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RESUMEN
M.C. Vanessa Pérez Silos
Universidad Autonoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina
Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con orientacion en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética )
Titulo del Estudio: EVALUACION IN VIVO DE UN IMPLANTE BIFASICO
BIOACTIVO PARA LA REGENERACION SIMULTANEA DEL CARTILAGO
ARTICULAR Y EL HUESO SUBCONDRAL EN LESIONES CONDRALES DE
GRAN EXTENSION
Area de Estudio: Ingenieria Genética

INTRODUCCION: Las lesiones del cartilago articular pueden originarse por diferentes causas,
entre las que se encuentran los traumatismos severos. Su reparacién representa un reto,
principalmente por la pobre capacidad de regeneracion del cartilago. Estas lesiones pueden ser de
gran extension, es decir, llegar hasta el hueso subcondral lo cual resulta en una lesion
osteocondral (involucra al cartilago articular y hueso subcondral). Se han utilizado diversos
acercamientos terapéuticos para reparar este tipo de lesiones, sin embargo, la mayoria resulta en
la formacién de tejido fibrocartilaginoso; el cual no cuenta con las caracteristicas mecanicas y
biolégicas necesarias para cumplir con su funcién de amortiguamiento. Actualmente se trabaja en
el disefio de andamios que logren mimetizar la estructura osteocondral. Uno de los enfoques es el
disefio de andamios bifasico, los cuales pueden contener factores de crecimientos y/o células. En
el presente estudio se trabajoé en el disefio de un andamio que no solo permite la adhesion,
proliferacién y diferenciacion celular, si no, que ademas mimetiza las caracteristicas mecanicas del
tejido ostecondral. Asimismo, se evalu6 la necesidad de una fase 6sea celularizada a fin de
mejorar la integracion del implante con el tejido del huésped. OBJETIVO: Evaluar la regeneracion
simultanea del cartilago articular y el hueso subcondral de rodilla en un modelo in vivo de cerdo
después del tratamiento con un implante bifasico. METODOS: Se generaron 9 grupos de andamios
a partir de la combinacién de alginato, fibroina de seda (FS), NaCl (S) y/o matriz de cartilago de
bovino (MCB); y se evalu6 el médulo de Young asi como su capacidad de sostener la
diferenciacion condrogénica de ADSCs. Se selecciond el andamio con mejores caracteristicas
mecanicas y de condro-induccion a los cuales se evalué la biocompatibilidad en un modelo murino,
asi como su capacidad de integracién y de reparacion luego de ocho semanas de recuperacion en
lesiones osteocondrales en un modelo porcino. RESULTADOS: Los andamios compuestos por
FS+S:MCB (tamario de particula<100 um) en una proporcién 1:1, mostraron el modulo de Young
mas alto respecto a los grupos analizados el cual es similar al reportado para el cartilago hialino
humano. Al mismo tiempo, este grupo permitié la diferenciacion de las ADSCs hacia linaje
condrogénico lo cual se evidencid por la presencia de GAGs y Col Il. En el ensayo in vivo, este
grupo demostré una buena integraciéon con el tejido adyacente al sitio de la lesién, mostrando
ademas un tejido de reparaciéon organizado jerarquicamente y con presencia de GAGs y Col II.
Finalmente, se demostr6 que la celularizacion de la fase 6sea en el contexto de este disefio
bifasico no ofrece ninguna ventaja en términos de reparacion del tejido condral. CONCLUSION:
Nuestros hallazgos demostraron la eficacia de un andamio bifasico generado a partir de la
combinaciéon de FS/NaCl, MCB, y hueso bovino descelularizado para integrarse y reparar una
lesién de gran extension, lo que representa una alternativa prometedora para su aplicaciéon en el
tratamiento de lesiones osteocondrales.

Dra. C. Lizeth Alicia Fuentes Mera

Directora de tesis

XV



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

CAPITULO|
INTRODUCCION
1.1 Complejo ostecondral

El complejo osteocondral (OC) esta formado por el cartilago articular y el hueso
subcondral (figura 1). Ademas, hay una discreta zona entre ambos tejidos, donde
cada zona tiene: una matriz extracelular de composicién Unica, se observa la
presencia de colageno con diferentes orientaciones, los condrocitos varian en su
morfologia y organizacion celular, y la biomecanica al cumplir con distintas
funciones es zona-especifica. La unidad OC cuenta con una compleja estructura y
organizacioén, asi como propiedades biomecanicas Unicas, que permiten una

eficiente transmisién de cargas a través de la articulacion.

Cartilago

/ articular

/ Hueso

Figura 1. Articulacion de rodilla derecha humana vista anterior. El cartilago articular se

encuentra recubriendo los extremos de los huesos articulares.
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cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

1.1.1 Cartilago articular

El cartilago articular es el tipo de cartilago mas abundante en el cuerpo humano
éste es avascular, aneural y alinfatico, y se encuentra en los extremos de los huesos
de las articulaciones. Es un tejido conectivo altamente especializado que provee
una superficie lubricada, la cual tiene como objetivo facilitar el movimiento de las
articulaciones reduciendo la friccion; adicionalmente, absorbe y transmite las cargas
sobre la articulacién (Sophia Fox, Bedi, & Rodeo, 2009). Su espesor promedio en el
humano es de 2 a 4 mm y estd compuesto principalmente por agua (65-80%),
colageno, principalmente colageno tipo Il (Col Il) y proteoglicanos. Sin embargo, en
la matriz extracelular (MEC) se pueden encontrar en pequefas cantidades otros
compuestos como lipidos, fosfolipidos y glicoproteinas. Las células que componen
este tejido son los condrocitos, los cuales representan del 2 al 5% del volumen del
tejido y tienen como funcién el mantenimiento y reparaciéon de la MEC (McMahon,

O’Brien, & Prendergast, 2008).

1.1.1.1 Zonas del cartilago articular

El cartilago articular se divide en 4 zonas: la superficial o tangencial, media,
profunda y calcificada. Cada una difiere en la morfologia de los condrocitos
presentes, asi como la densidad celular, la orientacién de las fibras de colageno y

la composicion bioquimica (figura 2).
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cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

La zona superficial esta en contacto directo con el liquido sinovial y es
responsable de soportar las fuerzas de friccibn y la mayoria de las
propiedades mecanicas del cartilago. Protege las capas mas profundas de
las fuerzas ejercidas sobre la articulacién. Los condrocitos en esta zona son
mas planos y pequefos. Las fibras de colageno estdan empaquetadas
densamente y hay escaso contenido de proteoglicanos, asi como una
reducida permeabilidad, lo que permite que las fuerzas de compresion se
distribuyan radialmente a través del cartilago. Las fibras de colageno y las
células presentes tienen una orientacion paralela a la superficie del cartilago.
La zona media representa del 40 al 60% del grosor total. Los condrocitos
son menos densos, con una morfologia redondeada o esférica; se
encuentran solos o en grupos, arreglados al azar, embebidos en la MEC. El
contenido de proteoglicanos incrementa, mientras que el colageno Il exhibe
una estructura oblicua en donde las fibras son orientadas aleatoriamente.
Esta zona resiste fuerzas de compresion y funciona como un puente entre la
zona superficial y la profunda.

