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Resumen

El cartilago hialino es un tejido especializado que recubre las superficies de los huesos en las
articulaciones moviles como la rodilla, es una superficie lubricada que amortigua y disipa las cargas
mecanicas por el movimiento, protegiendo el hueso subyacente y facilitando el movimiento. Los
condrocitos son el Unico residente celular y se encargan del mantenimiento de la matriz extracelular,
cuya composicion define la habilidad del tejido para la disipacién de las cargas y articular movimiento
sin dolor. Debido a la baja densidad celular, a que es un tejido avascular y no inervado, las lesiones de

gran tamafo en el cartilago no son reparables.

La ingenieria de tejidos es una alternativa para la regeneracion del cartilago, el proceso implica el
trasplante de constructos que contienen condrocitos que se desarrollan en el material como si fuera el
cartilago. El proceso requiere grandes cantidades de células que sélo es posible obtenerlas si se lleva a
cabo la expansidn in vitro de las células. Sin embargo, la expansion de condrocitos se caracteriza por el
cambio morfoldgico de célula redondeada a alargada tipo fibroblasto y la pérdida de marcadores
caracteristicos del cartilago hialino, como Sox-9 y la sintesis de colagena ll, IX, Xl y agrecano, entre otros.
Y en cambio ser positivos para Runx2 y sintetizar coldgena X, moléculas caracteristicas de condrocitos
hipertroficos. Para revertir el proceso de transdiferenciacién se propone el uso de constructos que
induzcan la expresion de los marcadores de cartilago hialino. Los hidrogeles son materiales adecuados
para el cultivo de condrocitos porque permiten la adhesion, la viabilidad, la diferenciacién y Ila
proliferacidon de las células encapsuladas. Los polimeros naturales son ampliamente utilizados en la
clinica, en particular los de colagena I. Debido a que la rigidez de la matriz en la que se desarrollan los
condrocitos afecta el proceso de diferenciacion, los geles de agarosa se emplean como constructos
porque los cambios en la concentracion modifican la rigidez sin alterar sus propiedades quimicas. En
este proyecto se propone por primera vez un andamio de colagena | (proteina fibrilar) con agarosa

como la matriz no fibrilar altamente hidratada del cartilago.

Los condrocitos se obtuvieron del condilo femoral de cerdo, las células en cultivo se llevaron hasta pase

3 y después del cual fueron encapsuladas con 100 o 200 plL de colagena | (7.5 pg/uL) y con 5,10y 15



mg mL?! de agarosa. El volumen final de cada constructo fue de 1 mL y cada uno contenia 1 millén de
células, los constructos se seccionaron (1 para cada fecha de andlisis) y cultivaron por 1, 7, 14, 21y 28

dias (n=6 por cada dia).

Para el dia 1 habia una gran proporcion de células muertas, aunque, en las siguientes evaluaciones el
porcentaje disminuyd. Por la naturaleza de los materiales el proceso de encapsulacion conlleva la
exposicion a condiciones no favorables para las células, a esto se atribuye la mortalidad inicial. Después

del proceso de encapsulacion las células se mantienen viables en el constructo.

A través de imagenes con microscopia de barrido se observd que las células formaron prolongaciones
hacia el material sugiriendo su adhesion, ademas que generaban espacios en el material, y a pesar de

ello conservaban su forma redondeada como en el cartilago.

El andlisis histologico reveld que las células a partir de los 7 dias de cultivo estaban rodeadas por una
matriz pericelular densa en GAG, evidenciada con la tincién de azul alcidn, que tifie GAGs, vy
glicoproteinas. La demostracion de colagena tenida con la tincion de Masson no fue tan evidente,
debido probablemente a que la colagena combinada con la agarosa, las fibras de colagena estan

dispersas entre la agarosa y no se tifien.

El perfil molecular de las células fue analizado con inmunohistoquimica contra pro-colagena Il
(marcador de cartilago hialino) y contra colagena tipo X (marcador de cartilago hipertréfico). Los
resultados mostraron un comportamiento diferencial de acuerdo con la concentracidon de agarosa, en

los constructos con la menor concentracion de agarosa la expresion de Col X fue mayor.



Abstract

Articular hyaline cartilage is a specialized tissue, which provides a smooth, lubricated surface for low-
friction articulation. Chondrocytes are specialized cells responsible for ECM production and
maintenance. Cartilage is neither innervated nor vascularized, because of these, recovery of damage is
problematic due to the limited capacity for self-repair, besides its low cell density and limited ability of

mature chondrocytes to proliferate or produce sufficient amount of ECM.

Matrix-based cell therapy involves transplantation of a 3D scaffold comprised of autologous
chondrocytes. It is necessary for chondrocytes to be expanded in vitro to obtain a sufficient number of
cells, however, the expansion process is associated with chondrocyte de-differentiation, reduction in
the expression of cartilage specific collagens type 1, IX, and XI, as well as aggrecan and
glycosaminoglycans, and elevated synthesis of collagen type |. To overcome de-differentiation process
culture chondrocytes in 3D systems can grow with a preserved phenotype and exhibit the highest
chondrogenic capacity in vitro. Hydrogels are suitable matrices for chondrocyte encapsulation,
promoting cell viability, cell adhesion, differentiation and proliferation. Natural polymers are most
widely used in clinical studies, and particularly scaffolds of collage type. Because of the relevance of
stiffness for chondrocyte phenotype agarose has been used as a model due to the dependency of
mechanical properties and concentration. In this work, we propose a scaffold that combines collagen |,
biofunctional fibrillar protein, with agarose as hydrogel that mimics the surrounding nonfibrillar and

high hydrotreated ECM.

Chondrocytes from pig cartilage were excised from the medial femoral condyle, cells were passaged
and encapsulated in passage 3. Collagen solutions containing 100 or 200 pul were combined with agarose
5, 10 or 15 mg mL™* to yield cylindrical solid gel. The final volume of each construct was 1 mL and
contained 1 million of cells, then the constructs were cut into slices and each one cultured 1, 7, 14, 21

or 28 days (n=6 per group per endpoint).



By day 1 there were countable death cells, however, decrease with culture time. Despite the violent
process to encapsulate cells and the considerable death at the beginning of the culture, cells survive

and exhibit distribution in cell clusters that suggest proliferation in the construct.

By SEM imageology it was exhibited that cells in the construct displayed a rounded morphology like
chondrocytes in their native matrix. Also, it was revealed cell-matrix adhesion and the ability of cells to

modify the surrounded matrix.

Histological analysis display that cells were surrounded by a pericellular matrix dense in GAG, shown by
the specific staining alcian blue, binds to sulfated GAGs and glycoproteins. Masson’s staining, collagen

specific, was negative in all samples.

Molecular expression profile was evidence by immunohistochemical assay against a cartilage marker
pro-Col Il and a hypertrophic marker Col X, results demonstrated a differential behavior. In constructs
with the lowest agarose concentration the expression was higher with the culture time, by the contrary

in the highest concentration the expression decreased with the culture time.



Introduccion

Cartilago articular

Generalidades del cartilago articular

El cartilago es un tejido conjuntivo avascular no inervado, en el que mas del 95% de su volumen
corresponde a matriz extracelular (MEC). Los condrocitos, junto con los condroclastos y células
osteoprogenitoras, residen en el cartilago. La densidad promedio es de 14 millones células/mL,
representando menos del 5% del volumen total del cartilago articular. Los condrocitos se encargan de
la sintesis y mantenimiento de la MEC, puesto que no existe una red vascular en el cartilago, la
composicion de la matriz extracelular es crucial para la supervivencia de los condrocitos (Inkinen et al.,

2014).

Se distinguen tres tipos de cartilago: hialino, elastico y fibroso y cada uno tiene propiedades
bioquimicas, biomecdnicas y estructurales diferentes. Estas diferencias son resultado de los estimulos
particulares a que estan sometidos durante el desarrollo del esqueleto, en consecuencia, las diferentes
formas de cartilago, dependiendo de la articulacién en que se localicen, permiten mucho, poco o nada

de movimiento (Camarero-Espinosa et al., 2016).

El fibrocartilago es el cartilago mas duro y fuerte en todo el cuerpo y se encuentra en los discos
intervertebrales, meniscos, en la interfaz entre tendones y hueso. La principal caracteristica son las
abundantes fibras de colagena tipo | (Col-1). El cartilago elastico estd presente en el I6bulo de la oreja,
en la epiglotis y en otros cartilagos laringeos y su funcidon es mantener la forma vy flexibilidad de los
6rganos. Se caracteriza por tener una gran elasticidad provista por las abundantes fibras de elastina
gue contiene (Camarero-Espinosa et al., 2016). El cartilago hialino sirve como un molde para la posterior
formacién de los huesos durante el desarrollo embrionario, persistiendo en algunas regiones del
esqueleto al finalizar el crecimiento. Se localiza en articulaciones méviles como en el codo, hombro,

cadera y rodilla. Al revestir a las extremidades de los huesos les provee una superficie de baja friccidn



y distribuye las fuerzas aplicadas al hueso subyacente (figura 1) (Chen et al., 2013; Chevalier y Richette,

2016; Ross y Pawlina, 2015).

Figura 1.. Estructura y ubicacion del cartilago articular, modificado de Mow, 1991)

Los principales constituyentes del cartilago hialino articular (CA) son el liquido intersticial y los
componentes de la MEC como colagena tipo Il (Col-11) y glucosaminoglucanos (GAGs), que le confieren
estructuracion y elasticidad al tejido cartilaginoso. Debido a la baja densidad celular, reducida actividad
proliferativa, su naturaleza avascular y a su falta de pericondrio, el cartilago es incapaz de regenerarse
o repararse tras una lesidon o procesos degenerativos como la osteoartrosis. Esto puede resultar en la
degeneracion del tejido articular y provocar dolor incapacitante en el paciente (D. Chen et al., 2017).
Dos estrategias terapéuticas predominan en la actualidad para reparar al cartilago articular: la
regeneracién del tejido y la ingenieria de tejidos. La terapia celular representa una coleccién de
métodos in vivo que persiguen la formacidn de nuevo tejido in situ, mientras que la ingenieria de tejidos
estd basada en técnicas que buscan la formacion de neocartilago in vitro que posteriormente pueda ser

implantado en el cuerpo (Spiller et al., 2011).

Origen del cartilago articular

La formacién del CA comienza en el mesénquima por el agrupamiento y posterior diferenciacién de

células mesenquimales (MSCs) en pre-condrocitos. Durante esta fase de condensacion, las células
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expresan Col-l y ll, GAGs, y moléculas de adhesion como cadherina y N-CAM. Simultaneamente, la
mayoria de los vasos sanguineos desaparece. A continuacion, los pre-condrocitos expresan factores de
transcripcidn especificos como Sox-9, L-Sox-5 y Sox-6 y en este punto los condrocitos son maduros y
producen MEC abundante en proteoglucanos (PGs), en particular agrecano, y colagena Il, IXy XI. En el
curso del desarrollo embrionario, el proceso de osificacion endocondral que forma los huesos tiene
origen en los cumulos de células cartilaginosas, que madurany proliferan formando columnas verticales
de células, al mismo tiempo que las células aumentan de tamano debido a que se “edematizan” porque
se diferencian hacia una etapa hipertroéfica. Los condrocitos en esta zona no sintetizan mas coldgena
sino colagena X, que esta involucrada en el deposito de calcio en la matriz cartilaginosa. En esta zona
se sintetiza fosfatasa alcalina, enzima que libera fosfato inorganico que se une a calcio permitiendo la
formacidn de cristales de hidroxiapatita. Los condrocitos hipertréficos producen VEGF, que induce la
formacidn de vasos sanguineos. Las células en el drea calcificada mueren por apoptosis y el espacio es

invadido por osteoclastos que preparan el espacio para la llegada de osteoblastos (Demoor et al., 2014).

En las primeras etapas de desarrollo los condrocitos proliferan y producen proteinas de MEC de manera
activa, antes de alcanzar la maduracion, entre los 18 y 21 afios, las células responden a las fuerzas
mecanicas aplicadas, remodelando el tejido al variar la composicidn y estructura. Cuando se alcanza la
madurez, la actividad celular decae, disminuye la sintesis de MEC y la mayoria de los condrocitos no
vuelven a dividirse (Alvarez et al., 2002). En general, en el cartilago maduro, la densidad celular
disminuye, se produce menor cantidad de MEC y las células tienen menor respuesta a los factores de

crecimiento (Camarero-Espinosa et al., 2016).

Composicion

Condrocitos

Los condrocitos son el Unico tipo de células presentes en la MEC cartilaginosa, aunque la actividad
proliferativa es baja o inexistente, son el principal responsable del mantenimiento de la homeostasis
del tejido. Los condrocitos maduros tienen una forma esférica con bordes aplanados, nucleos

prominentes, abundante reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, que se explica por su activa
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produccidn de proteinas matriciales. En estado maduro los condrocitos carecen de interacciones célula-
célula, ya que cada una de ellas esta rodeada por la denominada matriz pericelular. Al conjunto formado
por varios (en promedio de 2 a 5) condrocitos y la zona de MEC que los rodea se le denomina condrdn
la que constituye la unidad anatémica, citogenética y mecanica del cartilago (Alvarez et al., 2002;
Camarero-Espinosa et al., 2016). Estos condrones se originan cuando los condrocitos que realizan una
o dos divisiones mitoticas se organizan en cumulos atrapados en lagunas que se denominan grupos
isdgenos o isogénicos (figura 4). Conforme es sintetizada la matriz que los rodea, los condrocitos recién
divididos comienzan a alejarse unos de otros. Los condrocitos también secretan metaloproteasas,
enzimas que degradan la matriz cartilaginosa para permitir que las células se expandan y se reubiquen

dentro del grupo iségeno en crecimiento (Ross y Pawlina, 2015).

Al ser un tejido avascular, la nutricion de las células depende de la difusion de nutrientes desde el
liquido sinovial. La glucosa es el principal nutrimento energético del condrocito que metaboliza
basicamente por la via de la glucélisis anaerdbica y/o se transforma en glucosamina para la sintesis de

los proteoglucanos (Chevalier y Richette, 2016).

Matriz extracelular

El principal componente de la MEC del cartilago es la colagena, que representa entre el 50-80% del peso
seco del cartilago. La Col-ll es la mas abundante, seguida de la colagena tipo IX y Xl. Sin ser especifica
del CA, la Col-ll es sintetizada en los condrocitos normales e indica, en ensayos in vitro, la diferenciacién
de estos (Chevalier y Richette, 2016). A partir de la col Il se desarrolla una compleja red fibrilar a la que
se atribuye la rigidez y resistencia a la traccidn del tejido, que se enlaza y estabiliza con otros

componentes de la matriz (figura 2) (Mow et al., 1992).

La MEC de cartilago contiene otras proteinas no colagénicas, la mayoria de ellas en forma de
proteoglicanos (PGs). Los PGs estdn compuestos de una proteina nuclear, a la que se asociacion
perpendicularmente glucosaminoglucanos formando una escobetilla (figura 3) (lozzo y Schaefer, 2015).
Los GAGs son cadenas largas lineales no ramificadas de disacaridos que se unen a través de enlaces

glicosidicos. Los GAGs mas abundantes en el cartilago son hialuronato, dermatdn sulfato, queratan
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sulfato (KS) y condroitin 4-sulfato y 6-sulfato (CS). Todos los GAGs presentes en cartilago, a excepcién
del hialuronato, contienen grupos sulfato que estan cargados negativamente (Camarero-Espinosa et

al., 2016).

