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RESUMEN




El cartilago es un tipo de tejido conectivo especializado, que se caracteriza por estar
constituido por condrocitos y una matriz extracelular (MEC) altamente especializada,
cuya composicion rica en fibras colagenas, fibras elasticas, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos y glicoproteinas, le confieren sus propiedades biomecanicas y su elevada
hidratacion. Histolégicamente, existen tres tipos de cartilago en la especie humana, los
cuales se diferencian por la composicion de la MEC. Estas variedades son, el cartilago
hialino, localizado en las articulaciones sinoviales, en el cartilago de crecimiento de los
huesos largos, y en la porcion conductora de la via aérea. El cartilago eléstico, que
constituye el esqueleto de algunas visceras, el cual es especialmente importante en el
pabellén auricular y conducto auditivo externo y el cartilago fibroso que se localiza en
los discos intervertebrales, sinfisis ptbica y en la articulacion temporomandibular En el
area maxilofacial, tema de especial interés en esta Tesis Doctoral, se localizan los tres
tipos de tejido cartilaginoso, el cartilago hialino en el septum nasal, el cartilago elastico
en el conducto auditivo externo y pabellon auricular y el fibrocartilago en el disco de la

articulacion temporomandibular.

El tejido cartilaginoso en sus distintas variedades, se ve afectado por multiples
patologias neoplasicas, congénitas, osteodegenerativas, autoinmunes, traumatismos y
diversos sindromes. En el caso del cartilago elastico, tipo de cartilago estudiado en la
presente Tesis Doctoral, la patologia mas frecuente que lo afecta es la microtia, una

patologia congénita que afecta al pabellon auricular.

Actualmente, aunque existen diversas alternativas terapéuticas para el tratamiento de
este tipo de lesiones del pabellon auricular, los resultados no son del todo satisfactorios

ni duraderos en el tiempo, requiriendo multiples intervenciones quirdrgicas con su



amplia gama de complicaciones, por lo cual, la generacion de un sustituto adecuado de

cartilago elastico para uso clinico, continua siendo un desafio.

En este sentido, en la presente Tesis Doctoral se estudio la generacion mediante técnicas
de Ingenieria Tisular, de un modelo de cartilago elastico artificial humano utilizando
condrocitos humanos derivados de cartilago elastico (CHDCE), encapsulados en un

biomaterial, un hidrogel compuesto de fibrina-agarosa nanoestructurado.

Para generar este constructo, se utilizaron condrocitos viables del pase 2 provenientes
de pequeiias biopsias de cartilago de pabellon auricular, los cuales fueron encapsulados
en el hidrogel de fibrina-agarosa. La generacion de los hidrogeles de fibrina-agarosa

se realiz6 a partir de la unidon de plasma humano, acido tranexamico, agarosa tipo VII y
cloruro célcico, para posteriormente ser sometidos a un proceso de nanoestructuracion
mediante compresion plastica. Se definieron dos grupos de estudio, grupo A con
4.5x10° CHDCE/mL y grupo B 45x10° CHDCE/mL, los cuales se mantuvieron en

condiciones de cultivo durante 5 semanas.

Posteriormente, las muestras se prepararon para estudios histologicos, histoquimicos e
inmunohistoquimicos. Los estudios histologicos demostraron que los condrocitos fueron
capaces de proliferar, formar grupos, y expresar S100 y Vimentina, marcadores de
tejido cartilaginoso. Ademds, los andlisis histoquimicos e inmunohistoquimicos,
demostraron que los condrocitos sintetizaron componentes fibrilares de la MEC como
fibras elasticas, fibras coldgenas tipo I y tipo II, ademas de componentes no fibrilares
como proteoglicanos agrecano, biglicano y versicano. Los resultados sugieren que el

biomaterial, hidrogel compuesto de fibrina-agarosa puede ser utilizado para la



generacion de constructos en ingenieria tisular de cartilago. Cabe destacar, que este
biomaterial de fibrina-agarosa aunque ha sido estudiado y utilizado para la generacion
de diversos tejidos, es primera vez que se utiliza para la generacion de un modelo de
cartilago elastico. Sin embargo, son necesarios mas estudios de diferenciacion celular
con medios especificos, la realizacion de caracterizacion biomecanica y estudios in vivo,

que permitan evaluar su potencial aplicacion quirtrgica.



INTRODUCCION




1. GENERALIDADES DEL TEJIDO CARTILAGINOSO.

1.1 Definicion y funcion del tejido cartilaginoso.

El cartilago es un tipo de tejido conectivo especializado y esqueletdgeno, compuesto de
una poblacion celular condrogénica y abundante matriz extracelular (MEC). Este tejido
tiene la particularidad de no contener vasos sanguineos, linfaticos, ni nervios y puede estar
rodeado de un tejido conectivo denso denominado pericondrio. En general, la nutriciéon
de los condrocitos se realiza por difusion tisular de sustancias nutritivas a través de los
poros de la matriz extracelular desde los capilares sanguineos adyacentes. Sin
embargo, el mecanismo de nutriciéon y las necesidades metabolicas varian dependiendo
de la variedad de tejido cartilaginoso. En el caso del cartilago rodeado por
pericondrio (como el cartilago eléstico y el cartilago hialino no articular), la nutricion se
ve favorecida por este, debido a la vascularizacion de los tejidos adyacentes. Mientras
que en el caso del cartilago articular, la nutriciéon proviene principalmente del liquido

sinovial que se encuentra en las cavidades articulares [1, 2] (Fig.1).

El gran contenido liquido de la MEC favorece al transporte de gases, sustancias nu-
tritivas y productos de desecho. Esta difusion se dificulta a medida que la matriz madura
y se hace mas densa. Debido a que la nutricion del tejido cartilaginoso se lleva a cabo
mediante difusion, existe una limitacion del espesor del tejido para poder mantener la
poblacion celular que se encuentra mas interna. Ademds, junto a la nutriciéon por

difusion y la carencia de vasos sanguineos y linfaticos, trae como consecuencia, que el



tejido cartilaginoso sea un tejido de lenta y dificil regeneracion [3]. Esta lenta
regeneracion del tejido cartilaginoso explica la existencia del gran numero y la

severidad de las lesiones que afectan a este tipo de tejidos.

Fig.1 Imagen esquematica representando el proceso de nutricion del tejido cartilaginoso (modificado de

Poirier, 1978) [4].

Como se menciond anteriormente, el cartilago es un tejido especializado y esqueletoge-

no, cuya funcion principal es dar soporte y estabilidad estructural a los tejidos y érganos
en los cuales estd presente. Ademas, el tejido cartilaginoso cumple con la funcidon de
revestimiento cuando se encuentra en las superficies articulares, evitando su friccion,

absorbiendo el impacto y distribuyendo la carga [5].

El tejido cartilaginoso tiene un rol esencial en la formacion del esqueleto, ya que la
mayor parte del mismo se forma a partir de un cartilago hialino preexistente, el cual es
reemplazado progresivamente por tejido 6seo, en un proceso denominado osificacion
endocondral. [3]. En la etapa post natal, el tejido cartilaginoso interviene activamente en

el proceso de osificacion y crecimiento de las estructuras dseas, como el caso del



crecimiento longitudinal de los huesos largos. En el esqueleto adulto, el tejido cartila-
ginoso solo esta presente como cartilago articular y costal, pero también forma un arma-
z6n rigido para dar soporte a algunas estructuras viscerales (las vias aéreas) pabellon

articular [3], nariz, discos intervertebrales, sinfisis del pubis.

1.2 Histogénesis del tejido cartilaginoso.

Para poder comprender la compleja estructura histologica, molecular y regenerativa del

tejido cartilaginoso, es necesario estudiar su origen embriologico.

Durante el desarrollo embrionario, ocurren diferentes fases que conllevan a la forma-
cion completa del feto. Una vez ocurrida la fertilizacion, se da inicio a la formacion del
embriéon que estard compuesto por dos células. Al tercer dia de la fecundacion,
este embrion ya estd conformado por ocho células totipotentes y que mediante division
mitdtica llegaran a dieciséis células o blastomeros, dando inicio a una nueva fase de
desarrollo embrionario, la etapa de morula [6]. Las dieciséis células que conforman la
morula se organizan conformando una capa celular externa, denominada trofoblasto, y
una cavidad interna o blastocele, asi como la masa celular interna que se denomina
blastula o blastocito. Posteriormente, y a partir de la tercera semana de desarrollo
embrionario, ocurre otra fase de desarrollo denominada gastrulacion. La gastrulacion se
caracteriza por la formacion de la géstrula, en la cual y a partir de las capas germinales
(epiblasto e hipoblasto) se diferenciaran las tres hojas germinales, originando el embrién
trilaminar. Este embridon estd compuesto por el ectodermo, mesodermo y endodermo,
que son las tres hojas o capas germinales que daran origen a todos los tejidos y érganos

del organismo [6] (Fig.2).



Linea primitiva

Noédulo primitivo

Ectodermo

Endodermo

Migracion de células

. Mesodermo
mesenquimales.

Fig.2 Imagen esquematica de las capas blastoméricas: Ectodermo, mesodermo, endodermo. (modificado

de: Moore, Keith L. et al., 2013) [7].

Cada hoja germinal dara origen a una serie de tejidos y organos. En el caso del ecto-
dermo que es la capa mas externa del embrion, dard origen a tejidos como la capa exter-
na de la piel, la cavidad oral, el epitelio de los 6érganos sensoriales. Ademas, se originan
otras estructuras como el tubo y cresta neural que dardn origen a la formacion del

sistema nervioso central y sistema nervioso periférico [6].

Es importante destacar, que en la zona del esqueleto facial tema de especial interés en
esta Tesis Doctoral, el tejido cartilaginoso existente deriva de la cresta neural, la cual se

forma a partir del ectodermo durante la neurulacion [3].

La capa intermedia del embrion es el mesodermo y de esta capa se deriva el tejido
conectivo propiamente dicho y los tejidos conectivos especializados como el tejido
cartilaginoso, el tejido 6seo, la sangre y el tejido adiposo. Ademas del tejido conectivo,

exsten otros sistemas que se derivan del mesodermo como el sistema cardiovascular,

el sistema musculoesquelético, sistema urinario, sistema reproductor, etc. [6] (Fig.3) .
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Marino, Amy et al., 2013) [8].

Con respecto a la capa mas interna del embrion trilaminar denominada endodermo, cabe
sefalar que de esta capa se originan la mayoria de los 6érganos internos como es el caso
del sistema digestivo, sistema respiratorio, las glandulas endocrinas y el higado [6]. Los

tejidos derivados de cada hoja germinal se observan a continuacion (Fig.4).

Ectodermo Mesodermo Endodermo
Sistema nervioso Tejido conectivo: Epitelio del tubo
central y Cartilago. digestivo.

Sistema nervioso Huesos. Arbol respiratorio.
periférico. Sangre. Parénquima de
Oido. Corazon. amigdalas.

Nariz. Vasos sanguineos. Tiroides.

Epitelio ocular. Mdusculo estriado 'y Paratiroides.
Epidermis. liso. Timo.

Esmalte dental. Rinon. Higado.

Hipdfisis. Gonadas. Pancreas.

Glandulas Bazo. Epitelio de vejiga.
mamarias. Corteza de glandula Uretra.

Glandulas suprarrenal. Epitelio del timpano y
subcutaneas. Mesotelio. trompa de Eustaquio.

Esqueleto facial.

Fig.4 Esquema representando los tejidos y 6rganos derivados de cada capa germinal.
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En relacion a la formacion del tejido cartilaginoso cabe sefialar que durante la quinta y
sexta semana de embriogénesis se produce una condensacion mesenquimal a partir de
las células madre mesenquimales [3]. En esta condensacion, las células mesenquimales
indiferenciadas se mueven, incrementan su area pero no proliferan, resultando un
cumulo de células [9, 10]. Es a partir de esta estructura, en la cual las células retraen sus
prolongaciones citoplasmaticas y se congregan en masa formando los centros de

condrificacion [11].

Posteriormente, las células experimentan un proceso de diferenciacion de células madre
mesenquimales a células condroprogenitoras. Este proceso es mediado por la interven-
cion de factores como la proteina morfogenética 6sea (BMP2) y el factor de crecimiento
y diferenciacion 5 (GDFS), entre otros [12]. Ademas, este proceso estd acompaiiado por
un incremento en la expresion de Sox9 [13]. Estas células mesenquimales
condroprogenitoras, aumentan su tamafio y comienzan a secretar sustancia fundamental
y tropocolageno, para formar fibras de colageno. A medida que aumenta esta matriz, se
hace mas consistente y eldstica en la cual las células se ubican en lagunas y
gradualmente se diferencian a células maduras o condrocitos, al mismo tiempo, y
alrededor de este tejido se forma el pericondrio. Este es un tejido conectivo también de

origen mesenquimal constituido por células aplanadas, MEC y vasos sanguineos [3].

En el pericondrio, también se encuentran las células condroprogenitoras y condroblas-
tos. El pericondrio se forma entre la quinta y sexta semana de desarrollo embriologico
al mismo tiempo que el cartilago [3]. Es una capa de tejido conectivo denso irregular
que rodea al tejido cartilaginoso, pero se encuentra ausente en el cartilago articular, de

crecimiento y en el fibrocartilago.

El pericondrio se compone de dos capas, una capa externa o fibrosa formada por tejido

conectivo fibroso, fibroblastos y fibras coldgenas tipo I, esta capa se encuentra adya-
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cente a los vasos sanguineos del tejido conectivo circundante con el cual se fusiona, y
una capa interna celular o condrégena, donde se encuentran las células condrogénicas y
los condroblastos, que al diferenciarse daran origen a los condrocitos, sin embargo, esta

capa se funde con la MEC con lo cual en ocasiones no se observa muy definida [2]

(Fig.5).
™
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Fig.5 Histologia del pericondrio. Corte histologico de cartilago hialino tefiido con Hematoxilina-Eosina,
donde se observa la capa externa A) y la capa interna B) del pericondrio. Ademads, se observa la MEC del
tejido cartilaginoso y su componente celular C). Magnificacion 40X. Imagen del Departamento de
Histologia de la Universidad de Granada.

1.3 Crecimiento y desarrollo del tejido cartilaginoso.

Una vez diferenciadas las células mesenquimales en células productoras de tejido carti-
laginoso, comienza un complejo proceso de desarrollo del tejido cartilaginoso. Este
tejido posee la capacidad de crecimiento y remodelacion presentando importantes
variaciones a lo largo de la vida. En este sentido, podemos decir que el desarrollo del
tejido cartilaginoso se produce mediante dos tipos de crecimiento, el crecimiento

intersticial y el crecimiento aposicional [2].
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1.3.1 Crecimiento intersticial o interno del cartilago.

El crecimiento intersticial o también conocido como crecimiento interno, e€s
caracteristico del tejido cartilaginoso esquelético el cual se inicia en el centro de
condrificacion, a partir del cual, el cartilago va incrementando sus dimensiones
mediante divisiones mitdticas de los condroblastos (Fig.6A). Ademas, del incremento
en el nimero de células, estas junto a las divisiones mitdticas dan origen a la formacion
de un grupo de células. A este grupo de células originadas del mismo condrocito se les
denomina grupo isogénico [3]. El crecimiento intersticial, es un crecimiento donde la
divisién de condrocitos y secrecion de nueva matriz da lugar a la expansion del cartilago
desde el interior y solo se produce en cartilago en desarrollo. Con este tipo de
crecimiento los condrocitos pueden adoptar dos disposiciones en la MEC, una primera
disposicion alinedndose en forma similar a una pila de monedas, que se denomina grupo
isogénico axial (Fig.6A), y una segunda disposicion en la cual los condrocitos se

agrupan de manera esférica formando los denominados grupos isogénicos coronarios

(Fig.6B).
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Fig6 A) Imagen de corte histologico tincion H-E representando el crecimiento intersticial de cartilago
hialino en desarrollo de la metafisis de hueso largo En este crecimiento se observan los caracteristicos los
grupos isogénicos axiales (flecha negra) que permiten la elongacion del hueso. Magnificacion 5X. B)
Grupos isogénicos coronarios (flecha negra) en MEC de cartilago elastico. Magnificacion 40X Imagenes
del Departamento de Histologia de la Universidad de Granada.
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1.3.2 Crecimiento aposicional o exdgeno

El crecimiento aposicional es un tipo de crecimiento caracteristico del cartilago que se
encuentra rodeado por pericondrio (Fig.7). Este tipo de crecimiento ocurre en la etapa
fetal, y contintia de forma gradual durante la infancia y hasta la pubertad periodo en el

cual se define su estructura

A partir de las células condrégenas localizadas en la capa interna del pericondrio, se
produce la diferenciacion de estas a condroblastos. Estos condroblastos van sintetizando
la MEC hacia el interior del tejido [3], esta progresiva secrecion de matriz y la
diferenciacion de los condroblastos a condrocitos al momento de quedar incluidos en la
matriz, permiten el aumento del tamafo del cartilago, tanto en diametro como en
longitud. Este crecimiento se produce en el cartilago que conforma el esqueleto visceral
y otros tipos de tejido cartilaginoso, como el pabellon auricular (cartilago elastico) y el

cartilago costal (cartilago hialino).

PERICONDRIO
PERICONDRIO PERICONDRIO

“f # cartitage V') :

e e i o N

”~

Cartilago

Fig.7 Imagen esquematica representando el crecimiento intersticial del tejido cartilaginoso a partir del
pericondrio (modificado de Poirier, 1978) [4].
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2. COMPOSICION HISTOLOGICA DEL TEJIDO
CARTILAGINOSO.

Histologicamente, el tejido cartilaginoso estd compuesto por una poblacion condro-
génica o condrocitos, que se encuentra inmersa en una MEC altamente especializada
(Fig.8). Las células presentes en el tejido cartilaginoso cumplen diversas funciones,
siendo su principal funcion la sintesis de MEC. En el interior de la MEC estas células
interactuan con otras, pero principalmente con el medio extracelular y la MEC. Una
caracteristica importante de las células presentes en el tejido cartilaginoso es llevar a
cabo un mecanismo de adhesion de las células a la MEC para poder mantener la

organizacion del tejido y contribuir a su estabilidad mecénica [2].

Por otra parte, la MEC posee multiples funciones las cuales son indispensables para el
correcto funcionamiento del tejido cartilaginoso. Una de las funciones de la MEC es que
interviene en los procesos de adhesion celular, la comunicacion entre células, y la
diferenciacion de las mismas [14]. Ademads, provee soporte estructural y biomecanico al
tejido y a las células que lo componen [15]. Por otra parte, la MEC en el tejido
cartilaginoso interactia con las células, regulando procesos biologicos, como la
homeostasis, la reparacion, el crecimiento celular, asi como su diferenciacién y su

supervivencia [16].

