En el
caso de los condrocitos primarios, detectamos un aumento
significativo de la expresién relativa de COL10A1 y COL2A1
siguiendo un patrén similar al descrito por Caron et al. (172). El
COL10A1 es un marcador que tradicionalmente se asocia a
hipertrofia del cartilago; no obstante, ni la morfologia ni el
patron de expresion del resto de marcadores, incluyendo la no
induccion de VEGF, justifican asociar la hipertrofia a nuestros
cultivos. Otros investigadores han demostrado una elevada
expresion de COL10A1 en células mesenquimales diferenciadas
a condroblastos (194). Asocian dicha expresion a la
hipermetilacién del promotor el gen previa al proceso de
diferenciacion, y lo atribuyen a una “memoria” celular previa al
proceso de diferenciacion. De hecho, la expresion relativa de
dicho marcador disminuye con el tiempo, lo que podria indicar
cierto grado de maduracidn del cultivo. Con respecto al COL2A1,
codifica para la cadena proteica mayoritaria de las fibras de
coldgeno tipo I, siendo, junto con el ACAN, el marcador

caracteristico de la diferenciacion condral.

Los patrones de expresion para las hDPSCs, en lo referente a los
genes de proteinas relacionadas con la diferenciacion condral,
fueron similares a los observados para condrocitos primarios,

observdndose una inhibicidon en la expresiéon de CO1A1 y una

236



DISCUSION

induccion de COL2A1 y ACAN. En relacion a los genes RUNX1,
SOX9 y VEGFA solo observamos un discreto incremento en la
semana 4 para VEGFA, lo que podria deberse a que dichas
células, por ser MSCs, tienen un efecto reparativo de los tejidos
al secretar factores paracrinos, como el TGF-B, el VEGF vy otras
moléculas bioactivas que modulan respuestas reparativas (113),
si bien los experimentos realizados en esta tesis no han

permitido profundizar en esta cuestion.

Una vez optimizados los protocolos de fabricacion del hidrogel y
los de cultivo celular, nos planteamos estudiar el potencial
regenerador de los constructos fabricados en un modelo de
experimentacién animal desarrollado en rodilla de conejos de la
raza New Zealand, ampliamente utilizado por nuestro grupo de
investigacion (48,117,195). Para ello fabricamos constructos
cilindricos de alginato al 3% en combinacién con condrocitos
primarios o hDPSCs y los implantamos en defectos
osteocondrales practicados en rodillas de conejos, tal y como se
describe en la seccién de material y métodos de esta tesis. Los
resultados obtenidos, y que son parte de esta tesis, fueron
publicados en la revista Stem Cells Investigation (98). Dichos
resultados demostraron la utilidad del constructo para la
regeneracién articular. En todos los casos el defecto
osteocondral fue cubierto, si bien es cierto que en los implantes

donde solo se introdujo alginato 3% (sin células) la capa que
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cubre el defecto fue mucho mas fina que en los otros dos casos,
con una apariencia de fibrocartilago, y ademas mostré una
pérdida significativa del cartilago articular, con un hundimiento
apreciable de la superficie articular, de manera similar a lo
reportado por otros investigadores que han utilizado diferentes
hidrogeles sin células asociadas (196). Los constructos
conteniendo tanto condrocitos como hDPSCs indujeron una
apreciable regeneracion del cartilagoarticular, con formacion de
neotejido, proliferacion de condronas y generacion de un tejido
cartilaginosoorganizado, con una buena ordenacion de las fibras
de colageno tipo Il y ausencia de tejido fibrético en el foco de la
lesion. Los resultados obtenidos para las hDPSCs fueron
sorprendentemente mejores que los obtenidos para condrocitos
primarios, al menos con relacién a los parametros estudiados.
Esto podria estar relacionado con el marcado caracter
antiinflamatorio de estas células, que podria suponer una
ventaja adicional a su ya demostrado potencial condrogénico, si
bien es necesario realizar mas experimentos a fin de ahondar en

estas cuestiones (196-199).

