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Resumen

En la bisqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de las lesiones focales del cartilago
articular se ha propuesto el uso de constructos o biomateriales, los cuales son matrices

bioabsorbibles para restituir la superficie articular como soporte.

Este trabajo surgié de un proyecto previo donde Landa y colaboradores obtuvieron células
troncales mesenquimales (CTMs) de sangre periférica de dos borregos de la raza Suffolk.
Posteriomente separaron las células hematopoyéticas por seleccion negativa, las
diferenciaron a cartilago, las mantuvieron en cultivo, se implantaron en constructos de &cido
polilactico (PLA) y se injertaron en los borregos. Los constructos se mantuvieron por 3y 6
meses dentro de los borregos, y pasado ese tiempo cada constructo fue extraido y almacenado
a -80°C.

El presente proyecto consistid en la realizacion de cortes histologicos de cartilago de los
constructos previamente almacenados, para posteriormente describir las caracteristicas
histoldgicas e identificar las proteinas caracteristicas del cartilago articular. Después se
realizaron inmunoflourescencias utilizando los marcadores SOX9, COL2A1 y Agrecano, que
son proteinas caracteristicas del cartilago articular. Asimismo, se cuantificé la fluorescencia

y se observo la similitud que habia entre el cartilago nativo y el injerto implantado.

Con base en los resultados, se puede decir que los injertos podrian mejorar la estructura del
cartilago y esto por su parte puede ser prometedor en un tiempo para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas de las lesiones focales del cartilago articular.



Abstract

In the search of new alternatives for the treatment of focal lesions of articular cartilage, the
use of constructs or biomaterials has been proposed, which are bioabsorbable matrices to
restore the articular surface as a support.

The project arose from previous work by Landa and collaborators who obtained
mesenchymal stem cells (MSCs) from peripheral blood of two Suffolk sheep. Then they
isolated hematopoyethic cells by negative selection, differentiated them to cartilage,
whitholded them in culture, implanted them in polylactic acid (PLA) constructs, and
subsequently grafted them into two sheep. The constructs were maintained for 3 and 6 months

inside the sheep, and after that time each construct was extracted and stored at -80 ° C.

The present project consisted in the realization of cartilage sections of the previously stored
constructs, to later describe the histological characteristics and identify the characteristic
proteins of the articular cartilage after being implanted. Further, immunofluorescences were
performed using SOX9, COL2A1 and Aggrecan markers, which are characteristic proteins
of the articular cartilage. The fluorescence was then quantified and the similarity between the

native cartilage and the implanted graft was observed.

Based on the results, it can be said that the grafts could improve the structure of the cartilage
and this in turn may be promising in the near future for the development of new therapeutic

strategies for focal lesions of the articular cartilage.



Marco teorico

La célula

Las células se dividen en dos clases principales, inicialmente definidas segin contengan o no
ndcleo. Las células procariotas carecen de envoltura nuclear; las células eucariotas presentan
un nucleo donde el material genético esta separado del citoplasma. Las células procariotas
generalmente son méas pequefias y simples que las células eucariotas; ademas de la ausencia
de nucleo, sus genomas son menos complejos y no contienen organulos citoplasmaticos. Al
margen de estas diferencias, lo mismos mecanismos moleculares gobiernan las vidas de
procariotas y eucariotas, indicando que todas las células presentes hoy descienden de un
ancestro primordial Unico.

Por esta razon la idea de que la célula es el componente bésico de los organismos, surgié
antes de 1838 cuando Matthias Jakob Schleiden y Theodor Schwann afirmaron que "las
partes elementales de todos los tejidos estan formadas por células™ y que "existe un principio
universal de desarrollo para las partes elementales de los organismos y este principio esta en
la formacion de células."* Asi mismo, todas las funciones vitales emanan de la maquinaria
celular y de la interaccion de células adyacentes; ademas, la tendencias de la informacion
genética, que es base de la herencia, en su ADN permite las transmision de esta

informacion de generacion en generacion.?

Las células suelen poseer en promedio un tamafio de 10um y una masa de 1ng, aunque
existen células con espesor mayor; los elementos constituyentes de los seres vivos como
los atomos y moléculas, se encuentran unidos por medio de enlaces que estabilizan estas
uniones llevando un orden en la estructura molecular y formar percursores muy simples
bajo peso molecular, los cuales por medio de reacciones quimicas, se convierten en
moléculas intermediarias, que a su vez se unen y forman moléculas de mayor peso

molecular, estas moléculas evolucionan y alcanzan cierto grado de especializacion.

El cuerpo humano, por ejemplo, esta compuesto por méas de 200 tipos de celulas diferentes,
consideradas generalmente como componentes de los cinco tipos principales de tejidos:

tejido epitelial, tejido conectivo, sangre, tejido nervioso y tejido muscular.



la vida se caracteriza por una jerarquia de estructuras y de controles funcionales que
comprenden una escala que va desde las mas diminutas interacciones atomicas y

moleculares.®

Su organizacion esta basada en el orden y su estabilidad dinamica lo que constituyen las
caracteristicas de los fenémenos vitales y de su regularizacion para asociarse entre si en
forma de colonias; esta asociacion se acentlia mas a través de la evolucidn creandose con
esto una diferenciacion que lleva en primera instancia la formacion de tejidos, que
constituiran a su vez 6rganos y estos en cooperacion con otros formaran aparatos y

sistemas, que en conjunto daréan origen a los organismos.

De esta forma los niveles de organizacion de la célula representan diferentes etapas

evolutivas.

Células troncales

Asi mismo a las células troncales (CT) que son células indiferenciadas con capacidad de
proliferacion y auto-renovacion. Por estas caracteristicas, las CT son una excelente
herramienta con gran potencial en la medida regenerativa. Las CT en diferentes etapas del
desarrollo parecen tener diferentes capacidades de auto-renovacién y diferenciacion. A
grandes rasgos existen dos tipos de CT: las células troncales embrionarias (CTE) y las células
troncales del adulto, tejido especifico o sométicas (SSC por sus siglas en ingles). Ademas, las
CT se pueden clasificar de acuerdo con su plasticidad que se refiere a la capacidad de dicha
célula de diferenciarse a diversas estirpes celulares. Se clasifican de la siguiente manera:
totipotenciales, pluripotenciales, multipotentes y en algunos textos se han definido como

unipotenciales.*

Las CT totipotenciales son aquellas que son obtenidas en la etapa de pre-blastocisto en el
desarrollo embrionario; son células indiferenciadas que pueden formar tanto las células que
daran origen a un embrién como a las células que conforman al trofoblasto. Después de la

tercera division celular durante el desarrollo embrionario, las células comienzan a



diferenciarse. La masa de células internas que forman el blastocito (ESC, por sus siglas en

inglés) son células pluripotentes*

Las ESC son células que provienen del blastocisto, una etapa de pre-implantacion durante el
desarrollo embrionario. El blastocisto consiste en su interior en una masa de células internas,

compuestas de 30 a 34 células, las cuales son pluripotentes.