En general la MEC del tejido conectivo posee un componente fibrilar y un componente
no fibrilar. El componente fibrilar estd conformado por distintos tipos de fibras como

las fibras de coldgeno, las fibras eldsticas y las fibras reticulares (estas ltimas no se
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encuentran en el tejido cartilaginoso). El componente no fibrilar estd compuesto

por glicosaminoglicanos (GAGs), proteoglicanos y glicoproteinas.

Fig.8 Imagen representativa de la composicion del tejido cartilaginoso donde se observan las células
inmersas en la MEC. Corte histologico de cartilago hialino. Tincion Tricromico de Masson.
Magnificacion 20X. Imagen del Departamento de Histologia. Universidad de Granada.

A continuacion en esta Tesis Doctoral se describiran las células, asi como cada uno de

los componentes de la MEC del tejido cartilaginoso.
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2.1 Células

El tejido cartilaginoso esta compuesto por una poblacidon celular condrogénica, en la
cual se distinguen tres tipos de células, las condrogenas o condroprogenitoras, los

condroblastos y los condrocitos.

Las células condrdégenas o condroprogenitoras:

Son las que derivan de las células madre mesenquimales. Desde el punto de vista
morfoldgico, son estrechas en forma de huso y escaso citoplasma. Estas células poseen
un aparato de Golgi pequefio, escasas mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso
desarrollado y ribosomas libres. Estas células generalmente se pueden diferenciar en
condroblastos, sin embargo y en algunas circunstancias, estas células pueden

diferenciarse en células osteoprogenitoras [17].

Los condroblastos:

Estos derivan de las células condroprogenitoras dentro del centro de condrificacion, y
de las células condrogenas ubicadas en la capa interna del pericondrio. El condroblasto
presenta un citoplasma basoéfilo, pero a medida que madura va perdiendo la basofilia y
se torna acidofilo. Posee un reticulo endoplasmatico rugoso abundante, aparato de Golgi
desarrollado, multiples mitocondrias y vesiculas secretoras [17]. La principal funcion de
esta célula es la sintesis de MEC hacia el interior de la matriz cartilaginosa. Ademas los
condroblastos son células pequefas que comienzan a sintetizar una cdpsula en
desarrollo. Cuando estan a nivel del pericondrio, se ubican en lagunas ovales, y adoptan

una morfologia aplanadas y paralelas a la superficie [3].
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Los condrocitos:

Estas células corresponden a la diferenciacion de los condroblastos, que a medida que
secretan MEC cartilaginosa van quedando completamente inmersos en ella, siendo esta
una caracteristica importante de este tipo de células. Ademas, estas células culminan la
sintesis de la capsula pericelular y formacion de una laguna (Fig.9), lo que los diferencia
de los condroblastos [17]. Cuando los condrocitos se ubican en la periferia, tienen un
aspecto ovoide y aplanado paralelo a la superficie, y cuando se ubican en zonas mas
profundas son redondeados. Estas células miden aproximadamente entre 10 a 30 um
presentando un nucleo grande y nucléolo prominente. Los condrocitos jovenes tienen
abundantes mitocondrias, un reticulo endoplasmatico rugoso y un aparato de Golgi bien
desarrollado y ademads presentan granulos de glucogeno y lipidos que sirven de reserva
energética, ademads, sintetizan principalmente colageno II y agrecano, que son las
principales moléculas de la MEC cartilaginosa [18]. Otra caracteristica de los
condrocitos, es que poseen un desarrollado citoesqueleto y filamentos de actina y

vimentina, los cuales podrian contribuir en sus propiedades biomecanicas [19].

Cabe destacar, que el tejido cartilaginoso sufre cambios importantes en cuanto al ~ nu-
mero de su poblacion celular a lo largo del desarrollo humano. El cartilago embrionario
se caracteriza por su alto contenido celular, pero con el proceso de envejecimiento el
porcentaje celular disminuye considerablemente, llegando a representar solamente del

2% al 10% del volumen tisular total del tejido adulto [20].
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2.2 Matriz extracelular

Los diferentes tipos de células presentes en el tejido cartilaginoso se encuentran
inmersas en una MEC especializada (Fig.9). La MEC es una red compleja de macro-
moléculas autoensambladas producidas por las células, que otorgan soporte estructural.
Ademas, muchas moléculas de la MEC pueden regular diversos procesos celulares

debido a que actia como reservorio para factores de crecimiento y citoquinas [21].

La MEC cartilaginosa estd compuesta aproximadamente por un 70% de agua en forma
de gel coloidal firme que cumple un rol fundamental en la nutricion del tejido
cartilaginoso, a través del cual se produce la difusion de nutrientes y gases [3]. El resto
de los componentes son moléculas solidas 20%-30%. Dentro de este porcentaje de
composicion solida el 60% corresponde a colageno, 30% proteoglicanos y 10% otras
moléculas [17]. La MEC es acidofila cerca del pericondrio y se torna basofila a medida
que se profundiza en el tejido. Esta basofilia es muy marcada alrededor de cada laguna
en la denominada matriz territorial, y es menos basoéfila en la MEC localizada entre las

lagunas, en la denominada matriz interterritorial [3].
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Fig.9 Aspecto estructural del tejido cartilaginoso por microscopio electronico de barrido mostrando los
diversos componentes del tejido: Pericondrio, capsulas, lagunas, células y MEC. Magnificacion 400X.
Barra calibradora 200pm. Imagen del Departamento de Histologia. Universidad de Granada.

La MEC del tejido cartilaginoso presenta caracteristicas especificas que estan en
estrecha relacion con sus células y su funcion. En el tejido cartilaginoso, la MEC se
organiza distinguiendo topograficamente tres zonas: La cépsula o zona pericelular, la

matriz territorial y la matriz interterritorial (Fig.10A).

Cépsula o zona pericelular:

Es una region estrecha de matriz territorial que rodea la lamina basal y esta en contacto
directo con los condrocitos [17] (Fig.10B-10C). Es un complejo macromolecular que
contiene proteoglicanos sulfatados como el biglicano, hialuronato, ademas de
glicoproteinas y proteinas no colagenas como las moléculas de adhesion fibronec-
tina, laminina y colageno tipo VI [5, 22]. Su funcién no esta esclarecida pero se cree
que sirve como transductor de sefales biomecéanicas y bioquimicas para el condrocito
[23-25], jugando un rol en la transduccién inicial cuando el cartilago es sometido a

cargas [26].
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Matriz o zona territorial:

Esta zona corresponde a la MEC que rodea a cada una de las lagunas y se relaciona con
la cépsula. Esta zona presenta fibras y sustancia fundamental, con un predominio
importante de proteoglicanos, principalmente condroitin sulfato. Debido a esto, esta
zona presenta una marcada basofilia [27, 28]. Se cree que esta matriz protege a los
condrocitos del estrés mecanico y contribuye a la resiliencia del cartilago, pero ademas,

permite la difusion de nutrientes para el condrocito.

Matriz o zona interterritorial:

Es la zona de la MEC que esté entre los grupos isogénicos y condrocitos aislados. Esta
es la zona de mayor superficie y es la responsable de la mayoria de las propiedades
mecanicas del cartilago [29]. Se diferencia de la matriz territorial en su localizacion y
composicion. La matriz interterritorial tiene abundantes fibras colagenas y una menor

cantidad de proteoglicanos [17].
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Fig.10 Imagen de microscopio electronico de trasmision. A) Se observa un condrocito rodeado de la
matriz extracelular (MEC), en el que se aprecian zonas de matriz pericelular (MPC) y de matriz territorial
(MT). B) Capsula pericelular a mayor aumento (imagenes A y B modificadas de: Wilusz Rebecca E et
al., 2014) [25]. C) Se observan las lagunas de los condrocitos, rodeadas por la capsula pericelular. Imagen
del Departamento de Histologia. Universidad de Granada.

2.2.1 Componente fibrilar

El componente fibrilar de la MEC estd compuesto por tres tipos fundamentales de fi-
bras, las fibras colagenas, las fibras elasticas y las fibras reticulares. Cabe destacar, que

en la MEC del tejido cartilaginoso no se encuentran las fibras reticulares, sin embargo,
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estas seran brevemente descritas ya que forman parte de la MEC de los tejidos

conectivos.

Fibras colagenas:

Estas son las fibras mas abundantes en la MEC del organismo. El coldgeno es la
proteina mas abundante en el cuerpo humano [11] siendo el principal componente
fibrilar de la MEC, dicha proteina, se entrecruza con los agregados de proteoglicanos

[30] y otras proteinas constitutivas de la MEC como veremos a continuacion.

El coldgeno es una proteina constituida por tres cadenas polipépticas (cadenas a),
compuestas por los aminoacidos prolina, lisina, hidroxiprolina [31]. En cada molécula
de colageno las tres cadenas se enroscan entre si formando una estructura en soga (esta
estructura la hace resistente a la degradacion enzimatica), que se estabiliza me-
diante puentes de hidrégeno en la glicina y uniones covalentes determinados por la hi-
droxilisina [32]. El colageno es sintetizado como procolageno por los condrocitos y una
vez es transcrito en mRNA para las cadenas a, pasa al reticulo endoplasmatico rugoso y
luego al aparato de Golgi, donde se produce la glicosilacion de radicales y se forma la
triple hélice. Estas proteinas se ensamblan en las vesiculas de transporte y
principalmente nivel extracelular. Durante el proceso de remodelacién de la MEC, el
colageno es degradado mediante la accion de las metaloproteasas y colagenasas,

rompiendo las cadenas en segmentos [20].

En la actualidad se han identificado 28 tipos de coldgeno en humanos [33], siendo el
colageno tipo II (90-95%) en su variante Ila y IIb, el més abundante y representativo del
tejido cartilaginoso [19] (Fig.11A). Sin embargo, otros tipos de colageno se encuentran

en cantidad variable en el tejido cartilaginoso, siendo el tipo I, IV, V, VI, IX, XI los que
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estan presentes y ayudan a estabilizar la red de fibras colagenas [3, 5]. En el caso del

fibrocartilago, el colageno tipo I es el predominante (Fig.11B).

La principal funcion de las fibras colagenas es resistir a las fuerzas de tension,

compresion y estabilizar a la MEC [32, 34].

100um

Fig.11 Imagen de corte histologico de cartilago elastico donde se identifican fibras de colageno mediante
técnica inmunohistoquimica. A) Colageno II B) Colageno I Magnificacion 40X. Imagen del Departamen-
to de Histologia. Universidad de Granada.

Fibras elasticas.

Estas son las fibras més abundantes en el cartilago elastico. Las fibras elasticas son un
tipo de fibra cuyo componente principal es la proteina elastina. Esta
molécula es resistente a la mayor parte de las enzimas. Las fibras elasticas se encuentran
inmersas en la sustancia fundamental, y se observan como filamentos alargados, que
varian entre 1 a 4 pum de didmetro y en algunos ligamentos pueden alcanzar de 10 a 12
um [2, 11]. Cada fibra elastica estd compuesta de multiples microfibrillas con didametro
entre 10-12 nm, que rodean un material amorfo. Este material amorfo es la elastina y las
microfibrillas que lo rodean estan compuestas por diversas glicoproteinas, incluyendo la
fibrilina [11]. Estas microfibrillas que rodean a la elastina se disponen en diversas

direcciones y la direccion que adoptan va a depender del sentido del estiramiento de las
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fibras elasticas del tejido [30]. La organizacion de las fibras elasticas puede variar
dependiendo del tejido o del individuo, se pueden presentar en forma de fibras elésticas
individuales, en forma de haces o como laminas [35]. Esta organizacién en forma de
fibras o de laminas influye en la resiliencia y las propiedades biomecanicas de los

tejidos [30].

En este contexto, las fibras elasticas se pueden identificar mediante técnicas histo-
quimicas como fucsina resorcina, fucsina aldheidica , Verhoeff (Fig.12A) y la tincion de
orceina (Fig.12B) [2, 36]. Cabe resaltar, que la técnica de orceina fue la elegida para

identificar las fibras elasticas en la presente Tesis Doctoral.

La sintesis de las fibras elasticas, se produce inicialmente al momento de que la célula,
ya sea un fibroblasto, condroblasto o una célula muscular lisa de los vasos sanguineos,
sintetiza una molécula de proelastina. Esta se polimeriza una vez entra en el espacio
intercelular, y se forma la elastina. La elastina contiene los aminodcidos desmosina y
isodesmosina formados por enlaces covalentes entre residuos de lisina, y se cree que
este tipo de enlaces son los responsables de la elasticidad de la proteina elastina [11], la
cual permite que una fibra eléstica pueda someterse a tension y regresar a su longitud

inicial luego de eliminada la misma.

Fig.12 Imagen de corte histologico de cartilago elastico donde se observan las fibras elasticas. A) Tincion
de Verhoeff Magnificacion 20X. B) Tincion de Orceina. Magnificacion 40X. Imagen Departamento de
Histologia. Universidad de Granada.
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En el cartilago elastico, estas fibras se disponen en forma de red y se ubican en las zonas
profundas de la MEC, principalmente en la matriz territorial, desde donde se disponen
hacia otros condrocitos y grupos isogénicos atravesando la matriz interterritorial. A

nivel del pericondrio estas fibras son menos abundantes [2].

Fibras reticulares:

Es importante sefialar que las fibras reticulares no se encuentran en la MEC del tejido
cartilaginoso. Estas fibras se caracterizan por ser finas y ramificadas, ademas, dan
soporte en distintos 6rganos, como el rifion, bazo, higado érganos linfaticos. Las fibras
reticulares forman una red caracteristica y estd compuesta por fibras colagenas tipo III,
V en combinacién con abundantes glicoproteinas. Estas ultimas, permiten su

identificacion con el método PAS y técnicas de impregnacion argéntica [11, 30, 37, 38].

En la Fig.13 se representa un cuadro comparativo de los tres distintos tipos de fibras que
componen la MEC de los tejidos conectivos, observandose las fibras coladgenas, las

fibras reticulares y las fibras elasticas.
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Fig.13 Imagen representativa de las fibras que componen la MEC mediante la utilizacion de microscopia
electronica de barrido (SEM). A) Fibra colagena. Se observa su organizacion tridimensional y formando
un haz. Barra calibradora 100nm. B) Red de fibras colagenas. Barra calibradora 5S5um. C) Fibras
reticulares. Se observa que estas fibras coldgenas son mas delgadas y forman haces mas pequefios. D)
Red de fibras reticulares. E) Fibras elésticas. La fibra elastica se observa cubierta de microfibrillas. F)
Red de fibras elasticas y fibrillas (todas las imagenes de este panel han sido modificadas de: Ushiki
Tatsuo, 2002) [30].

En la presente Tesis Doctoral, la red de fibras coldgenas tipo I y tipo II, asi como las
fibras elésticas, han sido motivo de estudio debido a su importancia y al gran porcentaje

que representan estas fibras en la MEC del cartilago elastico.
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2.2.2 Componente no Fibrilar

En el componente no fibrilar de la MEC lo integran diversas moléculas, las cuales estan
inmersas en una sustancia fundamental. La sustancia fundamental es clara, viscosa y
estd compuesta principalmente por agua, ademas de GAGs, proteoglicanos y glico-
proteinas. La sustancia fundamental representa aproximadamente el 80% de la compo-
sicion del cartilago y ocupa el espacio entre las células y fibras, funcionando como el
medio para difundir el liquido tisular que contiene tanto iones organicos de sodio,
calcio, cloro y potasio y los nutrientes como los productos de desecho [2, 39]. Con
respecto a los proteoglicanos, se puede decir que estos se encuentran dispuestos en
forma de agregados, que le otorgan la consistencia solida y flexible al cartilago. Los
principales GAGs presentes en la sustancia fundamental son el acido hialurénico, el
condroitin sulfato, el dermatdn sulfato, el queratan sulfato y el heparan sulfato, todos
estos GAGs son sulfatados, a excepcion del acido hialurénico [2]. Los GAGs son
carbohidratos hidrofilicos, que se unen formando disacaridos, y estos a su vez se unen
formando largas cadenas. Se encuentran en la superficie celular y como componentes de
la MEC. Los GAGs sulfatados son sintetizados en el complejo de Golgi, sin embargo el
acido hialurénico (no sulfatado) es sintetizado por las proteinas transmembrana llama-

das HA sintasas [40].

Los GAGs estan cargados negativamente, por lo cual atraen iones de Na™ acumulando
gran cantidad de agua en su estructura [41]. La naturaleza hidrofilica de los GAGs es la
que hace a la MEC resistente a las fuerzas de compresion. La cantidad de GAGs en la
matriz depende del tipo de tejido, la edad y el microambiente [41]. Estos GAGs se unen

a una proteina central y constituyen a los proteoglicanos[41].
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Fig.14 Imagen de corte histologico de cartilago eléstico. Tincion Azul Alcian para la demostracion de
proteoglicanos sulfatados. Magnificacion 20X. Imagen del Departamento de Histologia. Universidad de
Granada.

Los proteoglicanos son macromoléculas compuestas por una proteina central a la cual se
unen covalentemente los GAGs (Fig.14). La caracteristica principal de los proteogli-

canos viene dada por las caracteristicas fisico-quimicas de los GAGs, ya que le propor-
cionan hidratacién y resistencia a la compresion [42]. Ademds, regulan el mante-
nimiento de la MEC, participando también en la proliferacion celular mediante

interacciones con factores de crecimiento [43].

El tejido cartilaginoso se caracteriza por su alta proporcion de proteoglicanos de
distintos tipos, los cuales son esenciales para su normal funcionamiento. Entre los
proteoglicanos que destacan son los de superficie celular (sindecan y glipican), peque-
flos proteoglicanos ricos en leucina (decorina, biglican, fibromodulin) los cuales se

caracterizan por interactuar con el coldgeno, y proteoglicano de membrana basal
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(perlecan) [41]. Ademas, de acuerdo a su tamafo, estas moléculas se dividen en dos

grupos, los grandes proteoglicanos, y pequefios proteoglicanos [44].

Los pequefios proteoglicanos son también llamados pequefos proteoglicanos ricos en
leucina (SLRPs). Estos proteoglicanos pequefios se componen de una proteina central
rica en leucina [44] unidas a una o dos cadenas de condroitin sulfato, dermatan sulfato o
keratan sulfato [44]. Algunos de estos proteoglicanos como la decorina, biglicano, la
fibromodulina y lumican, intervienen en la formacion de las fibras colagenas
(fibrilogénesis) [43]. En el caso de la decorina, participa en la regulacion del tamafio de
las fibras de coldgeno durante la fibrilogénesis limitando asi el diametro de las mismas
[45]. Ademas, decorina puede participar en la regulacion de la proliferacion celular y la
respuesta inmune [44]. Biglicano, también interviene en el ensamblaje de las fibras

colagenas. Este proteoglicano es muy abundante en los tejidos cartilaginosos [46].

Por otra parte, la fibromodulina interviene en el ensamblaje de las fibras coldgenas tipo
I y tipo II, uniendo los espacios entre ellas [47]. Asi mismo, el lumican estd muy
relacionado a la fibromodulina, y debido a su estructura, es una molécula que contri-
buye a la retencion de agua, otorgandole resiliencia e hidratacion a los tejidos [43].