Figura 2. Estructura y composicion molecular del cartilago articulara diferentes escalas, modificado de Mow, 1991)

Figura 3.Estructura del proteoglicano agrecano unido a hialuronato. Condroitin sulfato y queratdn sulfato se unen a la proteina central
entre los dominios globulares G2 y G3 formando agrecano (sefialado con una elipse punteada). Agrecano interactua con el hialuronano
a través de la proteina de union. Modificado de Camarero-Espinoza, 2016.

El agrecano es el PG mas abundante de la matriz de cartilago, esta formado por CS y KS, unidos a una
molécula de hialuronano (Mow et al., 1992). Esta interaccién no se disocia en condiciones fisioldgicas y
conduce a la formacion de grandes agregados de PGs. Estos agregados generan un empacamiento
denso, hidratado, que se refuerza con la union de las fibras de coldgena. La carga negativa de los acidos
carboxilicos y los grupos sulfato en los GAGs, resultan en una carga global negativa de la MEC

cartilaginosa, lo que provoca la atraccién de iones que mantienen la neutralidad eléctrica resultando



en la entrada de agua por efecto osmoético (lozzo y Schaefer, 2015). El fluido es atrapado y produce un
efecto de hinchamiento, sin embargo, la red de col Il forma un armazén que limita el desplazamiento,

manteniéndolo contenido (Chevalier y Richette, 2016; lozzo y Schaefer, 2015).

Los componentes de la MEC del CA no estan distribuidos de manera uniforme, y se han descrito tres
regiones en el cartilago de acuerdo con sus propiedades territoriales: la matriz pericelular (PCM)
encapsulada por la capsula pericelular (PCC), la matriz territorial (TM) y la matriz intraterritorial (IM)

(figura 4).

Figura 4. Tincion H&E del cartilago articular 100x. Los condrocitos (CH) estdn rodeados por la capsula pericelular (PCC) que contiene la
matriz pericelular. De manera caracteristica la matriz territorial (TM) se tifie mds intensa que la matriz interterritorial (Ml). La linea
punteada se sefiala a un grupo iségeno.

Cada condrocito estd rodeado por una estrecha PCM que funciona como trasmisor de seiiales
biomecanicas y bioquimicas para el condrocito. Tiene la concentracion mas elevada de proteoglucanos
sulfatados y hialuronato; sin embargo, las macromoléculas no forman el complejo agrecano-
hialuronano. El contenido de col Il es de didametro pequefio (10-15nm) y esta enredada formando una
estructura que rodea la célula, la capsula pericelular. Se considera que esta arquitectura se cree tiene
una funcion hidrodinamica que protege al condrocito, sirviendo como un cojin que se deforma
reversiblemente ante cargas mecanicas. La coldgena IX y VI estdn presentes en la PCM en una mayor

concentracion respecto a la TM (Camarero-Espinosa et al., 2016; Wilusz et al., 2014). En imagenes de

10



microscopia de iones de helio de la secciones transversales del cartilago articular se observa la

morfologia tipo canasta de la colagena en la matriz pericelular (figura 5)(Vanden Berg-Foels et al., 2012).

Figura 5. Microscopia por iones de helio (HIM) de la matriz pericelular de condrocitos articulares (A). La capa interna de la estructura
tipo canasta que rodea la célula es una malla de microfibrillas que difieren en morfologia de las fibras de colégena bandeadas que se
observan al fondo (B). Modificado de Vanden Berg-Foels et al.

La matriz territorial esta mas alejada de los condrocitos. Rodea el grupo isdgeno y contiene una red de
distribucién aleatoria de colagena Il con pequefias cantidades de colagena tipo IX. La composicidn de la
matriz es similar a la IM, pero las fibras de coldgena son mas delgadas y una mayor proporcién de PGs

ricos en CS (Camarero-Espinosa et al., 2016; Ross y Pawlina, 2015).

La matriz interterritorial (IM) es una regién que rodea la matriz territorial y ocupa el espacio que hay
entre los grupos de condrocitos. Tiene una mayor concentracion de PGs ricos en KS y fibras de colagena

mas gruesas (Camarero-Espinosa et al., 2016; Ross y Pawlina, 2015).

Liquido sinovial

El liquido sinovial es un fluido encapsulado en la articulacidn, es una mezcla de proteinas del
ultrafiltrado del plasma y hialuronano. Electrolitos como sodio, potasio, calcio y cloro estdn en la misma
concentracion que en el plasma, mientras que el hialuronano esta tres veces mas concentrado.

También contiene otras proteinas responsables de la lubricacidon (Camarero-Espinosa et al., 2016).
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El liquido sinovial es responsable de la nutricion y remocion de desechos del cartilago. El transporte de
nutrientes ocurre por difusion y transporte de masa en los ciclos de compresion-relajacién del tejido.
Ademads, actia como lubricante articular, amortigua los golpes y evita el contacto de los cartilagos
articulares entre si. El liquido sinovial es un fluido no Newtoniano que al aplicar presién responde con
unincremento en la viscosidad que soporta la carga. Con la aplicacion continua de presidn, la viscosidad
del fluido decrece y el tejido segrega el liquido atrapado, soportando la carga (Camarero-Espinosa et

al., 2016).

Zonas del cartilago articular

En los adultos, el cartilago articular mide de 2 a 5mm de espesor y conforme a la profundidad las
caracteristicas de los constituyentes de la MEC varian, asi como la forma y el arreglo de los condrocitos.
Se divide en cuatro zonas y es resultado de la maduracién del tejido. No se describen como capas
superpuestas, sino capas que difieren entre si segun criterios bioquimicos (cantidad de proteoglucanos)

y anatdmicos (disposicion de fibras de coldgeno) (Ross y Pawlina, 2015).

En la zona superficial del cartilago las fibras de col Il son de didmetros pequefo y se organizan en
fasciculos paralelos a la superficie, esta organizacidon optimiza la disipacion de esfuerzo cortante. La
concentracion de PGs es baja, debido a que sufren una degradacidn mas rapida y se sintetiza en menor
cantidad (Alvarez et al., 2002). Hay poca coldgena y la mayor concentracién de fibronectina y agua, por
lo que la permeabilidad del tejido es mayor que en otras zonas. Los condrocitos en esta zona presentan
crecimiento aposicional, son alargados, aplanados y estan rodeados por una red densa de fibras de

coldgena. Los condrocitos en esta region secretan Col-l (ilustracidn 6) (Camarero-Espinosa et al., 2016).

La zona intermedia esta debajo de la superficial y se caracteriza por tener baja densidad celular. Los
condrocitos son redondos y estan distribuidos al azar en la matriz. Las fibras de col Il son el componente
de la MEC mas prominente en la zona, estdn menos organizadas y se disponen en orientacion oblicua.

Esta zona es la de mayor concentracion de PGs (ilustracion 6) (Camarero-Espinosa et al., 2016).
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La zona profunda se caracteriza por tener condrocitos redondeados y ligeramente mas grandes que se
disponen en columnas cortas y perpendiculares a la superficie libre del cartilago, la densidad celular es
menor que en las zonas media y superficial. Las fibras de la colagena estan dispuestas entre las
columnas paralelas al eje longitudinal del hueso, donde la Col-X es caracteristica en esta zona. La zona
calcificada se caracteriza por una matriz rica en calcio con la presencia de condrocitos hipertroéficos,
sirve como interfaz entre el hueso y el cartilago. Esta zona esta separada de la zona profunda por una
linea regular, ondulada y muy calcificada, que recibe el nombre de marca de marea (tide-mark) que
forma una barrera que impide el ingreso de los vasos subcondrales, pero no de algunas sustancias

(ilustracion 6)(Ross y Pawlina, 2015).

Figura 6. Esquema de la seccion transversal del cartilago articular. Distribucion celular en las diferentes zonas del cartilago (A).
Arquitectura de las fibras de coldgena en las diferentes zonas del cartilago (B). Modificado de Fox, 2009.

Propiedades mecanicas

El cartilago articular funciona como un elemento que soporta y distribuye cargas mecanicas, a la vez
que permite el movimiento traslacional y rotacional de la articulacién. La compleja estructura y
composicidon del cartilago lo hace una red fibrosa y permeable que retiene liquido, durante el
movimiento y cuando la articulacidon se somete a compresidon se producen cambios transitorios y

regionales del contenido acuoso. El liquido sinovial es presionado y fluye a través del tejido
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cartiloginoso, ejerciendo friccién en la matriz sélida, transfiriendo la carga aplicada (Ross y Pawlina,

2015).

La composicion y la estructura del cartilago explican sus propiedades biomecanicas. Los PGs son
moléculas polianidnicas, que se agregan y ocupan un gran volumen. El aumento en el volumen por la
hidrofilicidad de los PGs, se contiene por efecto de la red de fibras de colageno tipo Il. Cuando el
cartilago es comprimido, las cargas negativas en el agrecano se acercan entre ellas, lo que incrementa
su fuerza de repulsidon provocando mayor rigidez en el cartilago. Los PGs que no forman agregados no
serian tan efectivos en resistir la compresiodn, ya que no estarian atrapados por la red de coldgena. Los
dafos en lared de coladgena reducen larigidez del tejido, ya que los agregados de PGs no son contenidos

con tanta eficiencia (Mansour, 2009).

El cartilago es un material heterogéneo, anisotrdpico y viscoeldstico que, debido a esta naturaleza, no
responde linealmente a la aplicacion de fuerzas mecanicas. El cartilago se comporta como esponja, no
obstante, es una esponja que no permite el flujo de fluidos facilmente, esto se explica por su baja
permeabilidad que se define como la resistencia a que fluya un fluido (Mansour, 2009). Que el flujo de
fluidos y la deformacién sean eventos interdependientes ha llevado a modelar el comportamiento del
tejido como una mezcla de fluidos y sdlidos, llamado el modelo bifasico del cartilago. En este modelo
los PGs, la colagena, las células y los lipidos son la fase sdélida que tiene un comportamiento lineal en
esfuerzo-deformacion. El fluido intersticial que tiene libre movimiento a través de la matriz es la fase

fluida.

Propiedades compresivas

En el cartilago las propiedades compresivas del tejido varian dependiendo de la profundidad del tejido,
la zona superficial es muy permeable (los fluidos fluyen relativamente fécil) y deformable por el alto
contenido de agua, al exponerse a una fuerza de compresion sufre deformaciones mayores al 50% de
su volumen. En la zona media y profunda, donde es menos permeable (los fluidos fluyen con dificultad)
y la red de coldgena estd incrementada, la deformacién en compresidon es menor al 5% del volumen

(Camarero-Espinosa et al., 2016).
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Al aplicar una carga constante el cartilago se deforma, pero no instantaneamente. De manera inicial,
en la compresidn el desplazamiento es rapido por la salida de fluido intersticial del cartilago, pero
debido a la baja permeabilidad el liquido se presuriza y la fuerza es transmitida en la fase sélida,
disipando el estrés. Cuando el material comienza a deformarse, la porosidad decrece y la permeabilidad
se reduce, disminuyendo la tasa de flujo y aumentando las fuerzas de arrastre. Por esta razon, el
cartilago responde a la aplicacién de cargas incrementando la presién hidraulica y la rigidez mecanica
(Camarero-Espinosa et al., 2016; Mansour, 2009). Cuando la carga es removida, el cartilago recobra su
forma original por la combinacion del efecto osmético que restablece el fluido y las propiedades

eldsticas de la fase sdlida (Camarero-Espinosa et al., 2016).

Propiedades de traccion y esfuerzo cortante

Al aplicarse una fuerza de compresion en el cartilago ocurre una deformacién y se produce en la
superficie fuerzas de traccidn. Esta fuerza es tangencial a la superficie y es soportada por la fase sélida
del cartilago: la red de colagena y PGs. La traccion también provoca una respuesta viscoelastica, que es
generada por el movimiento de las fibras de colagena. La orientaciéon, concentracién vy
entrecruzamiento de la colagena varia en la profundidad del tejido, el perfil de traccion-deformacién

depende en gran medida de la posicidon (Camarero-Espinosa et al., 2016).

Mecanotransduccion

Los condrocitos en el cartilago articular se desarrollan en un ambiente mecdnico dindmico, que combina
eventos de compresién, esfuerzo cortante, presion hidrostdtica y tensiéon (C. Chen et al., 2013). La
matriz actia como un transductor de sefiales para los condrocitos incluidos en ella. Por lo tanto, las
compresiones aplicadas al cartilago crean sefales mecanicas, eléctricas y quimicas que contribuyen a
dirigir la actividad sintética de los condrocitos, controlando el balance entre eventos catabdlicos y
anabdlicos (Ross y Pawlina, 2015), modificando la composicién y organizacion de la MEC, que en ultima
instancia altera la resiliencia mecanica del cartilago (Sdnchez et al., 2011). En condiciones de
estimulacion mecanica anormal (aplicacién de carga excesiva, lesiones articulares, etc.), el balance en
el metabolismo del condrocito se modifica, lo que acelera la degradacion de la MEC, induce la
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degeneracion del cartilago y, en ultima instancia, provoca el desarrollo de osteoartrosis. El estimulo
mecanico ha sido reconocido como el factor clave en el inicio y desarrollo de dicha enfermedad (C. Chen

et al., 2013).

En la actividad metabdlica del condrocito en el cartilago no sélo afecta la exposicion a estimulos
mecanicos sino el tipo y duracion de estos. Los condrocitos en compresion dindmica aumentan la
expresion de agrecano y col Il, respecto a condrocitos en compresién estatica. La expresion de PGs y
colagena aumenta al aplicar esfuerzo cortante respecto a aplicar compresidn. La presidn hidrostatica
sobreexpresa genes anabdlicos (agrecano y col 1) y catabdlicos (metaloproteinasas 3y 13) (C. Chen et

al., 2013).

Los mecanismos moleculares para la transmisidn de los estimulos mecanicos incluyen la sefializacion
por integrinas, canales de calcio, liberacién de mediadores solubles (citosinas y factores de
crecimiento). Las integrinas son proteinas transmembranales heterodiméricas que participan en la
union de ligandos de la MEC con componentes del citoplasma que interactlan con proteinas que
median sefalizacion intracelular, ademas, se unen y ayudan a organizar las proteinas del citoesqueleto
incluida talina, paxilina, vinculina, tensina y actina. Por esto, las integrinas “integran” la MEC con
estructuras del citoesqueleto y componentes de sefializacion en respuesta a sefiales extracelulares, las
integrinas pueden regular funciones celulares importantes como proliferacién, diferenciacion,
sobrevida, migracidn, morfogénesis y remodelacidn tisular. La principal funcidon de las integrinas es
mediar la adhesidn de las células a la MEC, la integrina a581 y aV3 reconocen y unen a secuencias
RGD (Arg-Gly-Asp) presente en diversas proteinas como fibronectina y coldgena. En experimentos en
ratones, la pérdida del gen codificante para la integrina con subunidad a1, favorecia el desarrollo rapido
de artrosis espontanea. Ademas, se produjo un aumento del nimero de condrocitos muertos asociado

a la pérdida de la integrina al (Loeser, 2014).

Una estrategia para evaluar in vitro los efectos de la mecanica en las células es encapsularlas en
materiales a través de los que se transmite el esfuerzo aplicado, con estos modelos se ha demostrado
gue condrocitos encapsulados que se sometieron a deformacion fisica a través de ciclos de presidn-

relajacién modificaron el perfil de moléculas secretadas durante el cultivo (Bougault et al., 2012),
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aumento la acumulacién de GAGs, col Il y de células al compararlo con cultivos estaticos (Appelman et

al., 2011; Soltz, 2000).