Las SSC se encuentran mas restringidas en cuanto a su diferenciacion hacia otras estirpes,
por lo que se les denomina multipotentes;* sin embargo, se ha reportado en la literatura que
algunos tipos de SSc presentan factores criticos del mantenimiento de la pluripotencia como
Oct3/4 y Sox2, por lo que se les puede denominar como pluripotentes.® Por otra parte las
células unipotentes, a pesar de que son denominadas SC, no se les deberia llamar asi, ya que
s6lo cumplen con la condicion de ser auto-renovables y, por lo tanto, no cumplen con de las

criterios minimos para considerarse como CT.*

Células Troncales Mesenquimales

Tavasssoli y Crosby demostraron el potencial osteogénico de la medula dsea (MO).
Coheneim fue el primero que sugirio la presencia de las células hematopoyéticas en la MO.
Sin embargo, no fue hasta hace apenas 50 afios que Friedenstein y colaboradores lograron
identificar dos tipos de CT en la MO. ® Una de ellas y mas abundante a denominaron células
troncales hematopoyéticas y a la segunda poblacién células troncales de la MO estromales,
ya que formaban una unidad formadora de colonias fibroblastica (CFU-Fs, por sus siglas en
inglés).” Después, demostraron que dichas células eran capaces de generar células de hueso,®
cartilago, ° grasa y tejido conectivo fibroso.!%! En 1991, Caplan denomino a estas células

como células tronceles mesenquimales (CTM). °

Las CTM no solo se encuentran en la MO, también se han identificado en tejido adiposo,*2
sangre de cordon umbilical, sangre periférica movilizada,*® liquido amniético, ** pulpa
dentaria,®® tendones,'® vellosidades cori6nicas,’” membrana sinovial,'®* y musculo

esquelético,’® entre otros. Las principales caracteristicas de las CTM son las siguientes:?°



1) Tienen potencial de diferenciacion a multilinaje en condiciones in vitro a diversos
linajes celulares (hueso, cartilago, grasa, etc.).

2) Poseen la capacidad de diferenciacion en maltiples tejidos (MO, cordon umbilical,
sangre periférica movilizada, placenta, tejido adiposo, etc.)

3) No causan reaccion inmunoldgica.

Fenotipicamente, las CTM expresan una serie de marcadores de superficie no especificos
(CD73, CD90 y CD105), que nos permiten diferenciar este tipo celular de otros tipos
celulares por medio de citometria de flujo. Las CTM no expresan marcadores de superficie
hematopoyéticos como: CD45, CD34, CD14 o CD11. Tampoco expresan moléculas co-
estimulantes como: CD80, CD86 o CD40. Se ha reportado que pueden existir diferencias
minimas en la expresion de ciertos marcadores entre las CTM humanas u otra especie

animal.?

Una de las propiedades de las CTM es la inmunosupresién, a pesar de que las moléculas
del sistema mayor de histocompatibilidad humana (MHC-1) activan las células T, en
ausencia de moléculas co-estimulantes no se genera una respuesta secundaria y, por ende,

las células T se encuentran anérgicas.?

Diferenciacidon de células troncales mesenquimales a Cartilago

La diferenciacion de las CTM hacia cartilago puede ser obtenida in vitro modificando las
condiciones de los cultivos mediante el uso de factores de crecimiento durante su
proliferacion, los mejores candidatos que proveen las sefiales para inducir la
condrogenesis son los miembros de la familia del factor de crecimiento transformante beta
(TGF- p) incluyendo $1, 2 y 3 junto con la activacion del factor transcripcional SOX9.%
El factor transcripcional SOX9 codifica para varios grupos de dominios de union a DNA
y ha sido identificado como un factor de transcripcion critico para la diferenciacion y el
mantenimiento del fenotipo condral. La expresion de colagena tipo Il el mayor
componente de la matriz extracelular condral esta regulada por SOX9 dada por la unién de
SOX9 al gen Col24,?* SMAD3 estimula primero la condrogénesis y modula la asociacion
entre SOX9 y p300. SOX9 especificamente se une al intrén de Col2al y regula su

transcripcion.?® Se ha descrito que los miembros de la familia del TGF-8 también
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estimulan la via de MAPK durante la condrogénesis.?® Asi MAPK estimula la expresion de
Col2al y SOX9 y estas dos vias son importantes para la expresion del gen que codifica a
la expresion de agrecano el mayor proteoglicano en el cartilago.?” En modelos animales
se ha descrito la diferenciacion de CTM que fueron movilizadas a cartilago en pequefias

especies como el conejo.®

Caracteristicas del cartilago articular

La integridad del cartilago es esencial para la adecuada funcion articular, con frecuencia
resulta lesionado por traumatismos o por condiciones de degeneracion que pueden
ocasionar osteoartritis; esto es particularmente frecuente en articulaciones sometidas a
carga tanto en animales cuadrupedos como en humanos. La unidad funcional de cartilago
articular condrocitos los cuales solo son cerca del 2% del total del tejido, ademas esta
compuesto por una matriz extracelular (MEC) compuesta de agua en un 75- 80 %, fibras
de colagena en un 15% y proteoglicanos en un 9-10%.%

1X,X1
15%

n
80%

mAgua

" Fibrillas de la matriz celular
H Agrecano

M colageno

M Otros (minerales, SOX9, calcio,
etc...)

Fig. 1 Componentes de cartilago, imagen modificada del articulo Aigner et al.?’
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Andamios elaborados con biomateriales, para sostén de células troncales

mesenquimales diferenciadas a cartilago

Las terapias actualmente utilizadas para el tratamiento de las lesiones en el tejido articular
no son satisfactorias, pues que se basan en el uso de protesis metélicas que le brindan
soporte a la articulacidn pero que tienen un funcionamiento limitado dada la ausencia de
un tejido con actividad similar a la fisiologica. Por el contrario, la ingenieria de tejidos es
una herramienta que plantea una perspectiva prometedora mediante el empleo de células
y materiales biocompatibles que permiten la recuperacion del tejido de manera similar a
las condiciones nativas.3%3

Los componentes clave para una exitosa ingenieria de tejidos en cartilago son las células
y la matriz extracelular o andamio.®?% Los andamios permiten la infiltracion celular, la
proliferacion y la subsecuente diferenciacion como respuesta a diversas moléculas de
sefializacion, por lo que son comUnmente utilizados en los implantes con el objetivo de
regenerar el cartilago articular. EI andamio a eleccién debe contar con caracteristicas
similares al tejido a reemplazar; como primera cuestion, es vital que la matriz a elegir sea
capaz de dar soporte y de promover el crecimiento de los condrocitos que seran
implantados en ella; debe evitar a toda costa reacciones de tipo inflamatorio o
desencadenar una respuesta inmune, por leve que parezca. Los materiales utilizados para
un andamio incluyen proteinas tales como la colagena, la queratina y el fibrindgeno; asi
mismo, el uso de polisacaridos como el quitosan, el hialuronato y el alginato, ademaés de

poliésteres como el polihidroxibutirato, que son utilizados solos o0 en combinacién.