Aunque los resultados obtenidos con el modelo de
experimentacion animal fueron prometedores, el constructo
utilizado demostrd ser poco practico para su uso in vivo. Apenas
tenia consistencia y era muy dificil de manipular. Con la idea de

mejorar la consistencia del constructo, decidimos generar un
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copolimero de alginato con agarosa. La agarosa es un polimero
ampliamente utilizado en ingenieria tisular como soporte
condrogénico, de manera aislada (6,81,119,169,200-203,82—
85,87,96,107,115) o copolimerizada con otros polimeros,
destacando su uso combinado con la fibrina, ampliamente
utilizado por el grupo de investigacién del profesor Campos de la
Universidad de Granada (88,90,209-212,103-105,204—208).
Precisamente los buenos resultados reportados por dicho grupo
de investigacién, nos estimularon para utilizar la agarosa
combinada con alginato a fin de mejorar las propiedades de
nuestro hidrogel, siendo necesario recalcar que apenas existen
referencias bibliograficas de trabajos en que se utilice dicha

combinacién de polimeros (81,213).

Las agarosas convencionales requieren de temperaturas
cercanas a los 40 grados Celsius para su solidificacion, lo que
dificulté su uso combinado con células. Por ese motivo nos
decidimos a emplear una agarosa de bajo punto de fusién, que a
37°C continda siendo fluida y solidifica a unos 17°C
(90,204,205,207). La copolimerizacion del alginato con la
agarosa resultdé sencilla, obteniéndose  copolimeros
homogéneos y con propiedades biomecdnicas muy mejoradas,
como se demuestra en los estudios de reologia. EI mddulo
elasticopara los hidrogeles de agarosa es similara los reportados

por Heo et al. (214) en cuanto al incremento observado al
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aumentar la concentracién de dicho polimero, si bien es cierto
que existe una discrepancia en la cuantificacion del mismo,
probablemente debida al uso de agarosas diferentes. En los
hidrogeles combinados con alginato, se aprecié un descenso de
G’ y, por tanto, el material fue menos rigido que la agarosa 1%.
El alginato afectd de forma negativa a la resistencia del material,
haciéndolo menos resistente, algo previsible puesto que el
alginato posee una muy baja consistencia. La combinacion de
ambos polimeros permitié obtener un hidrogel con un modulo
elasticode 3754,26Pa, que, aunque dista mucho del médulo del
cartilago (0,45-0,8 MPa (215) , era suficiente para permitir una
adecuada manipulacién en el quiréfano. Estos valores se
alcanzaron con copolimeros de alginatoal 3% y agarosaal 1%. La
decisiéon de no aumentar mas la concentracidon de agarosa se
debid a que no se quiso afectar negativamente alas propiedades

del alginato como inductor condrogénico.

Aunque la citotoxicidad de ambos hidrogeles habia sido
reportada como negativa o baja por algunos autores (216—-219),
decidimos evaluar in vitro dicho pardmetro.
Sorprendentemente, detectamos que todas las formulaciones
utilizadas exhibian cierta citotoxicidad que, si bien no
comprometia la proliferacion ni diferenciacién celular, como se
demuestra en los estudios in vitro, era necesario analizar. Como

ya hemos comentado, durante el cultivo celular se produce una
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despolimerizacién del alginato como consecuencia de una
pérdida de iones calcio hacia el medio de cultivo. Es posible que
dicha liberaciéon de calcio estuviese generando los efectos
citotoxicos detectados. Por ese motivo realizamos un estudio de
citotoxicidad, incorporando calcio, en concentraciones
crecientes, al medio de cultivo. Los resultados obtenidos indican
gue las concentraciones mas altas de calcio inducen toxicidad
celular, en especial a las hDPSCs, siendo los efectos minimos
sobre los condrocitos. El calcio es un importante mediador
bioquimico que media mecanismos intracelulares relacionados,
por ejemplo, con la contraccién, la secrecién de vesiculas o el
reordenamientos del citoesqueleto. Asi mismo, es un segundo
mensajero involucrado tanto en procesos inflamatorios como
apoptéticos. Los efectos del calcio estdn mediados por una
poblacién heterogénea de receptores de membrana, como los
receptores sensibles al calcio (CASR), relacionados con funciones
tan variadas como la trasmisién del impulso contractil en fibras
musculares, la diferenciacion y proliferacion celular, etc. La
poblacién de dichos receptores y de otros relacionados con los
flujos idnicos es altamente heterogénea, lo que podria explicar
el efecto citotoxico detectado. No obstante, es importante
remarcar que este efecto es transitorio, puesto que no afectaa
la proliferacién ni diferenciacién discutidas mas adelante, lo que

no quiere decir que no deba sertenido en cuenta, en especial en
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relacién al papel del calcio, no como inductor de la apoptosis,
sino como posible agente regulador de funciones en relacion con
la diferenciacidn celular, que si podrian tener un efecto que debe
ser considerado en nuestro modelo. Este efecto esta siendo
estudiado en estos momentos por nuestro grupo de

investigacion (220-223).