Tratamiento de lesiones del cartilago articular

Patologias del cartilago articular

Existen muchas enfermedades asociadas con el cartilago articular que pueden ser clasificadas como:
traumaticas (lesiones condrales), inflamatorias (artritis reumatoide), metabdlicas (gota) o

degenerativas (osteoartrosis) (Demoor et al., 2014).

En el caso de lesiones, la falta de circulacién colateral impide la reparacidn espontanea del cartilago v,
con el tiempo, puede desembocar en una artrosis (Djian y Versier, 2008). En lesiones de profundidad
limitada, las fisuras no alcanzan el hueso subcondral. La reparacién es de mala calidad y la escasa
proliferacién celular no basta para reparar las fisuras. En lesiones profundas que alcanzan el hueso
subcondral las capacidades de autorreparacién son mas eficaces, debido a la lesion del hueso
subcondral se forma un hematoma y pueden llegar células mesenquimales procedentes de la médula
Osea. El coagulo fibrinoso se transforma de forma progresiva en tejido fibroblastico y en condrocitos.
Inicialmente predomina Col-lI y forma fibrocartilago. La concentracién de Col-Il aumenta de forma
progresiva durante 2 anos y se vuelve predominante. El cartilago formado se aproxima al cartilago

hialino sin igualarlo jamas, pues siempre existe un contenido importante de Col-I (Djian y Versier, 2008).

La osteoartrosis (OA) es la enfermedad reumatica mas frecuente a nivel mundial y una de las principales
causas de dolor articular y discapacidad de la poblacion adulta. La OA de rodilla es una enfermedad
caracterizada por degeneraciodn, pérdida del cartilago y alteracion del hueso subcondral, asociado a
cambios en tejidos blandos (Sanchez et al., 2011). La prevalencia de la OA incrementa con la edad,
siendo mayor en mujeres que en hombres, otros factores de riesgo incluyen obesidad, traumatismos,
factores genéticos, mecanicos y relacionados con la ocupacién. El diagndstico de OA es eminentemente
clinico, debiendo sospechar el diagndstico de OA de rodilla en todo paciente mayor de 50 afios, que

presenta rigidez matinal, crepitacion dsea, dolor persistente e insidioso y engrosamiento éseo de la
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rodilla. Los hallazgos radiograficos como disminucidn del espacio articular, osteofitos, esclerosis y
quistes subcondrales, contribuyen a definir el prondstico y manejo del paciente, siendo importante
destacar que no hay alteraciones de laboratorio especificas que definan el diagndstico de OA de rodilla

(Secretaria de Salud, 2009).

El principal factor de riesgo para el desarrollo de OA es el envejecimiento, el proceso de senescencia
celular se asocia con eventos como el acortamiento de telémeros, dafo al ADN, estrés oxidativo y
alteracion de la expresidn de receptores membranales (Toh et al., 2016), alterando el comportamiento
metabdlico celular y de respuesta a estimulos externos. En el envejecimiento diversas vias metabdlicas
se desregulan, afectando la homeostasis de la MEC, provocando modificaciones estructurales y
alterando, en ultima instancia, las propiedades mecanicas del cartilago (Martin y Buckwalter, 2003). De
entre las alteraciones moleculares se destaca la disminucién en la concentracién de hialuronano, CS y
KS, provocando que los agregados de agrecano disminuyan. Ademas, se modifica la identidad de las
moléculas como el predominio del GAG CS-4, a diferencia de jovenes donde predomina el CS-6 (Kuiper
y Sharma, 2015). Las fibras de coldgena aumentan el diametro incrementando la rigidez del tejido y

reduciendo la resistencia a la tension (Rahmati et al., 2017).

Debido a que los mecanismos involucrados en el inicio y progreso de la OA no se han descrito por
completo, no existe en la actualidad tratamientos que permitan restaurar el tejido dafado o detener el
proceso degenerativo (D. Chen et al., 2017). Actualmente, la atencidn clinica se enfoca en el control del
dolor y sdélo en etapas avanzadas se opta por estrategias quirdrgicas, con resultados satisfactorios en
pocos casos (D. Chen et al., 2017). La ingenieria de tejidos ha hecho un progreso en la reparacién del

tejido articular dafiado, sin embargo, quedan por superar varios obstaculos.

Estrategias para el tratamiento de lesiones articulares

En la actualidad se emplean diversas técnicas para el tratamiento de la lesién articular y se enfocan en
la reparacion, reconstruccion o regeneracidon del tejido. Los métodos de reparacién, como la
microfractura, inducen la formacion de nuevo tejido fibrocartilaginoso exponiendo el hueso subcondral

y formando un coagulo de fibrina; mientras que los métodos reconstructivos, como la mosaicoplastia,
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buscan cubrir la lesion con autoinjertos. Finalmente, los métodos regenerativos se basan en técnicas
de ingenieria de tejidos para desarrollar condrocitos autélogos en andamios y con factores de
crecimiento que inducen el depdsito de matriz extracelular similar a la nativa (Garcia-Carvajal et al.,

2013) (Versier y Barbier, 2014).

Técnicas de reparacion

El trasplante de periostio es una técnica muy antigua. Consiste en utilizar a las células pluripotentes de
la capa celular del periostio para producir una regeneracién del cartilago hialino. Brevemente, de la
cara interna de la tibia se extrae un colgajo de periostio. Luego se aplica el colgajo sobre la lesidon
colocando su cara superficial en contacto con la lesion. Dos inconvenientes comprometen las
posibilidades de reparacién: por una parte, el riesgo de calcificacién del cartilago a mediano plazo,
probablemente por la presencia de Col-X; por otra parte, la densidad de células progenitoras disminuye

con la edad. La técnica estd abandonada debido al riesgo de osificacion tardia (Djian y Versier, 2008).

La técnica de microfractura fue descrita en 1994. El principio de esta técnica consiste en obtener la
cicatrizacidon de un defecto cartilaginoso mediante la movilizacion y la estimulacion de las células
mesenquimales contenidas en el hueso subcondral (Versier y Barbier, 2014). En una primera etapa, las
lesiones se liberan de cualquier fragmento de cartilago hasta quedar libre el hueso subcondral. En la
superficie del hueso libre se realizan perforaciones de 3-4 mm de profundidad cada 2-3 mm de
distancia, con las que se provoca una hemorragia que induce un coagulo fibrinohematico, después de
la multiplicacién y diferenciacidon de las células mesenquimales aparece un tejido de relleno y de
sustitucién que es mayoritariamente fibrocartilaginoso, con colagena tipo | (Versier y Barbier, 2014)).
El apoyo se reanuda 8 semanas después con el objetivo de proteger el codgulo y permitir la
proliferacién, la diferenciacion celular y la maduracién del tejido (Djian y Versier, 2008). Se destacan
dos factores desfavorables de la técnica: la magnitud de las lesiones cartilaginosas erosivas (<3 cm?) y
la condicidn del paciente, esta técnica tiene mejor prondstico en pacientes delgados, si tienen menos

de 30 afios y si se aplica tras un lapso corto entre accidente y cirugia (Djian y Versier, 2008).
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El injerto se indica, en general, cuando hay pérdidas de cartilago considerables. La técnica de
mosaicoplastia consiste en la transferencia de una unidad anatémica y funcional de tejido osteocondral
extraida de la rodilla, que se injerta en una lesién. El injerto tiene una osteointegracién excelente, con
presencia de cartilago hialino sobre los injertos cilindricos, pero con una interfase cartilaginosa fibrosa.
Las ventajas incluyen la formacidon de cartilago hialino en la zona del defecto, preservacién en bloque
del cartilago y de su hueso subcondral para conservar la interfase hueso cartilago. Los inconvenientes

esenciales son la morbilidad del sitio donante y el riesgo de hemartrosis (Versier y Barbier, 2014).

Técnicas de regeneracion

Las técnicas de regeneracidn se han realizado desde hace tiempo y se pueden clasificar en generaciones
debido a las innovaciones que tienen en cada una de ellas. La técnica de primera generacion consistia
en colocar en la lesion un cultivo de condrocitos autélogos que se han multiplicado in vitro. El trasplante
de condrocitos se desarrollé en 1988 y los primeros resultados clinicos se reportaron en 1994 (Brittberg
et al., 1994). Para la implantacion del cultivo se realizaba un desbridamiento de la zona de la lesién
hasta el hueso subcondral, el cultivo celular en liquido se inyectaba en la lesidn y se sujetaba con una
cubierta de tejido que podia ser periostio o una membrana de coldgena y pegamento de fibrina para
evitar fugas (Djian y Versier, 2008). El resultado mds importantes era el alivio del dolor, pero se
presentaban complicaciones como adherencias intraarticulares, hipertrofia peridstica y deslaminacion
del defecto (Ortega-Orozco et al., 2018). Las biopsias realizadas demostraron que el cartilago hialino
solo estuvo presente en menos del 50% de los casos y que los condrocitos implantados perdian sus

caracteristicas fenotipicas, proceso asociado al uso del parche peridstico (Versier y Barbier, 2014).

Para evitar problemas de osificacién, calcificaciones y fugas, en las técnicas de regeneracion de segunda
generacion se desarrollaron matrices que actuaban como membranas artificiales. Estas matrices eran
sintéticas, proteicas o de naturaleza polisacarida. El principio técnico y los plazos de cultivo eran los
mismos, con sustitucion del periostio por la matriz. El costo era mayor y suponia cuatro o cinco veces
el precio de una prétesis total de rodilla, sin embargo, la calidad de los condrocitos implantados no era

equiparable al tejido nativo (Versier y Barbier, 2014).
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Las técnicas de regeneracién de tercera generacion siguen el principio de realizar el cultivo de
condrocitos en una matriz bioldgica implantable artificial tridimensional con propiedades ideales:
biocompatible, biodegradable, bioactiva en la conservaciéon de las caracteristicas fenotipicas, que
favorezca la proliferacidn celular y la sintesis de matriz extracelular, permeable, facil de utilizar y barata.
Estas matrices deben poder recubrir superficies importantes y deben presentar propiedades mecanicas
y bioldgicas parecidas a las del cartilago normal. La técnica consiste en extraer condrocitos (aprox. 200
mg) de una zona de cartilago sano, las células se cultivan 3-6 semanas seguido de la integracién de estas
células en matrices, por artroscopia se desbrida la lesidn, seguido de la implantacién a presion por
impactacion suave o con adhesivos bioldgicos. El objetivo consiste en obtener una superficie armoniosa

sin escalones, ni ausencia de continuidad articular (Versier y Barbier, 2014).

Resultados y comparacion de las técnicas

Por lo asequible de la técnica, bajos costos y minimos efectos adversos reportados de la microfractura,
lo convierte en el tratamiento predilecto para las lesiones condrales, sin embargo, los resultados
clinicos son superados por otros tratamientos, p. ej. en 2018 Ortega et al. desarrollaron un estudio que
compard la eficacia clinica y la seguridad de la terapia de microfracturas (MF) versus implantacion de
condrocitos autdlogos encapsulados en una matriz (MACI) de col I/Ill reabsorbible. Un afio después del
procedimiento, lo pacientes tratados con MACI tuvieron una mejoria significativa con alivio del dolor,
funcionalidad y arcos de movimiento comparado con los pacientes tratados con MF (Ortega-Orozco et

al., 2018).

La investigacion en el uso de MACI como tratamiento a llevado al desarrollo de materiales par ser
utilizados como matrices para células; al respecto, en 2008, un estudio evalud los parametros clinicos,
radiolégicos, de artroscopia e histoldgicos de pacientes con lesiones condrales que fueron implantados
con MACI de alginato-agarosa. Las lesiones disminuyeron en promedio de 2.7 a 0.4 cm?y en el 60% de
los casos el tejido formado fue cartilago hialino. Los resultados favorables no se correlacionaban sélo
con pacientes delgados y jovenes, sino que, persistian incluso en pacientes con obesidad y de edad
avanzada (Selmi et al., 2008). Para contrastar los resultados de este material con otras técnicas, en 2015
se publicé un estudio que compard el mismo material implantado versus mosaicoplastia. Los pacientes
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con mosaicoplastia tuvieron un puntaje superior en pruebas de funcionalidad y la mitad de los eventos
adversos reportados respecto a los que recibieron MACI. Concluyendo que los pacientes tratados con
mosaicoplastia tenian mejores resultados a mediano plazo (2 afios) que los tratados con un implante

de condrocitos en una matriz.

En contraste, en 2003, Bently et al. desarrollaron un estudio que compard el injerto autdlogo de
condrocitos en 58 pacientes con mosaicoplastia en 42 pacientes. El 88% de los pacientes con autoinjerto
de condrocitos mostré buenos resultados a 1 afio, frente el 69% en el grupo de mosaicoplastia. En los
pacientes con mosaicoplastia no hubo integracion de los implantes con el tejido circundante,
evidenciado por menor grosor del tejido implantado y estructura de la matriz diferente, sugiriendo que

el tejido no estd adaptado para soportar las mismas cargas mecanicas (Kish y Hangody, 2004).

Los resultados variables entre las técnicas que emplean MACI son atribuidos principalmente a la
composicion de las matrices en las que se encapsulan las células. Persisten dos problemas significativos:
el costo vy, sobre todo, el de la necesidad de una transformacién in situ ain no dominada que, no
obstante, es indispensable para la maduracion del tejido. La mejora de los materiales, técnicas y

procesos para la generacion de tejidos ex vivo es el objetivo de la Ingenieria de Tejidos.

Ingenieria del tejido articular

La ingenieria de tejidos es una disciplina que combina los principios de las ciencias bioldgicas con la
ingenieria para producir sustitutos bioldgicos que restablezcan la funcidén de tejidos dafiados. El
principio de la ingenieria del tejido cartilaginoso implica el aislamiento de células que se expanden in
vitro y luego se encapsulan en una matriz tridimensional para ser subsecuentemente implantadas en el
sitio de lesidn. Los andamios resguardan de infiltracidn celular, admiten la proliferacidn y diferenciacién
en respuesta a sefiales moleculares y estimulacidn mecanica, ademas proporcionan la resistencia

mecanica inicial.

El sustituto de tejido se espera que sea biocompatible, que mantenga el fenotipo celular, que sea

permeable y difunda moléculas, nutrientes y factores de crecimiento, y finalmente, que sea
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biodegradable a un ritmo que permita la integracién con el tejido receptor sin desproteger
anticipadamente a las células que protege (Bernhard y Vunjak-Novakovic, 2016). En la actualidad, en la
clinica se emplean matrices con células para el tratamiento de lesiones articulares, sin embargo, los
resultados favorables en la recuperacion de la funcionalidad son limitados, lo que lleva al desarrollo de
materiales, técnicas de fabricacidn y estrategias de cultivo que en conjunto signifiquen la obtencion del

sustito de cartilago que cumpla con los requisitos.

Biomateriales

La expansién de condrocitos en cultivo es ventajosa porque supera la limitante que representa la baja
densidad de poblacién celular normal en el cartilago, requiriendo menos tejido para generar
constructos de mayor tamafo. Sin embargo, la expansion de condrocitos en cultivos en monocapa tiene
la desventaja de la pronta pérdida del fenotipo condrogénico, caracterizado por cambios morfolégicos
de células redondeadas a alargadas tipo fibroblasto, incremento del tamano celular y decremento en
la secrecion de componentes matriciales especificos de cartilago. Los genes de Col-ll, agrecano y Sox-9
se encuentran disminuidos, mientras que los de Col-l, Col-X, Tenascina y Versicano aumentan. Los
condrocitos desdiferenciados son inutilizables en la ingenieria de tejidos porque inducen la formacién

de fibrocartilago que carece de las propiedades mecdnicas requeridas (Demoor et al., 2014).