Estos materiales, una vez procesados en su forma final, deben proveer una adecuada
arquitectura y tener una estructura tridimensional que forme una cadena de poros
interconectada entre si; ademas de que deben ser biocompatibles y biodegradables,
capaces de proveer de fuerza mecénica al constructo, dar un soporte a las células,
promover su adhesion y su crecimiento uniforme, y conservar el fenotipo y las

caracteristicas funcionales de las células trasplantadas.®*

Finalmente, la funcion quimica, asi como la respuesta al medio ambiente respecto al pH,

al estrés y/o la temperatura son consideradas basicas. Es importante resaltar que todos los
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andamios deben contar con un mecanismo de biodegradacion y metabolismo que afecte
en lo minimo la supervivencia del injerto; ademas, deben conferirle mayor proteccion y

resistencia al tejido sustituido.®*

Antecedentes de la tesis

Una alternativa para regular y reparar el cartilago articular que se dafia a lo largo de la vida,
es el disefio de constructos o biomateriales. Para poder llevar a cabo una aplicacion a futuro
se ha implementado una técnica de creacion de implantes biocompatibles, fabricados con
materiales ya sea metalicos, cerdmicos, poliméricos o materiales compuestos, y una medicina
regenerativa que fomenta la capacidad del cuerpo de curarse a si mismo en los que se cultivan
celulas cartilaginosas y funcionan como matrices bioabsorbibles para que puedan ser
reinplantadas en una lesion de cartilago articular, mediante el empleo de implantes
(constructos) en los que las células, troncales mesenquimales, constituyen el elemento

fundamental. %

Se ha demostrado que la implantacion de condrocitos articulares, restaura los defectos del
cartilago articular en articulaciones normales. Los condrocitos construyen el marco
macromolecular de la matriz extracelular a partir de tres clases distintas de macromoléculas:
colagenos, proteoglicanos y proteinas no colagenas. De los colagenos presentes en el
cartilago articular, los colagenos tipo Il, forman una malla fibrilar que proporciona rigidez y

resistencia a la traccion del cartilago.3®

La diversidad molecular de proteoglicanos y coldgenos proporciona una base estructural para
un sinnimero de funciones bioldgicas. Por ejemplo, el agrecano en el cartilago genera
elasticidad y una alta resistencia biomecanica a la presion.®” Los proteoglicano y colagenos
son factores importantes en la regulacion de condrocitos, entre ellos también se encuentra el
gen SOX9 que activa la expresion de colageno tipo I1, se une al promotor COL2A1 y activa
la expresion de COL2AL; este evento juega un papel en la diferenciacion de condrocitos y es
importante para el desarrollo esquelético normal.! Ademas de estas proteinas, la matriz

extracelular rodea a los condrocitos y los protege de las tensiones biomecanicas que surgen
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durante el movimiento normal de las articulaciones, determina los tipos y concentraciones de

moléculas que alcanzan las células y ayuda a mantener el fenotipo de condrocitos.

Landa y colaboradores, obtuvieron las células troncales mesenquimales (CTMs) por
seleccion negativa, eliminaron células hematopoyéticas maduras y las mantuvieron
separadas, la diferenciacion se hizo in vitro en tejidos mesenquimatosos donde cultivaron las
células en placas de seis pocillos a una densidad de placa de 1, 69103 células / cm2, se utiliz6

un cultivo subconfluente al 70% de células troncales mesenquimales movilizadas de pase 2.

Para la diferenciacion a cartilago, se incubaron las CTMs durante 15 dias en medio
condrogénico, que contenia: DMEM, medio b-FGF suplementado (10 ng / ml), kartogenina
(10 IM) y &cido ascdrbico (50 Ig / ml). Los medios se cambiaron cada tres dias y despues se

observaron para saber si eran positivos a cartilago.

Para el cultivo se disefié un constructo de acido polilactico (PLA) elaborado en una impresora
en 3D de marca REGEMAT. Las dimensiones del constructo fueron de 950um y espesor de
capa de 350um a una velocidad de flujo I, un angulo de 90° y una base s6lida, para que las

células pudieran crecer y desarrollarse dentro.

Después de que las CTMs se diferenciaron a cartilago y fueron cultivadas, se les realizaron
pruebas de viabilidad y adhesién celular. Se implantaron de forma sub-dérmica en la cara
lateral de la articulacién de rodilla en 2 borregos de la raza Suffolk, hembras de entre 1y 2
afios de edad de aproximadamente, de 67 a 80 kg de peso, los cuales fueron transportados a
las instalaciones del bioterio del INR LGII, en donde su manejo y mantenimiento se realizé
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-1999) para el uso de animales de
laboratorio. El proyecto fue aprobado por el comité de investigacion del INR LGII, con el
namero 17/13. Los constructos se mantuvieron por 3 y 6 meses, y pasado ese tiempo cada

constructo fue extraido y se almacenado a -80°C.
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Justificacion

Debido a la velocidad con la que avanza el descubrimiento de nuevas técnicas para
tratamiento de las lesiones de la superficie de cartilago articular, es importante determinar en
un modelo experimental en ovinos, la factibilidad de analizar la expresion de
macromoléculas, como colagenos y proteoglicanos, empleando la técnica de impresion
robotizada en 3D, como una base estructural para un sin numero de funciones biol6gicas que
se encargan de regular y reparar el cartilago articular. Considerando la similitud anatdmica
de la articulacién entre humanos y ovinos, los resultados serdn més féciles de trasladar en un

futuro tratamiento clinico.
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Hipotesis

La expresion de las proteinas SOX9, COL2A1 y Agrecano es similar entre los injertos
elaborados con células troncales mesenquimales en un andamio impreso en 3D en

comparacion con el cartilago nativo hasta 3 y 6 meses de ser implantado en un modelo ovino.

Objetivo general

Analizar la expresion de las proteinas caracteristicas del cartilago articular en un constructo

a 3y 6 meses en modelo experimental ovino.