Llegados a este punto, nos planteamos estudiar el potencial
condrogénico del nuevo hidrogel generado. Para ello cultivamos
condrocitos humanos articulares y hDPSCs en medio de
induccién condrogénica, utilizando células cultivadas en medio
de proliferacion como control de referencia. Los resultados
obtenidos indican que, ya en tiempos iniciales de cultivo, las
células cultivadas en nuestros hidrogeles experimentan ciertos
cambios fenotipicos. Por una parte, adquieren una morfologia
redondeada. Esto se debe a la incapacidad de las células para
interaccionar con el hidrogel, puesto que ni el alginato ni la
agarosa presentan dominios RGD ni de unidn a integrinas. Esta
ausencia de estimulos en la superficie celularlleva a las células a
reorganizar su citoesqueleto, tal y como se evidencia en los
experimentos de fluorescencia (163,171). Este estimulo fisico es
mds patente en los condrocitos y se acentla notablemente en
los constructos cultivados en medio de cultivo de induccidon
condrogénica, indicando la clara relacion entre forma y funcion

gue impera en todos los sistemas bioldgicos. Por otra parte, las
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células cultivadas en medio de diferenciacion tienden aaparecer
agrupadas, formando lo que hemos denominado esferoides, y
que probablemente son consecuenciade la proliferacion celular.
Las células proliferan y permanecen agrupadas dada su
incapacidad para migrar utilizando la matriz en la que estan
cultivadas. Asi, de manera semejante a lo que ocurre en el
cartilago nativo, aparecen formaciones similares a condronas.
Estos esferoides son mds grandes y abundantes en las muestras
en las que se han incorporado condrocitos al hidrogel y que
ademads hansido cultivadas en medio de diferenciacién. Son mas
pequefios en las muestras donde no se emplea el medio de
induccidén, apareciendo en proporciéon células mayoritariamente

aisladas.

En relacidon a la formacion de esferoides, y en especial en el caso
de las muestras cultivadas con medio de induccién
condrogénica, observamos depdsitos de colageno evidenciados

por la tincidn de rojo sirio (163,182).

La formacion de esferoides se relaciona directamente con la
expresion de colageno tipo Il y agrecano, asi como por un
descenso en la expresién de coldgeno tipo |, tal y como
evidencian los experimentos de inmunofluorescencia. Asi,
podemos afirmar que las células contenidas en los mismos no

solo proliferan mds, sino que ademas secretan mayor cantidad
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de matriz rica en proteinas caracteristicas de la matriz condral.
En el caso de los condrocitos, estos efectos son significativos
incluso en los grupos en los que no se ha utilizado medio de
diferenciacion, de manera que el estimulo fisico consistente en
la imposibilidad de interaccionar con un sustrato parece
suficiente para iniciar el proceso de diferenciacién en estas
células (172,224,225). No ocurre asi en el caso de las hDPSCs,
donde el uso de medios especificos resulta imperativo

(139,140,142,166,188,226).

La caracterizacion morfométrica de los esferoides, realizada
mediante microscopia de fluorescencia, demostré un patrén
diferencial en funcién del tipo celular estudiado. En el caso de
los condrocitos, los datos demuestran una mayor cantidad y
tamafio de los esferoides en las muestras cultivadas con medio
de diferenciacién condral. Este patron diferencial es coherente
con la estructura histoldgica del cartilago en proceso
madurativo. El cartilago inmaduro contiene abundantes células
aisladas que posteriormente se organizan estableciéndose
grupos isogénicos responsables del crecimiento de la matriz
condral (5). Del mismo modo, en nuestros cultivos observamos
que, con el tiempo, como consecuencia de la adicion de factores
de diferenciacion en el medio de cultivo, aparecen gradualmente
esferoides, que alcanzan sutamafio maximo alas 6 semanas de