La zona profunda se caracteriza por la presencia de condrocitos
redondeados arreglados en columnas perpendiculares a la superficie
articular, esta zona tiene el mayor contenido de proteoglicanos y las fibras de
colageno adquieren una orientacion radial que siguen la orientacion de las
columnas de condrocitos. Esta zona provee la mayor resistencia a las fuerzas

de compresion.
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e En la zona calcificada los condrocitos son mas pequefos con un fenotipo
hipertréfico. En esta zona predomina el colageno tipo X (Col X), el cual tiene
una funcidn crucial en la transmision de cargas y la calcificacion. Esta zona
actia como un ancla entre el cartilago articular y el hueso subcondral.

e Finalmente, la denominada “Tidemark” que es una capa delgada que se
localiza en la base de la zona profunda y resiste las fuerzas cortantes,
ademads representa la zona de transicion de la zona profunda a la zona
calcificada (Poole, 1997)(Sophia Fox et al., 2009)(Athanasiou, Darling,

DuRaine, Hu, & Reddi, 2013)
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Figura 2. Zonas del Cartilago articular. El cartilago articular se divide en 4 zonas: la superficial,
media, profunda y calcificada. Las cuales se difieren entre si por la morfologia de los condrocitos,
densidad celular, orientacion de las fibras de colageno y composicion bioquimica (Fuentes-Mera et

al., 2019)
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1.1.1.2 Condrocitos

Los condrocitos son el unico componente celular del cartilago; representan del 2 al
5% del volumen del tejido, tienen una baja actividad metabdlica con poca o nula
divisién celular, lo cual influye en la pobre capacidad de regeneracidn del cartilago

articular.

Los condrocitos pueden trabajar en condiciones de hipoxia donde la tensién del
oxigeno en las diferentes zonas del cartilago oscila del 1% al 10%, comparado con
el 24% que se encuentra en la atmosfera. Ademas, son los responsables de
mantener la composicién y organizacion de la MEC mediante la sintesis de
componentes como el colageno, las glicoproteinas, los proteoglicanos, el acido

hialurdnico, entre otros (Y. et al., 2013)(Brighton & Heppenstall, 1971).

1.1.1.3 Matriz extracelular

La MEC representa 95% del peso seco del cartilago articular, se compone
principalmente de fibras de colageno y proteoglicanos. El colageno representa la
mayor proporcion del peso seco del cartilago (59-90%), donde el colageno tipo |l
representa el 90 al 95% del contenido de colageno en el cartilago. Los colagenos
tipo I, IV, V, VI, IX y XI también se encuentran presentes, aunque en una menor

proporcion.

Los proteoglicanos constituyen del 15 al 40% del peso seco del cartilago articular,

consisten en un nucleo proteico unido a una o0 mas cadenas de glucoproteinas
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altamente glucosiladas (GAGs). El principal proteoglicano presente en el cartilago
es el agrecano; sus fibras se encuentran atrapadas dentro de los poros de las redes
de colageno, unidas de forma no covalente a otro GAG llamado &cido hialuroénico.
Esta union es estabilizada por proteinas de unidn, las cuales son pequenas
proteinas globulares sintetizadas por los condrocitos. Otros GAGs presentes en el
cartilago articular son el sulfato de condroitina, sulfato de queratan y sulfato de
dermatan. Cabe resaltar que la mecanica y estructura del cartilago articular

dependen de la integridad de su MEC (March & Little, 2016).

La MEC que rodea a los condrocitos se divide en zonas de acuerdo con la distancia
de éstas con respecto a las células. La matriz periférica rodea directamente al
condrocito, juntos se denominan condrén. Es rica en fibronectina, proteoglicanos y
colagenos tipo Il, VI y IX, donde predomina la presencia de colageno tipo IV. La
matriz territorial se encuentra rodeando a la matriz periférica, formando una red
alrededor de las células; en su mayoria contiene colageno tipo IV. Por otro lado, la
matriz interterritorial se encuentra mas alejada de los condrocitos; esta formada
de colageno tipo Il, IX y Xl. Esta zona tiene una mayor contribucién en las

propiedades mecanicas del cartilago (figura 3) (Y. et al., 2013)(Gao et al., 2014).
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Figura 3. Zonas de la matriz extracelular. La matriz extracelular que rodea a los condrocitos se
divide en: matriz periférica (la cual rodea directamente al condrocito), la matriz territorial (rodea a
la matriz periférica) y matriz interterritorial (se encuentra mas alejada de los condrocitos). (Mejia

Pacheco, Molist Garcia, & Pomal Diego, 2019)

1.1.2 Hueso subcondral

El cartilago articular y el hueso subcondral forman el complejo osteocondral. El
hueso subcondral estd compuesto principalmente de colageno tipo | (Col 1),
hidroxiapatita (HAp) y agua, los cuales en conjunto confieren una estructura mas
rigida y resistente en comparacién con el cartilago (X. Li, Ding, Wang, Zhuang, &
Chen, 2015)(Qliveira & Reis, 2017). El hueso subcondral, juega un rol importante
en la conduccién de las cargas en las articulaciones, ademas es un soporte para el
cartilago articular. Este provee un microambiente biomecanico adecuado para la

diferenciacion y desarrollo del tejido cartilaginoso. El hueso subcondral esta
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formado por la placa de hueso subcondral y el hueso esponjoso subcondral. El
primero es una delgada lamina cortical que se encuentra justo debajo de la zona
calcificada del cartilago articular; cuenta con conductos que proveen un enlace
directo entre el cartilago articular y el hueso esponjoso subcondral. Es
metabdlicamente mas activo, y ademas posee un gran numero de vasos arteriales
y venosos, asi como nervios; los cuales penetran a través de los canales y envian
pequenas ramificaciones al cartilago calcificado. El hueso esponjoso es mas
poroso, metabdlicamente activo, contiene vasos sanguineos, nervios sensoriales, y
médula 6sea. El hueso subcondral exhibe una estructura y una mecénica
anisotropica, mostrando diferentes propiedades mecanicas (G. Li et al., 2013)(Pei,

Fan, Zhang, Zhang, & Yu, 2014).

1.1.3 Propiedades mecanicas del complejo osteocondral

Las propiedades mecéanicas del cartilago articular se atribuyen a la estructura y
composicién de su MEC, incluyendo la fase acuosa, la cual consiste de agua con
iones disueltos, asi como una matriz sélida que presenta fibras de colageno,
principalmente colageno tipo Il, agregados de proteoglucanos, proteinas, lipidos y
células (Haider & Guilak, 2007). Como ya se menciond, el agua es el principal
componente del cartilago, ademas, influye en las propiedades de lubricacion y
amortiguacion de éste. Cuando se somete a fuerzas de compresién; el agua permite

que el cartilago se deforme al fluir dentro y fuera del cartilago articular.
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El colageno, principalmente el colageno tipo Il da al cartilago gran resistencia a la
traccion (Landinez-Parra, Garzon-Alvarado, & Vanegas-Acosta, 2012). Por otro

lado, los PGs son responsables de la resistencia a la compresién del cartilago.

El cartilago articular, exhibe variaciones en sus propiedades de compresion dentro
de las diferentes zonas del cartilago, segun su profundidad, debido al contenido
bioquimico de cada zona. Esta propiedad también puede variar con la edad,
observandose que durante la vejez existe una menor resistencia a la compresion y
menor contenido de PGs mientras que el contenido de colageno permanece estable

(E. Han, Chen, Klisch, & Sah, 2011).