Obijetivos particulares

Realizar cortes histolégicos de 5um, de injertos que se mantuvieron a 3 y 6 meses, para
posteriormente llevar a cabo inmunofluorescencias de cada corte y observar la expresion de
Col2A1, Sox 9 y Agrecano.

Con base en lo anterior comparar la expresion de las proteinas caracteristicas del cartilago

entre los injertos y el cartilago nativo.
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Materiales y métodos

Medio de encastracion para cortes por ultra congelacion.

Se utilizaron los constructos previamente almacenados a -80°C en el ultra congelador
obtenidos de los ovinos, los cuales se colocaron en un molde metalico antes de la congelacion
y se encastraron con Tissue tek O.C.T. (Sakura Finetek USA, Inc., CA 90501 Compound,
4583) el cual es un medio liquido a temperatura ambiente al colocar la muestra, pero es solido

al corte.

Cortes de ultra congelacion en criostato a -30 °C

Para la realizacion de los cortes se tuvo un criostato (modelo CM1520, marca LEICA), a
temperatura de -30 °C, en el cual se coloco el molde solido encastrado de cada muestra, lo
que permitid realizar cortes de 5um, las secciones que se obtuvieron se adhieren por contacto

a un portaobjetos con tespa, las cuales estuvieron listas para ser procesadas.
Histologia

Tincion con hematoxilina y eosina

Se hidrataron la muestrasy se sumergieron en bafios sucesivos de xilol y etanol en
concentraciones descendentes desde los 100 a 70% y para finalizar en agua, al finalizar este
punto se sumergié la muestra en hematoxilina (VECTOR HEMATOXYLIN QS- H — 3404)
durante 10 minutos, se realizaron algunos lavados con agua y alcohol para eliminar el exceso
de hematoxilina y se tifid durante 30 segundos en eosina pasados estos 30 segundos, se
realizaron bafios en alcoholes de concentraciones crecientes (100 a 70%), para deshidratar la
muestra de nuevo y permitir que se fijara previamente para la observacion de la muestra en
el microscopio.

Vector Laboratories INC. Burlingame, C.A. 94010, HEMATOXYLIN QS 100ml, H — 3404.
Lot #X0916.
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Tincion azul alciano

Se lavo con PBS la muestra, se retir6 el PBS, posteriormente se agrego acido acético al 3X

durante 3 min, pasados esos minutos se agregé con un filtro 1 ml de azul alciano

(A5268 SIGMA- Alcian Blue 8GX) por muestra y se dejo por 20 min, al pasar los 20 min se

lavé con agua de la llave y se dejaron por 10 min, al pasar los 10 min se volvio a lavar con

agua destilada y se dejé por 10 min, se retir6 y con agua destilada se lavé por 2 min.

Posteriormente se le agregaron hematoxilina (VECTOR Hematoxylin- H — 3404) por 50

segundos, se lavo con agua destilada y al finalizar se observé al microscopio (Marca ZE1ZZ,
AXIO Imager. A1, Software Axio Vs 40X64 V 4.9.0.0) para tomar fotografias.

Inmunofluorescencias

Para la realizacion de las inmunofluorescencias se utilizaron los siguientes anticuerpos

Anticuerpos primarios

Anticuerpos secundarios

AGRECANO NB100-7435F, PAB Anti
Agrecan Neopitope (F/TC)

Incluido en el AGRECANO NB100-7435F,
PAB Anti Agrecan Neopitope (F/TC)

SOX 9 (P-20) SC-17340 — Lot# KO0411,
Goat polyclonal 1gG

Anti 1gG Hecho goat FITC SC - 2356

COL2 (C-19), SC- 7763 Lot#F2912 goat
polyclonal 19G

Anti 1gG Hecho goat FITC SC - 2356

Para observar nucleos se utilizo

Hoechst 33258 solution 1mg/ml in H20,
98% (HPLC) LOT# BCBS5389V, 94403-
1ML marca SIGMA.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados

En la tabla nimero 1 se muestra el orden de los anticuerpos primario y secundario de acuerdo

a como se fue utilizando para la realizacion de las inmunofluorescencias.
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Se colocaron las muestras en la camara humeda para realizar las inmunofluorescencias
primero utilizd Perm wash para la fijacion y permeabilizacion de las células (KIT- BD
Cytofix/Cytoperm- 554722) al 1X, se hicieron tres lavados por 2 min para cada muestra,
posteriormente se agregd la solucion Cytitofix/cytoperm al 10X hasta cubrir por 2 hrs,
pasadas las 2 hrs se colocaron 5 ul de los anticuerpos primarios en el boton hasta cubrir, se
taparon y se dejaron a 4°C para que no se desnaturalizaran las proteinas presentes en las

muestras toda la noche.

Pasadas 24hrs se limpiaron con Perm wash, se colocaron los anticuerpos secundarios y se
dejaron durante 1 hrs 30 min, al terminar este tiempo se lavd con Perm wash una vez y se
coloco el reactivo para tefiir nicleos (Hoechst) dilucion en agua destilada al 1X por 10 min,
se volvid a lavar con Perm wash se retird y posteriormente se volvid a agregar Perm wash
(este no se retird) y se observd al microscopio (se observaron en el cuarto oscuro para no

perder la luminiscencia)).
Captura y analisis de las imagenes

Microscopio Axio

Para la captura se utilizé el microscopio de la marca ZE1ZZ, AXIO Imager. Al, se encendid
el microscopio en el boton lateral izquierdo, para utilizar la fluorescencia se encendio la
l&mpara de mercurio 15 min antes de observar las muestras, pasados los 15 minutos se
montaron las muestras, primero se presiono el botén TL y se regulo la luminosidad, para
poder observar el contraste de fases o la epi — fluorescencia, se coloc6 la rueda de filtros en
posicién 1y el condensador ya sea en posicién 2 para fluorescencia azul o 3 para verde.
Para la toma de fotografias se utiliz6 el programa Axio Vision AC (rel con version de Software
Axio Vs 40X64 V.).
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Analisis de las imagenes

Capturas de pantalla desde la apertura del software

Para el analisis de las imégenes se utilizé el programa Image J con el cual se cuantificaron
los nucleos y marca por separado, posteriormente se hizo la combinacion de ambas
cuantificaciones para tener un dato mas exactos.