El estado de diferenciacién condrogénico es posible, hasta cierto nimero de pases, en cultivos 3D como
en botén y células encapsuladas en andamios (Huang, Hu, y Athanasiou, 2016). El empleo de andamios
se orienta a definir el espacio para el depdsito de nuevo tejido y para mejorar la maduracion del tejido

que ha sido dirigido a crecer dentro del andamio.

Los hidrogeles son una red tridimensional de polimeros hidrofilicos que pueden absorber agua del 10-
20% hasta cientos de vece su peso debido a su estructura de entrecruzamiento. La estructura porosa e
hidratada permite el transporte de moléculas de bajo peso y nutrientes al interior, asi como desechos
al exterior fendmenos criticos en la viabilidad celular (Buckley et al, 2009). Los hidrogeles basados en
biopolimeros imitan muchas de las caracteristicas de la MEC por lo que tienen en potencial de dirigir la

migracion, crecimiento y organizacién de las células durante la regeneraciéon del tejido (Balakrishnan y
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Banerjee, 2011). Los biopolimeros empleados como andamios de hidrogel incluyen polisacaridos como
hialuronato, condroitin sulfato, quitosano, alginato y agarosa, y proteinas como fibrina y la colagena

(Liu et al., 2017; Spiller et al., 2011; Zhao et al., 2013).

Los biopolimeros difieren entre si por su origen, composicion y estructura, por lo que al formar una
matriz del material la respuesta celular varia considerablemente. Cada biopolimero posee aspectos
favorables y desfavorables que son mds o menos trascendentales para la produccién de matrices utiles
gue puedan ser utilizadas para la fabricacién de sustitutos de cartilago hialino articular. Las categorias
mas valoradas, por la influencia en la respuesta celular son: la toxicidad, la adhesion al material, la
difusidn de sustancias, la integridad del material en cultivo, la transmisidn de senales mecdnicas y el

efecto en el fenotipo celular.

En hidrogeles con motivos de adhesidn reconocibles por los condrocitos, se induce la unién celular de
forma similar a la de la MEC nativa, en consecuencia, la sobrevida de las células se incrementa con
respecto a hidrogeles que carecen de los motivos de adhesidn celular y la actividad metabdlica de la
célula se desarrolla con normalidad (Keeney et al., 2011). Los biopolimeros de proteina como fibrina y
colagena son constituyentes normales de los tejidos y, por lo tanto, tienen motivos de adhesién
reconocidos por las células. Los biopolimeros como agarosa y alginato no forman parte de los tejidos y
las células son incapaces de adherirse a ellos. En hidrogeles de fibrina, las células se adhieren al material
y al implantarlo en lesiones articulares el material se une al tejido circundante exitosamente, al
comparar los andamios de fibrina con hidrogeles de alginato la produccion de MEC es mayor en los
primeros, aunque las propiedades mecanicas de los hidrogeles de fibrina no emulan las del cartilago
gue se busca reemplazar, lo que ha resultado en capacidades funcionales limitadas desestimulando su
empleo clinico (Balakrishnan y Banerjee, 2011). En geles de Col-I sembrados con condrocitos la
supervivencia, la proliferacion, la produccién de GAGs de los condrocitos es mayor con respecto a geles
de agarosa y alginato, lo que se asocia a los ligandos de la colagena que favorecen la unién celular, en
contraste la agarosa que carece de estos ligandos nativos y la proliferacion celular y secrecién de

componentes de la MEC resulta disminuida (Miao et al., 2017).
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Los condrocitos encapsulados depositan componentes de la MEC, la acumulacién de los componentes
esta influenciada por las propiedades fisicas, como permeabilidad, porosidad y difusion, de los
constructos. Los hidrogeles de alginato y agarosa ponen resistencia a la difusidén de grandes moléculas,
y resulta en la acumulacién de los componentes de matriz secretados en la regidn pericelular (Zhao et
al., 2013). En constructos de agarosa con condrocitos embebidos, después de 20 dias de cultivo se
observan tanto células aisladas como multiples grupos de células rodeados por una matriz densa con
abundantes GAGs sulfatados. En cambio, en constructos de alginato, colagena y fibrina se observan

células aisladas y algunos grupos pequeiios, con la matriz menos densa y extensa (Mouw et al., 2005).

La desdiferenciacion de los condrocitos en cultivo se caracteriza por cambios morfolégicos y de
secrecion de componentes matriciales especificos de cartilago. Células cultivadas en gelatina, que es
coldgena desnaturalizada, muestran una morfologia alargada tipo fibroblasto (Awad et al, 2004),
mientas que en geles de agarosa, alginato, Colagenay Fibrina tienen morfologia redondeada, similar a
la de los condrocitos en su matriz nativa (Mouw et al., 2005). La capacidad de interaccién entre el
andamio y las células podria explicar las diferencias morfoldgicas, ya que el confinamiento de las células
en hidrogeles no permite la extensidn de la célula, mientras que en la gelatina las células se adhieren y

modifican su morfologia predominando la forma “fibroblastica” (Awad et al., 2004).

En relacion con el perfil molecular secretado por las células en cultivo, en geles de alginato y agarosa
se ha observado que predomina la sintesis de Col-ll sobre Col-I; por el contrario, los geles de gelatina 'y
fibrina inducen un mayor depdsito de Colagena tipo I, lo que conduce hacia la formacion de
fibrocartilago (Leddy et al., 2004). El analisis de los GAGs depositados en la matriz ha demostrado que
condrocitos embebidos en geles de agarosa muestran un perfil mas cercano a los encontrados en el

cartilago nativo, respecto a otros polimeros como Fibrina, Colagena y alginato (Mouw et al., 2005).

Agarosa

La agarosa es una familia de polisacaridos extraidos de algas marinas rojas, estd compuesto de

secuencias alternantes de 3,6-anhidro-a-L-galactosa y 3-D-galactosa. La agarosa es soluble en agua a
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temperaturas mayores de 65°C y gelifica en el rango de 17-40°C dependiendo del grado de

sustituciones hidroxietil en las cadenas laterales.

El empleo de agarosa como andamio esta relacionado con que el proceso de fabricacion y
encapsulacion es facil, ademas los geles tienen forma definida a 37 °C, no poseen cargas eléctricas, es
decir, por ser eléctricamente neutros y no son sensibles a cambios de pH (Zhao et al., 2013). Una de las
principales razones del uso de geles de agarosa es el control de la rigidez del material que depende de
la concentracidn. Se ha observado que los condrocitos encapsulados en geles de baja concentracion de
agarosa (poco rigidos) tienen un perfil metabdlico similar a un proceso de OA, en contraste, al ser
encapsulados en geles de alta concentracion el perfil metabdlico se asemejaba al del cartilago sano
(Jutila et al., 2015). La facilidad de fabricacién de los geles y la relacién concentracion-rigidez permitié
desarrollar una técnica de construccion de constructos cartilaginosos de agarosa por capas, en el que
produjeron constructos con propiedades mecdnicas variables de acuerdo con la profundidad, con el
objetivo de replicar la variacidon de las propiedades mecanicas y la distribucién de los condrocitos
dependiendo de la profundidad en el cartilago (Ng et al., 2009). Una aplicacion interesante de los geles
de agarosa son los ensayos en los que se desea transmitir cargas mecdnicas al cultivo de condrocitos,
ya que se ha demostrado que los cultivos a los que se aplica cargas dinamicas depositan mas GAGs

sulfatados y Col-Il si se comparan con andamios estaticos (Soltz, 2000).

Uno de los principales inconvenientes del uso de agarosa como polimero para la fabricacién de matrices
es su falta de sitios de adhesion reconocibles por las células; dado que la interaccidén célula-matriz
determina el destino celular, la falta de secuencias de adhesion restringe la respuesta celular de los
condrocitos (Miao et al., 2017). Por esta razén, Yamada et al. conjugaron péptidos bioactivos de
laminina a quitosan, alginato y agarosa, y fabricaron geles en los que sembraron células neuronales y
observaron cambios en la morfologia que se asociaban no sélo a la adhesion de las células sino también
a variaciones en la rigidez de los geles (Yamada et al., 2012). Ellos concluyeron que las matrices de
agarosa con rigidez variable asociada a la concentracién son superiores en el cultivo de células si se

funcionalizan para que las células puedan adherirse.
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Colagena

La coladgena es una glicoproteina estructural y es el principal
constituyente de la MEC. Se han descrito 29 diferentes tipos
de coldgena, basados en su arquitectura se clasifican como

fibrilares, red y FACIT (Shouldersy Raines, 2009).

Las colagenas tipo |, II, Ill, V y XI se ensamblan en fibras, que
consisten en triples hélices ininterrumpidas de 300 nm de
largoy 1.5 nm de diametro. El ensamble y depdsito de fibras
de colagena en estructuras y organizacion especifica
involucra eventos en compartimentos intracelulares y
extracelulares, en el reticulo endoplasmico celular se
sintetizan cadenas de pre-procolagena, que se hidroxilan,
glicosilan (figura 7A) y se ensamblan en una triple hélice
formando la procolagena (figura 7B), la que es secretada al
medio extracelular donde se remueven los telopéptidos
terminales de la molécula no helicoidales generando
tropocolagena (figura 7C) que espontdneamente se alinean
en fibras y se estabilizan por enlaces covalentes (figura 7D)
(Wolff et al., 2008). Por medio de microscopia electrénica de transmision (TEM) se observan en las
colagenas fibrilares estriaciones simétricas en el eje axial debido a que la tropocolagena se asocia

lateralmente con un retraso de 234 aminoacidos equivalente a 67 nm (figura 7E) (Williams et al., 1978).

Es posible aislar y purificar a la coldgena de diversas fuentes (cola de rata, tenddn bovino, piel de cerdo,
etc.) e inducir posteriormente su polimerizacién in vitro. Las condiciones como pH, saturacién de sales
y temperatura son determinantes en la formacion de la fibra de colagena y las variaciones de estas

Figura 7. Sintesis de procoldgena en el espacio condiciones afectan la morfologia de las fibras, alterando la

intracelular (IC) y ensamble de las fibras de coldgena o ) ) i
en el espacio extracelular (EC). Modificado de continuidad, uniformidad y el patrén de bandeo

Fitzpatrick, 2014) o .
caracteristico (Williams et al., 1978).
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Los métodos de aislamiento de la colagena se clasifican segun el tipo de solucion empleada para extraer
la proteina: con soluciones salinas, acidas y alcalinas. La eficiencia para extraer la molécula varia con el
método, y en este sentido, las soluciones salinas de hidroxido de sodio (0.15-2 M) o acido acético diluido
permiten la extraccion de colagena recién sintetizada y poco entrecruzada en los tejidos, sin embargo,
la fraccién de colagena extraible por este método es minima. En contraste, los solventes acidos son mas
eficientes en la extraccion respecto a soluciones salinas ya que el entrecruzamiento de aldiminas es
disociado por acidos y las cargas de repulsién en la triple hélice conducen al hinchamiento de las
estructuras fibrilares provocando su disociacidn; las soluciones acidas no disocian el enlace ceto-imina,
por lo tanto, los tejidos con alto contenido de este tipo de enlaces como el hueso, cartilago o el tejido
obtenido de animales viejos tienen menor solubilidad en soluciones acidas. Con las soluciones alcalinas
la grasa del tejido es saponificada, las regiones telopeptidicas de la coldagena son escindidas y la fibra
de colagena es desintegrada. El material resultante, lamado atelocoldgena, se beneficia de la remocién
de los determinantes antigénicos localizados en la regidn no helicoidal y, por otro lado, el tamafo y el
peso de la colagena resultante depende del tiempo y la concentracion del alcalino. La colagena aislada
de esta manera se considera un material seguro y apropiado para implantarse o como biomaterial

inyectable (Friess, 1998; Parenteau-Bareil et al., 2010).

Las fibrillas de colagena aisladas se autoensamblan en fibras helicoidales con propiedades similares a
las fibras nativas de colagena, sdlo es necesario ajustar el pH y la temperatura de la solucién para que
se forme un hidrogel de coldgena. Las propiedades del hidrogel dependen del método por el que se

extrajo la colagena y de la concentracién de la solucién (Kreger et al., 2010).

Los condrocitos cultivados en hidrogeles de colagena tipo | o Il interactian con el andamio a través de
integrinas, lo que promueve su proliferacidn y la produccién de MEC cartilaginosa y en contraparte el
andamio es remodelado a través de la secrecidon de colagenasas (Glowacki y Mizuno, 2008). Se ha
demostrado que condrocitos cultivados en matrices de Col-I se mantienen viables y pueden secretar
componentes extracelulares especificos de cartilago al ser, lo que implica que la Col-I es un biomaterial
competente en la regeneracion articular (Balakrishnan y Banerjee, 2011; Miao et al., 20172; Yuan et al.,

2014).
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Es importante considerar que las soluciones comerciales de coldgena tienen una menor concentracion
de colagena (<4 mg/mL) respecto a un tejido nativo, por lo que los hidrogeles formados son modelos
del tejido limitados puesto que no tienen la microestructura ni la resistencia fisioldgica, que resulta en
la incapacidad de emplearse como materiales aislados en la fabricacién de constructos. El incrementar
la concentracion de las soluciones de colagena no resuelve el problema, ya que, geles con
concentracién mayor a 20 mg/mL forman estructuras densas que no permiten ni la viabilidad ni la
migracion celular (Antoine et al.,, 2014). Asi, una alternativa es emplear geles de colagena en
combinacidn con otros materiales que aporten en la estructura y mecanica de los geles. Al respecto, se
realizaron pruebas con geles de gelatina-metacrilato con diferentes grados de rigidez, la misma
densidad de secuencias RGD y la misma concentracidén de gelatina. La rigidez se incrementé con la
adicién del metacrilato y cuando se sembraron condrocitos en los geles mas rigidos mostraron
morfologia redondeada y secretaron mayor cantidad de matriz tipo cartilaginosa y tuvieron mayor

expresion de Col-ll y Agrecano comparados con los geles de media y baja rigidez (Li et al., 2016).
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Objetivo general

Generar un sustituto de cartilago hialino articular a partir de andamios de colagena/agarosa

y condrocitos de cerdo.

Objetivos particulares

* Establecer el cultivo de condrocitos primarios a partir de cartilago articular de cerdo.

* Determinar las concentraciones de agarosa que permitan la formacidn de fibras de
colagena en la matriz por medio de la evaluacion con microscopia electrénica de
barrido.

* Evaluar la sobrevida de condrocitos cultivados en matrices de coldgena/agarosa.

* Comparar la morfologia de condrocitos encapsulados en los matrices coldgena/agarosa
a través de microscopia electrénica de barrido.

* Analizar la presencia de glucosaminoglucanos y proteoglucanos sulfatados secretada
por condrocitos cultivados en matrices de coldgena/agarosa con las tinciones de azul
alcian y hematoxilina y eosina.