Por otro lado, el hueso subcondral provee soporte al cartilago. Ademas, influye en
la capacidad de carga del cartilago articular, al absorber la mayor parte de las
cargas sobre las articulacién; aproximadamente 30% de las cargas sobre la

articulacién (Tamaddon, Wang, Liu, & Liu, 2018).

1.2 Defectos condrales

El cartilago articular se puede lesionar como resultado de fuerzas excesivas de
compresion sobre el tejido; y cabe resaltar que generalmente las lesiones condrales
no sanan espontaneamente. Este tipo de lesiones se pueden clasificar de acuerdo
con diversas escalas, siendo la mas utilizada la escala de Outerbridge. Esta escala

clasifica las lesiones condrales en cinco grados, del grado 0 al grado |V (figura 4).

e Grado 0: corresponde al cartilago sano.



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

e Grado I: engloba a las lesiones superficiales que se caracterizan por
hinchazén y ablandamiento del tejido.

e Grado ll: corresponde a un defecto de espesor parcial que afecta menos del
50% del espesor del cartilago, donde se puede observar ulceracion,
fibrilacién o fisuras no mayores a 1.2 cm de diametro.

e Grado lll: Agrupa a las lesiones donde se observan ulceraciones, fibrilacion
o fisuras mayores a 1.2 cm de diametro, afectando 50% o mas del espesor
del cartilago articular, llegando a exponer el hueso subcondral.

e Grado IV: Estas son las lesiones mas severas, caracterizadas por ser de
espesor completo; en este tipo de lesiones se observa la erosién del cartilago
articular con exposicion e incluso dano del hueso subcondral (Slattery &

Kweon, 2018)(Shah, Naware, Bhatnagar, & Kulkarni, 2014).

| ‘ ﬂ'
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Figura 4. Sistema de clasificacion Outerbridge. Clasificacion de defectos condrales de acuerdo
con la dimension de la lesion. Grado 0: cartilago sano. Grado I: lesiones superficiales. Grado |
lesiones no mayores a 1.2 cm de didmetro. Grado lll: lesiones mayores a 1.2 cm de diametro. Grado

IV: involucra la exposicién y/o lesién del hueso subcondral.
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1.2.1 Lesiones grado IV o de espesor completo

Las causas asociadas a las lesiones de espesor completo varian desde el desgaste
natural del tejido hasta lesiones relacionadas con traumatismos. Estos pueden
iniciar en el hueso subcondral, el cual se vuelve débil perdiendo su capacidad de
soportar adecuadamente las cargas ejercidas sobre la articulacién, causando asi
una degeneracion del cartilago articular. Por otro lado, cuando el dafio inicia en el
cartilago articular, éste comunmente se debe a traumatismos severos que

frecuentemente involucran al hueso subcondral (Sosio et al., 2015).

Los defectos de espesor completo raramente sanan espontdneamente, la
distribucion anormal de las cargas sobre la articulacion y el subsecuente colapso de
la superficie articular, se vuelve inevitable, provocando un mayor dano en el tejido.
Cuando se empezaron a tratar este tipo de defectos, los tratamientos se enfocaron
en el cartilago articular sin considerar el tejido subcondral, el cual debe ser visto
como un componente critico de la unidad OC, por lo que la mayoria de los resultados

fueron desalentadores (X. Li et al., 2015).
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/ Cartilago articular

Defecto osteocondral

Hueso

Figura 5. Defecto condral grado IV o de espesor completo. Involucra el dafio del cartilago articular
llegando hasta el dafio total o parcial del hueso subcondral. El cartilago adyacente al dafio se observa

deteriorado.

1.3 Tratamiento de defectos condrales

Actualmente existe una variedad de tratamientos para los defectos condrales (figura
6). Estos oscilan desde tratamientos meramente paliativos, hasta tratamientos que
tienen como objetivo reparar el tejido. La microfractura del hueso subcondral ha sido
uno de los tratamientos mas utilizados en la clinica, éste se basa en el reclutamiento
de células troncales mesenquimales de la médula 6sea (CMMs-MO) y de factores
de crecimiento hacia el sitio de la lesion, los cuales se espera, ayuden en la
reparacion del defecto (Smith, 2005). Algunos tratamientos basados en terapia
celular son el implante de condrocitos aut6logos (ICA) y el implante de matriz de

condrocitos autélogos (IMCA).
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El ICA implica el aislamiento y expansion de condrocitos del paciente, lo cual
involucra una primera cirugia para obtener las células. Subsecuentemente éstas
son trasplantadas en el sitio del defecto en un colgajo peridstico (Brittberg et al.,
1994). De acuerdo con varios autores, la principal desventaja de estos tratamientos

es el relleno de la lesion con fibrocartilago en sustitucion del cartilago hialino.

Por otro lado, la mosaicoplastia, es un tratamiento basado en el trasplante del tejido
“‘completo” por lo que es necesario tomar cartilago del paciente a partir de una zona
gue soporte poca carga y para ser implantado en el sitio del defecto. Este
acercamiento terapéutico presenta como principales desventajas la complejidad de
embonar y suturar el tejido obtenido con el sitio de la lesién, asi como la morbilidad

causada al sitio donante.

Estos enfoques comprueban que el tratamiento o remplazo de solamente el
cartilago articular es complicado, en parte por la dificultad para conectarse con el

hueso subcondral.

El hueso subcondral juega un papel importante en la reparacion de los defectos OC
y ya que es bien sabido que la integracién hueso-hueso es mas facil y rapida que la
integracion cartilago-cartilago; la inclusion de éste, es esencial para facilitar la
integracion del implante con el tejido circundante. (Pan et al., 2015). Los aloinjertos
OC involucran el trasplante de la unidad OC completa, ésta ha demostrado buenos
resultados, sin embargo tienen algunas limitaciones como la necesidad de varios
injertos para rellenar por completo el sitio de la lesion, pero sobre todo la limitacién

de donadores cadavéricos (Smith, 2005). Por estas razones, la ingenieria de tejidos
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busca resolver estas limitaciones y, uno de los enfoques consiste en el disefio de

andamios tridimensionales (3D) y bifasicos con formas y tamarios predefinidos.

" B 8

Aloinjertos

microfracturas  mosaicoplastia ACI/MACI Wy
Sintéticos

Figura 6. Tratamientos para lesiones condrales y osteocondrales. Existen diversos tratamientos
que tienen como objetivo la reparacion de las lesiones osteocondrales. Estos involucran desde el

uso de células autdlogas hasta el uso de aloinjertos. (Alvarez, Ripoll, Restrepo, & Forriol, 2010)

1.4 Ingenieria tisular

La ingenieria de tejidos combina el uso de células, biomateriales y factores de
crecimiento para regenerar y reconstruir tejidos. Estos enfoques permiten disenar
soportes que cubran la necesidad del paciente, produciendo andamios bioldgica y
mecanicamente competentes y similares al tejido nativo, lo cual tiene repercusiones
positivas sobre la obtencion de resultados reproducibles y una regeneracion

duradera (Martin, Miot, Barbero, Jakob, & Wendt, 2007).
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1.4.1 Células

Algunas de las fuentes de células mas utilizadas en la regeneracion del tejido OC
son los condrocitos, fibroblastos, CMMs y células genéticamente modificadas. Los
condrocitos autdlogos han mostrado resultados relativamente exitosos, sin
embargo, presenta ciertas limitaciones como el bajo numero de células presentes
en el tejido, requiriendo asi que éstos sean expandidos in vitro; ademas, existe una
desdiferenciacion de las células durante su cultivo in vitro lo cual resulta en un
decremento de la sintesis de proteoglicanos y una mayor expresion de Col |.
Adicionalmente, como ya se menciond antes, es necesario realizar una primer
cirugia al paciente para poder colectar las células, causando asi un nuevo defecto,
lo cual puede conducir a futuros problemas (Nukavarapu & Dorcemus, 2013)(Bilgen,

Orsini, Aaron, & Ciombor, 2007).