Estos dos SLRPs, también intervienen en la fibrilogénesis del colageno tipo I y tipo II.

Como representantes de los grandes proteoglicanos, estan el agrecano y versicano. Estos
proteoglicanos se encuentran en el tejido cartilaginoso contribuyendo a sus propiedades
biomecanicas. Ademas, estd altamente concentrado en la etapa embrionaria y es

condroinductivo.

El agrecano esta unido al &cido hialurénico mediante proteinas de union, formando
grandes agregados de proteoglicanos [48]. Es una molécula altamente glicosilada con

numerosas cadenas de condroitin sulfato y keratdn sulfato, unidas a una proteina
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central [43]. La presencia de numerosas cadenas de keratan sulfato con cargas negativas
que se encuentran unidas a la proteina central, conforman la zona donde el colageno se
une al agrecano, esta unién y gran presencia de cargas negativas, contribuye a que la
MEC adquiera una alta presion osmoética. Debido a estas cargas negativas, el tejido atrae
agua, resultando un tejido altamente hidratado y resistente a las fuerzas de compresion
[49]. Cada molécula de agrecan ocupa gran volumen, por lo cual cuando el cartilago es
sometido a fuerzas compresivas, el agua se desplaza desde cada molécula de agrecano,
y cuando al fuerza es removida, el agua retorna al agrecano [41]. Esta propiedad es de

suma importancia para el funcionamiento del tejido cartilaginoso (Fig.15).

El versicano se encuentra en mayor concentracion durante la condensacion mesen-
quimal durante el desarrollo del tejido cartilaginoso, y en el tejido adulto puede
intervenir en los procesos celulares que contribuyen a la proliferacion y migracion

celular [43].

Fig.15 Figura representativa de la funcion del agrecano en la MEC. Se observa el proteoglicano agregado,
con un filamento central de acido hialurénico unida a cinco moléculas de agrecan, y entrelazadas a las
fibras colagenas. Al someterse a compresion, los proteoglicanos se comprimen y se produce la salida de
agua (modificado de: Sivan, S et al., 2014) [50].
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Las glicoproteinas, son proteinas unidad a carbohidratos. Estas moléculas se encuentran
en la MEC y en las uniones celulares [51]. Algunas de las glicoproteinas mas
importantes del cartilago son de las integrinas, las cuales son proteinas transmembrana y
actlian como receptores que median la unién entre la célula y su alrededor [16]. Las
integrinas tienen dos funciones, en primer lugar, unir la célula a la MEC y en segundo
lugar, actian como transductor desde la MEC a la célula [16]. Ademads, se encuentran
otras glicoproteinas como la ancorina II situada en la superficie del condrocito que los
ancla a las fibras colagenas de la MEC [52]. Asi mismo, la fibronectina se encuentra en
forma de agregados en los condrocitos y tiene la capacidad de unirse a la fibrina,
heparina, colageno tipo II y hialuronato [53]. Ademas, en el tejido cartilaginoso,
encontramos la laminina, una glicoproteina caracteristica de la membrana basal, la cual
en el caso del cartilago se encuentra a nivel de la matriz pericelular [54] Otra molécula
de gran importancia en el proceso de adhesion celular y para el tejido cartilaginoso es la
condronectina. La condronectina, es una glicoproteina caracteristica del cartilago, cuya

funciodn es fijar la capsula pericelular de los condrocitos al colageno II [3].
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3. VARIEDADES DE TEJIDO CARTILAGINOSO.

Anteriormente se ha mencionado que el tejido cartilaginoso es un tejido esqueletégeno
altamente especializado. Esa especializacion viene dada por la composicion de la MEC,
que varia de un tipo a otro. En ese sentido, el tejido cartilaginoso sera clasificado depen-
diendo de la composicion de la MEC, en cartilago hialino, cartilago fibroso o fibro-
cartilago y cartilago elastico. A continuaciéon se describirdn cada uno de las variedades

de cartilago.

3.1 Cartilago hialino.

El cartilago hialino es el tipo de cartilago més abundante en el organismo. Es flexible,
semitransparente y de color gris azulado. Su distribucion en el organismo es amplia y
cumple un rol fundamental durante el desarrollo del esqueleto fetal. En el esqueleto
adulto, esta variedad de cartilago contintia siendo un elemento importante, localizdndose
en los cartilagos nasales (septum nasal), cartilagos costales (extremo esternal de las
costillas), la laringe, anillos traqueales, bronquios, superficies articulares de las

diartrosis [2, 3].

El cartilago hialino, dependiendo si estd o no rodeado de pericondrio, y de la etapa de
desarrollo en la que se encuentre, puede crecer de manera aposicional o intersticial,
incrementando asi el volumen y tamafio en todas las dimensiones la proliferacion de

condrocitos y elaboracion de MEC nueva [20].
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La MEC del cartilago hialino tiene como principal fibra estructural las fibras colagenas
de pequeno diametro que corresponden a colageno tipo II, dispuestas en red entremez-
cladas. Estas fibras al tener el mismo indice de refraccion de la sustancia fundamental
no se pueden observar con microscopio Optico, por lo cual es necesario realizar técnicas

histoquimicas o inmunohistoquimicas especificas para poder visualizarlas [3].

En el cartilago hialino al igual que en los otros tipos de tejido cartilaginoso, se
distinguen tres regiones de acuerdo a la disposicion de la MEC y su composicion: la

zona pericelular, la zona territorial y la zona interterritorial (Fig.16).

o

Fig.16 Imagen de corte histologico de cartilago hialino. Tincion Hematoxilina-Eosina. A) Grupo
isogénico B) Matriz interterritorial C) Matriz territorial y pericelular. Imagen del Departamento de
Histologia. Universidad de Granada.

Como se ha mencionado anteriormente, hay un tipo de cartilago hialino mas
especializado que recubre las superficies de las articulaciones diartroidales. Este
cartilago hialino articular posee caracteristicas muy especificas que no se encuentran en

ninguna otra variedad. Su funcion principal es brindar una superficie suave y lubricada
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que facilite la distribucion de cargas con baja friccion [5]. Este tipo de cartilago esta
desprovisto de vasos sanguineos, linfaticos y nervios, y esta ademas sujeto a grandes
cargas. El punto critico de este tejido es su limitada capacidad de regeneracion, siendo

esto una causa de morbilidad musculoesqueletal [5].

Histoldgicamente al no poseer pericondrio, solo posee un tipo de células, los condro-
citos, la cantidad de estos varia de acuerdo a la zona del cartilago en un niimero desde
7.000 a 24.000 cells/mm [55] y se encuentran sumergidos en una matriz compuesta por
un 70% de agua [56], un 30% de contenido so6lido del cual entre el 50-90% corres-
ponden a proteinas de coldgeno y proteoglicanos [27] y el resto a proteinas no cola-
genas [57]. Estos componentes anteriormente mencionados, contribuyen al manteni-

miento y al flujo de agua en la MEC, lo que es fundamental para conservar sus

propiedades biomecdnicas y quimicas.

El cartilago articular adulto tiene un espesor entre 2 y 4 mm y en las zonas de carga 2.4
mm [19]. Sin embargo, este ademas presenta variaciones en cuanto a espesor, densidad
celular, composicion de la MEC y propiedades mecanicas de acuerdo a la zona[58]. El
cartilago articular estd dividido en cuatro zonas bien diferenciadas, en las cuales la
orientacion y el tamafio celular, la actividad metabolica y la respuesta a cargas

mecanicas son diferentes [28] (Fig.17).

El cartilago hialino articular es viscoso y eldstico ante la deformacion, con superficie
lubricada y de baja friccion, puede soportar altas cargas ciclicas sin presentar dafios o
signos de degeneracion [59, 60]. El flujo del agua en el cartilago es el responsable de
soportar las grandes cargas [61]. Ademas, los proteoglicanos contribuyen en las
propiedades biomecénicas de este tejido, como es el caso del agrecano. Agrecano es el

proteoglicano maés abundante, y le otorga al cartilago hialino articular propiedades
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osmoticas para soportar cargas compresivas [5]. La respuesta mecanica del cartilago
depende del flujo de fluidos a través del tejido y a través de la superficie articular [61].
A continuacion seran descritas brevemente las cuatro zonas que conforman el cartilago

hialino articular.

Zona superficial, representa del 10-20% del espesor de cartilago [5] limita con la
cavidad sinovial, su mayor composicion es de lubricina y proteinas de superficie [62].
Las células ubicadas en esta zona sintetizan colageno 1. Posee pocos proteoglicanos ya
que se sintetizan poco y se degradan con facilidad. Las fibras coldgenas se encuentran
orientadas paralelamente a la superficie articular, y posee un gran numero de condro-
citos aplanados y de menor tamafio. La integridad de esta capa determina la proteccién
de las zonas mas profundas [5]. Esta zona al estar en contacto con el fluido sinovial es
responsable de las propiedades mecénicas del cartilago, como su resistencia las fuerzas

verticales de tension y compresion [5].

Zona transicional, representa del 40% al 60 % de espesor de la zona [5]. Las células son
mas redondeadas, se observa la presencia de coldgeno tipo VI y el proteoglicano mas
abundante es la decorina [19]. En esta zona las fibras colagenas se encuentran distri-
buidas oblicuamente y los condrocitos son esféricos y estan en menor cantidad. Es la

primera linea para la resistencia a fuerzas compresivas [5].

En la zona superficial y transicional las fibras colagenas se encuentran orientadas

horizontalmente hacia la zona radial.

Zona radial o profunda, esta zona es la responsable de la resistencia a la compresion y
representa aproximadamente el 30% del volumen articular. Las fibras coldgenas tipo 11
estan distribuidas de manera perpendicular a la superficie articular y posee fibras

coladgenas de gran didmetro en disposicion radial [5, 63]. En esta zona los condrocitos
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estan mas esparcidos y ubicados en forma de columna paralelos a las fibras coldgenas, y
las proteinas mas abundantes son el colageno tipo II y el agrecano [5, 19] Ademas,

posee un alto contenido de proteoglicanos y baja concentracion de agua [5].

Zona Calcificada, se encuentra cercana a la zona subcondral donde el cartilago

comienza a mineralizarse observandose ademas, la presencia de coldgeno X [19].

Zona superficial
Zona de transicion

Zona radial

Zona calcificada

Fig.17 Imagen esquematica de las zonas estructurales del cartilago articular. (modificado de Poole, AR,
Kojima, T. et al., 2001) [28].

Para comprender el comportamiento biomecanico del cartilago hay que observarlo
como un tejido bifasico, compuesto de una fase fluida acuosa y una fase soélida
compuesta por MEC, la cual es permeable y presenta porosidades [64]. Cuando el
cartilago es sometido a una carga rapida se produce un incremento de la presion del
fluido intersticial, causando que el fluido salga de la MEC, lo que da origen a una gran
resistencia a la friccion por parte del tejido [65]. Cuando la carga es retirada, el fluido
regresa a la MEC. La baja permeabilidad del cartilago articular evita que el fluido que

ha salido de la matriz quede fuera de esta.
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3.2 Cartilago fibroso o fibrocartilago

Esta variedad de tejido cartilaginoso, es considerado una transicion entre cartilago
hialino y tejido conectivo denso [2] (Fig.18). Esta variedad se observa fusionada con el
cartilago hialino que la rodea, o con el tejido conectivo fibroso denso. Las células que lo
componen se agrupan en capsulas de MEC ubicadas entre haces de fibras de colageno
[2]. El tipo de coldgeno mas abundante en el tipo I [3]. Este cartilago se encuentra
localizado en zonas donde soportard fuerzas tensionales considerables [2], como en el
caso de algunas articulaciones como en el cartilago de la fosa glenoidea del hombro, el
acetabulo de la cadera, disco de la articulaciéon temporomandibular, de la articulacion
acromioclavicular y la articulacion esternoclavicular, ademas se localiza en la sinfisis
del pubis [2], también se encuentra en los discos intervertebrales, en sitios de insercion
de ligamentos cercano a cartilago hialino, en bordes articulares, discos articulares y
meniscos [3, 66]. El fibrocartilago carece de pericondrio por lo que su crecimiento es de

tipo intersticial.

En cuanto al fibrocartilago del menisco de la rodilla, tiene caracteristicas unicas por la
compleja geometria, ultraestructura y composicion del tejido representada por una
hidratada MEC con gran cantidad de colageno II en la zona mas cartilaginosa, y
abundante colageno tipo I en la zona fibrosa y vascularizada [67], asi mismo, y al igual
que los otros tipos de cartilago, presenta cantidades variables de proteoglicanos, GAGs
y glicoproteinas.

Por otra parte, el disco articular presente en las vértebras, estd compuesto por un anillo
fibroso y fibras coldgenas tipo I, también las placas cartilaginosas limitantes estdn
compuestas por cartilago hialino Sin embargo presente en la articulacion temporo-
mandibular (ATM) y el disco articular se clasifica histolégicamente como fibrocarti-
lago, ya que ademds de presentar caracteristicas diferentes al cartilago hialino articular,
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también es diferente al fibrocartilago o menisco de la rodilla [68]. En este sentido, las
superficies articulares de la ATM estan cubiertas por un tejido fibroso que varia en
espesor de 0.5 a 2mm y es capaz de soportar y amortiguar las fuerzas de la masticacion.
Al igual que la distribucion de las fibras colagenas en el cartilago articular hialino, en la
ATM las fibras colagenas tipo II, se distribuyen paralelas en la zona superficial, y
perpendiculares en la zona profunda.

Histolégicamente, este tejido fibroso de las superficies articulares de la ATM, posee en
su parte interna una zona proliferativa, seguida de una zona de fibrocartilago y una
delgada capa de cartilago calcificado [69]. Cabe destacar, que el disco articular que
acompafia a la articulacion, también estd formado por fibrocartilago, compuesto por
fibrocondrocitos [70, 71], siendo un 70% fibroblastos y 30% condrocitos [72]. Por otra
parte, las fibras coldgenas predominantes del disco articular de la ATM son del tipo
colageno I [68] con abundante presencia de fibras eldsticas [72]. Ademas, presenta
aproximadamente entre 1-10% de GAGs siendo menos que en el cartilago hialino. Los
proteoglicanos como el agrecano, biglicano y la decorina se encuentran también

presentes en este tejido [73].

Fig.18 Imagen de corte histoldgico de fibrocartilago. Magnificacion 10X (modificado de Haus BM et al.,
2012) [74].
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3.3 Cartilago elastico

El cartilago elastico es similar al cartilago hialino. Es un tejido conectivo especializado
rodeado de pericondrio, caracterizado por la presencia de condrocitos inmersos en una
MEUC rica en fibras elasticas y proteoglicanos [20]. La organizacion tridimensional de

las moléculas de la MEC, le confiere a este tipo de cartilago las caracteristicas de elasti-
cidad, flexibilidad y resistencia a las fuerzas de tension y compresion [61, 75]. El
cartilago elastico se encuentra en el pabellon auricular, el conducto auditivo externo, en
la trompa de Eustaquio y la laringe (epiglotis, cartilago de Santorini y cartilago de

Wrisberg) [20].

Este tejido se origina a partir del tejido mesenquimal, y presenta un crecimiento de tipo
intersticial y aposicional. Macroscopicamente, esta variedad de tejido cartilaginoso
posee un aspecto amarillento. Su MEC es rica en fibras elasticas que son muy densas
alrededor de la capsula y pueden ser observadas en tinciones de hematoxilina-eosina
(Fig.19A) y especialmente con técnicas histoquimicas como el Verhoeff (Fig.19B) y la
orceina (19C-D). Asi mismo, el cartilago elastico también posee en su MEC abundantes
fibras de coldgeno tipo II, y se ha descrito la presencia de fibras coldgenas del tipo I [41,

76, 77].
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Fig.19 Imagen de corte histologico de cartilago elastico en la cual se observan A) Células, MEC y
abundantes fibras elasticas (flecha negra). Tincion H-E. B) Tincion de Verhoeff de cartilago elastico.
C-D) Técnica histoquimica de orceina Magnificacion 40X y D) Mayor aumento 60X. Imagen del
Departamento de Histologia. Universidad de Granada.

Recientes estudios desarrollados por Mansfield y colaboradores han descrito algunas
similitudes y diferencias histoldgicas entre el componente celular y de MEC del
cartilago hialino y el cartilago elastico [78]. A nivel celular, destaca que el cartilago
hialino presenta menor cantidad de células y mayor cantidad de MEC. Por otra parte, la
presencia de las fibras eldsticas en el cartilago hialino articular estan presentes en mayor

proporcion en la zona territorial que en la interterritorial [78, 79].
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El cartilago elastico no posee la capacidad de autoreparacion, y debido a esta condicion,
la gran cantidad de patologias que lo afectan, y baja eficacia de los tratamientos
actuales, es que surge la necesidad de obtener nuevas alternativas terapéuticas para estos
pacientes. En este sentido, la Ingenieria Tisular brinda una posible alternativa
terapéutica para la reparacion de las lesiones que afectan a este tejido. La Ingenieria
Tisular, combina diversos biomateriales, células y factores de crecimiento, asi como
otros agentes de estimulacion, con la finalidad de crear en in vitro distintos tipos de
tejidos, para poder reparar, sustituir e incluso incrementar la funciéon de tejidos y

organos dafiados [80].
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4. PATOLOGIAS DEL TEJIDO CARTILAGINOSO Y SUS
ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS.

En general, el cartilago puede verse afectado por anomalias congénitas y sindromes,
traumatismos, procesos degenerativos osteoarticulares, enfermedades autoinmunes,
infecciones (infrecuentemente), dafios del cartilago nasal por efectos toxicos producidos

por drogas, patologias neoplasicas benignas o malignas [81].

Los abordajes de las lesiones de cartilago son generalmente quirargicas, como el caso
de las lesiones de traquea donde se ve afectado el cartilago hialino, en este sentido, se
han planteado técnicas quirurgicas como injertos de cartilago costal, parches del
pericardio, sin embargo presentan con gran frecuencia complicaciones intra y
postquirargicas. En el caso de la afectacion del cartilago del septum nasal también
cartilago hialino, el tratamiento es igualmente quirargico empleando cartilago costal

para su reconstruccion [82].

Sin embargo, las lesiones mas comunes del cartilago hialino, se presentan en el cartilago
hialino articular. Su reparacion actualmente continta siendo un desafio debido a las
caracteristicas propias de este tejido y su baja capacidad de curacion y regeneracion, su

condicion avascular y de hipoxia hacen que regenerar el cartilago sea complicado.

Actualmente, existen diversas alternativas terapéuticas que buscan dar solucion a estas

patologias, y podemos dividirlos en tratamientos no quirirgicos y quirargicos.

Entre los tratamientos no quirtrgicos, se incluyen los tratamientos orales mediante el

suministro de esteroides, glucosamina, sulfato de condroitina. Las infiltraciones de este-

43



roides con el que se pretende disminuir el dolor e inflamacion. Asi mismo, las
infiltraciones interarticulares de 4cido hialurénico que solo restaura la viscosidad del

liquido sinovial [83].