Se abrid la barra de tareas, se presiono el boton straight, se selecciond la escala de la
fotografia tomada y se abrio la ventana set scale del menu analyze para tener la muestra y

cambiarlo de pixeles a micras.

d

i:ile Edit !mage Process Analyze Elug|ns Window Help )
Ojo|z|offE £ s\ |Ala|o|] e /]2 #] |
.X:%? y=106, value=039.000,021 (#270015)

d 4 setscale
444x333 pixels; RGB; 578K

Distance in pixels: |110.0045 ‘

Known distance: |200

Pixel aspectratio: | 1.0

Unitof length: [um

Click to Remove Scale

Scale: 0.5500 pixelsium

OK Cancel | Help

Posteriormente se cuantificaron los pixeles activando la opcion RGB stack del submenu type
del ment imagen los cuales se dividieron en 3 colores azul, rojo y verde, primero se tomé el
porcentaje total y luego se obtuvo solo la marca positiva de los nucleos para cada color y se

selecciond el total y asi para la marca.

19



& Image) - X 4

File Edit |[REFEN Process Analyze Plugins Window Help File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
mifelfa - O [ (> Olo|c |0 £)|x | Ala|o|T s s8] 2] | |»
’ Adjust » 16‘bft

Show Info.. ctriel | 3201 d Threshold X bo
Properties... Ctrl+Mayusculas+P 5,08 Color 43 Jrmn (444x333), 8-bit; 433K

RGB Color
Color 4
Stacks dlv RGB Stack

2171 %
Hyperstacks »| HSB Stack
< » a7
Crop Ctrl+MayUsculas+X Eeh olack < PO
Duplicate... Ctrl+Mayusculas+D
% [Defaut ~|[Red |
ename...
Scale... Ctri+E [~ Dark background [~ Stack histogram
Transform
Auto | Apply | Reset| Set

Zoom I
Overlay
Lookup Tables

En seguida se realizé el analisis con el programa, el cual arroja una tabla que muestra el %
total, area, sd, circ, valores min y max. Posteriormente, se obtuvo la marca total de
fluorescencia en porcentaje con la formula

) (total de nucleos)
marca total de fluorescencia = — 100%,
marca sinnuicleos

después de sacar el porcentaje total para cada muestra, se pasaron los datos al programa

STATISTICA y se hizo el andlisis estadistico solo tomando el porcentaje del area analizada.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help o Yoo pun tgvet Jumn " v e S lowome B
0 Q.28 Aot e+ ew.
O R |2 A3 N|A Dey| St & S DEER &R
l:l| " ‘ r “H‘ | ‘O\‘W‘D |j| ‘ﬂ‘ | | S war i, B AR08 @ rEBGEXEY R P
| et Vs Pt g v ant by Mo o |
& Threshold X bo s
m 43 um (444x333); 8-hit; 433K
2171 % T
< > 206106 6530020 ol
” ALY 4637717 7l

< 5 & 2007 3712002 382071 | = ) |

2573246 511017 3569689
VAT HIN0S BN »f L /
SL250% 266041 50109 & s ]’ 1 11
JLIMN LS8 4238578 Tt A
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I Darkbackground | Stack histogram

M Apply | Reset ﬂ
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File  Erit
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1 40,500 97454 G7.041 0O 240 0500

2 14204 107140 GOF1D 16 240 0.G74
2 101194 100520 70421 0 240 0920
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Presentacion de los datos

Los datos se ordenaron por medio de tablas que contienen la siguiente informacion: tiempo,

tipo de implantes, técnica, imagen y descripcion.

Analisis estadistico

Se hizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov con lo que se establecid que las poblaciones se
comportaban de manera normal, y asi decidimos utilizar la prueba de T para dos muestras
independientes donde se hizo una comparacion pareada.

Los datos de este estudio fueron almacenados en base de datos de Excel (Microsoft Office
para PC), y procesados con el programa STATISTICA.ver10.

El Andlisis se realizé de acuerdo al objetivo general, se utiliz6 la prueba estadistica T para
grupos independientes, teniendo, como factor los constructos de cartilago y las variables

(Fenotipo y expresion).
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RESULTADOS

En los resultados se presentan por tablas cada una de las inmunofluorescencias realizadas y
su control positivo, ademas de que también se presenta su analisis estadistico posterior a las
tablas en cada uno se muestra la prueba realizada y la expresion para cada uno utilizando una
p <0.05 para cada uno de los injertos. A continuacion, se presenta la tabla de

inmunofluorescencias realizadas a los injertos.

AGR Cost.

SOX9 Cost.

COL 2AICTR+ {200 pm COL2AI Cost.

Fig.1 Tabla de inmunofluorescencias costados de Borrego a 3 meses.
Se observa distribuido en columnas el injerto implantado a tres meses en el costado del borrego
y la respuesta a los anticuerpos COL2A, Agrecano y SOX9, asi como la comparacién con el
control positivo el cual fue un fragmento de cartilago de un ovino marcado con los mismos
anticuerpos (COL2A, Agrecano y SOX9).
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Analisis de la expresion de fluorescencia

Para el injerto a 3 meses costado de borrego en el analisis estadistico

GAGR
5 COL2
B SOX9

it

-

%

CTR+Borrego costado de borrego

Fig. 2 Analisis estadistico del costado del borrego.

En la figura se observa que al realizar el analisis estadistico hay una diferencia significativa
marcada con una estrella color negro, en la expresion del Agrecano y el SOX9 con respecto
al control positivo. EI aumento de Agrecano (p= 0.0018) fue de 2.03 % mas comparado con
el del control positivo y para el SOX9 (p=0.0032) aumentd 1.72% mas que lo expresado en el
control positivo, para el andlisis de COL2A1(p=0.15) 0.77 % no se muestra una diferencia

estadisticamente significativa.

* Diferencia estadisticamente significativa, P <0.05, prueba T para muestras independientes.
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Imagenes de las inmunofluorescencias, mostrando los marcadores (COL2AI, AGR,

SOX09) utilizados en el injerto extra articular sin células condrales a 6 meses.

AGR F. Art SC

SOX9 F. Art SC

L

COL2AI
F. Art SC

COL 2AICTR#+ ' -

Fig. 3 Tabla de inmunofluorescencias del injerto extra articular sin células condrales a
6 meses.

En la figura 3 se observa distribuido en columnas el implante de seis meses en el injerto
extra articular del borrego, ademas de la respuesta a los anticuerpos COL2A, Agrecano y
SOX9, asi como la comparacion del control positivo utilizando los mismos anticuerpos

(COL2A, Agrecano y SOX9) todos los injertos son sin células condrales.

24



Analisis estadistico de la expresion de fluorescencia para el injerto extra articular sin

células condrales a 6 meses fuera de la articulacion.

60
BAGR
o COL2
[0 SOX9
50
40 - | E | E
30
20 +
10 |+

CTR+Borrego fuera art sncel

Fig.4 Analisis estadistico del injerto sin células condrales a 6 meses fuera de la
articulacion.