* Demostrar la produccién de pro-colagena Il en condrocitos encapsulados en matrices

de coladgena/agarosa con ensayo de Inmunohistoquimica.
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Antecedentes

Los condrocitos cultivados en constructos tridimensionales modifican su perfil secretor, su interaccion
con la coldgena (que es un componente nativo de la matriz extracelular) es a través de secuencias que
los receptores de los condrocitos reconocen y se adhieren, proliferando y secretan matriz extracelular.
Las propiedades mecanicas de los geles de colagena no asemejan al cartilago nativo, atribuyéndose a
este factor que el tejido formado no iguale las propiedades del cartilago. Es posible modificar la rigidez
de geles de colagena cambiando la concentracion de los mondmeros de colagena; sin embargo, dichos
cambios modifican la cinética de gelificacion, el nimero y diametro de las fibras, la porosidad y la

densidad de sitios de unidn, lo que en ultima instancia afecta la viabilidad celular del cultivo.

Una estrategia para modificar la rigidez del constructo es el entrecruzamiento quimico de la coldgena
o con radiacion UV y gamma; sin embargo, la velocidad, costos y citotoxicidad significan limitantes
experimentales. La alternativa es combinar materiales que modifiquen la rigidez sin alterar en demasia
las propiedades de la colagena, la adicién de sacaridos con carga negativa como el dermatdn sulfato
modifica la cinética de ensamble y gelificacion de la coldagena. En cambio, al agregar agarosa no se
modifica la cinética de ensamble, ni la arquitectura fibrilar, ademds de que no es incorporado a la

estructura fibrilar (Nomura, 2009).

La adicion de agarosa reduce el tamafio de la red de colagena y restringe el movimiento de las fibras.
Ademas, la agarosa incrementa la retencidon de agua y disminuye la permeabilidad fluidos, por lo tanto,
resiste la pérdida de volumen. En conjunto, las propiedades elasticas y viscoelasticas de los geles se ven
alteradas. Por esta razoén, el constructo de colagena-agarosa se ha emplea como modelo para evaluar

las interacciones entre la coldgena y la matriz no fibrilar de la MEC (Lake y Barocas, 2011).

Por las caracteristicas sefialadas anteriormente, la practicidad y economia de los geles de
coldgena/agarosa se han evaluado en diversos modelos celulares. Las células de glioma en esferas de
colagena a diferentes concentraciones migran de forma constante, a diferencia de los geles de sdélo
agarosa en los que no hay migracion celular, esto demuestra que las sefales de adhesidn de la colagena

son necesarias y suficientes para la movilidad celular. En el modelo con coldgena/agarosa el aumento
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de la concentracidn de agarosa se asocié a la inhibicidn de la migracién, resultado del creciente
contenido de agarosa que reduce el tamafo de malla de la matriz, que a su vez restringe el movimiento

de las fibras de colageno y de las células (Ulrich, 2010).

Las células mesenquimales embebidas en microesferas de agarosa y colagena |, se distribuyen de
manera uniforme y tienen sobrevida de entre 75-90% en todas las condiciones, la muerte se atribuye
al proceso de fabricacién. La morfologia difiere conforme a la concentracion de agarosa, siendo mas
alargadas a menor concentracién de agarosa y redondeadas sin proyecciones citoplasmaticas en la

mayor concentracion (Batorsky et al., 2005).
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Metodologia

Cultivo de condrocitos

Cultivo primario

Las muestras de tejido cartilaginoso se obtuvieron de lechones de 14-16 dias de edad que fueron
puestos en punto final de acuerdo con las normas NOMO067-ZO0O del afio 2007. Brevemente, los
lechones fueron sedados con azaperona a una dosis de 2 mg/kg para realizar el manejo preoperatorio.
A continuacion, se indujeron con tiletamina- zolazepam 7.5 a 25 mg/kg por via intramuscular. Se indujo
un plano anestésico profundo con pentobarbital sddico a 30 mg/kg por via intravenosa y finalmente se
provocod paro cardiaco mediante una inyeccion intravenosa de una solucion saturada de cloruro de

potasio a efecto. Todo el procedimiento fue supervisado por un médico veterinario.

El tejido cartilaginoso se obtuvo de la rodilla de la extremidad trasera del cerdo, se lava 2 veces con
solucion de Hanks antibidtico 1%, posteriormente en medio DMEM libre de suero se proceso hasta
obtener fragmentos de aproximadamente 3x3 mm, a los que se agregd colagenasa tipo Il al 0.3% en
medio DMEM. Las muestras se dejaron incubando 2-4 horas a 37°C, posteriormente 12-14 horas a 4°C,
se recogid el sobrenadante que se colocé en un tubo y se centrifugd a 1250rpm por 10 minutos. Los
fragmentos no digeridos se colocaron en colagenasa recién preparada y se dejaron incubar por 5 horas

mas, transcurrido el tiempo se repitio el proceso de recoleccidn.

Las células obtenidas de la digestidn fueron sembradas en cajas Petri con medio de cultivo que consistio

en DMEM 10% SFB y 1% antibiotico (Ab). El cambio de medio se realizé cada 3 dias.

Expansion celular

Al llegar a confluencia se despegaron las células del plato de cultivo con 3 mL de tripsina-EDTA 0.25%

por 5 minutos a 37 °C. A través de un ensayo con homodimero de etidio se determiné la densidad y
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viabilidad celular, se resembré a una densidad de 7x103 células/cm?. Al llegar a 95% de confluencia las

células se resembraron con objeto de expandir la poblacion.

Con el ensayo de viabilidad celular se obtuvo el promedio de células vivas respecto al total de células,
y un promedio de la técnica. El conteo final para la densidad celular se realizé a través de un software
que permite distinguir células vivas de muertas, por lo que se tomaron 4 muestras y se promedié el

resultado.

Preparacion de constructos

Procedimiento de elaboracion

Los andamios fueron elaborados con Colagena hidrolizada de cerdo tipo | (concentracion de 7.5 pg/uL)
de extraccion acida y agarosa con baja temperatura de fusion (Sigma): La concentracidon de cada

componente esta colocada en el cuadro 1.

Cuadro 1. Concentraciones finales de los geles de agarosa/colagena.

Cadigo Colagena (uL) Agarosa (mg)
Col10Ag5 100 5
Col10Ag10 100 10
Col10Ag15 100 15
Col20Ag5 200 5
Col20Ag10 200 10
Col20Ag10 200 15

Los andamios tuvieron un volumen final de 1 mL, de ese total 250 pL correspondieron a la solucién de
agarosa en PBS, 100 o 200 pL de colagena, para la neutralizacién de colagena se agregaron 6 uL de
NaOH 1M por cada 100 pL de colagena, 400 pL de 2X DMEM concentrado, 100 pL de la suspensién con
células a una densidad de 10x10° células/mL en medio, en caso de los geles sin células se agregd sélo el

medio. El volumen se completd con PBS.
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Para la elaboracién de los andamios se utilizé un molde de cilindrico de polipropileno resistente a altas
temperaturas con tapa de rosca. En él se pesd, en una balanza analitica, la agarosa, se agrego el
volumen de PBS y se esterilizd por autoclave a 120°C por 20 minutos. En condiciones estériles y previo
a la gelificacidon de la agarosa se agrego el medio concentrado, el PBS y el NaOH, la colagena tipo |, por
ultimo, se agrega la suspension de células. Se tapd y resuspendio la solucidn en vortex a una velocidad
media durante 15 s. Se dejo reposar a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd 30 minutos a

37°C, finalizando con 5 minutos a 4°C.

Cada gel se secciond en 6 rebanadas de aproximadamente 4 mm de didmetro por 2 mm de alto. Cada
rebanada se transfirié a un pozo de una placa de 48 pozos. A cada pozo se le agregaron 800 pL de medio
de cultivo. El cambio de medio se realizd cada 48 horas. Se realizaron tres repeticiones y dos réplicas
por condicidn experimental. Cada rebanada se analizéd a 1, 7, 14, 21 o 28 dias, se retiraron de la placa

de cultivo de forma aleatoria.

Viabilidad de condrocitos en geles

Se retird el medio y se lavd con solucion de Hanks tres veces. En 1 mL de Hanks se colocaron 0.5 plL de
calceinay 1 pL de homodimero de etidio. Se incubaron los andamios con la solucién 30 minutos a 37°C
y en oscuridad. Se realizd un lavado con Hanks y se observé con el microscopio invertido de
fluorescencia. La calceina AM genera un producto que fluoresce en color verde en las células vivas
mediante la actividad inespecifica de las enzimas esterasas, mientras que el homodimero de etidio
fluoresce en color rojo en las células muertas ya que penetra en las células que tienen la membrana

danada.

Analisis cuantitativo de las muestras

Para la cuantificacién de la marca para células vivas y muertas se tomaron fotomicrografias de los
cortes histoldgicos a través del software NIS-ElementsF con una camara digital Nikon®DS-F que se
encuentra acoplada a un microscopio vertical Nikon®Eclipse 80i, por cada muestra se tomaron 3

campos aleatorios 10x, en total de cada condicidn de cultivo se analizaron 12 imagenes. En cada imagen
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se contd el numero de células con marca verde (vivas) y el nimero de células con marca roja (muertas)
y se obtuvo el porcentaje de células vivas de acuerdo con la siguiente férmula:

No. células con marca verde

%Células vivas = -~ . — % 100
No.células con marca verde + No. células con marca roja

El porcentaje de células muertas se obtuvo:

%Células muertas = 100 — %Células vivas

Analisis histolagico

Se retird el medio y se lavd con solucion PBS tres veces y se fijaron en formaldehido al 10% en PBS por
1 hora, al cabo de este tiempo se montaron en casetes para técnica histoldgica y se conservaron en

PBS.

Técnica histoldgica

La técnica histolégica consistidé en la inclusidon de los tejidos en parafina, para su posterior corte y
fijacion de este al portaobjetos. La inclusidon implica una deshidratacidon gradual en alcoholes de
gradacion creciente. La inclusidn se realiza en parafina liquida que al solidificar permite los cortes de
las muestras. Los cortes de 5 um se realizan con micrétomo y se adhirieron a portaobjetos previamente

tratados con poli-L-lisina.

Las muestras se desparafinaron y se trataron con colorantes para generar las tinciones: azul alcian,

Masson y hematoxilina-eosina.

Analisis cuantitativo de las muestras

Para la cuantificacidon de la marca positiva para la tincion de azul alcian se tomaron fotomicrografias de
los cortes histoldgicos a través del software NIS-ElementsF con una camara digital Nikon®DS-F que
se encuentra acoplada a un microscopio vertical Nikon®Eclipse 80i, por cada muestra se tomaron 3
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campos aleatorios 10x, en total de cada condicidn de cultivo se analizaron 12 imagenes. En cada imagen
se conté el numero de células con marca azul y el nUmero de células sin marca y se obtuvo el porcentaje
de células secretoras de GAG’s de acuerdo con la siguiente férmula:

No. células con marca azul

%Células sGAG's = 100
#ol-elulas s * = No. células con marca azul + No. células sin marca azul -

Para la cuantificacidn del drea por cada muestra se tomaron 5 campos aleatorios 40x, en total de cada
condicién de cultivo se analizaron 20 imagenes. En cada imagen a través del software Image-Pro Plus
7.0 se cuantifico el area de marca azul para cada célula. Las muestras de 1 dia de cultivo se cuantificd

el drea de la célula.

Inmunohistoquimicas

Los cortes se desparafinaron introduciendo los portaobjetos con el corte en una estufa a 70°C durante
20-30 minutos y se colocaron en un bafio de 5 minutos en xilol, se rehidrataron en serie de alcoholes
de concentracion descendente que consiste en bafios por 3 minutos en xilol, alcohol absoluto 1 (100%)
y alcohol absoluto 2 (100%); en los alcoholes de 90%, 80% y 70% se dieron 30 bafios en cada uno, al

finalizar se introdujeron en agua destilada.

Se colocaron 30 plL de perdxido de hidrégeno (H20z) al 3% 10 minutos para inhibir la peroxidasa, se
realizaron 3 lavados con PBS. Se permeabilizaron las membranas celulares con 30 plL de soluciéon PBS

con albumina y Tween 20 durante 10 minutos.

Los anticuerpos primarios, ver cuadro 2, se diluyeron en PBS-albumina se incubaron a 4°C por 18 h, se
lavaron 3 veces por 3 minutos con PBS, un lavado de PBS albumina por 10 minutos y se colocé el
anticuerpo secundario que se incubd 30 minutos a 37°C. Se lavdé con PBS y colocaron 30 uL del

cromoégeno 3-3, diaminobencidina por 10 minutos, se lavd y contratifié con hematoxilina de Harris.
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Cuadro 2. Listado de anticuerpos y su concentracion.

Anticuerpo primario

Concentracion

Anticuerpo secundario

Pro-colagena Il (Abcam)

1:50

Ratén (IgG)

Colagena X (Abcam)

1:50

Ratoén (IgM)

El control negativo de lainmunohistoquimica se llevd a cabo de la misma manera, excepto la incubacion

con el anticuerpo primario que fue sustituida por PBS/albumina. La ausencia de coloracion café

evidencid que no se tratd de un depdsito inespecifico, sino de reconocimiento de las moléculas en los

tejidos.

Analisis cuantitativo de las muestras

Para la cuantificacidon de la marca positiva Col-X y Pro-Col Il se tomaron fotomicrografias de los cortes

histoldgicos a través del software NIS-ElementsF con una camara digital Nikon®DS-F que se encuentra

acoplada a un microscopio vertical Nikon®Eclipse 80i, por cada muestra se tomaron 5 campos

aleatorios, en total de cada condicion de cultivo se analizaron 20 imagenes.

A través del software Image-Pro Plus 7.0 se caracterizaron las zonas identificadas como positivas, el

parametro adquirido fue la densidad dptica integrada (I0OD). En cada imagen se calibré el parametro

espacial para el que se tomé como referencia la barra de medida de la fotomicrografia. Una vez

calibradas las imagenes se selecciond en cada imagen la zona positiva y el rango de color 8-32 (8 bits)

definido en el sistema HSI, después se generd el conteo por el programa y los datos se exportaron a

Excel para su procesamiento.

Analisis estadistico

Los datos de porcentaje de células secretoras de GAG's, drea, y de 10D se analizaron estadisticamente

para determinar si existen diferencias entre las diferentes edades, las pruebas fueron ANOVA de una

viay un HSD de Tukey.
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Microscopia de barrido

Las muestras con y sin células fueron lavaron 3 veces con solucién tampdn de cacodilatos y se fijaron
por 1 hora en glutaraldehido al 2.5% y nuevamente se lavaron tres veces. Posteriormente, fueron
deshidratadas en series de alcohol de concentracion creciente comenzando en 30%, aumentando en
10% hasta llegar a alcohol absoluto. Las muestras fueron sometidas al proceso de secado critico y se
montaron en cinta de carbono con el objeto de ser recubiertas con oro coloidal. Finalmente, las

muestras fueron observadas con un microscopio electrénico de barrido HITACHI-SU1510.
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Resultados

Cultivo de condrocitos

Cultivo primario

Como ya se comenté en la seccién de metodologia, las muestras de cartilago articular fueron tomadas
del condilo femoral de cerdo de 14 dias de edad y digeridas con colagenasa para liberar las células de
la matriz. El producto de la digestion fue transferido a placas de cultivo donde las células terminaron
de digerir la matriz de acido hialurénico hasta adherirse a la caja de cultivo. En la figura 8 se puede
observarse la morfologia redondeada de las células que no se han adherido, mientras que las adheridas

tienen una morfologia extendida.