Por otra parte, también como alternativa terapéutica no quirrgica, se emplean las
infiltraciones de plasma rico en plaquetas (PRP) este posee gran cantidad de factores de
crecimiento, que estimulan la reparacion del cartilago [84]. Asi mismo, se ha empleado

como terapia células madre mesenquimales [85, 86].

En conjunto y con las terapias anteriormente mencionadas, ademas, se emplean distintos
tipos de estimulacion biomecénica, ortopedia, ejercicios, etc., siendo consideradas en
conjunto el Gold estandar para tratar las lesiones de cartilago hialino articular. Sin
embargo, cuando estas terapias no son satisfactorias, o las lesiones en el cartilago
hialino articular son muy grandes, las alternativas terapéuticas existentes son los

tratamientos quirdrgicos.

A continuacion se mencionaran los distintos tratamientos quirdrgicos, para la reparacion

del cartilago hialino articular.

Desbridamiento artroscopico: Es un tratamiento paliativo que consiste en la remocion
del cartilago danado y se usa un adhesivo de fibrina. Este tratamiento se realiza en

lesiones muy pequefias menores de 2 cm? [87].

Condroplastia y microfractura: Este procedimiento quirurgico se lleva a cabo en
lesiones menores de 4cm?’, donde se deshibrida la lesion de cartilago entre 1-3 mm de
profundidad, posteriormente luego de observar un retorno venoso, se realizan pequefios
agujeros de perpendiculares al hueso subcondral, con una separacion entre ellos de 3-4

mm. El objetivo de este procedimiento es atraer células medulares y factores de
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crecimiento al lugar de la lesion. Sin embargo el cartilago que se forma no es hialino,

sino un fibrocartilago o cartilago fibroso [88-91].

Implantacion autologa de condrocitos (ACI): Esta técnica de terapia celular fue
reportada por primera vez en el afo 1987, estd indicada cuando existen lesiones
solitarias sin signos de osteoartritis o dafio del hueso subcondral. El tamaiio de la lesion
puede ser de 3-10 cm?. Este procedimiento requiere dos intervenciones quirargicas, una
para la obtencidon de condrocitos, que posteriormente seran aislados y cultivados en

laboratorio, y la segunda cirugia para colocar los condrocitos en la lesion [88-91].

Esta técnica aunque es la mds usada, presenta una mayor morbilidad, riesgos de
infecciones, mayor coste, y muchas veces el tejido formado es cartilago de tipo fibroso

[88-91]

Implantacién autéloga de condrocitos asistido por membrana (MACI): Esta técnica
quirargica esta aprobada en Europa, sin embargo, no se realiza en los Estados Unidos.
La MACI est4 indicada para lesiones mayores de 2 cm?, en donde se debe utilizar una
membrana biodegradable (Generalmente de coldgeno III y IV) que servird como

andamiaje para los condrocitos implantados [88-90, 92, 93].

Cuando existe gran dafio en el cartilago que involucra el tejido dseo, o cuando el empleo
de las terapias explicadas anteriormente fracasa, el Gnico tratamiento disponible, es la

sustitucion de la articulacion por medio de protesis articulares.
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5. TEJIDO CARTILAGINOSO Y SU LOCALIZACION EN
EL AREA MAXILOFACIAL. PATOLOGIASY
ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS.

Se ha descrito anteriormente las tres variedades de tejido cartilaginoso existentes en el
cuerpo humano, asi como la localizacién de los mismos. A continuacion, se presentara
la localizacion de los distintos tipos de tejido cartilaginoso, en el area comprendida en la

region maxilofacial.

En el area maxilofacial podemos localizar las tres variedades de tejido cartilaginoso. El
cartilago hialino, se encuentra localizado septum nasal, el cartilago eléstico se localiza
en el conducto auditivo externo y pabellon auricular [20], finalmente el fibrocartilago o

cartilago fibroso, se encuentra localizado en la ATM.

5.1 Patologias que afectan al cartilago maxilofacial y alternativas
terapéuticas.

El tejido cartilaginoso presente en la region maxilofacial, en las cuales intervienen en
conjunto la cirugia maxilofacial y plastica, se encuentra localizado en el septum nasal,

el pabellon auricular y el disco de la articulacion temporomandibular.

Como fue descrito anteriormente, el cartilago del septum nasal y pabellon auricular
puede verse afectado por patologias congénitas, traumatismos y neoplasias. En este
contexto, en ocasiones el cartilago auricular, el cartilago septal y el cartilago costal se

han utilizado para reparar algunos defectos craneofaciales [94]. Entre ellos, el aumento
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del dorso nasal, el aumento y reparacion del piso de la orbita, y para la reconstruccion

de los defectos de la pared anterior de la traquea [95].

En el caso de fibrocartilago presente en el disco de la ATM, ademas, de ser afectada por
las patologias anteriormente descritas, también cabe destacar la presencia de patologias
asociadas a la disfuncién temporomandibular y enfermedades degenerativas como la
osteoartritis. En este sentido, los tratamientos existentes consisten en infiltraciones de
distintos medicamentos para disminuir los sintomas, medicacion oral y fisioterapia. Sin
embargo, cuando la patologia es severa, la Unica alternativa terapéutica es de tipo

quirtrgico, mediante la utilizacion de protesis temporomandibulares.

En la presente Tesis Doctoral, cabe destacar, que uno de los tejidos mas relevantes y
que ha sido objeto de investigacion, es el cartilago elastico. En el 4rea maxilofacial,
dicho cartilago, esta presente en el pabellon auricular y conducto auditivo externo. Por
este motivo, haremos gran énfasis en describir las patologias que afectan a esta variedad
de tejido cartilaginoso, asi como, las alternativas terapéuticas actuales para tratar sus
defectos. Ademas, es importante sefalar que el cartilago de pabellon auricular, también
es utilizado para resolver defectos craneofaciales tal y como se menciond en el apartado

anterior.

De este modo, el pabellon auricular estd compuesto por cartilago elastico rodeado por
un pericondrio estrechamente unido al cartilago en su superficie lateral y menos unido
en su superficie medial [96] y cubierto por piel. El cartilago eldstico de dicha zona

auricular proporciona soporte al oido y determina su apariencia externa [94].

El cartilago elastico puede ser afectado por las diversas patologias, en las cuales el
tratamiento actual es de tipo quirurgico mediante cirugia plastica y reconstructiva. Sin

embargo, obtener resultados 6ptimos en este campo, continua siendo un desafio [97,

47



98]. En este sentido, la lesion mas frecuente que afecta al cartilago elastico del pabellon
auricular es la microtia (Fig.20). La microtia es una lesion de origen congénito cuya
causa es desconocida y su prevalencia es de 17,4 por cada 10.000 nacimientos [99].
Ademas, existen mas de 18 sindromes diferentes a los cuales esta asociada la microtia,

sin embargo no existe causa genética confirmada [100].

Al plantearse la resolucion de este tipo de patologia, se presentan controversias en
cuanto a la seleccion del tratamiento mas adecuado, lo que dependera del grado de
deformidad del pabellon auricular. En este sentido, se debe seleccionar entre utilizar
cartilago costal o un material sintético, seleccionar la técnica quirurgica a emplear y el
tipo de reconstrucciéon que sera llevada a cabo (oseointegrada, protésica o autdloga)
[100]. Actualmente, el Gold estandar para tratar la microtia, es la sustitucion del tejido
ausente por cartilago costal cubierto por piel temporoparietal [101]. Esta técnica, tiene
la ventaja que al ser autdloga no existe riesgo de rechazo inmunologico. Sin embargo,
no siempre esta disponible la cantidad de tejido necesario para la reconstruccidon, motivo
por el cual, la generacion de cartilago mediante técnicas de Ingenieria Tisular, se

presenta como una alternativa terapéutica innovadora.

En concreto, actualmente la reconstruccion del pabellon auricular en caso de microtia,
consiste en obtener cartilago costal, esculpirlo y posteriormente implantarlo en un
bolsillo subcutdneo [102]. Esta técnica quirurgica de sustitucion, aunque estéticamente
tiene resultados aceptables, conlleva con una serie de complicaciones como: dolor
postoperatorio, riesgo de neumotoérax, deformidades en torax, infeccion, hematomas,
seromas, condritis, necrosis del implante o de la piel que lo recubre [103-105]. Ademas,
esta técnica requiere multiples cirugias para conseguir un aspecto estético [106, 107] y

unas propiedades mecénicas similares a las del cartilago elastico nativo [76].
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A parte de la técnica anteriormente descrita, existen otras técnicas para la sustitucion
pabelléon auricular, como lo son la colocacién de implantes de materiales sintéticos
acelulares. Sin embargo, su utilizacion tiene alta incidencia de infecciones y extrusion lo

que conlleva a su remocidn quirtrgica [108].

Fig.20 Imagen donde se representan los diferentes grados de microtia A) Pabellon normal B-D) Primer
grado de displasia, E) Segundo grado de displasia, F-J) Tercer grado de displasia. Clasificacion propuesta
por Hunter et al 2009 (modificado de Luquetti, Heike et al., 2012) [99].

Teniendo en cuenta las multiples complicaciones quirurgicas derivadas de las técnicas
de reconstruccion del cartilago elastico, cabe destacar el surgimiento de nuevas terapias
sustitutivas basadas en los principios que rigen a la Ingenieria Tisular. La Ingenieria
Tisular, es una disciplina que combina la utilizaciéon de matrices, células y factores de
crecimiento. Asi como, otros agentes fisicos de estimulacion, con la finalidad de crear
en laboratorio distintos tipos de tejidos con caracteristicas y comportamiento similar a

los tejidos que seran sustituidos.

En la presente Tesis Doctoral, se describe un modelo de cartilago elastico generado en

el laboratorio mediante técnicas de Ingenieria Tisular.
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6. BASES DE LA INGENIERIA TISULAR.

En la actualidad, la prevalencia de diversas enfermedades congénitas, neoplasicas y
traumatismos que afectan gran variedad de tejidos y 6rganos, tienen como alternativa
terapéutica tratamientos quirdrgicos para su resolucion, empleando distintos tejidos y
biomateriales y de esta manera sustituir el tejido afectado. Sin embargo, la sustitucion
de tejidos u oOrganos puede verse afectada por diferentes factores, como la
disponibilidad de tejidos para la realizacion de implantes, el tipo de biomaterial
utilizado y las complicaciones que puedan ocurrir, como rechazo inmunoldgico y las
complicaciones inherentes de toda intervencion quirurgica como la infeccion. Debido a
la necesidad existente de sustituir los tejidos danados o perdidos para brindar una nueva
alternativa terapéutica mas efectiva y duradera en el tiempo, nace una disciplina médica,
denominada Ingenieria Tisular. Esta es una disciplina que combina principios y técnicas
de medicina, biologia e ingenieria [109] para generar tejidos adultos ausentes o no

funcionales.

El objetivo de la ingenieria tisular es promover la regeneracion de los tejidos mas que
en su reparacion [110]. El término Ingenieria Tisular fue definido en 1993 por Langer y
Vacanti, como la utilizacién de matrices so6lidas y rigidas con células, utilizadas para la
fabricacion de tejidos [111]. Pero el término se introdujo por primera vez en 1985 en la
Universidad de San Diego por el Dr. YC Fung, pero no fue aceptado hasta el afio1987

en la Reunidn de la Fundacion Nacional de Ciencias [112].
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La Ingenieria Tisular ofrece una posibilidad para el tratamiento de este tipo de lesiones,
mediante el uso de células, biomateriales, y factores de crecimiento [113-115] que
permiten generar tejidos artificiales para sustituir o reparar algun tejido u o6rgano
deteriorado [69]. Actualmente se usan diversos tipos de biomateriales naturales y
sintéticos. Estos materiales deben ser en su totalidad biodegradables, biocompatibles, no

toxicos, ademas, de ser mecanicamente estables [116].

Los biomateriales deben permitir a las células proliferar, migrar, diferenciarse y poderse
integrar in vivo [116], diversos polimeros naturales y sintéticos han sido empleados para
el cultivo de condrocitos [61, 115, 117, 118]. Sin embargo estos biomateriales no son
biomiméticos, y pueden desprender metabolitos toxicos durante su degradacion,

causando la muerte celular.
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7. INGENIERIA TISULAR DEL TEJIDO
CARTILAGINOSO.

El tratamiento de las lesiones del cartilago contintia siendo un desafio debido a la poca
capacidad de regeneracion del tejido cartilaginoso. Aunque se han desarrollado
multiples técnicas quirurgicas para tratar de solventar esta situacion, ninguna ha dado
resultados completamente satisfactorios, por lo que han surgido numerosos
procedimientos para la generacion de cartilago mediante técnicas de Ingenieria Tisular.
Cabe destacar, que para el desarrollo del tejido cartilaginoso debe lograrse una
combinacion apropiada de células, biomateriales y factores de estimulacion [119]. La
seleccion correcta de estos tres elementos principales que constituyen la Ingenieria
Tisular, es esencial para lograr el correcto ensamblaje de todos los factores involucrados

y de esta manera generar nuevos tejidos.

7.1 Células

El objetivo principal para la generacion de cartilago, es obtener una fuente celular de
facil aislamiento, con capacidad de expansidon en cultivos y que sintetice proteinas
especificas de la MEC de cartilago como coldgeno II, fibras elasticas y agrecano [119].
En este sentido, los condrocitos serian la célula idonea [120], ademas, los condrocitos
ya han sido utilizados para la Ingenieria Tisular de cartilago [121, 122].

Desafortunadamente, entre los inconvenientes que presenta utilizar estas células, esta la
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tendencia a perder su expresion fenotipica en expansion y la poca disponibilidad que

existe en ocasiones de cartilago sano para obtener las biopsias.

Actualmente, existe la tendencia a utilizar células madre mesenquimales, debido a su
gran disponibilidad y su capacidad de expansion in vitro. Estas células pueden ser
aisladas de diversos tejidos y tienen la capacidad de diferenciarse en multiples lineas
celulares [119]. Las células madre mesenquimales (MSCs) de la médula 6sea estan
siendo utilizadas para la condrogénesis en cultivos 3D estimulandolas con diversos
factores de crecimiento [119]. Las MSCs derivadas del tejido adiposo constituyen un
gran recurso por su disponibilidad y la gran cantidad de células que se pueden obtener,
siendo superior a las de la médula 6sea [123]. Sin embargo, el potencial condrogénico
es menor que las células de la médula 6sea [124]. Ademds de esto, las células madre
embrionales también han sido utilizadas para generar matriz de cartilago [125], sin
embargo, existe un inconveniente ético fundamental al momento de poder seleccionar y

utilizar este tipo de células.

7.2 Biomateriales

El biomaterial ideal para la generacion de cartilago debe dar soporte a las células, y
tener ademds las propiedades mecanicas necesarias para permitir que el tejido sea
reparado. El material debe ser degradado, asi las células y la MEC secretada puedan

rellenar el defecto y unirse al tejido existente promoviendo la regeneracion [126].

Los biomateriales deben promover no solo la fijacion de las células, sino permitir su
proliferacion y la sintesis de los componentes de la MEC, todo ello sin que se produzca

una desdiferenciacion de la expresion fenotipica celular.
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Los biomateriales para la generacion de cartilago se pueden clasificar en cuatro grupos:
1) Basados en proteinas como la fibrina, coldgeno, gelatina. 2) Basados en
carbohidratos: agarosa, acido polilactico, acido poliglicolico, hialuronato. 3) Sintéticos

basados en polimeros 4) Combinados [127].

Para desarrollar un biomaterial adecuado, debe considerarse el cultivo de condrocitos en
tercera dimension, estimulando asi la sintesis de moléculas de la MEC. Se han generado
biomateriales compuestos por coldgeno, acido hialuronico, fibrina, agarosa, hueso
descalcificado, acidos poliglicolicos, ceramicas, fibras de carbon, quitosano proteinas de
seda, gelatinas alginato [115, 128-135] para ser utilizados en Ingenieria Tisular del

cartilago y de esta manera inducir la reparacién del mismo.

Como se ha descrito, existe una gran variedad de biomateriales que son utilizados para
la generacion de cartilago, sin embargo, hasta la fecha los biomateriales mas adecuados
son los basados en membranas, los biomateriales de tipo geles/hidrogeles naturales y las

ultimas técnicas utilizadas que es la fabricacion de matrices 3D [136].

Al dia de hoy uno de los biomateriales mas estudiados para la Ingenieria Tisular del
cartilago son los hidrogeles naturales. Estos han demostrado ser el material mas
adecuado para desarrollar cartilago, ya que entre sus caracteristicas estdn que son
hidrofilicos e insolubles en medios acuosos, lo cual es una ventaja para los tejidos
creados mediante ingenieria tisular [137]. Este alto contenido en agua lo hace similar al

tejido nativo lo cual facilita la proliferacion y funcion celular.

Estos biomateriales naturales, han sido aceptados como biomateriales degradables, no
toxicos, biocompatibles y mecanicamente estables [116], lo que permiten a las células
proliferar, migrar e integrarse [116]. Sin embargo, al compararlos con los biomateriales

sintéticos se pueden observar algunas desventajas dado a que estos ultimos son
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hidrofébicos y requieren largos periodos de tiempo para su degradacion, pudiendo

desprenderse metabolitos toéxicos [116, 138] que causan dafio y muerte celular.

En cuanto a la bioimpresion 3D, se puede decir que ha sido definida como una
tecnologia innovadora que permite la generacién de constructos organizados en tercera
dimension por medio de la colocacion de capa sobre capa, combinando células y

biomateriales de manera predeterminada [139].

A pesar del desarrollo de todos estos biomateriales para la generacion de cartilago, atin
no existe el material ideal que retna todas las caracteristicas deseadas. Basados en las
caracteristicas que debe tener un biomaterial ideal para la generacion de cartilago
mediante Ingenieria Tisular, ha surgido un biomaterial, un hidrogel natural resultado de
la combinacion de fibrina y agarosa. Este hidrogel de fibrina-agarosa, ha sido utilizado
con éxito para generar diversos modelos de tejidos en 3D [113, 140-143]. Ademas, este
hidrogel de fibrina-agarosa ha sido mejorado mediante técnicas de nanoestructuracion,
incrementando sus propiedades mecanicas, [141, 144] lo que lo convierte un material
con propiedades biologicas y biomecanicas adecuadas para la Ingenieria Tisular del

cartilago [145].

En la presente Tesis Doctoral, se han realizado estudios in vitro para determinar la
eficacia del biomaterial natural compuesto por fibrina y agarosa, para la encapsulacion
de condrocitos humanos derivados de cartilago elastico y posterior generacion de un

sustituto artificial de cartilago elastico.
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7.3 Factores de estimulacion.

Entre los factores de estimulacion utilizados en la Ingenieria Tisular del cartilago los
mas utilizados son los factores de crecimiento. Estos factores estimulan al desarrollo de

los condrocitos y al mantenimiento de su fenotipo [146].