El control positivo vs injerto fuera de la articulacion sin células condrales en esta grafica, se
observa que solamente el Agrecano tiene una diferencia significativa (p=0.0072), se observa
que tiene 1.76% mas con respecto al control positivo, aunque el SOX9 (p=0.076) tiene un
aumento del 1.22% sin embargo también se ve expresado, aunque no significativamente con
respecto a su control positivo, al igual que la COL2A1(p=0.060) la cual tiene una expresion

del 0.77% con respecto al control positivo de borrego.

* Diferencia estadisticamente significativa, P <0.05, prueba T para muestras

independientes.
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Imagenes de las inmunofluorescencias, mostrando los marcadores (COL2AI, AGR,

SOX09) utilizados en el injerto extra articular con células condrales a 6 meses.

AGRF. Art

SOX9 F.Art

COL2AI F. Art COL2AICTR+ =

Fig. S Tabla de inmunofluorescencias del injerto extra articular con células condrales a
6 meses.

En la figura 5 se observa distribuido en columnas el implante de seis meses en el injerto
extra articular del borrego ademas de la respuesta a los anticuerpos COL2A, Agrecano y
SOX9, asi como la comparacion del control positivo de borrego utilizando los mismos

anticuerpos (COL2A, Agrecano y SOX9) todos los injertos son con células condrales.
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Analisis estadistico de la expresion de fluorescencia para el injerto extra articular con

células condrales a 6 meses fuera de la articulacion.

60

55 [@AGR
g COL2
[o] SOX9
50 o

40 g

35t
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]
——

25

20
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CTR+Borrego Fuera art ccel

Fig. 6 Injerto extra articular con células condrales a 6 meses fuera de la articulacion

En la figura 6 se observa que al realizar el andlisis estadistico no se muestra una diferencia
estadisticamente significativa para ninguno de los anticuerpos utilizados en los injertos, sin
embargo, no quiere decir que no haya expresion en el injerto solo que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para el analisis que se esté realizando. En el injerto
de Agrecano (p=0.91) hay un 0.97% de expresion con respecto al control positivo, COL2A1
(p=0.83) hay una expresion del 0.96% y para el SOX9 (p=0.15) hay 1.06 % con respecto al

control positivo de borrego.

* Diferencia estadisticamente significativa, P <0.05, prueba T para muestras independientes.
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Imagenes de las inmunofluorescencias, mostrando los marcadores (COL2AI, AGR,

SOX09) utilizados en el injerto intra articular sin células condrales a 6 meses.

AGR F. Art SC

SOX9 F. Art SC

v,

COL2AI
F. Art SC

COL 2AICTR#' - »

Fig. 7 Tabla de inmunofluorescencias del injerto intra articular sin células condrales a
6 meses.

En la figura 7 se observa distribuido en dos columnas el implante de seis meses en el injerto
intra articular del borrego ademas de la respuesta a los anticuerpos COL2A, Agrecano y
SOX9, asi como la comparacion del control positivo de borrego utilizando los mismos

anticuerpos (COL2A, Agrecano y SOX9) todos los injertos son sin células condrales.
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Analisis estadistico de la expresion de fluorescencia para el injerto intra articular sin

células condrales a 6 meses.
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Fig. 8 Injerto intra articular sin células condrales a 6 meses dentro de la articulacion

En esta grafica podemos observar un aumento estadisticamente significativo en la expresion
del implante dentro de la articulacion sin células de Agrecano (p=0.0029) de 1.66% mas con
respecto al control positivo, aunque al realizar la prueba estadistica T no se observa una
diferencia significativa en el injerto de COL2A1(p=0.39) hay una expresion del 1.13% y para
SOX9 (p=0.17) es de 1.13% los cuales no son significativos, pero si tienen una expresion con

respecto al control positivo de borrego.

* Diferencia estadisticamente significativa, P <0.05, prueba T para muestras independientes.
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Imagenes de las inmunofluorescencias, mostrando los marcadores (COL2AI, AGR,

SOX9) utilizados en el injerto intra articular con células condrales a 6 meses.

COL2Al P
D.Art —200 pm 4 COLZAICTR+

Fig. 9 Tabla de inmunofluorescencias del injerto intra articular con células condrales a

6 meses.

En la figura 9 se observa distribuido en dos columnas el implante de seis meses en el injerto
intra articular del borrego ademas de la respuesta a los anticuerpos COL2A, Agrecano y
SOX9, asi como la comparacion del control positivo de borrego utilizando los mismos
anticuerpos (COL2A, Agrecano y SOX9) todos los injertos son con celulas condrales.
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Analisis estadistico de la expresion de fluorescencia para el injerto intra articular con

células condrales a 6 meses.
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Fig. 10 Injerto intra articular con células condrales a 6 meses dentro de la articulacion

En la grafica podemos observar un aumento en la expresion del injerto dentro de la

articulacion con respecto a el control positivo, se observa una diferencia estadisticamente

significativa al realizar la prueba T para todos los injertos en Agrecano (0.0075) la expresién

es del 1.80 % mas con respecto al control para COL2A1(0.024) el aumento es de 1.47 % mas

también la expresién en SOX9 (0.0067) es de 1.79 % mas con respecto al control positivo de

borrego.

* Diferencia estadisticamente significativa, P <0.05, prueba T para muestras independientes.
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Discusion

En el presente estudio se analizé la expresion de las proteinas caracteristicas del cartilago

articular, en un constructo a 3 y 6 meses en un modelo experimental ovino.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la expresion de los marcadores para cartilago de las
células que se implantaron en el injerto es similar, debido a que el microambiente que rodeo
al injerto favoreci6 que la expresion se mantuviera hasta por 6 meses. Cuando se realizaron
las inmunofluorescencias el anticuerpo utilizado en cada injerto mas su control, mostro que
las proteinas analizadas para cada grupo tenian un porcentaje alto de especificidad (anexol)

de la secuencia entre humanos y ovinos.

Weimin, Zheng * y colaboradores, en un estudio mostraron que las células troncales
mesenguimales facilitan la diferenciacién condrogénica cuando las células son estimuladas

in-vivo, es decir que pueden promover la regeneracion mediante los siguientes mecanismos:

1. Las CTM pueden diferenciarse directamente en células nativas.

2. Las células pueden ejercer efectos paracrinos a través de la secrecion de factores de
crecimiento u hormonas, rescatando el tejido lesionado.

3. Las células pueden transferir mitocondrias a través de nanotubos de tunel y secretar

exosomas o microvesiculas especificos que influyen en las células circundantes.