cultivo. No ocurre asi con las hDPSCs. En estas células, los
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contajes muestran que hay un mayor nimero de esferoides en
los grupos cultivados con medio de proliferacién. El efecto del
medio de induccién se refleja en el tamaiio de los esferoides, que
aumenta gradualmente como consecuencia de la induccion del
fenotipo condral. Esto probablemente esté en relacién con la
elevada tasa de proliferacién de estas células (mayor en las
muestras cultivados con medio de proliferacion) y en la mayor
tasa de deposicion de matriz (mas abundante en los grupos

cultivados con medio de diferenciacién).

Todos estos cambios observados a nivel proteico se
correlacionan con los resultados de los estudios de expresion
génica mediante técnicas de biologia molecular. Los patrones de
expresion de los principales genes codificantes para cadenas
polipeptidicas del coldgeno tipo | (COL1A1) y colageno tipo Il
(COL2A1), y para el agrecano (ACAN) son similares a los

encontrados en los estudios microscépicos.

En lo referente al colageno tipo X, de nuevo observamos un
incremento significativo en la expresion del gen COL10A1,
principal componente de dicho coldgeno. La explicaciéon es
similar a la ya comentada para los cultivos bidimensionales, y
probablemente sedeba a laexistencia de islas de metilacidn que
de alguna manera estén actuando como mecanismo de memoria

molecular. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios
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para verificar si esto es asi, o si realmente las células acaban
derivando a un fenotipo hipertréfico, que podria ocasionar un
fracaso del constructo a largo plazo. La ausencia de estudios en
este sentido obliga a disefiar estrategias experimentales para
resolver esta cuestion, que desde nuestro punto de vista es de

importancia.

Los genes de la familia RUNX constituyen elementos clave en la
diferenciacioén, determinando el bypass hacia la diferenciacién a
estirpes condrogénicas u osteobldsticas (227). Los datos
encontrados en cuanto a la induccién de RUNX1, considerando
ademas los perfiles de expresion de los genes SOX estudiados,
apoyan de forma coherente las observaciones microscdpicas, y
son indicativos de una posible diferenciaciéon hacia fenotipos

condrales, relacionada por ejemplo con la induccion de COL2A1

o de ACAN (10,182,227).

Con lo que respecta al gen HIF1A, que codifica un factor
inducible por hipoxia que regula la transcripcidon de proteinas de
resistencia a la misma, hemos detectado un patrén de expresioén
diferencial entre condrocitos y hDPSCs, de manera que
Unicamente detectamos una induccidon significativa en la
expresion de dicho factor en el caso de las células pulpares.
Quizas esta situacion se deba a que el condrocito es una célula

adaptada y especializada a realizar sus funciones en entornos
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altamente hipdxicos. De hecho, un sistema para diferenciar
dichas células consiste en cultivarlas en pellets donde la difusién
parcial de oxigeno es minima (124,228-230). No ocurre asi con
las hDPSCs, que residen en la proximidad de -capilares
sanguineos, bajo condiciones éptimas en relacion a la presion
parcial de oxigeno (5), y quiza sea por este motivo que en
presencia de un ambiente hipdxico, dichas células transcriban
proteinas de estrés que les permitan adaptarse a esta nueva

situacion.

Las metaloproteinasas constituyen una familia de proteinas
clave en el remodelado de la matriz extracelular. Hemos
detectado un claro incremento de estas proteinas (en especial
de la MMP13 en el casode los condrocitos y de MMP1 en el caso
de las hDPSCs). Es necesario tener en cuenta que nuestro
constructo puede entenderse como un escenario donde esta
generandose un tejido cartilaginoso a partir de un molde previo
que debe ser degradado y sustituido por matriz similar a la
condral. En este aspecto la secrecion de proteinas relacionadas
con dicho remodelado es clave, de manera que no solo
estariamos observando la sintesis de componentes de una
matriz condral neoformada, sino ademas la remodelacion de
esta matriz a fin de generar una matriz madura. Las evidencias
encontradas, en especial en relacion a la MMP13, se

correlacionan con los datos reportados por Brand et al (93).
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Ahora bien, équé papel desempena especificamente cada una de
las metaloproteinasas estudiadas? Es dificil responder a estas
cuestiones dada la ausencia de trabajos publicados que aborden
esta cuestion. Serian necesarios experimentos de silenciamiento
génico dirigidos hacia cada una de las mismas a fin de determinar

el rol exacto que cada una de ellas cumple en este sistema.