Para resolver las limitaciones que presenta el uso de condrocitos, se han utilizado
CMMs, éstas se encuentran en una gran variedad de tejidos humanos, incluyendo
la médula 6sea, periostio, membrana sinovial, musculo esquelético, dermis, sangre,
tejido dental, cordon umbilical, amnios vy tejido adiposo (TA) (Kong, Zheng, Qin, &

Ho, 2017) (Ng, Bernhard, & Vunjak-Novakovic, 2016).
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Figura 7. Pilares de la ingenieria tisular. La ingenieria tisular combina el uso de materiales, células
y/o factores de crecimiento para la produccién de andamios que tienen como objetivo reparar y

regenerar tejidos.

1.4.1.1 Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (CMMs-TA)

El tejido adiposo es un tejido facil de colectar, y las CMMs obtenidas del mismo, se
pueden aislar facilmente mediante métodos enzimaticos conservando la capacidad
para ser diferenciadas hacia los linajes condrogénico, osteogénico y adipogénico.
Ademas, debido a que las CMMs-TA constituyen hasta el 2% del material dentro de
la fraccién estromal del tejido adiposo (TA), el rendimiento de aislamiento es alto en
comparacién con otras fuentes. El nimero de células que se pueden obtener a partir

del tejido adiposo comparado con un volumen similar de MO es de
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aproximadamente 300 veces mas. Adicionalmente la cantidad de tejido adiposo que
se puede colectar de un paciente pueden ser cientos de mililitros (ml), comparado
con los pocos ml que se pueden obtener a partir de médula ésea por aspirado. Todo
esto hace al tejido adiposo una fuente atractiva para el aislamiento de las CMMs

(Ruetze & Richter, 2014)(Dai, Wang, Samanipour, Koo, & Kim, 2016).

Tradicionalmente, las células han sido cultivadas en condiciones 2D, lo cual resulta
inapropiado cuando realmente se quieren imitar las interacciones célula-célula y
célula-microambiente que existen in vivo. Por lo que actualmente el cultivo 3D en
andamios es una estrategia prometedora para mimetizar el microambiente celular
in vivo mejorando asi la diferenciaciéon de las CMMs (Cukierman, Pankov, &

Yamada, 2002)(Edelman & Keefer, 2005).

1.4.2 Andamios

La ingenieria de tejidos ha tratado de promover la reparacion osteocondral,
mediante el uso de substratos artificiales o naturales, que pueden ser usados como
andamios que provean el ambiente en el cual las células sean capaces de adherirse,
proliferar, diferenciarse, depositar MEC y mantener el fenotipo diferenciado. Por lo
que definir la composiciéon bioquimica, arquitectura, porosidad y caracteristicas
mecanicas de los andamios, es indispensable para obtener resultados exitosos.
Ademas el material con el que se fabriquen los andamios debe tener una tasa de

degradacion y reabsorcion controlada y sobre todo sincronizada, con la formacion
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del tejido de novo para evitar el colapso de éste (Ravanetti et al., 2015)(Barron et

al., 2015)(Nooeaid, Salih, Beier, & Boccaccini, 2012).

1.4.2.1 Andamios osteocondrales

La unidad osteocondral estd formada por dos tejidos intrinsecamente diferentes, el
cartilago articular y el hueso subcondral, por esta razén resulta dificil emplear un
andamio monofasico con propiedades homogéneas para su regeneracion. Una de
las razones de esto, es que éste, no seria capaz de soportar las actividades
metabdlicas y morfogénicas de los diferentes tipos celulares que componen la
unidad osteocondral, asi como no podria mimetizar la mecénica de éste.
Actualmente se trabaja en el disefio y desarrollo de andamios multifasicos y
heterogéneos, que sean capaces de simular al cartilago articular y al hueso

subcondral (Pan et al., 2015)(Nooeaid et al., 2012).

Un andamio osteocondral ideal debe poseer una fase condral (FC) que sea flexible,

resiliente y que permita el movimiento entre los huesos de las articulaciones, asi

como poseer poros pequefos (<250 um) que ayuden a mantener la hipoxia y la

caracteristica avascularidad del tejido; y una fase 6sea (FO) mas rigida, que soporte

la capa superior de cartilago y que se integre con el hueso nativo, con poros mas

grandes (300-600 u m) que permitan un tejido vascularizado (figura 8). Ambas fases

deben ser mecanicamente competentes, que resistan las fuerza de compresién

ejercidas sobre la articulacion, asi como tener la habilidad de unirse entre si para
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formar una sola unidad (J. J. Li et al., 2015). Se han propuesto varios métodos para
la fabricacion y desarrollo de andamios bifasicos, con la hibridacion de dos o mas
materiales distintos. Para el cartilago articular comunmente se han utilizado
compuestos sintéticos y naturales tales como el alginato (AG), quitosano, la fibroina
de seda (FS) y la matriz de cartilago descelularizada (MCD) entre otros; mientras
gue para el hueso subcondral se han utilizado cerdmicas, materiales metélicos asi
como polimeros o aloinjertos para su fabricacion (Shimomura, Moriguchi, Murawski,

Yoshikawa, & Nakamura, 2014).

- Fase condral

- Fase Osea

Figura 8. Andamio bifasico para regenerar lesiones osteocondrales. Debe contar con una fase
condral, la cual debe ser eléstica y con poros pequefos; asi como una fase 6sea, la cual debe ser

mas rigida y poseer poros grandes, del tamafio que permitan la vascularizacion del tejido.

1.4.2.2 Alginato

El alginato de sodio (AG) es un biopolimero; es la forma de sal sédica del acido
alginico y la goma extraida principalmente de las paredes celulares de las algas
pardas o feoficeas, con actividad quelante. En su estado natural se encuentra
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formando geles con iones Na*, Mg*?, Sr?? y Ba*? (Haug, 1964). Contienen
cantidades variables de acido 3-D-manurénico (M) y el acido a-L gulurdnico, unidos
por enlaces glucosidicos, agrupados en tres tipos de segmentos: D-manurénico (M),
L-gulurdnico (G) y un tercer segmento de diadas con ambos acidos alternado (MM,
GG, MM) (Hernandez-Carmona et al., 2012). El AG tiene una gran variedad de usos

en diferentes campos, desde la industria de alimentos hasta la biomedicina.