Nuestros resultados se pueden igualar a lo encontrado por estos autores, como se observa en
las figuras 6 y 10, se ve como el mecanismo de regeneracion es potencial en el andamio
cargado con CTM, y estas a su vez pueden diferenciarse directamente si el microambiente es
adecuado; De acuerdo a los puntos planteados en la figura 6, (injerto con células troncales en
la region extra articular) al analizar la gréafica no se observa ninguna diferencia significativa
entre el injerto y el control positivo, como lo menciona el punto numero dos: “Las células
pueden ejercer efectos paracrinos a traves de la secrecion de factores de crecimiento u
hormonas, rescatando el tejido lesionado”, esto apoya a nuestro resultado ya que el injerto se

encontraba fuera de la articulacion al lesionar este lugar, las células que se encontraban
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alrededor de la lesion posiblemente migraron y se distribuyeron, lo cual propicié que el

injerto pudiera diferenciarse directamente a un tejido similar al del cartilago nativo.

Por otra parte, en la figura 10, (injerto intra articular con células troncales dentro de la
articulacion) podemos observar este mismo comportamiento debido a que el injerto se
encontraba dentro de la articulacion, es decir en el micro ambiente adecuado en comparacion
a la figura 6 (injerto con células troncales en la region extra articular) donde este se
encontraba fuera de la articulacion, al observar la grafica podemos ver que hay una diferencia
significativa pero a favor del injerto intra articular con células troncales en el cual se ve que
para cada injerto con su respectivo marcador aumenta una vez mas, lo cual favorece a que
nuestro resultado se pueda trasladar al punto tres que menciona: “las células pueden transferir
y secretar exosomas especificos los cuales influyen en las células circundantes” y el punto
numero uno “las células pueden diferenciarse directamente a células nativas si son
estimuladas” en este caso con CTM tienen buena afinidad y estan estructuralmente alineadas

por lo que favorecen el rescate del tejido lesionado.

Diversos autores han reportado que, la variacion topoldgica en la apariencia histomorfoldgica
del cartilago articular esta influenciada por la carga mecanica local de los condrocitos en las
diferentes zonas. Los patrones de estrés, tension y flujo de fluido creados en la articulacion
dan como resultado cambios espaciales y temporales en las tasas de sintesis y degradacion
de las proteinas de la matriz®®; también reportaron que los periodos de carga ciclica rara vez
duran méas de 1 hr y que estos se intercalan con periodos de recuperacién parcial y de plena

recuperacion total de al menos 16 hrs. por dia.

Teniendo en cuenta la informacion anterior podemos especular que las células condrales
mantienen y remodelan la matriz del tejido cartilaginoso en equilibrio, por procesos que
involucran la expresion de genes como el SOX9 el Cfbal/Runx2, donde su objetivo principal
son las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y las metaloproteinasas inhibidoras de tejido
(TIMPs), “° por esta razon la presencia del gen SOX9 es importante porque nos permiten
evaluar la respuesta del cartilago articular con respecto a las cargas, como ya se menciond se
sabe que la expresion del SOX9 favorece la proteccion del cartilago y su relacion para

mantener el equilibrio condrogénesis/osteogénesis.*!
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Puede decirse que los condrocitos tienen una forma caracteristica de comportarse, ellos
secretan una matriz rica en colageno de tipo Il y de proteoglicanos agrecanos en general,
expresan una caracteristica genética programada impulsada por el SOX9, los niveles de
proteina SOX9 han de ser estrictamente controlados para que la condrogénesis normal
ocurra.*? Sabiendo esto se dice que el SOX9 regula la expresion del colageno tipo 11, IX, XI,
y Agrecano, estas proteinas al ser reguladas por este gen se pueden comportar de cierta
manera, en nuestro proyecto creemos que se esta dando una regeneracion de cartilago parcial
inducida por el SOX9, como se observa en las figuras 2 (injerto costado de borrego) y 10
(injerto intra articular con celulas troncales) la expresion del gen.

En la figura 2 se encuentra expresado el SOX9 y Agrecano dos veces mas con respecto al
control positivo, esta expresion puede deberse a que las zonas de carga articular se
estimularon, dando como resultado la regulacion del SOX9 y la formacién de proteinas

(Agrecano) creando a su vez la expresion del fenotipo de cartilago y su crecimiento.

En las figuras 4 (injerto extra articular sin celulas troncales) y 8 (injerto intra articular sin
celulas troncales) se observa una expresion mayor del Agrecano con respecto al control
positivo, se sabe que el cartilago articular se encuentra expuesto a una combinacion de cargas
de compresidén (Mpa), estas fuerzas en un cartilago natural incrementan la expresion de
factores catabolicos como los MMPs y las interleucinas disminuyendo la de los
agrecanos,”** lo que permite que las lesiones mecanicas se consideren un importante
inductor de la destruccion del cartilago articular, sin embargo en nuestro resultado
observamos que la expresion de Agrecano es significativa y aumenta dos veces mas con
respecto al control, lo cual nos permite dar una respuesta favorable ya que posiblemente esta
respondiendo a una regulacion de sefiales que resultan de fuerzas mecéanicas, que a su vez
estan activando la via de sefializacion del condrocito en la superficie articular y manteniendo

el cartilago funcional.

En la figura 10 se observa el mismo comportamiento, sin embargo en esta gréafica se estan
expresando los tres marcadores una vez mas con respecto al control positivo (SOXO9,
COL2AL1 y Agrecano), se cree gque la regeneracion puede ser posible, ya que si uno o dos de

estos marcadores se encuentra presente en el injerto se lleva a cabo la activacion de la via de
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sefializacion en los condrocitos articulares, al expresarse estos factores se estd dando la

regulacién en el desarrollo del cartilago.

Conclusion

Con base al proceso experimental realizado, se puede concluir que se identificé que los
injertos pueden tener expresiones similares al cartilago nativo, debido a que el microambiente
donde se implantaron favorece la diferenciacion y la expresion de las proteinas caracteristicas
de cartilago articular en los injertos analizados, por lo que se puede decir que los injertos
podrian mejorar la estructura del cartilago y esto por su parte puede ser prometedor en un
tiempo, para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas de las lesiones focales del

cartilago articular.

Perspectivas

El proyecto realizado tiene un campo de posibilidades para continuar investigando amplias
técnicas de reparacion de cartilago articular, y proponer en base a los resultados obtenidos a
no solo probar con células troncales mesenquimales si no poder ver con factores de
crecimiento el comportamiento de células hipertréficas y su reaccion a la regeneracion de

cartilago articular.
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Anexos

Anexo. 1 Blast protein secuencia de proteinas de humano y comparacién para cada uno
de los marcadores.

Anticuerpos Proteina blanca  Qvis Aries Homo sapiens

evaluados (Humano)

Marcadores de cartilago

Colagena 2Al Raton 97-100% 99-100%
Agrecano Ratdn 94- 100% 97-100%
SOX9 Humano 87-100% 87-100%
Marcadores de hueso

RUNX2 Humano 97% 100%
OPN Humano 32-100% 98-100%

Tabla.2 Comparacion Blast protein de los anticuerpos evaluados
Se observa la comparacion de las proteinas para cada anticuerpo utilizado y su comparacion

con ovinos y humanos.