La calcificacidn de los tejidos esqueléticos depende de muchos
factores. Entre ellos podemos destacarla proteina codificada por
el gen SPARC, que estd directamente relacionada con Ila
calcificacion del coldgeno en el proceso de mineralizacién del
tejido 6seo (231). Nosotros no hemos encontrado ningun
cambio en la expresién de dicho gen en los cultivos de
condrocitos, esperable si acaso en el supuesto de que se
desarrollase un fenotipo hipertréfico. Por lo que respecta a las
hDPSCs, si que hemos detectado un incremento en la expresién
de dicho gen. Este incremento, relacionado ademas con la
expresion del factor inhibidor de metaloproteinasas (TIMP) y el
VEGF, podria indicar una deriva de las células hacia fenotipos
hipertréficos en los grupos experimentales en los que se han
incluido estas células. Asi, aunque no tenemos evidencias
morfoldgicas del desarrollo de dicho fenotipo, es necesario tener
presente este dato, de especial relevancia para interpretar los

experimentos in vivo planificados por nuestro grupo de
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investigacién, y que forman parte de otros trabajos

experimentales en desarrollo.
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En este trabajo hemos disefiado un constructo que, dadas sus
caracteristicas biomecdanicas, biocompatibilidad y capacidad de
induccion condrogénica demostradas in vitro, podria ser de
utilidad para la regeneracion del cartilago articular. A
continuacién, procedemos a enumerar las principales
conclusiones obtenidas en este trabajo en funcién de los

objetivos planteados:

1. Se han aislado células madre de pulpa dental humanas y
se han caracterizado. Estas células expresan marcadores
propios de células madre mesenquimales (CD105,
CD146, CD29, CD44 y STRO-1), y no expresan los
marcadores CD31 y CD45, propios de otros linajes.

2. Hemos sido capaces de obtener y cultivar condrocitos
humanos a partir de cartilago articular de donantes, los
cuales proliferan y son capaces de diferenciarse,
expresando marcadores tipicos de cartilago.

3. Tanto los condrocitos aislados como las hDPSCs han
demostrado su capacidad de diferenciacion a estirpes
condrales, ateniéndonos a los resultados obtenidos en
los estudios de expresién génica y proteica y a las
caracteristicas morfoldgicas desarrolladas, propias de

esta estirpe celular.
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4. Respecto a los constructos de alginato, unicamente los
manufacturados en forma cilindrica y a la concentracién
del 3% han demostrado ser utiles para su uso in vivo.

5. Tanto los condrocitos como las hDPSCs cultivados en
constructos cilindricos de alginatoal 3% han desarrollado
una morfologia vy citotectonia caracteristicas de
condrocitos maduros.

6. Los constructos de alginato al 3% cilindricos asociados
con condrocitos y hDPSCs han demostrado su capacidad
de regeneraciéon del cartilago en un modelo in vivo,
desarrollado en rodilla de conejo. De los dos tipos
celulares empleados, las hDPSCs han demostrado un
mayor potencial regenerativo, quizas debido a su efecto
antiinflamatorio.

7. Los copolimeros alginato-agarosa manufacturados han
demostrado mejores propiedades biomecanicas que los
hidrogeles de alginato, alcanzando un médulo elasticode
3754,3 Pa. Aunque hemos detectado cierta citotoxicidad
del constructo en tiempos de cultivo cortos, dicha
toxicidad no ha resultado significativa en lo relativo a su
efecto sobre la proliferacion y la diferenciaciéon de las
células cultivadas en los mismos.

8. Los copolimeros de alginato-agarosa han demostrado su

capacidad de promover la diferenciacién condrogénica
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de las células cultivadas en ellos. De los dos tipos
celulares ensayados, los condrocitos han mostrado un
mejor perfil de diferenciacién condral, evidenciado por
los cambios fenotipicos, por laorganizacién de las células
cultivadas en el constructo y por la expresion génica y

proteica de los diversos marcadores condrales medidos.
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