Entre los factores de crecimiento mas utilizados para la generacion de cartilago, estan el
TGF-B (Factor de crecimiento transformante). Este factor es considerado como un
potente estimulador de sintesis de proteoglicanos, colageno tipo II por los condrocitos,
ademas, se ha demostrado que induce a la diferenciacion condrogénica de las MSCs in

vitro [147, 148].

Ademas, las BMPs en sus variedades BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMP-13, BMP-14 han
sido estudiadas y pueden estimular la diferenciacion condrogénica de las MSCs, ademas
de, estimular la produccion in vitro de colageno tipo Il y agrecano por los condrocitos

[149].

Asi mismo, los factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs) FGF-2 y FGF-18 han sido
ampliamente estudiados. En concreto el FGF-2 que es un factor de crecimiento abun-
dante en el tejido nativo y localizado en la zona pericelular de la matriz de cartilago
[150]. Su utilizaciéon ha sido enfocada principalmente hacia el mantenimiento del
fenotipo condrogénico, para aumentar la proliferacion celular y la sintesis de la MEC,
ademas de acelerar la reparacion de cartilago [151]. Por otra parte, el FGF-9 y FGF-18
promueven la diferenciaciéon condrogénica y la produccion de matriz cartilaginosa

[152].

Otro factor ampliamente estudiado es el factor de crecimiento insulinico (IGFs). El cual
es considerado como un mediador esencial en la homeostasis y metabolismo del cartila-
go. Este factor IGF-1 promueve la supervivencia y proliferacion de los condro-
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citos, ademas, induce a la diferenciacion condrogénica y estimula la sintesis de proteo-

glicanos [153, 154].

Por otra parte, existen otros factores de estimulacion para la generacion de cartilago,
como son los estimulos mecanicos, los cuales se ha demostrado que son necesarios para
el mantenimiento del cartilago. En estudios in vitro se ha comprobado que al incorporar
estimulos fisicos incrementan la diferenciacion de las MSCs, y la actividad metabdlica
de los condrocitos [155]. Otro factor a tener en cuenta es la naturaleza hipdxica de los
condrocitos, por lo tanto se puede mejorar la condrogénesis in vitro reduciendo las

concentraciones de oxigeno[119].

A parte de esto, los cultivos dindmicos mediante el uso de bioreactores, han sido
utilizados para acelerar el crecimiento y desarrollo in vitro del cartilago [138]. Asi
mismo, se han empleado para imitar las condiciones de cargas mecanicas que experi-

menta el cartilago in vivo [119].
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OBJETIVOS




La generacion de cartilago mediante Ingenieria Tisular contintia siendo un desafio, ya
que en la actualidad aun no se ha desarrollado un biomaterial ideal que cumpla con
todas las caracteristicas deseadas. En este sentido, en la presente Tesis Doctoral se ha
evaluado un biomaterial natural nanoestructurado, un hidrogel natural compuesto de
fibrina y agarosa para la encapsulacion de condrocitos humanos derivados de cartilago
elastico y la generacion de un sustituto artificial por Ingenieria Tisular. Para lo cual que

se han planteado los siguientes objetivos:
2.1 Objetivo general

Generar mediante técnicas de Ingenieria Tisular, un modelo de cartilago elastico
artificial humano basado en la utilizacion de biomateriales natural de fibrina-agarosa
nanoestructurados y la encapsulacion de condrocitos humanos derivados de cartilago

elastico.

2.2 Objetivos especificos

1. Establecer cultivos primarios y expandir los condrocitos humanos derivados de
cartilago elastico, y determinar la viabilidad y funcionalidad de estas células mediante
técnicas microscopicas para su utilizacion en la generacion de constructos.

2. Generar constructos nanoestructurados a partir de la encapsulacion de condrocitos
humanos derivados de cartilago eldstico en hidrogeles de fibrina-agarosa.

3. Evaluar la interaccion célula-biomaterial, la estirpe celular y la sintesis secuencial de
moléculas de la matriz extracelular del cartilago elastico mediante técnicas
histologicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas, en los constructos nanoestructurados

de fibrina-agarosa con condrocitos encapsulados en su interior.
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MATERIALES Y METODOS




3.1 Aislamiento y cultivo celular de condrocitos humanos derivados de
cartilago elastico.

Para la realizacion de la presente Tesis Doctoral, se utilizaron condrocitos humanos
derivados de cartilago elastico (CHDCE), obtenidos a partir de pequefias biopsias
provenientes de donantes jovenes sanos. Estos pacientes fueron sometidos a cirugia
menor del pabellon auricular y realizaron la donacidon de las muestras bajo consenti-

miento informado.

Las biopsias obtenidas, se conservaron en un medio de transporte a 4°C, donde se
mantuvieron hasta ser procesadas en el laboratorio, en un plazo menor de veinticuatro
horas. Este medio de transporte se compone de un medio de cultivo suplementado con
6X de antibidticos, siendo utilizados 500 mL de medio basico DMEM (medio Eagle
modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich) suplementado con 30 mL de solucién

comercial de antibidticos y antimicoticos (500U/ml de anfotericina B, Sigma-Aldrich).

Una vez en el laboratorio, las biopsias se dividieron en dos partes, una para aislamiento
y cultivo celular y otra para ser usada como control en los analisis histoldgicos. Los
condrocitos se aislaron siguiendo un protocolo previamente descrito [156]. En primer
lugar, las muestras fueron fragmentadas en pequefias secciones e incubadas durante toda
la noche en una dilucion de 2mg/mL (W/V) colagenasa II, Clostridium histolyticum tipo
Il (Gibco BRL life science technologies) a 37°C, con ciclos de agitacion de cinco

minutos cada uno.

Posteriormente, las muestras digeridas se centrifugaron a 1000 rpm, durante 10 minutos.
Se elimin6 el sobrenadante, y el pellet celular obtenido fue resuspendido en medio de
expansion y cultivado en frascos de cultivo de 25¢cm” de superficie tipo Falcon®. Los

cultivos se expandieron en un medio de expansion compuesto por una mezcla a
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proporcion 3:1 de DMEM y Ham’s F12, suplementado con 10% de suero bovino fetal,
1% de solucidon antibidtico y antimicético (100 U7mL penicilina G, 100mg/mL
estreptomicina y 0.25 mg/mL anfotericina B), 24 pg/mL de adenina, 0,4 pg/mL de
hidrocortisona, 5 pg/mL de insulina, 1,3 ng/mL de triyodotironina (Todos los insumos

fueron de Sigma-Aldrich).

Cuando los condrocitos alcanzaron la subconfluencia en los frascos de cultivo, estos se
lavaron con SmL de PBS (tampon fosfato, Sigma-Aldrich) para eliminar el alto con-
tenido proteico del medio de cultivo y las células muertas. Posteriormente, se agrego
por cada frasco 3mL de tripsina (Sigma-Aldrich) y se incubo a 37°C por un periodo de 5
minutos, para obtener células individuales. Una vez comprobado que las células se
separaron, se agreg6 6mL de suero bovino fetal SBF (Sigma-Aldrich) para neutralizar la
accion de la tripsina por saturacion la actividad enzimatica. Esta solucion se centrifug6 a
1000 rpm durante 10 min. Una vez centrifugado, se retir6 el DMEM. El pellet obtenido
se resuspendio en medio de expansion y cultivd en nuevos frascos de cultivo. El medio

de expansion fue cambiado cada 3 dias, y fue expandido hasta el pase diez.

3.2 Determinacion de la viabilidad celular de condrocitos humanos
derivados de cartilago elastico.

Los condrocitos humanos derivados de cartilago elastico cultivados, fueron sometidos a
analisis de viabilidad celular con la finalidad de determinar y seleccionar las células mas

viables de los diez pases.

La viabilidad celular fue analizada por triplicado, utilizando tres placas con 4 pocillos
cada una tipo Chambers (Lab-Tek II, Nunc, Rochester, NY, USA) por cada pase. Se

utilizé una concentracion de 5 x 10° células en cada pocillo en cultivo durante 48 horas.
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Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas con PBS e incubadas en 200uL de
solucion Live/Dead® durante 30 minutos. Este analisis se realizd mediante el kit
Live/Dead®. (Viability/Citotoxicity kit Molecular Probes, UK) siguiendo las indicaciones
del fabricante y los estudios previos [156, 157]. Posteriormente, luego de agregar los
200 pl de fluorocromos por pocillo e incubarlas durante 30 minutos, las células fueron
lavadas de nuevo en PBS y observadas con un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse Ti-U (Nikon Instruments Inc, NY, USA). Para el andlisis cuantitativo se
tomaron 10 imagenes por cada pase, las cuales fueron analizadas con Image J software
(National Institute of Health, USA) mediante la funcién “andlisis de particulas”
(particula = 0-500 pixels®). La viabilidad celular fue calculada de acuerdo a la siguiente

formula:

Viabilidad = (N° células vivas/ N° de células totales) x100.

3.3 Preparacion de hidrogeles de fibrina-agarosa y encapsulacién de
condrocitos humanos derivados de cartilago elastico.

La preparacion de los hidrogeles de fibrina-agarosa se realiz6 siguiendo los protocolos

estandarizados previamente por nuestro grupo de investigacion [140, 141, 145].

En resumen, para preparar un volumen final de 60mL de hidrogel de fibrina-agarosa, se
mezclaron 45.6 mL de plasma humano y 4.5mL de medio de expansion que contiene los
condrocitos humanos derivados de cartilago elastico del pasaje 2. Posteriormente y para
evitar la fibrindlisis, se agregaron 900uL de acido tranexamico (Anchafibrin; Fides-
Ecofarma, Valencia, Espafia). Esta solucion se mezclo y se agregaron 6mL de cloruro

de calcio al 2% y 3mL de agarosa tipo VII (Sigma-Aldrich). La solucién resultante se
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colocod en pocillos de SmL y se mantuvo a 37°C hasta completar el proceso de

gelificacion.

Como resultado se obtuvieron constructos de 3cm de diametro y 0,5 cm de grosor de
fibrina con agarosa al 1% con condrocitos humanos derivados de cartilago elastico

(CHDCE).

En esta Tesis Doctoral se definieron 2 grupos experimentales en funcion de la
concentracion de células. El grupo A y el grupo B. El grupo A con una concentracion de
4.5x10° CHDCE/mL y grupo B 45x10° CHDCE/mL. Ademas, ambos grupos fueron

analizados por triplicado.

3.4 Nanoestructuracion de los constructos de fibrina-agarosa.

La nanoestructuracion de los constructos se realizd siguiendo los protocolos
establecidos en estudios previos [141, 144]. A continuacion, se detalla minuciosamente
el proceso de nanoestructuracion. En primer lugar, los constructos fueron removidos de
los pocillos, y colocados entre dos membranas de nylon (0.22um; Merck-Millipore).
Posteriormente, se comprimieron entre dos piezas de papel de filtro Whatman. La
presion aplicada fue de 500g durante 2.5 minutos (Fig.21). De esta manera, se obtu-
vieron constructos nanoestructurados de fibrina-agarosa con CHDCE (Fig.22), los cua-
les fueron mantenidos en condiciones de cultivo pero sin factores de estimulacion
condrogénica, solo se utilizé el medio de expansion explicado en el apartado de aisla-

miento de condrocitos y cultivo celular.

Los andlisis histologicos se llevaron a cabo a la primera, segunda, tercera, cuarta y quin-

ta semana. Las muestras se realizaron por triplicado para su analisis.
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Fig.21 Esquema representativo del proceso de nanoestructuracion de constructos. A: Constructo
removido del pocillo y colocado sobre una base y dos membranas de nylon. B: Constructo
cubierto con piezas de papel de filtro Whatman, aplicando presion de 500g durante 2.5 minutos,
mostrando el resultado final (modificado de Carriel V et al., 2015) [141].

Fig.22 Imagen representativa del resultado final de un constructo de hidrogel de fibrina-agarosa
nanoestructurado. Imagen del Departamento de Histologia. Universidad de Granada.
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3.5 Anadlisis histolégico

Una vez obtenidos los constructos nanoestructurados de fibrina-agarosa con CHDCE, se
procedio a preparar las muestras para su analisis histologico. Fueron analizados tanto el

grupo control como los grupos experimentales.

3.5.1 Procesamiento de muestras

Para el andlisis histologico, las muestras en primer lugar fueron lavadas con buffer
fosfato salino (PBS) y fijadas en formalina neutra al 10% por un periodo de 24 horas.
Posteriormente, fueron deshidratadas en soluciones crecientes de alcohol a
concentraciones de 70° 96° y 100° y soluciones de xilol. Una vez deshidratadas las
muestras, estas se incluyeron en parafina, obteniendo bloques para su posterior corte y

analisis (Tabla.l).
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. REACTIVO TIEMPO TIEMPO
(TEJIDO) (BIOMATERIAL)
Formalina 10% 30 min. 15 min.
Alcohol 70% 30 min. 20 min.
Alcohol 96% 1 30 min. 20 min.
Alcohol 96% 11 30 min. 30 min.
Alcohol 99% 1 30 min. 30 min.
- Alcohol 99% 11 30 min. 20 min.
Alcohol 99% 111 30 min. 20 min.
n Xilol I 30 min. 30 min.
n Xilol I 30 min. 10 min.
Xilol 1T 10 min. 10 min.
Parafina I 30 min. 30 min.
Parafina II 30 min. 30 min.
In;i:izis?rr;:e 6 horas. 4 horas.

Tabla.1 Protocolo de deshidratacion, aclaramiento e impregnacion en parafina de muestras biologicas para estudio

histologico utilizando el equipo Citadel 2000, Thermo Scientific.

Los bloques de parafina, fueron seccionados en micrétomo a un grosor de Spm y

colocados sobre portaobjetos silanizados, para favorecer la adhesion de los tejidos.

Previo a la realizacion de las técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica, las
muestras fueron secadas en horno a 55°C durante 60 minutos. Posteriormente, las
muestras fueron desparafinadas e hidratadas, para la realizaciéon de las técnicas
histologicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas (Tabla.2). El protocolo utilizado se

detalla a continuacion:
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SOLUCION

TIEMPO

Xilol 10 min.
Xilol 10 min.
Xilol 10 min.
Alcohol 100° 5 min.
Alcohol 100° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.

Alcohol 70° 5 min.

Agua destilada 5 min.

Tabla. 2 Protocolo de rutina de desparafinacion e hidratacion de muestras.

3.5.2 Técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas.

Tinciones y técnicas histoquimicas.

Para la evaluacion histologica de las muestras, se realizd en primer lugar el método de
tincion Hematoxilina-Eosina (H-E), para identificar las estructuras presentes en los
constructos y la morfologia celular. Para realizar esta tincion, una vez desparafinadas e
hidratadas las muestras, se procedié a incubarlas en una soluciéon de hematoxilina de
Mayer por 5 minutos. Se aclar6 la tincidbn en agua corriente por 5 minutos, y
posteriormente se lavaron con agua destilada. Posteriormente, las secciones se
contrastaron con FEosina durante 3 minutos para su posterior deshidratacion en

concentraciones crecientes de alcohol, aclaramiento y montaje.
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Con respecto a las técnicas histoquimicas, las fibras elasticas fueron identificadas con el
método de orceina, mientras que los proteoglicanos sulfatados fueron tefiidos con la
técnica de azul alcian. Para la técnica histoquimica de orceina, se realizo el siguiente
protocolo: Una vez hidratadas las muestras, estas se colocaron en la solucion de orceina
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron en agua corriente
por 15 minutos y se contrastaron con hematoxilina de Mayer por 30 segundos.

Posteriormente se lavaron y se procedio a la deshidratacion, aclaramiento y montaje.

Para realizar la técnica histoquimica de azul alcian se llevo a cabo el siguiente proto-
colo. Primero las muestras fueron tefiidas en solucion de azul alcian pH 2.5 durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron con agua destilada y
posteriormente se contrastaron con nuclear fast red durante 5 minutos, para su posterior
aclaramiento, deshidrataciéon y montaje. Estos métodos histoquimicos se realizaron,

tanto en el grupo control, como en los grupos experimentales.

Técnicas inmunohistoquimicas

Para la identificacion de proteinas especificas del cartilago, se llevaron a cabo técnicas
inmunohistoquimicas. Estas técnicas se llevaron siguiendo los protocolos previamente

establecidos (Tabla.3).

Tras la hidratacion de las muestras de estudio, se procedid a la recuperacion antigénica,
debido a que muchos épitopes de los antigenos pueden quedar enmascarados durante el
proceso de fijacion por la formalina. Esta recuperacion antigénica puede ser con calor o
digestion enzimatica. La seleccion del tipo de recuperacion, dependid de la proteina que
identificamos. A continuacion, se realizaron 3 lavados con agua destilada durante 3

minutos cada uno, y luego 3 lavados mas de 3 minutos con PBS. El bloqueo de
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peroxidasa enddgena, se realizo colocando las muestras en una solucion de perdxido de
hidrogeno al 37% en metanol a una proporcion 1/9, durante 10 minutos. Transcurrido
este tiempo, se realizaron 3 lavados de 3 minutos con PBS y se procedi6 al bloqueo de
sitios antigénicos inespecificos con caseina durante 15 minutos. Se retird el exceso de
caseina y se procedié a la incubaciéon del anticuerpo primario durante 1 hora, a una
dilucion especifica para cada anticuerpo (Tabla.4). Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién del anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados en PBS de 3 minutos cada
uno y se procedio a la incubacion del anticuerpo secundario durante 30 minutos a
temperatura ambiente, la seleccion del anticuerpo secundario dependié del tipo de
anticuerpo primario que utilizamos. Luego de la incubacion del anticuerpo secundario,
se realizaron 3 lavados con PBS durante 3 minutos cada uno, y posteriormente se
realiz6 el revelado con DAB (3, 3] Diaminobencidina). En el caso de la identificacion
del anticuerpo anti-mitocondria se utilizo para el revelado el DAB con niquel, dando

una reaccion en color gris.

El tiempo de revelado para cada inmunohistoquimica, dependié de la estandarizacion
previa para cada marcador. Luego del revelado, se procedié a lavar con agua destilada y
a realizar el contraste con Hematoxilina por 15 segundos, € inmediatamente haciendo el
viraje en agua corriente, de esta manera se lavo el exceso de hematoxilina. Una vez
realizado el contraste, se deshidratdé de manera rapida las muestras, en concentraciones
decrecientes de alcohol y xilol. Al finalizar la deshidratacion de las muestras, estas

fueron montadas con un cubreobjetos utilizando.