Figura 8. Condrocitos de cartilago articular en cultivo pase 0. La imagen A es un cultivo a 24 horas de ser transferido una caja Petri, las
cabezas de flecha sefialan células adheridas a la superficie de la caja. El resto de las células conserva una morfologia redondeada y se
observa en un plano diferente. La imagen B es el cultivo después de 36 horas de haber sido transferido, las células estdn adheridas.

Al llegar a confluencia las células se desprenden mediante tratamiento con tripsina-EDTA, se contaron
y congelaron. Se obtuvieron aproximadamente 30 millones de células con una sobrevida del 96%. El

promedio las células alcanzan la confluencia a los 12 dias.
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Expansion celular

El proceso de expansidn consistid en descongelar las células, contar y determinar viabilidad, el
porcentaje promedio de sobrevida al proceso de congelacién fue del 77.4%. Se sembrd en cajas Petri a
una densidad promedio de 7,800 células/cm?. La figura 9 muestra un cultivo en pase 1 a través del

tiempo, cabe destacar que la morfologia de las células cambié gradualmente de redondeada a alargada.

Figura 9. Cultivo 1 de condrocitos articulares en pase 1. La imagen A corresponde a 1 dia der ser sembrado, B a 3 dias, Ca 6 diasy D a 9
dias cuando se llego a confluencia y se dio pase. Puede notarse el cambio gradual en la morfologia de las células de ser redondas a ser
alargadas (flecha).

En promedio los cultivos alcanzan la confluencia a los 10 dias, y al llegar a confluencia se tripsinizan,

cuentan y se determina la viabilidad. En promedio se tuvo una densidad final 49 mil células/cm?. El
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promedio de sobrevida en promedio fue de 96%. La densidad de sembrado para pase 2 fue de 7,600

células/cm?. La figura 10 muestra las células en cultivo en pase 2 a lo largo del tiempo.

Figura 10. Cultivo 1 de condrocitos articulares en pase 2. La imagen A corresponde a 1 dia der ser sembrado, B a 6 dias, Ca 9 diasy D a
12 dias. Pueden notarse que la morfologia de las células es mds alargada conforme el tiempo pasa (flecha).

El promedio de dias hasta llegar a confluencia fue de 11.4. Al llegar a confluencia se tripsind, contd y
determind viabilidad. La densidad promedio fue de 76,000 células/cm?. La viabilidad promedio fue de

96.8%. En este pase las células se utilizaron para el proceso de encapsulacion.

Preparacion de constructos

Como parte de la estandarizacién para elaborar los geles, resultaba de particular interés el conocer si

los procesos de polimerizacion de la coldgena y la agarosa no se obstaculizaban entre si, y ademds de

42



determinar si la distribucidon del material es homogénea en el gel. Para esto se generaron constructos
con 0.0,0.2,0.5,1.5y 2% de agarosa y 250 uL de colagena, y se verificd por microscopia electrénica de
barrido, distribucion y organizacién de las de fibras de coldgena. La figura 11 muestra los resultados

obtenidos.

Figura 11. Microscopia electrénica de barrido de geles de coldgena-agarosa. En A se muestra el constructo de solo coldgena, se observan
fibras independientes, no compactas y de didmetro homogéneo. En B constructo de coldgena con 0.2% de agarosa, se pueden notar fibras
engrosadas respecto al panel A. En C en el constructo de coldgena con 0.5% de agarosa pueden notarse que las fibras de coldgena estdn
recubiertas por la agarosa y compactadas. En D el constructo de coldgena y 1.5% de agarosa, muestra las fibras integradas con agarosa,
sin embargo, se observan fibras formadas. En E muestra el constructo de coldgena y 2% de agarosa, donde se distinguen algunas fibras, y
predomina agarosa. En el panel F muestra constructo con 2% de agarosa y sin coldgena puede notarse la textura suave y compacta de la
agarosa. Todas las micrografias fueron tomadas a 5000x aumentos.
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A partir de estos resultados se definieron las concentraciones 0.5, 1 y 1.5% de agarosa que no

obstruyeran la polimerizacion de la coldgena.

Utilizando la metodologia descrita se elaboraron los constructos. Los andamios midieron en promedio

1.71 cm de largo, la figura 12 es un constructo Col20Ag10.

Figura 12. Constructo de Coldgena/Agarosa con células. Todos las matrices fueron medidas previo a su seccion.

La figura 13 muestra la distribucién de la longitud de los constructos.

Longitud (cm)

Figura 13. Andlisis de la longitud de constructos de coldgena/agarosa. Las diferentes condiciones y proporciones no influyen en el
volumen y, por tanto, la longitud del constructo.

El andlisis estadistico con la prueba ANOVA arroja que los datos no tienen variacidn significativa entre
las diferentes condiciones de construccion. Lo que implica que las diferentes proporciones de coldgena
y agarosa no afectan el volumen del constructo.
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Analisis de viabilidad

Una vez encapsuladas las células se comenzd el cultivo de los constructos, en los dias 1, 7, 14, 21y 28
se obtuvieron muestras en las que se realizé el ensayo de vida y muerte. Las figuras 14 y 15 muestran
los resultados del ensayo. En la figura 16 se presenta la grafica del porcentaje de células vivas por dias

de cultivo.

Figura 14. Ensayos de vida y muerte al dia 28 dias en constructos con 100 L de coldgena 10x. La fluorescencia en color verde, debido a
calceina, corresponde a células vivas, la fluorescencia en color rojo corresponde a células muertas. Después de 1 dia del proceso de
encapsulacion la mortalidad fue alta en todos los casos, sin embargo, al seguir el cultivo la proporcion de células muertas disminuyd. En
todas las muestras la morfologia celular fue redondeada.
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Figura 15. Ensayo de vida y muerte al dia 28 dias en constructos con 200 pl de coldgena 10x. La fluorescencia en color verde, debido a
calceina, corresponde a células vivas, la fluorescencia en color rojo corresponde a células muertas. Después de 1 dia del proceso de

encapsulacion la mortalidad fue alta en todos los casos, sin embargo, al seguir el cultivo la proporcion de células muertas disminuyd. En
todas las muestras la morfologia celular fue redondeada.
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Figura 16. Andlisis de ensayo de vida y muerte. De cada tiempo de cultivo se obtuvieron imdgenes (n=12) de las que se determind el
numero de células vivas y muertas.

Analisis morfolégico

Por medio de microscopia electrénica de barrido (MEB) se observé la distribucidon, morfologia, adhesion
e interaccidn con el material de las células encapsuladas en el constructo de colagena/agarosa. En la
figura 17 se observa cartilago de cerdo sin ningun tratamiento, se destaca la forma redondeada de los

condrocitos, su distribucidn aislada y la abundante matriz que los rodea.

Figura 17. MEB de muestras de cartilago. Las estructuras redondeadas son los condrocitos rodeados por una gran cantidad de MEC, las
células no estdn en contacto entre si'y se distribuyen uniformemente a lo largo del tejido. En la imagen C pueden notarse proyecciones de
la célula hacia la matriz.
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Las figuras 18-33 muestran los resultados del andlisis con MEB de condrocitos encapsulados en
constructos de coldagena/agarosa a diferentes tiempos. En cada una se incluye el material sin células

para comparar la apariencia.

Figura 18. MEB de constructos de Col10Ag5 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por el material, a 1 dia
estdn rodeadas por el material, sin embargo, a 28 dias se nota la formacidn de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrollan las
células. En el control se destaca la estructura uniforme del material.

Figura 19. MEB de constructos de Col10Ag5 3000x. En 1 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta el material (cabeza de
flecha), a 14y 28 dias se nota la formacidn de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrolla la célula, la textura del material en
la cara interna difiere de la region externa. En el control no se observan estructuras redondeadas similares a las células.
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Figura 20. MEB de constructos de Col10Ag10 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por el material, a 1
dia estdn rodeadas por el material, sin embargo, a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se
desarrollan las células. En el control se destaca la estructura uniforme del material.

Figura 21. MEB de constructos de Col10Ag10 3000x. En 1, 14 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta el material (cabeza
de flecha), a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrolla la célula, la textura del material
en la cara interna difiere de la region externa. En el control no se observan estructuras redondeadas similares a las células.
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Figura 22. MEB de constructos de Col10Ag15 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por el material, a 1
dia estdn rodeadas por el material, sin embargo, a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se
desarrollan las células. a 28 dias se destaca dos células contiguas con su espacio delimitado cada una. En el control se destaca la estructura

uniforme del material.

Figura 23. MEB de constructos de Col10Ag15 3000x. En 1, 14 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta el material (cabeza
de flecha), a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrolla la célula, la textura del material
en la cara interna difiere de la region externa. A 28 dias se observan dos células contiguas, una con un hueco considerable. En el control

no se observan estructuras redondeadas similares a las células.
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Figura 24. MEB de constructos de Col20Ag5 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por el material, a 1 dia
estdn rodeadas por el material, sin embargo, a 14 y 28 dias se nota la formacidn de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrollan
las células. A 14 dias se notan dos texturas del material, en la parte superior con huecos y en la parte inferior es liso y con las células por
encima de este. En el control se destaca la estructura uniforme del material.

Figura 25. MEB de constructos de Col20Ag5 3000x. En 1, 14 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta el material (cabeza de
flecha), a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrollan las células, la textura del material
en la cara interna difiere de la region externa. A 28 dias se observan una célula que estd adherida solo por una porcion de su superficie, el
resto da al espacio abierto del hueco. En el control no se observan estructuras redondeadas similares a las células.
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Figura 26. MEB de constructos de Col20Ag10 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por el material, a 1
dia estdn rodeadas por el material, sin embargo, a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se
desarrollan las células. En el control se destacan las texturas del material, regiones como la parte superior que parecen porosas y otras
como la parte inferior que son compactas.

Figura 27. MEB de constructos de Col20Ag10 3000x. En 1, 14 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta el material (cabeza
de flecha), a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrolla la célula. A 28 dias se observa una
célula adherida a las paredes de un hueco, la textura del material en la cara interna difiere de la region externa. En el control no se observan
estructuras redondeadas similares a las células.
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Figura 28. MEB de constructos de Col20Ag15 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por el material, a 14
y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrollan las células. En el control se destaca la estructura
uniforme del material.

Figura 29. MEB de constructos de Col20Ag15 3000x. En 1, 14 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta el material (cabeza
de flecha), a 14 y 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se desarrolla la célula, la textura del material
en la cara interna difiere de la region externa. En el control no se observan estructuras redondeadas similares a las células.
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Figura 30. MEB de constructos coldgena sin agarosa Col20Ag0 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas por
el material. A 1 dia las células estdn redondeadas, sin embargo, a 14 y 28 dias han aumentado su tamafio y alargado. En el control se
destaca la formacion de fibras.

Figura 31. MEB de constructos de coldgena sin agarosa Col20Ag0 3000x. En 1, 14 y 28 se observan prolongaciones desde la célula hasta
el material (cabeza de flecha), a 14 'y 28 dias se nota la forma alargada de las células, no se destacan cavidades formadas por las células.
En el control se observan las fibras de coldgena.

54



Figura 32. MEB de constructos de agarosa sin coldgena Col0Ag10 750x. En 1, 14 y 28 se observan células (cabeza de flecha) distribuidas
por el material. A 1 y 14 dia estdn rodeadas por el material, a 28 dias se nota un pequefio espacio delimitado (flechas) en el que se
desarrolla la célula. En el control se destaca la estructura uniforme del material.

Figura 33. MEB de constructos de agarosa sin coldgena Col0Ag10 3000x. En 1, 14 y 28 no se observan prolongaciones desde la célula
hasta el material que indique adhesion de las células, a 28 dias se nota la formacion de un espacio delimitado (flechas) en el que se
desarrollan las células. La textura del material en la cara interna difiere de la region externa. En el control no se observan fibras.
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Analisis histologico

Con microscopia fotdnica se observd que los condrocitos dirigian prolongaciones cortas de la célula
hacia la red polimérica de Col-I/agarosa. Estas prolongaciones celulares estaban en contacto estrecho
con el material. Es de notar que desde el dia uno de cultivo se evidenciaron estas prolongaciones. Esta
estrecha aposicidn de las prolongaciones de los condrocitos con el polimero sugiere que habia adhesién

de las células hacia las fibras de la matriz. La figura 34 muestra los resultados.

Figura 34. Tincién H&E de constructos coldgena/agarosa a 1 dia de cultivo 100x. Se observan de color morado y redondeadas los
condrocitos encapsulados. Las células tienen proyecciones hacia el material (cabeza de flecha) que indica la adhesion al material.
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Las figuras 35 y 36 muestran la tincion H&E de los constructos a diferentes tiempos de cultivo; a 1 dia
se observan las células distribuidas en el material, conforme el tiempo de cultivo aumentd la regién

alrededor de las células se colored con mayor intensidad.
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Figura 35. Tincion H&E de constructos Col10Ag-5,10 y 15 40x. Las células se observan redondeadas y tefidas de morado en todos los
tiempos. A 1 dia la matriz no se tifie, sin embargo, a partir de 7 dias se observa que la matriz que rodea a las células se colorea con mayor
intensidad con el colorante hematoxilina.
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Figura 36. Tincion H&E de constructos Col20Ag-5,10 y 15 40x. Las células se observan redondeadas y tefiidas de morado en todos los
tiempos. A 1 dia la matriz no se tifie, sin embargo, a partir de 7 dias se observa en las regiones que rodean a las células una tincion basdfila
se debid a la tincion con hematoxilina.
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Las figuras 37 y 40 muestran la tincion de los constructos con azul alcian en los diferentes tiempos de
cultivo. Conforme el tiempo de cultivo aumenté el depdsito de GAGs se incrementd, lo que se cuantifico
por el nimero de células rodeadas por GAGs (figuras 38 y 41) y por el area coloreada con azul alcidn
(figuras 39y 42). La figura 43a es un comparativo del area de la célula a 1 dia de cultivo que no depende
de la concentracion de agarosa. La figura 43b compara el area de la célula y los anillos de GAGs a 28

dias de cultivo.