Uno de los usos que se le ha dado al alginato en el campo de la biomedicina es la
encapsulacién y distribucion de biomoléculas o células (Tolle et al., 2018). Ademas,
el AG ha sido ampliamente utilizado en la fabricacion de andamios 3D celularizados
con condrocitos o con CMMs con el objetivo de regenerar lesiones condrales. Se ha
reportado una buena adhesion, proliferacién y deposicion de MEC por parte de las
células cultivadas sobre estos andamios, sin embargo una de las principales
desventajas de este biomaterial es la pobre mecanica, lo cual es un punto clave en
la regeneracion del tejido condral y del complejo osteocondral (Kankala et al.,

2018)(Mata et al., 2017).

1.4.2.3 Matriz extracelular descelularizada

La matriz extracelular es un componente clave del microambiente de los tejidos. Es
importante en procesos como la adhesion, migracion, proliferacion e incluso
diferenciacion celular. Debido a esto, se tiene gran interés en la MEC como
componente de los andamios 3D, la cual puede ayudar a mimetizar el

microambiente natural del tejido blanco. La matriz extracelular descelularizada ha
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sido ampliamente utilizada en la regeneracién de diversos tejidos como traquea,
vejiga, piel, corazon, cartilago, hueso, entre otros, tanto en estudios animales como
en humanos. En general, durante su descelularizacidn, se busca que ésta preserve
sus caracteristicas estructurales, bioguimicas y biomecanicas eliminando los
componentes celulares que pudieran despertar una respuesta inmune (Crapo,

Gilbert, & Badylak, 2011).

Se han fabricado diversos andamios a partir de la MEC descelularizada, sola o en
combinacion con otros biomateriales, en forma de hidrogeles. Ademas, se ha
demostrado su bioactividad, ya que cuando estos son celularizados con CMMs, las
células pueden diferenciarse al linaje que normalmente se encuentra presente en la
MEC descelularizada utilizada para fabricar el andamio. Algunos ejemplos son el
tejido adiposo descelularizado, la matriz de cartilago descelularizada, asi como
matriz de hueso descelularizada, los cuales al ser celularizados con CMMs-TA,
éstas se han diferenciado a adipocitos, condrocitos y osteoblastos, respectivamente

(T. T. Y. Han, Toutounji, Amsden, & Flynn, 2015)(Rothrauff, Yang, & Tuan, 2017).

La matriz de cartilago descelularizada ha sido ampliamente estudiada para la
regeneracion de lesiones condrales, siendo la mas utilizada la matriz de cartilago
bovino (MCB). Diversos métodos fisicoquimicos se han probado para su
descelularizacion, y se han cultivado in vitro con CMMs-MO o CMMs-TA, logrando
que estas se diferencien a un linaje condrogénico. Sin embargo, la principal
desventaja del uso de este biomaterial es que, al someterse al proceso de
descelularizacién, pierde capacidad mecanica (Benders et al., 2014)(Rothrauff et
al., 2017).
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Por otro lado, el estandar de oro para la regeneracidn dsea sigue siendo el uso de
hueso autélogo, sin embargo, esto representa la necesidad de realizar una primer
cirugia y lesidbn en el paciente para poder obtener el injerto. Los implantes
alogénicos de hueso también son frecuentemente utilizados, y estos han
demostrado buenos resultados, o que puede indicar un papel crucial de la MEC del
hueso en la regeneraciéon ésea (A. Mansour, Mezour, Badran, & Tamimi, 2017). No
obstante, los implantes alogénicos tienen un alto costo, asi como poca
disponibilidad de donadores, por lo que se ha buscado utilizar la MEC de origen
animal. Existen diversos trabajos en los que se han analizado la estructura y
propiedades bioquimicas del hueso bovino descelularizado (HBD) comparado con
el hueso humano, demostrando que si bien existen algunas diferencias en la
arquitectura y composiciéon de la MEC de hueso humano y bovino, ambas permiten
la adhesién y proliferacién celular, donde éstas son capaces de secretar MEC

mineralizada (Sladkova et al., 2018).

1.4.2.4 Fibroina de seda

La fibroina de seda (FS) se ha utilizado ampliamente en la industria textil y
recientemente como biomaterial. La seda puede obtenerse de miembros de la clase
Aracnida, asi como algunos gusanos Lepidopteros. Las fibras de la seda del gusano
Bombyx mori han sido utilizada con éxito por siglos como material de sutura, esta
es una de las razones por las cuales se ha investigado su uso como biomaterial. La
FS constituye del 72 al 81% de los capullos de seda, y es purificada al hervir los

capullos en una solucién alcalina, en donde la sericina de la seda es removida
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durante el proceso de desengomado (Vepari & Kaplan, 2007)(Caballero Mendez,
Rivera Cano, Gaviria Arias, & Arias, 2016). El uso de este biomaterial ha ganado
prestigio en la ingenieria de tejidos principalmente por su biocompatibilidad, su
capacidad de soportar la adhesiéon y proliferacién celular, sus excelentes
propiedades mecanicas, degradacidn controlada y su versatil procesabilidad; por lo

gue se ha empleado para la regeneracion de una gran variedad de 6rganos.

La FS se ha utilizado ampliamente en diversas formas tales como geles, peliculas,
esponjas y polvo (Rockwood et al., 2011). Estos andamios se pueden fabricar a
partir de soluciones acuosas o bien mediante el uso de solventes tales como el
hexafluoroisopropanol (HFIP). Ademas, se ha reportado que el solvente en el que
se disuelve la FS tiene efecto sobre la estructura del andamio, asi como sobre su
tiempo de degradacion, en donde los andamios fabricados con fibroina acuosa
tienen un tiempo de vida promedio de 2 a 6 meses, mientras aquellos fabricados
con FS disuelta en HFIP llegan a tener un tiempo de vida de hasta 1 ano (Wang et
al., 2008). Ambos tipos de andamios se han empleado para tratar lesiones condrales
e incluso del complejo osteocondral. Como anteriormente se menciond el cartilago
es un tejido avascular y las uUnicas células que forman parte de éste son los
condrocitos, lo cuales tienen poca capacidad de migracién, por lo que estas
caracteristicas hacen que las lesiones que llegan a ocurrir en el cartilago se reparen
lentamente e incluso no se reparen de forma espontanea. Por lo que tener un
andamio con un tiempo de degradacién largo podria mejorar el tratamiento de este
tipo de lesiones. Sumando a esto, las buenas propiedades mecanicas de la FS, lo

hace un biomaterial de interés para la fabricacién de andamios osteocondrales.
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1.4.3 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son moléculas de senalizacion que dirigen el desarrollo
de las células mediante senales bioquimicas que estimulen la proliferacién,
migracion, supervivencia y diferenciacion celular. Los factores de crecimiento tienen
un tiempo de vida corto y actian localmente debido a su poca capacidad de difusion
a través de la MEC. El mecanismo de sefalizacion inicia con la secrecion del factor
de crecimiento por la célula productora, éste se une a un receptor especifico de
membrana de las células blanco estimulando una respuesta (Subbiah & Guldberg,

2018).

Debido al efecto de los factores de crecimiento sobre las funciones celulares como
la diferenciacion, estos estdn siendo evaluados en la regeneracién de tejidos
incluyendo la del cartilago, en donde uno de los factores de crecimiento mas
estudiado es el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1) (Lee, Silva, &

Mooney, 2011).