Cabe destacar, que todas las técnicas de inmunohistoquimica se realizaron bajo las
mismas condiciones y parametros, utilizando controles positivos y controles negativos
técnicos de cartilago eldstico humano y omitiendo el anticuerpo primario en el control

negativo.
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PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA

PROCEDIMIENTO TIEMPO SOLUCION/DILUCION

. . 10 min. c/u (xilol) x 3 , .,
Desparafinar e hidratar 5 min. c/u (ETOH 70°96°,100°y H,0,). Bateria de desparafinacion.
Recuperacion 25 min. a 95°C. Enfriar por 20 min.(a Buffer citrato Ph6.0 o
antigénica temperatura ambiente) Buffer EDTA Ph8.0
o digestion enzimatica. Pepsina o Condroitinasa.
Lavado en agua destilada 5 min. a temperatura ambiente. Agua bidestilada.
3 lavados en PBS tween 20 5 min. ¢/u a temperatura ambiente. PBS 0,1 m, 0,3% tween 20.
Bloqueo peroxidasa 10 min. a temperatura ambiente. H,0, (3%) en PBS.

3 lavados PBS tween 20 5 min. c/u a temperatura ambiente. PBS 0,1 m, 0,3% tween 20.

Bloqueo de sitios antigénicos

. e 15 min. Caseina.
inespecificos
Incubacién anticuerpo El tiempo de incubacioén depende del La dilucion esta estandarizada y
primario anticuerpo usado. depende del anticuerpo usado.
3 lavados en PBS tween 20 5 min. ¢/u a temperatura ambiente. PBS 0,1 m 0,3% tween 20.
Incubacidén anticuerpo Polimero impress reagent (vector) Dependio del anticuerpo primario
secundario 30 min. utilizado.

5 min. c/u a temperatura ambiente. PBS 0,1 m 0,3% tween 20.
5 min. a temperatura ambiente. Agua bidestilada.
15 segundos. Hematoxilina de Harris.

Deshidratar, aclarar y

10 segundos c/u. Bateria deshidratacion.
montar

Tabla.3 Protocolo general utilizado para la realizacion de las técnicas de inmunohistoquimica.
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DILUCION

ANTICUERPOS RECUPERACION

INCUBACION

Rabbit Anti-S100 Policlonal. 1-400 60 mi Buffer Citrato Ph6.0
Dako .No. Cat Z0311 : - 25 min. a 95°C.
Mouse Anti-Vimentin Monoclonal. Clon V9. 1:200 60 mi Buffer Citrato Ph6.0
Sigma-Aldrich. Producto No V6630 ST 25 min. a 95°C.
Mouse Anti-PCNA. Clon PC10. Monoclonal. . Buffer Citrato Ph6.0
. . 1:1000 60 min. .
Sigma-Aldrich .No. Producto P8825 25 min. a 95°C.
Rabbit Anti-Cortactin EP1922Y .Monoclonal. 1:100 60 mi Buffer EDTA Ph8.0
ABCAM. Ref. ab81208 : - 25 min. a 95°C.
Mouse Anti-Mitocondria Monoclonal. Clon 113-1. 1:30 60 min Buffer EDTA Ph8.0
Millipore. Ref. MAB1273 ’ ’ 25 min. a 95°C.
Rabbit Anti-Coll 1. Policlonal. . . . o
Acris. No. Cat. R1038 1:500 90 min. Pepsina 10 min. a 37°C.
Rabbit Anti-Coll 11. Policlonal. Buffer EDTA Ph8.0
EMD Millipore. Ref. AB2036 1:250 toda la noche a 4C. 25 min, a 95°C.
Mouse Anti Human Aggrecan. Monoclonal. Clon 5D3AbD. 1:250 60 min Condroitinasa (Sigma Cat
Serotec. No.Cat. MCA4722 ’ ' NC3667)60 min. a 37°C.
Rabbit Anti-Biglycan. Policlonal. Buffer Citrato Ph6.0
ABCAM. Ref. ab49701 1:100 60 min. 25 min. a 95°C.
Rabbit Anti-Versican Policlonal. . Condroitinasa (Sigma Cat
ABCAM. Ref. ab19345 1:100 toda la noche a 4C. (oo 60 1in 2 37°C.

Tabla.4 Tabla representativa de los distintos anticuerpos utilizados para los analisis inmunohistoquimicos.

Para la identificaciéon del origen mesenquimal y condrogénico de los condrocitos

utilizados en los hidrogeles nanoestructurados de fibrina-agarosa, se identificd la pro-

teina S100 y Vimentina.
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La proteina S100 cumple numerosas funciones dentro y fuera de la célula. S100
interviene en la modulacion enzimatica, homeostasis del calcio, crecimiento y movi-
lidad celular, regulacion del ciclo celular y diferenciacion celular. Ademas, interactua

con los receptores de superficie de la célula, y participa en la transduccion celular [158].

La proteina S100 fue identificada en cartilago por primera vez por Stefansson en tejido
humano y fetal, mediante técnicas de inmunohistoquimica, esta proteina fue encontrada
en el nucleo celular y citoplasma [159]. La proteina S100 ha sido estudiada como
marcador fenotipico de los condrocitos o para determinar el origen condrogénico de las
células [160, 161]. Diversos estudios relacionan la sintesis de S100 con procesos repa-
radores del cartilago, asi como su influencia en la actividad metabolica de los condro-

citos y en la sintesis de la MEC [162].

Otro marcador utilizado en la presente Tesis Doctoral fue la Vimentina, con el objetivo
de determinar el origen mesenquimal de las células. La Vimentina, es la mayor proteina
de filamento intermedio de las células mesenquimales que emerge como un organizador

de proteinas envueltas en la adhesion, migracion y sefializacion celular [163].

Para determinar el grado de proliferacion celular, se identificé el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) [164] . PCNA es una proteina que se expresa a nivel del
nucleo en células en division mitdtica, y es un componente esencial de la maquinaria de
replicacién del ADN. Ademas, interactia con proteinas celulares envueltas en el ciclo

de regulacion celular [165].

Para evaluar la migracion celular de los condrocitos encapsulados en los hidrogeles
nanoestructurados de fibrina-agarosa, se identifico mediante técnicas inmunohistoqui-

micas, la cortactina. La cortactina es una proteina de union a filamentos de actina, y es
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diana de multiples quinasas, ademads, ha emergido como un elemento central que conec-

ta las vias de sefializacion con la reestructuracion del citoesqueleto [166].

La cortactina, se relaciona con la migraciéon celular, incluso se ha demostrado el papel
importante que tiene esta proteina en la movilidad de distintos tipos de células, como los

fibroblastos, células endoteliales y distintas lineas celulares de carcinomas [167].

La proteina cortactina se expresa dentro de las células en lugares de ensamblaje
dindmico de actina siendo considerada como un marcador para protrusiones de
motilidad ricas en actina como la lamelipodia e invadopodia [168-170].

Ademas, se identifico la presencia de superficie mitocondrial humana intacta utilizando

un anticuerpo monoclonal anti-mitocondria [171].

Para identificar el componente fibrilar colageno de la MEC sintetizada por los
condrocitos encapsulados en los hidrogeles de fibrina-agarosa, se utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas para determinar la presencia de coldgeno I y colageno II. El
coladgeno es una molécula de triple hélice que se presenta en forma de fibras colagenas,

formando la mayor parte de la MEC y contribuyendo a mantener su estructura.

De igual forma, la identificacion de proteinas no fibrilares constitutivas de la MEC se
llevo a cabo mediante técnicas inmunohistoquimicas para el caso de agrecano, biglicano
y versicano. En primer lugar, el agrecano, es el proteoglicano agregado de condroitin
sulfato mas importante [172]. El cual proporciona al cartilago la estructura de gel
hidratado otorgandole la capacidad de resistir cargas compresivas. Es un importante
mediador de las interacciones entre condrocitos y entre la MEC y los condrocitos. En
segundo lugar, cabe recordar que el biglicano pertenece al grupo de pequefios
proteoglicanos y es un componente estructural de la MEC que interviene en funciones

de sefializacion [173].

74



El ultimo proteoglicano estudiado en esta Tesis Doctoral, fue el versicano, este al igual
que el agrecano pertenecen a la familia agregados de condroitin sulfato de la MEC e
interviene en el desarrollo de tejidos embrionarios. Ademas, posee un rol importante en

la adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion celular [174-177].

3.4 Analisis estadisticos

Para determinar el indice de proliferacion celular en cada grupo experimental, se realizod
el conteo de las células presentes en cada campo, determinando cuantitativamente el
numero de células que dieron reaccion positiva para PCNA. Se tomaron tres campos de

tres diferentes laminas a una magnificacion de 400x (area de 6 x 104).

Para realizar el andlisis estadistico se determind la normalidad de los indices de
proliferacion con el test estadistico Shapiro-Wilk. Los resultados al tener una distri-
bucion no normal, se analizaron con el test no paramétrico Mann-Whitney y asi
comparar los valores de la viabilidad celular de los diez pases. Ademads, de comparar

el indice de proliferacion celular entre los grupos.

Todos los datos fueron analizados con SPSS 16.00 software. El valor de p < 0.05 fue

considerado significativo.
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RESULTADOS




Una vez aplicada la metodologia descrita en el apartado anterior, en la cual se
elaboraron los constructos nanoestructurados de fibrina-agarosa con condrocitos
humanos derivados de cartilago elastico encapsulados en su interior, y evaluados los
mismos mediante las técnicas mencionadas, procedemos en la presente Tesis Doctoral,

a exponer los resultados obtenidos.

4.1 Generacion de cultivos de condrocitos humanos derivados de
cartilago elastico.

Los condrocitos provenientes de pequefias biopsias de cartilago de pabelldon auricular,

fueron aislados con colagenasa Il y expandidos in vitro con medio de expansion.

Los condrocitos proliferaron adecuadamente a lo largo de los 10 pases, obteniendo la
subconfluencia de los primocultivos a los 15 dias, y posteriormente, por cada pase, la

subconfluencia celular se alcanzo entre los 5 y 7 dias (Fig.23).

La morfologia de los condrocitos en cultivo in vitro (2D) observada con microscopia
optica, fue poligonal, presentando prolongaciones citoplasmaticas que se originan en la
parte delantera de la célula (lamelipodia), lo que permite su migracion. También presen-

taron otro tipo de prolongaciones citoplasmaticas en forma de dedos (filipodia) [178].
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Fig.23 Imagen representativa de la morfologia y funcion de los condrocitos cultivados in vitro
presentando diferentes tipos de prolongaciones citoplasmaticas observadas con microscopio Optico. A)
Magnificacion 20X B) Magnificacion 40X. C) Imagen donde se observan las fibras elasticas sintetizadas
por los condrocitos cultivados in vitro. Magnificacion 40X.

Los condrocitos a partir del cuarto pase y durante los cultivos in vitro, sintetizaron
fibras elasticas (Fig.23C). Estas fibras fueron identificadas mediante la técnica histo-

quimica de tincion con orceina.
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4.2 Evaluacion de la viabilidad celular determinada mediante la
técnica Live/Dead®.

Una vez realizado el analisis de los datos de viabilidad celular obtenidos mediante la
técnica Live/Dead®, se observo que los cultivos celulares presentaron una alta viabili-

dad a lo largo de los 10 pases (Tabla.5) (Fig.24).

Los porcentajes de viabilidad celular de todos los pases vari6 entre 95% y 99% , siendo
la media de 97,55% con una desviacion estandar de * 1,22%, observandose los valores

mas altos en el pase 2 (98,50%) y el pase 8 (99,53%) (Graf.1).
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I 97,22 +1,96
II 98,50 +0,48
111 98,18 +0,97
1AV 98,38 +1,09
\Y 96,06 +2,62
VI 96,68 +1,72
VII 96,87 +2,30
VIII 99,53 +0,41
IX 95,77 +1,97
X 98,45 +0,70

Tabla.5 Viabilidad celular de los condrocitos humanos cultivados in vitro en cada pase.

Viabilidad de CHDCE%
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Graf.1 Viabilidad celular de los diez pases estudiados.
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Fig.24 Imagen demostrativa de la viabilidad celular en los diez pases de cultivo celular, mediante la
prueba Live/Dead Verde =C¢élulas vivas. Rojo:=Células muertas. Imagenes de microscopia de
fluorescencia. Magnificacion 10X.



Aunque la viabilidad celular mas alta corresponde al pase ocho, se utilizaron los condro-
citos provenientes del pase dos para ser encapsulados en los hidrogeles de fibrina-
agarosa, estas células, también mostraron valores de viabilidad muy alto y al ser de un
pase temprano se evita la desdiferenciacion ex vivo [76, 179-181], que es el principal

inconveniente de los cultivos de condrocitos.

4.3 Resultados histologicos de la interaccidn célula-biomaterial.

La interaccion célula-biomaterial de condrocitos humanos derivados de cartilago elas-
tico encapsulados en hidrogeles nanoestructurados de fibrina-agarosa fue evaluada de la

siguiente manera:

El analisis se realiz6 en los dos grupos de estudio, grupo A (4.500 células/mL) y grupo
B (45.000 células/mL). Se demostré mediante la tincion de hematoxilina-eosina, que las
células se distribuyeron el hidrogel de fibrina-agarosa, asi mismo, se observé que  du-
rante las 5 semanas de estudio in vitro, los condrocitos mostraron una mayor proli-
feracion a medida que aumentaba el tiempo de cultivo, siendo mas evidente en el grupo

B (Fig.25).

En el grupo A hubo una mayor proliferacion celular durante las tres primeras semanas

de cultivo, posteriormente en la semana 4 y 5 la proliferacion fue menos marcada.

Se observaron caracteristicas muy interesantes en el comportamiento célula-biomaterial.
Una de ellas, fue la formacion de cimulos celulares en la extension del biomaterial (Fig.
25 Flecha negra). Por otra parte, las células fueron capaces a partir de la segunda sema-
na de cultivo de degradar el biomaterial, lo cual es de suma importancia que ocurra con

los biomateriales utilizados en ingenieria tisular. Esta degradacion del biomaterial, se
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observd en ambos grupos de estudio, pero fue mas marcada en las zonas donde se

produjeron los cimulos celulares en el grupo B (Fig.25 circulo negro).

Cabe destacar, que los condrocitos encapsulados en la matriz de fibrina-agarosa, poseen

una morfologia irregular, que varia entre células elongadas y esféricas.
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Primera semana

Segunda semana
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Quinta semana

Control cartilago elastico

Fig.25 Imagen histologica tincion H-E. En el grupo B se observan los ciimulos celulares
(circulo negro) y la degradacion del biomaterial sefialada con una flecha negra. Magnificacion
40X. Barra calibradora 100pm.
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4.4 Resultados histoquimicos e inmunohistoquimicos de la interacciéon
celula-biomaterial.

Para comprobar que los condrocitos encapsulados en las matrices de fibrina-agarosa
conservaron su expresion fenotipica, se identifico la proteina S100 mediante técnicas de
inmunohistoquimica. Ademas, se comprobd el origen mesenquimal de las células, a

través de la identificacion de Vimentina.

La reaccion para la proteina S100 y Vimentina fue intensa en ambos grupos, durante las
5 semanas de evaluacion in vitro. Se observé una menor expresion en la primera
semana, la cual fue aumentando de manera directamente proporcional al tiempo de
cultivo. Ademas, en el grupo A se observo una expresion menor que en el grupo B. La
reaccion intensamente positiva para la proteina S100 (Fig.26) y la Vimentina (Fig.27),
demuestran que durante el periodo de estudio las células conservaron su expresion

fenotipica.

Una vez comprobado que los condrocitos encapsulados en la matriz nanoestructurada de
fibrina-agarosa mantenian su expresion fenotipica y linaje condrogénico, se procedio a
evaluar la proliferacion celular a través de la identificacion de la proteina PCNA.
(Fig.28). En este sentido, los condrocitos encapsulados fueron capaces de proliferar en
ambos grupos de estudio de manera proporcional al tiempo, sin embargo, se observaron

ligeras diferencias.

En el grupo A se observd mediante andlisis cuantitativos, que la proliferacion celular
disminuyd de manera significativa desde la primera semana donde el indice fue del
100% hasta la quinta semana donde resulté en 86% de células proliferando. El valor

mas bajo se obtuvo en la tercera semana con un 59% de células positivas, pero la
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proliferaciéon comenzo6 a aumentar de nuevo en la cuarta y quinta semana y de manera
estadisticamente significativa ([1 <0,05). En el grupo B la proliferacion celular mostro
un patron similar, esta disminuy6 significativamente ([ <0,05) desde la primera a la
quinta semana de cultivo. Al igual que en el grupo A hubo un incremento entre la cuarta
y quinta semana, pero este no fue un aumento estadisticamente significativo ([1 >0,05)

(Graf.2).

Al comparar el indice de proliferacion celular entre ambos grupos, en el grupo A se ob-

servan los mas altos valores de proliferacion en las cinco semanas.

Por otra parte, el andlisis inmunohistoquimico de Cortactina, mostré una reaccion posi-
tiva a nivel citoplasmatico, observable en ambos grupos de estudio A y B, y comparable
con el control, ya que muestra un patrén similar al observado en el cartilago elastico

nativo (Fig.29).

Los condrocitos encapsulados en los hidrogeles nanoestructuradas de fibrina-agarosa,
fueron capaces de mantener y generar las organelas mitocondriales. En el analisis inmu-
nohistoquimico de la mitocondria, se obtuvo reaccion positiva desde la primera semana

en el grupo B y desde la segunda semana en el grupo A (Fig.30).

En el grupo B, se observo una reaccion mas intensa, especialmente en las zonas donde
las células formaron cumulos. Es necesario sefialar, que la reaccion positiva fue mas
intensa en el grupo B, que en el grupo A e inclusive el grupo control, en el cual se

observo una reaccion mas débil.
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Primera semana

Segunda semana

Tercera semana

Cuarta semana

Quinta semana

Control cartilago elastico

Fig.26 Inmunohistoquimica de proteina S100. En esta imagen se observa la expresion de la proteina
S100 en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibra-
dora 100um.
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VIMENTINA
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Fig.27 Inmunohistoquimica de proteina Vimentina. En esta imagen se observa la expresion de Vimentina
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora

100pum.
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Primera semana
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Control cartilago elastico

Fig.28 Inmunohistoquimica de proteina PCNA. En esta imagen se observa la expresion de PCNA en el

Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100um.
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Graf.2 Representacion del indice de proliferacion celular en ambos grupos experimentales durante
las cinco semanas. Se observa la disminucion de la proliferacion para posteriormente aumentar, esto
se observa en ambos grupos. a= Diferencias en la primera semana para ambos grupos fue
estadisticamente significativa. B= Diferencias con respecto a la semana anterior, en cada grupo fue
estadisticamente significativa y= Diferencias entre el grupo A y B en cada semana fueron

estadisticamente significativa.
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CORTACTINA Grupo A Grupo B

Primera semana
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Tercera semana
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Control cartilago elastico

Fig.29 Inmunohistoquimica de proteina Cortactina. En esta imagen se observa la expresion de Cortactina
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100pm.
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MITOCONDRIA Grupo A Grupo B

Primera semana
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Fig.30 Inmunohistoquimica anti-Mitocondria. En esta imagen se observa la presencia de Mitocondrias
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100pum.
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El componente fibrilar del cartilago elastico, esta constituido por fibras coladgenas y
principalmente por fibras elasticas. En este sentido, se observd mediante la técnica
histoquimica de Orceina, la sintesis de fibras elasticas por los condrocitos encapsulados

en los constructos nanoestructurados de fibrina-agarosa.