Figura 37. Tincion azul alcidn de constructos Col10Ag-5,10 y 15 40x. Las células se observan redondeadas y tefiidas de morado en todos
los tiempos. A 1 dia la matriz no se tifie, sin embargo, a partir de 7 dias se forma un anillo de colorante que rodea las células, el cual se
vuelve mds intenso y grande conforme aumenta el tiempo de cultivo.
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Figura 38. Porcentaje de células secretoras de GAGs en tincion azul alcidn en andamios Col10Ag-5, 10 y 15. En fotomicrografias 10x
(n=12) porcentaje de células rodeadas por depdsito de GAGs, evidenciado por la coloracion azul. A 1 dia en ninguna condicion se detecto
coloracion. La prueba ANOVA y el andlisis Tukey arrojé que en todas las condiciones el porcentaje de células secretoras tiene una diferencia
significativa contra otros dias de cultivo (p<0.0001).
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Figura 39. Area teiiida de azul en tincion azul alcidn en andamios Col10Ag-5, 10y 15. En fotomicrografias 40x (n=20) drea de la célula y
el anillo de GAGs que la rodea evidenciado por la coloracion azul. A 1 dia el drea corresponde a sélo la célula. La prueba ANOVA y el andlisis
Tukey arrojo que en todas las condiciones el drea tefiida a 21 y 28 dias es significativamente mayor que en dias previos (sélo mostrado
para 28 dias) (p<0.0001).
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Figura 40. Tincion azul alcidn de constructos Col20Ag-5,10 y 15 40x. Las células se observan redondeadas y tefiidas de morado en todos
los tiempos. A 1 dia la matriz no se tifie, sin embargo, a partir de 7 dias se forma un anillo de colorante que rodea las células, el cual se
vuelve mds intenso y grande conforme aumenta el tiempo de cultivo. A 14 dias el anillo es mds grueso en Ag15 respecto a Ag5.
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Figura 41. Porcentaje de células secretoras de GAGs en tincion azul alcian en andamios Col20Ag-5, 10 y 15. En fotomicrografias 10x
(n=12) porcentaje de células rodeadas por depdsito de GAGs, evidenciado por la coloracion azul. A 1 dia en ninguna condicion se detecto
coloracion. La prueba ANOVA y el andlisis Tukey arrojo que en todas las condiciones el porcentaje de células secretoras tiene una diferencia
significativa contra otros dias de cultivo (p<0.0001).
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Figura 42. Area teiiida de azul en tincién azul alcién en andamios Col20Ag-5, 10 y 15. En fotomicrografias 40x (n=20) drea de la célula y
el anillo de GAGs que la rodea evidenciado por la coloracion azul. A 1 dia el drea corresponde a solo la célula. La prueba ANOVA y el andlisis
Tukey arrojo que en todas las condiciones el drea tefiida a 28 dias fue significativamente mayor que en 1, 7'y 14 dias de cultivo (p<0.0001).
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Figura 43. Concentrado de drea teiida de azul en tincion azul alcidn. (a) constructos a 1 dia de cultivo, la prueba ANOVA no arroja
diferencia significativa del drea de la célula en las diferentes condiciones de cultivo. (b) constructos a 28 dias de cultivo, el drea marcada
por depdsito de GAGs no es tiene diferencias significativas entre las diferentes condiciones de cultivo.
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La figura 44 muestra la tincién de los andamios de coldgena, agarosa, asi como cartilago nativo con azul

alcian.

Figura 44. Tincion azul alcidn de constructos de coldgena (Col20Ag0) y agarosa (Col0Ag10) control. En los constructos Col20Ag0 se
observan las células de color rosado, sin deposito de GAGs a 28 dias de cultivo. Es posible observar las fibras de coldgena. En Col0Ag10
se observa coloracion azul pdlida generalizada. En el cartilago nativo la region pericelular es de azul intenso y la matriz intraterritorial

azul pdlido (Modificada de Megias et al.).

Las figuras 45 y 46 muestran la tincién de los constructos con tricrémico de Masson a 1y 28 dias de

cultivo.

Figura 45. Tincion Masson de constructos Col10Ag-5,10y 15 a 1 y 28 dias de cultivo 40x. Las células se observan redondeadas y tefiidas
de rojo en todos los tiempos. A 1 dia la matriz no se tifie, sin embargo, a los 28 dias en algunas células se observa un depdsito colorado
que rodea a las células. En el control de sélo agarosa no se observa depdsito alguno.
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Figura 46. Tincion Masson de constructos Col20Ag-5,10y 15 a 1 y 28 dias de cultivo 40x. Las células se observan redondeadas y tefiidas
de rojo en todos los tiempos. A 1 dia la matriz no se tifie, sin embargo, a los 28 dias en algunas células se observa un depdsito colorado
que rodea a las células. En Ag-10y 15 es mds predominante respecto a Ag5. En el control de coldgena las fibras se tifien de azul.

La figura 47 es cartilago nativo con la tincidn tricromica de Masson, se destacan los nucleos negros, el

citoplasma rosado.

Figura 47. Tricromico de Masson de cartilago nativo.

Para determinar que tipo de colagena estan produciendo los condrocitos encapsulados en
colagena/agarosa, se realizaron IHQ contra Col-X (fig. 48 y 49) y Pro-Col-Il (53 y 54). Las figuras 50 y 51
muestran los resultados de la cuantificacion de la intensidad dptica integrada (IOD) para Col-X,
respectivamente las figuras 55 y 56 para pro-Col-ll. Las figuras 52 y 57 son la comparaciéon a 1y 28 dias

de las diferentes condiciones de cultivo.
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Figura 48. IHQ de constructos Col10Ag-5,10y 15 a 1y 28 dias de cultivo 40x contra Col-X. La marca positiva para coldgena X se observa
en color café, las células estdn tefiidas de morado por hematoxilina. La marca no se observa en la matriz, y las células presentan marca
posotiva indistintamente entre las condiciones y tiempos de cultivo la marca positiva.
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Figura 49. IHQ de constructos Col20Ag-5,10 y 15 a 1y 28 dias de cultivo 40x contra Col-X. La marca positiva para coldgena X se observa
en color café, las células estdn tefiidas de morado por hematoxilina. La marca no se observa en la matriz, y las células presentan

indistintamente entre las condiciones y tiempos de cultivo la marca positiva.
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Figura 50. Andlisis de IHQ contra Col-X en constructos Col20Ag-5,10 y 15. En fotomicrografias 40x (n=20) cuantificacion de la Intensidad
Optica integrada (I0D) normalizando al dividir la 10D por el nimero de células en el campo. Para los constructos de Col20Ag5 la expresidn
es mayor a 28 dias respecto a 1, 7 y 14 dias de cultivo (p<0.0001). Para Col20Ag10 y Col20Ag15 no hay variacion significativa en la
intensidad de la expresion en los dias de cultivo.
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Figura 51. Andlisis de IHQ contra Col-X en constructos Col10Ag-5,10 y 15. En fotomicrografias 40x (n=20) cuantificacion de la Intensidad
Optica integrada (10D) normalizando al dividir la 10D por el nimero de células en el campo. Para los constructos de Col10Ag5 la intensidad
es significativamente mayor a 28 dias respecto a 1 dia de cultivo (p=0.0003). Para Col10Ag10 no hay variacion significativa y para
Col10Ag15 la intensidad de la marca es menor a 28 dias respecto a 1 dia de cultivo (p=0.0002).
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Figura 52. Concentrado de 10D de IHQ contra Col-X. (a) constructos a 1 dia de cultivo, a través de la prueba ANOVA se identifica que la
concentracion mas elevada de agarosa se asocia a la mayor concentracion de Col X (p=0.01). Después de 28 dias de cultivo la mayor
concentracion es para el constructo con menor concentracion de agarosa y coldgena (p<0.0001).
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Figura 53. IHQ de constructos Col10Ag-5,10y 15 a 1y 28 dias de cultivo 40x contra Pro-col-Il. La marca positiva para pro-col Il se observa
en color café, las células estdn tefiidas de morado por hematoxilina. La marca positiva aumento con el tiempo en cultivo.
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Figura 54. IHQ de constructos Col20Ag-5,10y 15 a 1y 28 dias de cultivo 40x contra Pro-col-Il. La marca positiva para pro-col Il se observa
en color café, las células estdn tefiidas de morado por hematoxilina. La marca positiva aumento con el tiempo en cultivo.
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Figura 55. Andlisis de IHQ contra Pro-col-ll en constructos Col20Ag-5,10 y 15. En fotomicrografias 40x (n=20) cuantificacion de la
Intensidad Optica integrada (I0D) normalizando al dividir la 10D por el nimero de células en el campo. Para los constructos de Col20Ag5
no hay variacion significativa en la intensidad de la expresion en los diferentes tiempos de cultivo. Para Col20Ag10y Col20Ag15 la expresion
fue mayor a 28 dias respecto a otros dias de cultivo (p<0.0001).
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Figura 56. Andlisis de IHQ contra Pro-col Il en constructos Col10Ag-5,10 y 15. En fotomicrografias 40x (n=20) cuantificacion de la
Intensidad Optica integrada (I0D) normalizando al dividir la 10D por el nimero de células en el campo. Para los constructos de Col10Ag5
y Col10Ag10 no hay variacion significativa en la intensidad de la expresion en los diferentes tiempos de cultivo. Para Col10Ag15 la expresion
es mayor a 28 dias respecto a 1 dia de cultivo y 14 dias de cultivo (p=0.0059).
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Figura 57. Concentrado de 10D de IHQ contra Pro-col-ll. (a) constructos a 1 dia de cultivo, la prueba ANOVA no arroja diferencia
significativa de la 10D de Pro-col Il de la célula en las diferentes condiciones de cultivo. (b) constructos a 28 dias de cultivo, marcada positiva
por expresion de Pro-col Il no tiene diferencias significativas entre las diferentes condiciones de cultivo.
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No se realizé una prueba especifica para evaluar la proliferacion celular, sin embargo, la figura 58
muestra una coleccion de imdgenes de microscopia de barrido y corte histolégico en las que las células

se distribuyen en racimos que se asemejan a los grupos iségenos del cartilago nativo.

Figura 58. Coleccion de células en racimos. (A) MEB de Col10Ag15 28 dias, (B) Tincion H&E de Col 10Ag15 14 dias de cultivo y (C) células
fluorescentes por calceina, se observan dos células adyacentes que remodelan la matriz hacia la zona de no contacto. (D) MEB de
Col10Ag15 28 dias, (E) Tincion azul alcian de Col20Ag5 14 dias y (F) células fluorescentes por calceina Col20Ag5 21 dias de cultivo, se
observa una aglomeracion de células unidas al material por una cara y con gran espacio circundante. (G) MEB de Col20Ag10 28 dias, (H)
Tincion H&E de Col10Ag10 28 dias e (I) Col10Ag10 21 dias de cultivo fluorescentes por calceina, se observa un cumulo de células
estrechamente rodeadas por la matriz.
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Discusion

La ingenieria del cartilago articular se orienta al desarrollo de materiales con propiedades parecidas al
cartilago nativo, como son el contenido de agua, la permeabilidad, las propiedades mecanicas, que sea
biocompatible y de bajo costo. Los hidrogeles son uno de los materiales mas utilizados en la
construccidn de sustitutos de tejido en la medicina regenerativa, su composicién y arquitectura permite
la difusion de factores solubles, nutrientes, gases y desechos, ademas de proveer un nicho inicial para

las células, permitir las interacciones célula-célula y célula-matriz (Xia et al, 2017).

Los hidrogeles de agarosa han sido ampliamente utilizados en la ingenieria del cartilago articular (Benya
y Shaffer, 1982), debido a que los hidrogeles incrementan la rigidez en proporcién con la concentracién
del polimero, por lo que este tipo de matrices exploran el efecto de las propiedades mecanicas en el
destino celular (Caccavo et al., 2017). Jutila et al. demostraron que los condrocitos encapsulados en
geles con diferentes concentraciones de agarosa tenian un comportamiento diferencial; en los
constructos de menor concentracion el perfil metabdlico se asemeja al expresado por condrocitos con
osteoartrosis, mientras que en los de mayor rigidez el perfil asemejaba al cartilago sano (Jutila et al.,
2015). En 2017 se describié que el proceso de diferenciacion de células mesenquimales se modificaba
de acuerdo a la rigidez del sustrato en que se cultivaban; resulté de particular interés que el bloqueo
de la subunidad beta 1 de integrina inhibia el proceso de diferenciacion celular independientemente
de la rigidez del sustrato, concluyendo que la rigidez mecanica de los constructos regula el

comportamiento celular a través de las uniones celulares con la matriz (Olivares-Navarrete et al., 2017).

La concentracion de agarosa que emula la rigidez del cartilago afecta otras propiedades del material,
con el aumento de la concentracion disminuye el tamafio de poro y el coeficiente de difusidn de solutos
que afecta los procesos de intercambio de sustancias esenciales para el desarrollo celular (Shoga et al.,
2017), ademds de que la agarosa no contiene motivos de adhesidn para las células. La incorporacién de
péptidos de adhesidn celular (p. ej. RGD) en polimeros es una estrategia que retoma las propiedades
mecanicas de los geles de agarosa y las asocia con las uniones celulares a la matriz, el propdsito es

controlar la mecanica y la densidad de ligandos de la MEC, sin sacrificar la riqueza bioquimica y la
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informacién topoldgica codificada en las redes de proteinas naturales (Ulrich et al., 2010). En este
proyecto exploramos una matriz de la proteina natural como la Col-I hidrolizada en combinacidn con el
polimero agarosa en diferentes concentraciones para determinar si existe un efecto en el fenotipo de

condrocitos encapsulados que se pueda asociar a las propiedades de la matriz.

En la practica clinica la fraccién de tejido que puede tomarse de un paciente es reducido, la expansion
in vitro permite aumentar la poblacidn celular, sin embargo, se ha demostrado que desde el primer
pase disminuye la expresidn de los genes condrogénicos como colagena Il y agrecano, y aumenta la
expresion de genes caracteristicos del fibrocartilago como Col-I (Darling y Athanasiou, 2005; Lefebvre
et al., 1994). Para explorar el efecto de la matriz colagena/agarosa en células con un proceso de cambio
de fenotipo iniciado pero reversible (Huang, Hu, y Athanasiou, 2016), se expandieron y encapsularon
en pase 3. El cultivo de condrocitos se caracterizdé por el cambio de morfologia de redondeadas a
alargadas tipo fibroblasto, como se describe en la fig. 8-10. Estas observaciones coinciden con reportes
previos en los que el cambio en la morfologia se asocia con cambios en el perfil bioquimico de secrecién

(Demoor et al., 2014).

Para la construccién del andamio coldgena/agarosa se desarrollé una estrategia de fabricacidén que
modula las propiedades de los geles de coldgena de manera gradual respecto a la incorporacién de
agarosa, partiendo del principio de que la concentracién de agarosa determina su rigidez. A través de
imagenes de MEB (fig. 11) se demostrd que la colagena forma una red densa desorganizada de fibras.
Al afadir agarosa se observa una red intercalada entre las fibras, con empaquetamiento de estas
conforme el aumento de la concentracion de agarosa. La agarosa en los geles de colagena/agarosa tenia
una morfologia similar a los geles de sdlo agarosa, sugiriendo que la polimerizacion de la agarosa no se
afectaba por el ensamble de las fibras de colagena. Estos resultados concuerdan con lo descrito por
Ulrich et al. que con imagenes de MEB, DIC (high magnification differential interference contrast) e
imagenologia SHG (Second Harmonic Generation) confirmaron que el didmetro de las fibras de
coldgena es independiente de la concentracion de agarosa (Ulrich et al., 2010). El rango de
concentracion de agarosa (0.5-1.5%) para la construccidn de los andamios se seleccioné con base en
estas imagenes, optando por aquella concentracién en la que las fibras de coldagena resultaran

evidentes.
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El proceso de construcciéon del andamio de colagena/agarosa implicé acoplar dos procesos de
polimerizacién contrarios, el de agarosa que debe solubilizarse y esterilizarse a 120°C y dejarse enfriar
a 16°C para que adapte su forma final, y por otro lado, coldgena que debe neutralizarse (pH=7) e incubar
30 minutos a 37°C para formar fibras, en ambos casos una vez concluido el proceso de polimerizacién
la forma se mantiene por lo que encapsular células en estos materiales implica exponerlas al proceso
completo de polimerizacion de ambos materiales. A las condiciones adversas de la fabricacidon
asociamos el elevado porcentaje de células muertas en el dia 1 de cultivo aproximadamente 50%, esto
coincide con otros grupos han reportado fendmenos similares de dafo celular debido al proceso de
encapsulaciéon (Batorsky et al., 2005). Sin embargo, a partir del dia 7 de cultivo el porcentaje de células
vivas es aproximadamente de 85% en todas las condiciones de cultivo, lo que sugiere que después del

proceso de encapsulacion las células se mantienen viables en el andamio.