1.4.3.1 Factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFf1)

El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF(1) es un factor capaz de inducir
la condrogénesis. Diversos estudios han reportado que el uso de TGFB1 puede
inducir la diferenciacion condrogénica sobre las CMMs aisladas de diversas fuentes
como la médula ésea o el tejido adiposo (Mehlhorn et al., 2007)(Deepthi &
Jayakumar, 2016). Ademas, puede inducir la proliferacién y maduracién de los

condrocitos, y mejorar la produccién y secrecién de Col Il y proteoglicanos, lo que
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repercute de forma positiva sobre las propiedades biomecanicas del neocartilago
(Liu et al., 2015)(Zhou et al., 2017). El TGFB1 ha sido utilizado ampliamente para
inducir la diferenciacion condrogénica de las CMMs-TA in vitro e incluso ha sido

integrado en andamios para mejorar la regeneracion de defectos condrales in vivo.

1.5 Modelo animal

El uso de modelos in vivo es requerido para analizar la eficacia en la aplicacion de
la Ingenieria de Tejidos en humanos. Entre muchos aspectos, la seleccion del
modelo in vivo, es de vital importancia ya que éste proveera de informacion util
acerca de la respuesta biolégica del tratamiento en el hospedero. Para elegir el
modelo animal es necesario tomar en cuenta factores como el costo, la técnica de
operacion asi como los cuidados postoperatorios (Reinholz, Lu, Saris, Yaszemski,
& O’Driscoll, 2004) . Ademas, el modelo animal elegido debe ser capaz de
responder a la pregunta de investigacion. Existen dos puntos importantes a evaluar
en un tratamiento con Ingenieria de Tejidos; la biocompatibilidad de éste, asi como
la eficacia con la que cumple el efecto para el cual fue disefiado (W. J. Li et al.,

2009).

1.5.1 Ensayo de biocompatibilidad

La necesidad de producir andamios para regenerar un tejido ha llevado a estudiar
diversos biomateriales para su fabricacion. Al seleccionar el material con el cual se

va a fabricar un andamio es importante que no despierte una reaccion inmune en el
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cuerpo 0 bien que esta reaccion sea minima. La clave para entender la
biocompatibilidad es comprender cual mecanismo quimico, bioquimico, fisioldgico,
fisico u otro, ha sido activado por el contacto del biomaterial con el cuerpo y ademas
entender las consecuencias de estas interacciones (Williams, 2008). Las
principales respuestas que deben ser tomadas en cuenta son: inflamacion,

cicatrizacion de la herida y la reaccion inmunolégica (Anderson, 2011).

Evaluar la biocompatibilidad de un andamio in vivo tiene como objetivo predecir la
posible reaccion inmunolégica y peligros toxicos que se puedan presentar en
humanos y para cerrar la brecha entre el laboratorio y la clinica. El método més
utilizado para evaluar la biocompatibilidad en la clinica, es la implantacién
subcutanea, la cual puede dar mucha informacién, aunque ésta debe ser
complementada con una evaluacion de la implantacién en la zona en la que sera
utilizado el andamio; en donde el modelo in vivo mas recomendado es el de cerdo
debido a que sus parametros fisiol6gicos, tales como el conteo sanguineo,
coagulacion sanguinea, electrolitos y enzimas hepaticas son similares a los valores

humanos (Hussein, Park, Kang, & Woo, 2016).

1.5.2 Modelo in vivo para la regeneracion de lesiones osteocondrales

Para elegir un modelo animal para la evaluacion de la regeneracion de lesiones
osteocondrales hay que tomar en cuenta factores adicionales al costo, técnica
operatoria y cuidado postoperatorio. Uno de los factores mas importantes a

considerar, es la similitud anatomica del tejido a evaluar con el tejido humano, ya
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que los resultados deben de ser extrapolados. El grosor del cartilago es uno de los
factores anatémicos a tomar en cuenta, en humanos este tiene un promedio de 2.2-
2.5 mm. Uno de los modelos animales mas ampliamente usados para evaluar la
regeneracion de lesiones osteocondrales es el conejo, principalmente por su bajo
costo, ademas de su facil manejo. Sin embargo, el principal problema de este
modelo es que el espesor de su cartilago es de apenas 0.3 mm y el tamafo de la
articulacion de la rodilla no permiten reproducir las lesiones osteocondrales que se
pueden presentar en el humano. El caballo es el modelo animal que mas similitud
tiene con respecto al espesor del cartilago, el cual es de 1.5-2 mm, sin embargo,
algunas de las desventajas de este modelo es el alto costo de la especie y de su
mantenimiento, el complejo cuidado postoperatorio, asi como la dificultad para que
sea aprobado el uso de estos animales por el comité de ética, principalmente por la
relacibn cercana que tiene el ser humano con el caballo. Otras especies
comunmente usadas como modelos animales son la cabra, el borrego y el cerdo,
de los cuales el grosor de su cartilago es de 0.7-1.5 mm, 0.4-0.5 mm y 1.5 mm

respectivamente (Frisbie, Cross, & Mcllwraith, 2006) (W. J. Li et al., 2009).

Cerdos domésticos y mini-pigs han sido utilizados como modelos animales debido
al espesor de su cartilago, por otro lado, la anatomia intraarticular es similar a la
observada en la rodilla humanay a las dimensiones en la articulacién, que permiten
reproducir lesiones que se pueden presentar en el humano (Hurtig et al., 2011). Por
estas razones el modelo de cerdo resulta atractivo para evaluar la regeneracion de

lesiones osteocondrales in vivo.
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CAPITULO I

JUSTIFICACION

Admitidas las dificultades de la reparacién del tejido condral y las limitaciones de la
mayoria de las técnicas terapéuticas disponibles en la actualidad para este fin, las
investigaciones actuales se centran en la terapia celular y en técnicas de ingenieria

de tejidos.

La regeneracion de tejidos complejos como la unidad osteocondral, a través de la
combinacion de andamios bifasicos y diferenciacién multilinaje de las células
troncales representa una estrategia prometedora. Sin embargo, es necesario
evaluar el éxito de las terapias en modelos animales para valorar el proceso
reparativo del complejo osteocondral en lesiones de cartilago de espesor completo

(grado IIl'y 1V) como requisito para su aplicaciéon en ensayos clinicos.

HIPOTESIS

Un implante bifasico celularizado constituido por fibroina, MCB y MHB, se integra
de manera eficiente con el tejido circundante al sitio de la lesibn y presenta
caracteristicas biomecanicas e histolégicas propias del cartilago hialino;
propiedades utiles en el tratamiento de lesiones de cartilago articular de espesor

completo.

28



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

CAPITULO III

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la regeneracion simultanea del cartilago articular y el hueso subcondral de
rodilla en un modelo in vivo de cerdo después del tratamiento con un implante

bifasico.

3.2 Objetivos especificos

1. Generar andamios bifasicos a partir de matriz de cartilago bovino-fibroina de
seda/matriz de hueso bovino (MCB-FS/MHB) y MCB-alginato/matriz de
hueso bovino (MCB-ALG/MHB); y evaluar sus propiedades elasticas
mediante el médulo de Young.