Se observo que la reaccion fue intensa en el grupo control y en ambos grupos experi-
mentales. En el grupo A, la sintesis de fibras eldsticas comenzé a partir de la tercera
semana, donde se observé una leve reaccion positiva. En el grupo B, la sintesis de fibras
elasticas por los condrocitos, se inicid en la primera semana, observandose una intensa

reaccion positiva en las zonas donde se encuentran los cimulos celulares (Fig.31).
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ORCEINA Grupo A Grupo B

Primera semana
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Control cartilago elastico

Fig.31 Histoquimica de Orceina. En esta imagen se observa la sintesis de fibras elasticas en el Grupo A 'y
Grupo B durante las cinco semanas de estudio Magnificacion 40X.Barra calibradora 100pum.
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Dada la importancia de las fibras colagenas en la composicion de la MEC, estas se

identificaron mediante técnicas de inmunohistoquimica para Colageno I y Colageno II.

La expresion del Colageno I fue positiva en el cartilago elastico nativo como en ambos

grupos experimentales.

En el grupo A la expresion de Colageno I se observo a partir de la segunda semana,
presentandose un ligero incremento en el tiempo, siendo ademas mds intensa la reaccion
en las zonas donde existen cumulos de células. Por otra parte, en el grupo B, la reaccion
fue mas intensa y la sintesis de coldgeno I comenzd desde la primera semana. Cabe
destacar que la expresion positiva de coldgeno I, presente en ambos grupos experimen-
tales, se observo extracelularmente y algunas células mostraron reaccion positiva a nivel

del citoplasma (Fig.32).

Las proteinas fibrilares de colageno II conforman la mayor parte de las fibras colagenas
existentes en la MEC, y son las que le confieren principalmente las caracteristicas

biomecanicas al cartilago.

Al identificar las fibras de colageno tipo Il mediante técnicas de inmunohistoquimica, se
observo que la reaccion fue positiva en el tejido nativo y en ambos grupos experimen-
tales. Sin embargo, la expresion de coldgeno tipo II, asi como su distribucion e inten-
sidad, fue menor que la expresada por el colageno tipo I en los grupos experimentales.

La sintesis y expresion de colageno tipo Il comenzd a partir de la segunda semana tanto

para el grupo A como para el grupo B, siendo mas abundante en el grupo B (Fig.33).
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Control cartilago elastico

Fig.32 Inmunohistoquimica Colageno I. En esta imagen se observa la expresion de fibras de colageno I
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100pum.
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Quinta semana

Control cartilago elastico

Fig.33 Inmunohistoquimica Colageno II. En esta imagen se observa la expresion de fibras de colageno 11
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100pm.
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Ademas del componente fibrilar de la MEC del cartilago elastico, existe un componente
no fibrilar compuesto principalmente por agua, proteoglicanos, GAGs y glicoproteinas.
Los proteoglicanos le confieren a la MEC estructura, junto a las fibras colagenas y son
también responsables de conferirles ciertas propiedades biomecanicas. Asi mismo,

intervienen en diversas funciones de interaccion célula-célula y célula-MEC.

Mediante técnicas histoquimicas se evaluo la expresion de los proteoglicanos en la
MEC, producida por los condrocitos encapsulados en los constructos nanoestructurados

de fibrina-agarosa.

En la técnica histoquimica mediante tinciéon de Azul Alcian, los resultados revelaron
una reaccion positiva en la zona extracelular del cartilago elastico control. En los grupos
experimentales A y B, se observé una ligera marcacion, especialmente en las zonas que
presentaron cumulos celulares, sin embargo no se observaron grandes diferencias entre

ambos grupos (Fig.34).
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Fig.34 Histoquimica tincién con Azul Alcian. En esta imagen se observa la sintesis de proteoglicanos

producida por los condrocitos tanto en el Grupo A como el Grupo B durante las cinco semanas de
estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora 100pum.




Para la identificacion del proteoglicano agrecano, se evalu6 su expresion mediante téc-
nica inmunohistoquimica. La reaccion fue positiva para el grupo control de cartilago

elastico, y en ambos grupos experimentales.

Por otra parte, la mayor reaccion positiva para el agrecano, se observo en el grupo A y

grupo B en las zonas donde se formaron grupos celulares (Fig.35).

Otro proteoglicano estudiado el biglicano fue identificado observandose reaccion posi-
tiva, en el grupo control y en ambos grupos experimentales. La sintesis y expresion del
biglicano, se observo a partir de la segunda semana y se localiz6 especialmente en la
zona pericelular en ambos grupos (Fig.36). El patron de expresion de biglicano es

comparable con los patrones de colageno I y II sintetizados.

La sintesis del versicano fue evaluada mediante inmunohistoquimica. La reaccion
positiva se observo de manera intensa en la zona del pericondrio en el cartilago elastico
nativo, esa intensidad disminuy6 presentdndose mas débil en la zona de los condrocitos

maduros.

En el grupo A, versicano fue sintetizado desde la primera hasta la quinta semana. Y en
el grupo B, la reaccion fue mds intensa en las dos primeras semanas. La expresion de

Versicano tiende a disminuir con el tiempo (Fig.37).
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Fig.35 Inmunohistoquimica de Agrecano. En esta imagen se observa la expresion positiva de Agrecano
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100pum.
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Fig.36 Inmunohistoquimica de Biglicano. En esta imagen se observa la expresion positiva de Biglicano
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100pum.
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Fig.37 Inmunohistoquimica de Versicano. En esta imagen se observa la expresion positiva de Versicano
en el Grupo A y Grupo B durante las cinco semanas de estudio. Magnificacion 40X. Barra calibradora
100m.
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DISCUSION
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La Ingenieria Tisular ha surgido como una disciplina biomédica, mediante la cual
se pueden crear diversos tipos de tejidos artificiales. La Ingenieria Tisular se basa en la
utilizacion de distintos tipos de fuentes celulares, biomateriales y factores de estimu-

lacion.

La generacion de tejidos artificiales surge como una alternativa terapéutica que busca
dar solucién a patologias que afectan a diferentes tejidos humanos y que causan gran
porcentaje de morbi-mortalidad. Esta alternativa surgié debido a que en la actualidad
los tratamientos convencionales utilizados para tratar o sustituir los tejidos afecta-
dos, aunque en ocasiones brindan resultados 6ptimos, estos no son duraderos en el tiem-
po. Entre los tejidos mas afectados en la poblacion a nivel mundial, se encuentra el
tejido cartilaginoso. Este tipo de tejido conectivo especializado en sus distintas varieda-
des se ve afectado por diferentes causas como son las lesiones neoplasicas benignas y
malignas [182-187], los traumatismos, las enfermedades osteodegenerativas, autoinmu-

nes [188-190], y por tltimo algunas patologias congénitas [191].

Debido a la alta prevalencia de estas lesiones y la baja efectividad de los tratamientos
actuales, la Ingenieria Tisular surge como una alternativa médica mediante la cual se
pueda generar un sustituto cartilaginoso que pueda brindar una alternativa terapéutica a
estos pacientes, con una mejora en la eficacia, en comparacion con los tratamientos

actuales.

En la presente Tesis Doctoral se ha evaluado un biomaterial, un hidrogel de origen natu-
ral y nanoestructurado compuesto por fibrina y agarosa (HNFA). El objetivo general
fue determinar si el HFA es un biomaterial idoneo para la encapsulacion de condrocitos

humanos derivados de cartilago eldstico (CHDCE), con el propdsito de generar un = sus-

tituto funcional de cartilago elastico mediante Ingenieria Tisular.
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Para la Ingenieria Tisular del cartilago, es necesario obtener una fuente celular que
tenga las siguientes caracteristicas, las células deben ser de facil aislamiento, cultivo
yexpansion in vitro [119], ademas estas células deben de tener la capacidad de sintetizar
los diferentes componentes de la MEC [119]. Tomando en cuenta estas condiciones, nu-
merosas fuentes celulares han sido analizadas para la generacion de cartilago mediante
técnicas de Ingenieria Tisular. En este sentido, los condrocitos son las células mas
efectivas y consideradas el Gold standard de la terapia celular de lesiones que afectan al
tejido cartilaginoso [83, 89, 93, 192, 193] y las mas estudiadas para la regenera-
cion del cartilago [194]. Sin embargo, los condrocitos tienen cierta inestabilidad al ser
cultivadas in vitroy tienden a perder su expresion fenotipica en un proceso llama-
do desdiferenciacion, dando como resultado una menor produccion de los componentes
de la MEC. Por otra parte, para la obtencion de condrocitos se requiere de la extirpa-
cion de tejido sano con la consecuente morbilidad de la zona donante [119]. Los con-
drocitos utilizados para Ingenieria Tisular han sido aislados de diferentes zonas
anatomicas, como el cartilago articular, el septum nasal, las costillas y del pabellon
auricular [195, 196]. Estos condrocitos obtenidos de diversas fuentes, han sido
utilizados tanto para terapia celular (ACI), como para la generacion de sustitutos de
cartilago mediante Ingenieria Tisular [119, 195]. Los condrocitos obtenidos de las dis-
tintas variedades de tejido cartilaginoso presentan diferencias en cuanto a actividad me-
tabdlica y expresion génica, ademas, la MEC que producen y en la cual estan inmer-
sos, es altamente especifica para cada tipo de cartilago, presentando diferencias molecu-
lares y biomecanicas [119]. Sin embargo, y a pesar de las limitaciones de los condroci-
tos, estos continuan siendo la fuente celular idonea para ser utilizada en la Ingenieria

Tisular del cartilago.
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Actualmente existen otras fuentes celulares que esta siendo ampliamente utilizadas en la
Ingenieria Tisular del cartilago como son las células madre mesenquimales (CMM).Las
CMM tiene una serie de ventajas, entre las cuales destacan su facil obtencion en grandes
cantidades, alta capacidad de proliferacion y expansion y proliferacion in vitroy
ademads poseen baja inmunogenicidad [197, 198]. Pueden obtenerse de diferen-
tes tejidos, como la médula o6sea, tejido adiposo, sinovia, periostio, cordén umbilical,
placenta y pulpa dental [197, 199, 200]. En este sentido, para la Ingenieria Tisular del
cartilago han sido utilizadas CMM de la médula cultivadas en 3D, utilizando
biomateriales y estimuladas mediante diversos factores [197, 201]. Sin embargo, estas
células tienen la desventaja de desdiferenciarse in vitro [202] y la MEC sintetizadas por
ellas poseen bajas propiedades mecénicas [203]. Existe ademas otro factor limitante, la
obtencion de estas células conlleva a un proceso de gran morbilidad para el donador

[197].

En este sentido, otra linea celular mesenquimal estudiada, han sido las CMM del tejido
adiposo, siendo células de facil aislamiento, gran disponibilidad y gran potencial
para diferenciarse [197]. Ademas, poseen potencial condrogénico, cuando son ex-
pandidas bajo las condiciones apropiadas [204], pero este potencial es menor que las

CMM derivadas de la médula 6sea [205].

Ademas de las lineas celulares anteriormente mencionadas, se encuentran las células
madre embrionarias que aunque han demostrado tener la capacidad de sintetizar MEC
sin generar teratomas [125], existe un componente ético para su uso, ya que proceden

del blastocito.

Recientemente se estdn estudiando las células madre pluripotentes inducidas, aunque
son un una fuente celular prometedora para la generacion de cartilago, presentan

inconvenientes al ser cultivadas in vitro, y producen mal formaciones en los tejidos ex
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vivo[194]. Actualmente para la generacion de cartilago artificial, se estan llevando a

cabo estudios con técnicas de co-cultivos celulares de CMM y condrocitos [206].

Cabe destacar que, aunque existen diversas fuentes celulares que estdn siendo
empleadas para la generacion de cartilago mediante Ingenieria Tisular, la célula mas
idonea siguen siendo los condrocitos, ya que son las unicas células presentes en el
cartilago que producen y mantienen la MEC, confiriéndole las propiedades mecanicas al
tejido, y son capaces de proliferar y mantener su actividad metabdlica en un ambiente

hipdxico [194].

Es importante sefialar que todas las fuentes celulares mencionadas anteriormente, han
sido estudiadas y empleadas en la regeneracion de cartilago hialino, especificamente de
cartilago articular [207, 208]. Actualmente existen algunos estudios sobre la utilizacion
de este tipo de células para la regeneracion de cartilago elastico[209]. Por otra parte, la
mayoria de los condrocitos utilizados han sido condrocitos diferenciados provenientes
de animales, o condrocitos humanos fetales, en pocos casos se han utilizado condrocitos

humanos adultos [210].

En este sentido cabe destacar que en la presente Tesis Doctoral, la fuente celular

utilizada fueron condrocitos humanos derivados de cartilago elastico (CHDCE).

En esta Tesis Doctoral, los condrocitos fueron aislados a través de digestion enzimatica
con colagenasa tipo II de acuerdo a el protocolo previamente establecido [156].
La digestion de la MEC cartilaginosa con colagenasa tipo II ha sido ampliamente
utilizada para el aislamiento de estas células [77, 115, 211-215], y tiene su base en que

la principal fibra de la MEC son las fibras colagenas tipo II.

Otros autores han realizado el aislamiento de condrocitos empleando otras enzimas co-

mo la colagenasa I [216], tripsina, hialuronidasa y pronasa [217-219].
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Una vez realizado el aislamiento celular, se procedio a la seleccion de los condrocitos
mas viables y funcionales para su encapsulacion en los HFA. Para realizar esta
seleccion, se determiné la viabilidad celular en los diez pases con el kit comercial de
Live/Dead® assay. Esta prueba mostré una media de viabilidad celular del 97% en los
pases analizados, obteniendo la viabilidad mas alta en el segundo y octavo pase. Estos
indices de alta viabilidad de los condrocitos son comparables con los resultados
obtenidos por otros estudios en otras especies [220] e incluso en fibrocartilago humano

[156].

Como se menciond anteriormente, los condrocitos tienden a desdiferenciarse
invitro [156, 179, 181], por lo cual se recomienda utilizar los condrocitos viables
que correspondan a los primeros pases de cultivo los cuales poseen una menor
desdiferenciacion [80, 156, 180, 181]. En este sentido, Huang et al. estudiaron los
efectos que tienen la utilizacion de diversos pases de cultivos de condrocitos en la

formacion de cartilago y su utilizacion en Ingenieria Tisular [221].

Basados en estas recomendaciones, en los estudios experimentales desarrollados en la
presente Tesis Doctoral, se utilizaron condrocitos con alta viabilidad y del pase dos. En
algunos estudios se han realizado pruebas de viabilidad celular de los condrocitos
mediante Live/Dead® assay [115, 212], y otros mediante azul tripan [213, 214] pero
son pocos los estudios que muestran que estas pruebas de viabilidad han sido realizadas

previamente a la utilizacion de las células para fabricacion de constructos.

Cabe destacar, la importancia de realizar las pruebas de viabilidad celular previamente a
la seleccion de las células para su uso en Ingenieria Tisular, de esta manera se seleccio-
naran células sin dafios estructurales ni alteraciones metabodlicas o fenotipicas. Como se
menciond anteriormente la Ingenieria Tisular estd fundamentada en tres pilares, el uso

de fuentes celulares, los biomateriales y los factores de estimulacion. Una vez seleccio-
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nada la poblacion viable de CHDCE procedentes del pase dos, se procedio a su encap-
sulacion en el HFA. Una vez encapsulados, los constructos fueron nanoestructurados

con el objetivo de incrementar sus propiedades biomecanicas y estructurales.

En Ingenieria Tisular de cartilago, se han empleado distintos tipos de biomateriales,
para la encapsulacion de condrocitos, sin embargo, estos biomateriales deben presentar
ciertas caracteristicas para poder promover la adhesion, proliferacion y diferenciacion
celular. Los biomateriales deben ser biocompatibles, para integrarse facilmente al tejido
que lo rodea, debe ser biodegradable para promover la regeneracion del tejido
circundante, ademas, los productos resultados de su degradacién no deben ser toxicos.
La superficie, composicidon y organizacion 3D de los biomateriales, deben promover
funciones celulares como la adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion celular.
Por otra parte, los biomateriales deben poseer propiedades mecanicas similares al tejido,

con ciertos parametros geométricos que permitan la nutricion celular [116].

Para la Ingenieria Tisular de cartilago han sido utilizados biomateriales naturales, sinté-
ticos y mixtos. Los biomateriales naturales son altamente hidratados (hidrogeles) y
poseen estructura tridimensional favoreciendo a la adhesion y proliferacion celular
[222]. Sin embargo, poseen bajas propiedades biomecanicas, y se degradan con rapidez
[116]. Entre los biomateriales naturales utilizados estan los basados en celulosa [223],
colageno, 4cido hialurdnico, quitosano [212, 220, 224-228], gelatina, hidrogeles basa-
dos en polisacaridos como el alginato y la agarosa [229, 230], hidrogeles de polimeros
como el acido plurénico [231, 232], geles basados en proteinas como el colageno, la
fibrina y la seda [116, 130, 226, 227, 233-236]. Sin embargo, aunque se han desarro-
llado diferentes biomateriales naturales, estos presentan ciertas condiciones que no
lo hacen serun biomaterial idoneo, entre los mas estudiados se encuentra el alginato

que promueve una pobre adhesion celular [80]. En el caso del colageno, promueve una
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eficaz adhesion y proliferacion celular, sin embargo tiene como desventaja que se
contrae in vitro [237]. Por otro lado, en el caso de la fibrina, presenta una rapida
degradacion in vitro, lo que complica la realizacion de estudios de larga duracion [238,

239].

Por otra parte, entre los biomateriales sintéticos utilizados para la Ingenieria Tisular de
cartilago se encuentran el acido poliglicolico (PGA), el acido polilactico (PLA),
copolimeros de acido glicolico polilactico, el polietilenglicol (PEG), poliuretanos [226,
240], y los hidrogeles de alcohol polivinilico [129]. Estos biomateriales sintéticos
ofrecen adecuadas propiedades biomecanicas dependiendo de su aplicacion y una
degradacion controlada [241, 242]. Sin embargo, muchos de estos materiales son
hidrofobos, por lo cual no interactian con las células para promover su adhesion,
proliferacion y/o diferenciacion celular. Ademads, algunos de estos biomateriales
sintéticos liberan toxinas o acidifican el microambiente, desencadenando procesos
inflamatorios, reaccion de cuerpo extrafio y en casos mas severos necrosis tisular [114,
241-245]. En este sentido, los biomateriales sintéticos de PEG ha sido uno de los mas
estudiados y modificados, han sido utilizados como soporte para condrocitos y las
CMM. Son ademas, relativamente biocompatibles [246], sin embargo, no ofrece un
soporte celular adecuado para la condrogénesis y la sintesis de MEC, en comparacion

con los biomateriales naturales [133].