A través de imagenes de microscopia de barrido se demostrd que las células en el dia 1 de cultivo se
distribuyen por todo el constructo no generan cumulos y el material rodea estrechamente las células.
En todos los casos es posible observar fibras de colagenay la red de agarosa, concluyendo que en todas
las condiciones de concentracion de colagena/agarosa el proceso de fabricacién distribuye

uniformemente los materiales y las células en el constructo.

En los constructos control de sélo agarosa, los condrocitos en todas etapas de cultivo son esféricas y
estdn estrechamente rodeadas de la matriz de agarosa, no se observan proyecciones citoplasmaticas
hacia la matriz. En cambio, en los constructos de colagena/agarosa las células remodelan la matriz, se
observan huecos en donde la célula se desarrolla, en la regidn interna hueco que esta en contacto con
la matriz tiene una textura lisa que contrasta con la regidén externa donde se nota la red de agarosa y
las fibras de coldgena. El hueco conforme el tiempo de cultivo avanza incrementa su tamafio, sin
embargo, es importante resaltar que las células conservan su tamafio y la morfologia redondeada,
como en el dia 1 de cultivo. La morfologia de los condrocitos es una caracteristica que se puede asociar
con el estado de diferenciacidon de las células, en el desarrollo de la osteoartrosis las alteraciones en el
volumen celular y la morfologia son un proceso clave en el desarrollo de la enfermedad. En cartilagos

femorales de humano, con microscopia confocal in vivo, se describidé que la morfologia de los
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condrocitos en tejido con osteoartrosis es de bordes irregulares, con proyecciones citoplasmaticas

mayores a 2 um, células agrandadas y formando racimos de células (Karim, Amin, y Hall, 2018).

El mantenimiento de la morfologia redondeada, sin proyecciones citoplasmaticas extensas, no
voluminosas y sin formar racimos de células, es crucial en las estrategias que buscan desarrollar
sustitutos del cartilago articular (Hall, 2019). Al respecto, Karim y Hall describieron como la rigidez de
la matriz en que se cultivan condrocitos es determinante de la morfologia, al comparar geles de 0.2 y
2% de agarosa describieron que en los geles de mayor rigidez la morfologia se mantuvo
esferoidal/eliptica sin proyecciones citoplasmaticas, mientras que en los geles de menor concentracion
la morfologia era mas alargada y con proyecciones citoplasmaticas en mayor cantidad y de mayor
longitud. Ademas de aumentar con el tiempo de cultivo el volumen celular y el nUmero de células en
racimos (Karim y Hall, 2017). Dicha morfologia se asocia a cambio metabdlicos, Parreno et al.
describieron que, al inducir la despolimerizacién de las fibras de actina de condrocitos en cultivo, se
provocaba un cambio morfoldgico al inducir la redondez de la célula, lo que, incrementaba la expresion
de agrecano y reducia la expresién de Col-l. El subsecuente bloqueo del factor de despolimerizacién
inducia la polimerizaciéon de actina, la célula se alargaba y se incrementaba la expresion de Col-I.
Concluyendo que la polimerizacién de actina regula el estado de diferenciacion del condrocito (Parreno
etal.,, 2017). El modelo de coldgena/agarosa en todas las condiciones preservé la forma redondeada de
las células, en contraste con el control de sélo coldgena en el que las células tenian una forma alargada,

con proyecciones citoplasmaticas largas y volumen aumentado.

La morfologia redondeada de los condrocitos se asocié a un perfil metabdlico de cartilago hialino sano,
las preparaciones histoldgicas de los constructos permiten visualizar el deposito de moléculas en el
constructo. En la tincién con hematoxilina del cartilago las fibras de colagena son enmascaradas por la
sustancia fundamental en la cual estan incluidas, por lo tanto, las fibras no son visibles. En los
constructos de colagena/agarosa a 1 dia de cultivo las células se observan redondeadas y tefiidas por
hematoxilina y la matriz no se tifie con hematoxilina (fig. 35y 36), a partir de 7 dias el material cercano
a la célula, presenta la tendencia a tefirse con hematoxilina, lo que coincide con la tincidn del cartilago
donde la matriz pericelular, que contiene GAGs sulfatados, exhibe basofilia con la hematoxilina. El

aspecto del citoplasma de los condrocitos varia segun la actividad de la célula. Los condrocitos que
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estan activos en la produccion de la matriz exhiben regiones de basofila citoplasmatica (Ross y Pawlina,

2015).

La tincidn azul alcian se une a los polianiones de los mucopolisacdridos acidos por medio de puentes
salinos y es indicador de la presencia de GAGs sulfatados. A un dia de cultivo se observan las células
tefidas de morado por el contraste con hematoxilina de la técnica, a partir de 7 dias algunas células
muestran depdsitos de moléculas tefiidas con azul alcian. La cuantificacion de células demuestra que
conforme el tiempo de cultivo avanza la cantidad de células con marca de azul alcian aumenta. Para
cuantificar el depdsito de las moléculas se midié el drea coloreada por el azul alcian, en la fig. 43a es un
comparativo del area de las células en las diferentes condiciones de cultivo a 1 dia, no existe diferencia
significativa entre las condiciones lo que se interpreta como que las diferentes concentraciones de
agarosa no tienen efecto en el volumen celular. En todos los casos el area marcada por azul alcian
aumenté conforme el tiempo de cultivo se incrementd, en promedio es 600 veces mayor. Sin embargo,
no existe diferencia significativa conforme la condicién de cultivo de acuerdo con la fig. 43b. Al
comparar el aspecto del cartilago nativo teflido con azul alcian (fig. 44) con los constructos de
colagena/agarosa, destaco la tincidn intensa de la region pericelular. Los constructos de sélo colagena
no tuvieron depdsito de GAGs sulfatados y los de sélo agarosa no fue tan intensa la tincién en la region

pericelular.

La tincidn tricromica de Masson evidencia las fibras de coldgena, sin embargo, en muestras de cartilago
el compartimiento fibroso de Col-Il no se observa por presentar la misma afinidad que la sustancia
fundamental en la que quedan enmascaradas. En los constructos de coldgena/agarosa la matriz no
exhibe afinidad por colorante alguno en ninguna condicion a ninguna edad, sin embargo, en el control
de sdlo colagena si son tefidas las fibras. Por las imagenes de microscopia de barrido sabemos que las
fibras de colagena se formaron en la matriz, por lo que, la adicidon de agarosa no permitid la tincion del
colorante. Otra posibilidad es que la cantidad de coldgena sea tan pequefia que no puede ser detectada

con la tincion.

La tincién de Masson no revelé depdsitos de colagena, sin embargo, para caracterizar la actividad

sintética de las células se realizaron ensayos de inmunohistoquimica que identifican con precisién

79



moléculas de pro-colagena tipo Il y Col-X, maracdor de condrocitos hipertroficos. Por lo que la expresion
activa de esta molécula es reflejo de un estado de diferenciacidon que difiere del perfil de cartilago
hialino articular. Los condrocitos tomaron una ruta de diferenciacién similar a la ocurrida en las placas
de crecimiento de los huesos, produciendo Col-X, marcador de condrocitos hipertroficos. Por lo que la
expresion activa de esta molécula es reflejo de un estado de diferenciacidon que difiere del perfil de
cartilago hialino articular. Como estrategia para establecer si existen diferencias en la expresion de los
marcadores en funciones de las propiedades del constructo, se analizd la intensidad de la marca positiva
encontrando que, en los constructos de menor concentracidon de agarosa (0.5%) la intensidad de la
marca fue mayor conforme el tiempo de cultivo aumentd. En los constructos de concentracion media
de agarosa (1%) no hay una tendencia del valor, sino que se mantiene estable en los dias de cultivo. En
los constructos de mayor concentracién de agarosa (1.5%) la intensidad de la marca disminuyd con el
tiempo de cultivo (fig. 49 y 51). El valor de la IOD en los constructos de concentracidn baja y media de
agarosa fue mayor en los que contenian la menor proporcion de colagena; en los constructos de mayor

concentracion de agarosa, la concentracién de colagena no tuvo efecto en el valor de la I0OD.

La expresion de colagena Il es un indicador del estado de diferenciacién de los condrocitos, en los
constructos de menor concentracion de agarosa la expresion no tuvo diferencias significativas después
de 28 dias de cultivo. En la concentracién media de agarosa hubo un aumento significativo en la
intensidad de la marca de 7 a 28 dias sélo en los constructos con la mayor proporcidn de colagena. Para
los hidrogeles con la mayor concentracion de agarosa en ambas proporciones de colagena la intensidad
de la marca fue mayor a 28 dias de cultivo. A pesar de estos aumentos, en la fig. 57b se muestra que
no hubo diferencias significativas entre las diferentes condiciones de cultivo en la intensidad de la

expresion de la pro-col Il.

Con frecuencia en el cartilago nativo dos o mas condrocitos se localizan muy cerca uno de otro,
separados sélo por un delgado tabique de matriz. Estos cumulos se denominan grupos iségenos y sus
integrantes se originan de una sola célula precursora. Las células en el grupo secretan matriz y se
separan (Ross y Pawlina, 2015). En los constructos de coldgena/agarosa no se realizé una prueba para
demostrar la divisidn celular, sin embargo, con imagenes de microscopia de barrido se demostré que

la técnica de fabricacidn conllevd la distribucion homogénea de las células y la no formacion de
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agregados, por lo que imagenes como las presentadas en la fig. 58 pueden ser resultado de procesos
de division celular. Las imagenes histologicas demuestran ademas que son células activas en la

secrecion de moléculas como GAGs.
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Conclusiones

Para la generacidn de constructos de colagena/agarosa se establecié un cultivo primario de condrocitos
articulares de cerdo, el proceso de expansion celular se caracterizé por cambios en la morfologia, de
células redondeadas a alargadas y estrechas, que se asocian con alteraciones en el perfil secretor de las

células.

A través de imagenes de microscopia de barrido se caracterizé el efecto de afiadir concentraciones
crecientes de agarosa a soluciones de coldgena con la metodologia propuesta, las concentraciones
seleccionadas 0.5, 1y 1.5% de agarosa no alteraron la polimerizacién de la colagena al notarse fibras

en los constructos, la agarosa se intercalaba entre las fibras.

El proceso de encapsulacidon expuso a las células a condiciones no favorables que resulta en una
sobrevida promedio del 50% que coincidié con datos previamente reportados. Sin embargo, a partir
del dia 7 de cultivo la sobrevida fue mayor al 90%. El constructo de colagena/agarosa no fue un
ambiente adverso para las células, incluso fueron capaces de producir componentes de la matriz

extracelular demostrado con inmunohistoquimica y con anilinas.

El constructo de colagena/agarosa permitid la interaccion de las células con la matriz, demostrado por
la formacidn de proyecciones citoplasmaticas cortas. Ademas, las células fueron capaces de remodelar
la matriz demostrado por la formacidon de excavaciones dentro de los que se desarrollaron las células,
situacidon que recuerda a las lagunas del cartilago nativo. Cabe destacar que la matriz inhibié la
formacidn de fibras de estrés y el alargamiento de las células conservando una morfologia redondeada
a pesar de no estar confinada por la matriz sino en el hueco formado. En contraste, las células en
andamios de sélo coldgena las células aumentaron su volumen, emitieron proyecciones citoplasmaticas
largas y su morfologia fue alargada, todas ellas caracteristicas de condrocitos en proceso de
desdiferenciacién. En los andamios de sdélo agarosa las células se mantenian redondeadas, no emitian

proyecciones citoplasmaticas hacia la matriz ni formaron excavaciones.
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Con las tinciones de hematoxilina y eosina y de azul alcian se verificé que los condrocitos encapsulados
se mantuvieron activos ya que depositaron de componentes matriciales, en particular de GAGs
sulfatados. Conforme el tiempo de cultivo avanzé el nimero de células y la cantidad de matriz
depositada aumenté. La tincion tricrdmica de Masson no reveld depdsito importante de colagena, sin
embargo, a través de inmunohistoquimica se demostré que las células produjeron Col-ll, la intensidad
de la marca se asocio a la cantidad de Col-Il y en el transcurso del cultivo no disminuyd, sino que se
mantuvo, por lo que el proceso de desdiferenciacion de las células por el proceso de expansion celular

no continud.

Se determind que las propiedades del constructo asociadas a la concentracién de los componentes,
tuvo un efecto en el perfil metabdlico de las células. En los constructos con la mayor concentracion de
agarosa se inhibio la expresion de Col-X, en tanto que en los de menor concentracion se estimuld la

expresion.

En lo individual constructos de coldagena y agarosa preservan sélo algunas de las caracteristicas
deseadas en constructos para la reparacién del cartilago articular, sin embargo, la combinacién de los
materiales potencio las caracteristicas deseables de cada uno de ellos. Los condrocitos encapsulados
tuvieron una forma redondeada, con proyecciones citoplasmaticas cortas, remodelando la matriz y

depositando moléculas caracteristicas del cartilago hialino articular como GAGs sulfatados y Col-II.

Si bien en tinciones no hay una diferencia significativa de la acumulacién de glucosaminoglucanos
sulftados entre los andamios de diferentes composiciones, si existe una diferencia en Col-X cuyo
depdsito es mayor en los geles de menor cocnetracion de agarosa coldgena, mientras que Pro-col-I|
tiene la tendencia de aumentar en la mayor concentracién de agarosa. Tomando en consideracion
dichos resultados el andamio que funcionaria como sustituto de cartilago articular es Col20Ag15, sin

embargo, es necesario agregar otras pruebas que describan y definan las propiedades del constructo.
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Perspectivas

Este proyecto fue la presentacién de un constructo novedoso para la ingenieria del tejido articular, si
bien colagena y agarosa son biomateriales que han sido ampliamente utilizados en la ingenria de
tejidos, por primera vez se propone la construccion de un sustituto de cartilago hialino combinado

colagena y agarosa, y encapsulando condrocitos de cerdo.

Las pruebas aqui descritas pretendian describir el desempefio general de las células en el constructo,
los resultados de acumulacion de GAGs, demostrado por la tincidn de azul alcian y H&E; produccion de
Pro-col-ll, marcador caracteristico de cartilago hialino; y la inhibicion de Col-X, marcador de condrocitos
hipertroficos, el conjunto de pruebas nos lleva concluir que el andamio de coldgena/agarosa es un
modelo competente para la construccion de un sustituto de cartilago articular. Sin embargo, es
necesario complementar con otras pruebas que permitan definir con mayor precisién el desempefio

celular, al respecto se sugiere:

e Definir si las células expresan el factor de trasncripcidn Sox-9, caracteristico de cartilago hialino.
e Caracterizar el perfil secretor de los condrocitos, ya sea analizando las moléculas secretadas a
la matriz o los genes activos para la producciéon de MEC

Los resultados demuestran diferencias respecto a la concentracidn de agarosa y a la concentracidn de
colagena por lo que la caracterizacion de las propiedades mecanicas de los andamios podria asociarse

al desmepeiio de los condrocitos.

El proyecto aqui presentado evalud sélo la influencia del material en los condrocitos, sin embargo, es
reconocido que la adicién de factores al medio de cultivo como ITS, acido ascérbico, dexametasona,

entre otros, aumenta la produccién de las moléculas caracteristicas de cartilago hialino.

Las condrocitos empleados son células diferenciadas que, si bien por el proceso de cultivo en monocapa
dejan de sintetizar sus moléculas caracteristicas, no dejan de ser condrocitos. Otra posible alternativa
para la matriz de colagena/agarosa es el uso de células mesenquimales, en las que se evalue si el

andamio induce la diferenciacion celular a cartilago.
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