2. Evaluar la biocompatibilidad de los andamios con mejores propiedades
elasticas, en un modelo subcutaneo de rata.

3. Evaluar la integracién, asi como la capacidad reparativa en un modelo de
dafno articular en rodilla de cerdo, de aquellos andamios con mejores

propiedades elasticas.

29



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

CAPITULO IV

METODOLOGIA

ESTRATEGIA GENERAL

Para llevar a cabo los objetivos planeados en el presente proyecto de tesis, se

realizé la siguiente estrategia experimental.

Figura 9. Estrategia general del proyecto.
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Este proyecto se realizé en el Laboratorio de Medicina Regenerativa, del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular, Facultad de Medicina,
Universidad Autdbnoma de Nuevo Ledn. Asi como en el Centro de Ingeniera Celular
y Molecular del departamento de Cirugia Ortopedia, Escuela de Medicina de la

Universidad de Pittsburgh.

4.1 Material de uso general

Tubos de microcentrifuga de 0.2, 1, 1.5 y 2 ml (Fisher Scientific, New Hampshire,
USA), tubos cénicos de 15y 50 ml (Corning, New York, USA), puntillas desechables
para micropipeta de 10, 200 y 1000 upl (Corning, New York, USA), puntillas
desechables con filtro para micropipeta de 10, 200 y 1000 ul (Fisher Scientific,

Hampshire, USA) y material de vidrio (Corning, New York, USA).

4.2 Equipo de laboratorio de uso general

Centrifuga 5804R (Eppendorf, Hamburg, Germany), plancha de calentamiento
(VWR International, Pennsylvania, USA), Vortex marca Vortex-genie (Sientific
Industries Inc, New York, USA), Minispin (Qualitron Inc, Pakistan), y Congelador

vertical -80°C (Thermo Scientific, Massachusetts, USA).
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4.3 Material y reactivos para cultivo celular.

Para el cultivo celular se utiliz6 material plastico adquirido de la compafia
tecnolégica Corning (New York, USA). Entre los materiales plasticos utilizados se
encuentran pipetas seroldgicas de 2, 5, 10, 25 y 50 ml, botellas de cultivo de 25cm?,
75 cm?, 150cm?, 225 cm? y 525 cm?, raspador celular, placas de cultivo fondo plano
de 6, 12, 24 y 48 pozos, placas de baja adherencia de 48 pozos, tubos para
microcentrifuga de 1.5 y 2 ml, criotubos de 2 ml, tubos plasticos de 15 y 59 ml,
puntas para micropipetas de 10, 100, 200 y 1000 pl, unidades de filtracion de 50,

250, 500 y 1000 ml.

Los reactivos utilizados para el cultivo celular fueron DMEM alto en glucosa (Gibco,
Maryland, USA), suero bovino fetal (SBF) (Corning, New York, USA), antibiético-

antimicético y tripsina 0.25% (Gibco, Maryland, USA).

4.4 Material y reactivos para el ensayo de expresion génica

Para el aislamiento de RNA se utilizé TRIzol® (Invitrogen, California, USA), el
RNEasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) isopropanol, etanol al 70% y 100%
(Fisher Scientific, New Hampshire, USA) cloroformo (Cambridge Isotope
Laboratory, Inc, Massachusetts, USA), agua estéril libre de DNasas y RNasas
(Fisher Scientific, New Hampshire, USA). Para su cuantificacion se utilizé el equipo
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Para la sintesis de ADNc
se utilizé SuperScript™ IV VILO™ Master Mix (Invitrogen, California, USA). Para el

ensayo de expresién génica se utilizo el reactivo PowerUp SYBR Green Master Mix
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(Applied Biosystems, California, USA), microplacas de 96 pozos MicroAmp™ Fast
Optical (Applied Biosystems®, California, USA). Los primers utilizados aparecen en
la tabla 2, se us6 como genes normalizadores a GAPDH y RPL13a. La PCR
cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo en el termociclador gPCR Step One Plus

(Applied Biosystems, California, USA).

4.5 Lipectomia

Cerdos de la raza Yorkshire de 70 kg se prepararon para el procedimiento quirurgico
con azaperona (Sural) y xilacina (Procin), posteriormente el sitio quirargico se rasuré
y desinfect6 con yodopovidona sédica. Se utilizd zolacepam/tiletamina (Zoletil) para
inducir el plano quirdrgico. Se realizé una incision de 4 cm de largo con ayuda de
un bisturi No. 24 y se colect6 grasa subcutanea en PBS, ésta se almacené a 4°C
hasta su procesamiento. La lesién fue suturada con suturas de 1-0 de acido
poliglicolico (COVIDIEN™) y los cerdos se colocaron en jaulas hasta que pasé el

efecto de la anestesia.

4.6 Aislamiento de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

(CMMSs-TA)

El aislamiento de las CMMs-TA se llevd a cabo bajo condiciones de esterilidad. La
grasa subcutanea obtenida de las lipectomias fue cortada en pequenos fragmentos
con ayuda de un bisturi No. 24. La digestion del tejido se llevé a cabo en un
recipiente estéril, la grasa se mezcl6 con colagenasa | 0.1% (Gibco, Maryland, USA)

en una relacion de 1:1 y se incub6 a 37°C por 2 h en agitacion. Se dej6 reposar 5
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min para separar las fases, con ayuda de una pipeta seroldgica se colecto la fase
estromal (infranadante) y se colocé en tubos cénicos estériles para centrifugar a
1,600 rpm por 6 min, se deseché el sobrenadante y se lavd la pastilla celular 2 veces
con PBS. El pelet celular se resuspendiéo en 1 ml de medio basal formulado con
DMEM alto en glucosa, 10% de SBF y 1% de antibidtico-antimicotico,
posteriormente se sembré en frascos de 25 cm?, las cuales se incubaron a 37°C y
5% de COz2. Después de 5 dias de cultivo se retird el medio y las células se lavaron
con PBS para retirar eritrocitos y las células que no se hubieran adherido a la placa.

Las células se mantuvieron en cultivo con medio basal hasta el pasaje 2.

4.7 Descelularizacion de matriz de cartilago bovino

Para la descelularizacién de la matriz de cartilago bovino se utilizaron los siguientes
reactivos. PBS (Invitrogen, California, USA), Tris-HCI, EDTA, MgCl2, KCl y SDS;
todos de la marca Sigma Aldrich (Missouri, USA). Se utilizaron rodillas de res
obtenidas de un rastro TIF. El cartilago se colecté del area de los céndilos, rétula, y
tréclea con ayuda de un bisturi No. 24 (Sensi Medical Corporation, Florida, USA).
La descelularizacién fisicoquimica inicié con cinco ciclos de choque térmico en
nitrégeno liquido durante 5 min seguido de un lavado en PBS por 10 min.
Posteriormente la matriz se tritur6 con ayuda de una licuadora. Una vez triturada, la
matriz se lavé durante 24 h en buffer hipoténico (TRIS-HCL 10mM, EDTA 2mM, pH
8) suplementado con KCI 100 mM y MgCl2 5 mM (anexo 2). A continuacion, se
agreg6 buffer hipoténico suplementado con KCI 100 mM, MgClz y 0.5% de SDS

(anexo 3) por 18 h. El ultimo paso de la descelularizacién const6 de un lavado con
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buffer hipoténico con 0.5% de SDS (anexo 4) por 36 h. Todos los lavados se
realizaron en agitacion constante a 30°C en una plancha de calentamiento, cada
buffer se agreg6 en una relacion de 2:1 (Buffer:cartilago); antes de cada cambio de
buffer, la matriz se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min para decantar el
sobrenadante. Después del lavado con el buffer hipoténico con 0.5% de SDS, el
cartilago se lavdé con PBS con el objetivo de remover el SDS. Los lavados se
realizaron hasta que no se observaron mas burbujas. El cartilago se centrifugd y
decant6 el sobrenadante. Finalmente, el cartilago se coloc6 en agua desionizada
durante 6h a 4°C. Se congel6 a -80 °C y se liofilizé para proceder a una molienda
fina. Para esto se trabajé con dos alicuotas, una se pulverizé6 en un molino

pulverizador K10 (Micron maquinaria, Ciudad de México, México), y la otra en un

Freezer/mill 6870 (Spex®SamplePrep®, New Jersy, USA).