En este sentido y con la finalidad de obtener un biomaterial que cumpla con las
caracteristicas idoneas para su uso en Ingenieria Tisular del cartilago, En esta Tesis se
ha utilizado el HFA, el cual fue descrito por primera vez en el afo 2006 para la
construcciéon de un sustituto corneal completo [140] Este hidrogel es altamente

biocompatible y biodegradable, ademds promueve procesos celulares como la
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proliferacion, la diferenciacion, la migracion, y la sintesis de MEC in vitro presentando

ademas, altos indices de integracion y regeneracion tisular in vivo [113, 140-143, 247].

Cabe destacar, que los HFA al ser un biomaterial de origen natural es muy
biocompatible y por ser un hidrogel, brinda una matriz altamente hidratada lo que
favorece a la adhesion celular , al intercambio de nutrientes y eliminacion de desechos a

través de la misma.

Los HFA han sido utilizados exitosamente para la generacion de diversos tejidos
artificiales como mucosa oral [248, 249], nervio periférico [141, 247, 250], cornea
[140], piel [113], vejiga [251], y en estudios preliminares para su empleo en la

generacion de tejido 6seo y cartilago [145, 252, 253].

Como se ha explicado anteriormente, un inconveniente que presentan los hidrogeles
naturales son sus bajas propiedades biomecanicas. Sin embargo, con los HFA se ha
utilizado la técnica de  nanoestructuracion, con la cual se incrementaron significativa-
mente sus propiedades biomecénicas y estructurales. La nanoestructuracion es una  téc-
nica que se basa en la compresion plastica y deshidratacion controlada del hidrogel, de
esta manera se forman enlaces entre las fibras modificando su estructura tridimensional
y regulando su porosidad [141, 164, 254, 255]. Sin embargo, aunque se producen
cambios estructurales y biomecanicos, no se afecta la viabilidad y funcion celular [144,
254, 256]. Actualmente se estan realizando diversos estudios con la finalidad de mejorar
ain mas las propiedades biomecanicas del HFA para su utilizacion en diversos tejidos,

sin alterar sus propiedades biologicas [257].

Cabe destacar, que en la Presente Tesis Doctoral, se presenta por primera vez la
utilizacion de los HNFA para la encapsulacion de CHDCE y su utilizacion en Ingenieria

Tisular de cartilago.
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La generacion de cartilago artificial mediante técnicas de Ingenieria Tisular, emplea
factores de estimulacion, siendo principalmente utilizados los factores de crecimiento,
los cuales tienen un impacto en el comportamiento celular y en el desarrollo del tejido
cartilaginoso[133] y contribuyen a mantener su expresion fenotipica [146]. Entre los
factores de crecimiento mas utilizados en cartilago se encuentran el factor de crecimien-
to transformante (TGFP), factor de crecimiento fibroblastico (FGF), la proteina morfo-

genética 6sea (BMP) y el factor de crecimiento insulinico (IGF) [258, 259]. En este sen-
tido, el TGFP estimula la sintesis de proteoglicanos y colageno II, ademaés es eficaz en
la diferenciacion de las CMM a condrocitos in vitro [147, 260]. En cuanto a la familia
del FGF ha sido usado para mantener la expresion fenotipica de los condrocitos,
promover su proliferacion y sintesis de MEC [151]. La BMP ha sido empleada para la

regeneracion de cartilago, estimula la diferenciacién condrogénica de las CMM, ademas
promueve la sintesis de agrecano y coldgeno tipo II por los condrocitos [149]. La IGF
es considerado un mediador de la homeostasis del cartilago y su metabolismo,

promueve la proliferacion celular e induce a la sintesis de proteoglicanos [44, 154].

Los factores de estimulacion ya sean factores de crecimiento o estimulos fisicos como
los bioreactores, buscan acelerar y mejorar la sintesis de MEC por los condrocitos y

aumentar su proliferacion, y evitar su desdiferenciacion o hipertrofia. Es importante
sefalar que en los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral, no se utilizaron
factores de estimulacion condrogénicos (fisicos y factores de crecimiento), obteniendo
resultados muy positivos en cuanto a proliferacion y sintesis de los componentes de la

MEC, como se sefiala a continuacion.

El analisis de la interaccion célula-biomaterial, se llevd a cabo a través de una variedad
de técnicas, histoldgicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas. Los resultados obteni-

dos demostraron que los condrocitos encapsulados en los HNFA fueron capaces de
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proliferar y formar grupos en el interior del biomaterial. Morfologicamente, los
condrocitos perdieron su morfologia externa caracteristica (esférica, y rodeada por la
capsula) adquiriendo una forma irregular. Esto aunque puede ser signo de desdiferen-
ciacion celular, este el comportamiento de las células de origen mesenquimal en cultivo,
ademas, los condrocitos se mantuvieron sin medios condrogénicos, y sin estimulacién
mecanica [77, 156, 220], y no han formado la capsula protectora pericelular. Estos
resultados demuestran que el HNFA, promueve la proliferacion de los condrocitos in

vitro.

En relacion a los marcadores de estirpe celular, los condrocitos fueron capaces de
expresar la proteina S100 y Vimentina confirmando el linaje condrogénico y
mesenquimal. La proteina S100 se clasifica en 24 tipos, y es expresada en las células de
Schwann [247], melanocitos y condrocitos [162] . La proteina S100 interviene en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, se relaciona con la apoptosis,
homeostasis del calcio, el metabolismo celular, interviene ademés en los procesos de

inflamacion, migracidn e invasion celular, mediadas por multiples proteinas [158].

En el cartilago la proteina S100 se expresa en diferentes estados de maduracion del

tejido cartilaginoso y en los condrocitos que estan cerca de areas dafiadas [162].

En este estudio, la identificacion de la proteina S100 permitié comprobar la naturaleza
de los condrocitos, lo cual ha sido ratificado previamente por otros autores [218, 261].
En la informacion respaldada por otros estudios, en los que se demuestra que los
condrocitos en proceso de desdiferenciacion disminuyen la expresion de la proteina
S100 [261]. En este sentido, nuestros resultados positivos y constantes de expresion de
la proteina S100 a lo largo del tiempo de estudio (5 semanas in vitro) y en ambos
grupos, grupo A (4.500 CHDCE/mL) y grupo B (45000 CHDCE/mL) confirman que

los condrocitos mantuvieron su expresion fenotipica.
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En el caso de la proteina vimentina, es necesario saber que es un filamento intermedio
del citoesqueleto celular presente en las células derivadas del mesénquima y es utilizada
como marcador de células de esta estirpe celular y tejidos conectivos adultos especia-
lizados [20]. Se ha demostrado que interviene en la regulacion de la expresion fenoti-
pica de los condrocitos [262]. La vimentina es una proteina estructural interviene en
procesos celulares como la adhesion y migracion, mediante su interaccion con las
integrinas [163], también posee un rol importante en la regulacion de los contactos
célula-célula [263] y estudios sugieren que podria intervenir en la regulacién de la
apoptosis y la respuesta inmunologica [264, 265].En el estudio de la Vimentina,
nuestros resultados positivos mostraron hallazgos comparables a la proteina S100 en
ambos grupos experimentales (grupo A y B) durante las cinco semanas de estudio,
demostrando que las células mantuvieron su expresion fenotipica, y comprobando su

origen mesenquimal.

Anteriormente se explico que los biomateriales utilizados para Ingenieria Tisular deben
permitir la proliferacion celular, es importante destacar, que no usamos ninguin factor
estimulador de proliferacion celular en el trabajo experimental desarrollado en la
presente Tesis Doctoral. La proliferacion celular fue evaluada mediante andlisis de

PCNA durante las cinco semanas de duracion del trabajo experimental.

El PCNA es una proteina descrita como antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA), llamado asi ya que fue identificado en las células en division [165]. Esta
proteina desempefia un rol importante en el metabolismo del &cido nucleico,
indispensable para la replicacion del ADN y su reparacion [165]. El andlisis cualitativo
y cuantitativo llevado a cabo en esta Tesis Doctoral, demuestran que los condrocitos
proliferaron durante las cinco semanas de tiempo experimental. Aunque disminuyo en

la tercera semana para el grupo B y la cuarta semana para el grupo A, probablemente
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esta disminucion de la proliferacion celular en el grupo con mayor nimero de células
(Grupo B) se debi6 a la inhibicidon por contacto en las zonas donde se presentaron los
grupos celulares. Estos resultados demuestran que los HNFA promueven la prolife-
racion de los condrocitos, manteniendo su fenotipo condrogénico y mesenquimal. Otros
estudios realizados, respaldan que en los HFA promueven la proliferacion celular, y que

las células pueden experimentar variacion a lo largo del tiempo [141, 164].

Las células ademas de proliferar, al parecer podrian migrar en el interior de los
hidrogeles. Este proceso de migracion conlleva a una remodelacion del citoesqueleto
generando contactos focales y prolongaciones que le permitan migrar en el tejido [266].
En este sentido, la cortactina es una proteina que regula los componentes necesarios
para la protrusion celular [266] como es el caso de los filamentos de actina. En los
resultados de nuestros estudios los CHDCE encapsulados en los HNFA, expresaron
cortactina en ambos grupos experimentales, lo que sugiere que las células fueron
capaces de remodelar su citoesqueleto para adaptarse al biomaterial, establecer
interacciones célula-biomaterial y posiblemente migrar entre las fibras de, HNFA.
Ademas, al realizar los andlisis de presencia mitocondrial, estos fueron positivos,
indicando que las células se mantuvieron activas metabdlicamente durante las cinco

semanas de estudio en ambos grupos experimentales.

Estos resultados son apoyados por otros estudios llevados a cabo con este biomaterial,
en el cual diversos tipos celulares mostraron un incremento en el nimero de células,
signos de interaccion célula-biomaterial y expresaron marcadores de actividad

metabolica y proliferacion celular [113, 141, 142, 247].

Como se ha descrito con anterioridad, MEC del tejido cartilaginoso elastico, es alta-

mente especializada formada por un componente fibrilar como fibras elasticas, colageno
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I y colageno II y un componente no fibrilar como abundantes GAGs, proteoglicanos

biglicano y el complejo de macromoléculas agrecano [41, 48, 267, 268].

Las fibras elasticas estan compuestas de multiples microfibrillas que rodean un material
amorfo. Este material amorfo es la proteina elastina y las microfibrillas que lo rodean
estan compuestas por diversas glicoproteinas, incluyendo la fibrillina [11]. En el
cartilago elastico son las principales fibras y estas se disponen en forma de red, ubicada

en las zonas profundas de la MEC, siendo menos abundantes en la periferia [2].

Los CHDCE encapsulados en los hidrogeles de fibrina-agarosa, fueron capaces de
sintetizar diversos componentes de la MEC, destacando las fibras elésticas, fibras de
colageno tipo I y fibras de coldgeno tipo II. Estas fibras fueron mas abundantes en el
grupo B (45000 CHDCE/mL), con mayor contenido de células, y especialmente en las
acumulaciones de células que se formaron en el hidrogel. La reaccion fue positiva tanto
en los grupos experimentales como en el grupo control. En relacion a las fibras
colagenas, los estudios demuestran que el colageno tipo II es el principal en la MEC del
tejido cartilaginoso [20, 41, 267], actualmente se ha demostrado la presencia de una
cantidad considerable de fibras colagenas tipo I en el cartilago eldstico nativo, asi como
en los cultivos de condrocitos derivados de cartilago elastico [41, 76, 77]. Los resulta-
dos obtenidos demuestran que los condrocitos han sido capaces de sintetizar, las fibras
del componente fibrilar, sin embargo, su expresion y organizacién no es comparable al
tejido nativo, lo cual es coincidente con otros estudios [77, 108, 210, 213, 269].
Ademas, la expresion y organizacion de la MEC se ven favorecidos al realizar

experimentacion in vivo [214].

Finalmente, estos resultados, apoyan la hipotesis que los HNFA promueven la funciéon y

diferenciacion celular in vitro, como ha sido demostrado en estudios previos [113, 141-
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143, 254], sugiriendo que es un biomaterial adecuado para futuros estudios de

diferenciacion celular a estirpe condrogénica.

La composicion no fibrilar de la MEC del tejido cartilaginoso es muy compleja. Esta
comprende distintos GAGs, proteoglicanos y glicoproteinas, distribuidos en la MEC del
tejido cartilaginoso. Los proteoglicanos sulfatados y el 4cido hialurénico se pueden
observar mediante la técnica histoquimica de azul alcian y azul de toluidina (reaccion
metacromatica). Al ser analizados los dos grupos A y B mediante la técnica de azul
alcian, se observo una reaccion débil en los HNFA a lo largo del tiempo de estudio y la
reaccion fue mayor en los lugares con mayor densidad celular. Con respecto a la
macromolécula de agrecano, esta presenta una composicion de diversos proteoglicanos
unidos a una cadena de acido hialurénico[267]. El anélisis por inmunohistoquimica,
demostr6 que los condrocitos fueron capaces de sintetizar esta molécula in vitro
pero con un patron de intensidad no comparable con el cartilago elastico nativo. El
agrecano esuna macromolécula muy importante en la MEC del tejido cartilaginoso,
pudiendo ser considerada como un marcador de cartilago [77]. El agrecano debido a su
alto contenido de proteoglicanos acidos le proporciona al tejido la hidratacién necesaria
para la nutricion de sus células y transporte de desechos, ademas, le proporciona propie-
dades fisico-quimicas al tejido [49], e interviene en la interaccion célula-célula y

célula- MEC [172].

Si bien, el agrecano se expresd parcialmente en este estudio, los proteoglicanos
versicano y biglicano tuvo una reaccion positiva mas intensa, en especial en el area
pericelular, con una distribucion similar a la observada en el coldgeno tipo II. El
biglicano se encuentra en varios tejidos incluido el cartilago [267] e interviene en el

ensamblaje y organizacion de las fibras colagenas tipo I, II, III [270]. Este proteoglicano
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es muy abundante en los tejidos cartilaginosos, especialmente en el fibrocartilago [46]

por su alto contenido en fibras colageno tipo I.

El versicano por su parte, se encuentra en mayor concentracion durante la condensacion
mesenquimal durante el desarrollo del tejido cartilaginoso brindando soporte estructural
para el agrecano y la organizacion de las fibras colagenas [271]. Al producirse un
incremento del versicano en la MEC del tejido en desarrollo, se produce un aumento de
la misma, promoviendo la viscoelasticidad de la matriz pericelular, por lo cual, de esta
forma interviene en los procesos celulares que contribuyen a la proliferacion y
migracion celular [43, 267, 271]. El versicano esta presente en distintos tejidos como el
sistema nervioso central, piel, vasos sanguineos, y tejido cartilaginoso [271]. Si bien, los
proteoglicanos biglicano y versicano son moléculas de gran importancia en la
fibrilogénesis del coldgeno, también promueven diversos procesos celulares como la
proliferacién y migracion celular. Sin embargo, biglicano y versicano no han sido
evaluados en la Ingenieria Tisular del cartilago elastico, ni estd esclarecido su rol en el

tejido nativo.

El andlisis global de los proteoglicanos y fibras coldgenas evaluadas en los constructos
generados en esta Tesis Doctoral, sugieren que versicano y biglicano podrian jugar un
rol en la organizacion de la MEC en los constructos de cartilago elastico generados in
vitro. Ambos proteoglicanos interactian con el colageno, pero ademas el versicano es
una molécula que contribuye a dar soporte a la organizacion del agrecano y de las

células [271, 272].

Como resultado final de los estudios que se llevaron a cabo para la realizacion de la
presente Tesis Doctoral, podemos inferir que el biomaterial natural utilizado el hi-
drogel nanoestructurado compuesto por fibrina-agarosa es adecuado para la encapsula-

cion de los condrocitos humanos derivados de cartilago eldstico ya que cumple con las
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condiciones requeridas para ser utilizado en la Ingenieria Tisular de -cartilago
(biocompatible, biodegradable, promover las funciones y diferenciacion celular). Sin
embargo, es necesario la realizacion de mas estudios para confirmar esta hipotesis,
como es el caso de estudios de diferenciacion celular con medios especificos de
estimulacion, que permitiran determinar el grado de diferenciacion de los condrocitos y
su MEC en los HNFA. Por otro lado, es necesario realizar la caracterizacion
biomecanica de los HNFA con CHDCE generados en esta Tesis Doctoral, con el
objetivo de evaluar su potencial aplicacion quirurgica, asi como, el impacto de las
células en las propiedades fisicas y estructurales de los biomateriales a lo largo del
tiempo. Finalmente, es importante destacar que el HNFA utilizado en esta Tesis
Doctoral, fue aprobado por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) para su uso clinico, y actualmente se estan llevando a cabo ensayos
clinicos de cornea y piel artificial. En este sentido, es preciso realizar futuros estudios in
Vivo, que permitiran demostrar la potencial aplicacion de estos nuevos sustitutos para

que puedan ser transferidos a la clinica.
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CONCLUSIONES
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1.

La metodologia desarrollada en la presente Tesis Doctoral ha permitido
optimizar el aislamiento y la expansion en un elevado numero de condrocitos
humanos procedentes de cartilago elastico, sin que se hayan generado
alteraciones estructurales y funcionales significativas. Los estudios
biofuncionales desarrollados, tras la utilizacion de dicha metodologia, ponen de
relieve una alta viabilidad de la poblacion condrocitica y por tanto la idoneidad

de la misma para su posible aplicacion en los protocolos de ingenieria tisular.

2. La utilizacién conjunta de la fibrina-agarosa y de la poblacion celular

3.

condrocitica aislada y expandida a partir de cartilago eldstico, ha permitido, la
generacion de un constructo cartilaginoso eléstico artificial que, tras someterse a
un proceso de compresion plastica mediante nanoestructuracion, garantiza la
existencia de un patron histoldogico, homogéneo y estructuralmente estable,
compatible con un tejido cartilaginoso eldstico ortotipico. Los estudios
inmunohistoquimicos realizados en relacion con la naturaleza de la estirpe
celular, la proliferacion y la remodelacion morfoestructural de los condrocitos
ponen de relieve la progresiva adaptabilidad de dicho linaje celular en relacion

con el biomaterial, la nanoestructuracion y el periodo cronologico estudiado.

El estudio histofuncional realizado mediante técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas sobre la sintesis de moléculas fibrilares y no fibrilares de
la matriz extracelular llevado a cabo por la poblacion celular condrocitica
utilizada en la generacion de constructos, pone de relieve, por un lado la sintesis

gradual de moléculas fibrilares (fibras elasticas, fibras colageno tipo I y II)
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caracteristicas del tejido cartilaginoso elastico y, por otro, de moléculas no
fibrilares (agrecano, biglicano y versicano) caracteristicas, asimismo, de las
matrices extracelulares de los tejidos cartilaginosos. La existencia de dicho
patrén de sintesis en el tejido artificial generado resulta compatible con el tejido
cartilaginoso elastico humano, lo que convierte al tejido generado en un posible
sustituto terapéutico susceptible de utilizaciéon en protocolos de ingenieria

tisular.
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