Anexo 2. Pruebas de Kolmogorov-Smirnov

Prueba de Kolmogorov-Smirnov con la que se establecié que las poblaciones se comportaban

de manera normal.

5

21%

5 16% // 16%  16% 16% 16%
N

. &

CTR+Borrego 103 Fuera art ccel costado de borrego
Dentro Art Dentro sn cel fuera art sncel

[ CRT+bo: D =0.1829, p < n.s., Lilliefors-p < 0.1] CRT+bo

Fig. 11 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para el control positivo de borrego
La prueba no es significativa por la tanto tiene un comportamiento normal para el control positivo de

borrego
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Fig. 12 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para el marcador de agrecano

La prueba no es significativa por la tanto tiene un comportamiento normal para agrecano

4

%l 16% 16% 16% 16%

2|

Al 5%
\

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95
[SOX9: D=0.1919, p<ns, Lilliefors-p<0.1]  SOX9

Fig. 13 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para el marcador de SOX9

La prueba no es significativa por la tanto tiene un comportamiento normal para SOX9.
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0 Y " n
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[ coL2: D=0.1301, p < n.s., Lilliefors-p < 1| coL2

Fig. 14 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para el marcador de COL2A1
La prueba no es significativa por la tanto tiene un comportamiento normal para COL2A1

Anexo. 3 Tabla de tinciones H&E

Implante de cartilago a 3 meses HE

Fig. 15 Tincién H&E
En cada implante podemos observar la morfologia y tincion de los ntcleos célulares marcados en violeta y otros

cuerpos extracelulares se pueden ver tefiidos de rosa.
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Anexo. 4 Analisis estadistico prueba T para muestras independientes

T-tests; Grouping: CTR+Borrego Group vs fuera art sncel

Mean - Mean - | t- d Valid N - | Valid N - | Std.Dev. - | Std.Dev. - | F-ratio -
CTR+Bor| fuera art | val ‘ p | CTR+Borr| fueraart |CTR+Borre| fuera art | Varianc
rego sncel ue ego sncel go sncel es
A ;13 0.0
G [30.73855 |54.31323 5'91 5072 |4 3 7.696594 |6.040479 [1.62351
R 96
9
C 22| |00
0 [51.60532 |40.02403 |299 5761 |4 3 7.741883 |5.069149 [2.33251
L2 1 74
S ~ |00
2.4 15.1574
0 (40.11148 |49.23679 186 5/602 4 3 6.241707 |1.603209
X9 21
0

Tabla. 3 Analisis estadistico del injerto fuera de la articulacién sin células vs control de borrego

p -
Varia

nces

0.806
263

0.628
201

0.125
049
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T-tests; Grouping: CTR+Borrego Group 2: costado de borrego

Mean - Mean - t- q Valid N- | ValidN- |Std.Dev.-| Std.Dev.- |F-ratio-| p-
CTR+Bo| costado de | val ‘ p | CTR+Bor| costado de | CTR+Borr| costado de | Varianc| Varia
rrego borrego | ue rego borrego ego borrego es nces
A ~ | |oo
6.0 2.07134/0.684
G |30.73855|62.31592 5/018|4 3 7.696594 |5.34776
318 9 000
R 03
7
C
16| |0.1
(0] 1.98673/0.564
L 51.60532|39.92074 |732/5/551 4 3 7.741883 |10.91229 338
8 29
2
S -
0.0
o 5.2 1.81217|0.609
40.11148|69.16457 50324 3 6.241707 |8.40239
X 947 534
06
9 3
Tabla. 4 Analisis estadistico del injerto del costado de borrego
T-tests; Grouping: CTR+ Borrego vs Fuera art ccel
Mean - Mean - t- q Valid N- | Valid N- | Std.Dev.- | Std.Dev. - | F-ratio - p-
CTR+Bor | Fueraart | val ¢ p | CTR+Borr| Fueraart | CTR+Borre| Fueraart | Varianc | Varia
rego ccel ue ego ccel go ccel es nces
A 0.1 0.91
1.36635 0.898
G |30.73855 |30.11180 (128 |5/454 |4 3 7.696594 |6.58442 051
R 4 7
C 0.2 0.83
2.25549 |0.504
O |51.60532 (49.99808 |217 5/326 4 3 7.741883 |11.62700 854
L2 7 3
S ) 0.15
1.6 3.61134 |0.317
O |40.11148 |51.63351 5/175 |4 3 6.241707 |11.86145
903 3 954
X9 ) 8

Tabla. 5 Analisis estadistico del injerto fuera de la articulacion con células vs control de borrego
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T-tests; Grouping: CTR+Borrego vs Dentro sn cel
Mean - Mean - t- Valid N- | ValidN- | Std.Dev.- | Std.Dev. - | F-ratio - p-
CTR+Bor | Dentro sn| val p | CTR+Borr | Dentrosn | CTR+Borre | Dentro sn | Varianc | Varia
rego cel ue ego cel go cel es nces
A ) 0.00
4.2 1.06277 |0.885
G [30.73855 |51.27889 294 |4 6 7.696594  |7.46582
129 755
R 4
2
c ) 0.39
0.9 3.28440 |0.356
O |51.60532 |58.63229 317 |4 6 7.741883 |14.03056
024 545
L2 6
5
S ) 0.17
15 1.63681 0.587
O (40.11148 |45.38331 098 |4 6 6.241707 |4.87869
040 143
X9 0
5
Tabla. 6 Analisis estadistico del injerto dentro de la articulacion sin células vs control de borrego
T-tests; Grouping: CTR+Borrego Group vs Dentro Art
Mean - Mean - | t- Valid N- | Valid N- | Std.Dev.- |Std.Dev.- | F-ratio - p-
CTR+Borr| Dentro | val p | CTR+Borre| Dentro Art| CTR+Borre | Dentro Art| Variance | Varian
ego Art ue go go s ces
A - 0.00
0.9720
G |30.73855 |55.343984.32|5|751 |4 3 7.696594 7.04470 |1.193638 2o
R 855 | |0
C - 0.02
0.4171
O |51.60532 |76.13989|3.17|5(462 |4 3 7.741883 12.87343 |2.765003 16
L2 676 | |8
S - 0.00
0.2682
O |40.11148 |72.13878|4.43|5(676 |4 3 6.241707 12.82888 |4.224458 66
X9 978 | |6

Tabla.7 Analisis estadistico del injerto dentro de la articulacién con células vs control de borrego.
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