[ |

Freezer/mill 6870 Molino pulverizador K10

Figura 10. Descelularizacion de la matriz de cartilago bovino. A) Coleccion de cartilago de rodilla
bovina. B) Ciclos de congelacion-descongelaciéon en nitrégeno liquido. C) Ciclos de lavado en SDS,

buffer hipoténico y PBS. D) Liofilizacion.
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4.8 Descelularizacion de hueso bovino

Para la descelularizacién del hueso bovino subcondral se utilizé SDS (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) y H202 al 30% (CTR Scientific, Nuevo Ledn, México). Se
colectd hueso subcondral de las rodillas de res con ayuda de una trefina de 6 mm
de diametro. Para definir el tratamiento de descelularizacién se probaron 5
tratamientos, los cuales constaron de 5 ciclos de un lavado en SDS al 0.1% a 100
°C seguido de ciclos de lavado con H202 al 30%, los tratamientos variaron en el
tiempo de exposicion al H202. Posteriormente los huesos se lavaron con agua
desionizada con el objetivo de remover los restos de SDS y H202. Finalmente, los
huesos descelularizados se dejaron secar a temperatura ambiente y se
almacenaron hasta su uso. Se obtuvieron 5 grupos: grupo 1: 2.5 h, grupo 2: 5 h,
Grupo 3: 7.5 h, grupo 4: 12 h, grupo 5: 24 h a los cuales se les evalu6 la

descelularizacion por hematoxilina y eosina.

Rodillas de res SDS 1%y H,0, 30% por
2,5,75,12024h
Figura 11. Descelularizacion de hueso bovino. A. Se colectaron chips de hueso del hueso

subcondral de rodillas de res. B. Para su descelularizacién los huesos se sometieron a lavados con

SDS al 1% y posterior lavado en H202 al 30% por 2, 5, 7.5, 12 0 24 h.
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4.9 Proliferacion y capacidad osteoconductora de los huesos bovinos

descelularizados

Para elegir el mejor tratamiento de descelularizacidén para los huesos se evalud la
proliferacion de CMM-TA sobre los andamios por el método de azul alamar (Life
Technologies, California USA) (anexo 5). Para esto los andamios fueron
celularizados con 1x10° de CMM-TA por andamio, y se cultivaron en cajas de 48
pozos de baja adherencia con medio basal y se incubaron a 37°C y 5% CO2. Como
control se utilizé la matriz 6sea, anorganica del hueso bovino Nukbone®, el cual fue

donado por la Dra. C. Maria Cristina Barba de la UNAM.

Posteriormente se evalué la capacidad osteoconductora de los huesos
descelularizados, para esto los andamios se celularizaron con 1x10°CMM-TA y se
cultivaron en medio basal o medio osteogénico formulado con DMEM, 10% de SBF,
100 nM de dexametasona, 10 mM de B-glicerofosfato y 0.05 mM de acido ascérbico.
A los 7 dias de cultivo se aisl6 el ARN, se sintetizé6 el ADNc y se evaluaron los

marcadores osteogénicos RUNX2 y COL 1 (Tabla 2).

4.10 Construccion de andamios

Para la fabricacién de los andamios se utilizé FS al 5% (Advanced BioMatrix,
California, USA), metanol (CTR Scientific, Nuevo Ledn, México), NaCl, HFIP,
alginato y CaClz (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Se fabricaron andamios bifasicos
formados por una fase condral (FC) y una fase 6sea (FO). Andamios de Fibroina

(FS). - FS al 5% se liofiliz6 durante 24 h para remover el agua. Posteriormente ésta
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se disolvié en HFIP para obtener una solucion de FS al 8%. La FC se fabricd con
FSy sal (NaCl) con o sin MCB (pulverizada con el molino K10 o el Freezer/mil 6870)

a diferentes proporciones (S:MCB 1:1, 2:1 y 3:1). La sal con o sin MCB se colocé

en moldes de teflon cilindricos y se adicionaron 140 u| de FS por andamio. Los

moldes se cubrieron para reducir la evaporacion del solvente y permitir que la FS
penetrara a través de las particulas de sal. Posteriormente se colocé el hueso
bovino descelularizado, prehidratado con metanol al 90% para formar la fase 6sea
y se adiciond metanol al 90% para inducir la cristalizacion de la FS. Los moldes se
cubrieron nuevamente y se dejaron reposar durante 24 h a temperatura ambiente.
Subsecuentemente, los moldes se destaparon para permitir la evaporacién de los
solventes durante tres dias. Para remover la sal, los andamios se lavaron en agua
ultrapura durante 3 dias, esto con el objetivo de evitar un impacto negativo sobre
las células (figura 12). Finalmente, los andamios se congelaron a -80 °C y se
liofilizaron durante 24 h. La esterilizacion se realizé con 6xido de etileno. Andamios
de Alginato (AG). - La FC estuvo formada por alginato al 1.5% con o sin MCB
pulverizada con el molino K10 en una relacién de 8:1 (AG:MCB). Estos se colocaron
en moldes de teflon cilindricos y se adicion6 CaCl2 0.102 M para permitir la
polimerizacion del AG. Posteriormente se colocé el HBD prehidratado en la solucién
de CaCl20.102 M para formar la FO y se continud la polimerizacion por 30 min para

permitir que el HBD se uniera a la FC (figura 13).

Se obtuvieron 8 grupos de andamios, los grupos B, C y D fueron fabricados con la
matriz pulverizada con el Freezer/mil 6870 mientras el grupo E, F, G y H se
fabricaron con la matriz pulverizada en el molino K10. Grupo A: FS, Grupo B:
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FS+S:MCB 1:1, Grupo C: FS+S:MCB 2:1, Grupo D: FS+S:MCB 3:1, Grupo E:
FS+S:MCB 1:1, Grupo F: FS+S:MCB 2:1, Grupo G: FS+S:MCB 3:1, Grupo H: AG,

Grupo I: AG-MCB.
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HFIP 8% FS+ NaCl Cristalizacion MHB MetOH 90% Evaporacion
(74177 pm) de solventes

A

Remover sal Andamio Bifasico

Figura 12. Fabricacion de andamios bifasicos de fibroina de seda y hueso bovino

descelularizado.
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Alginato al 1.5% MCB+AG (1:8) CaCl, MHB Andamio
Bifasico

Figura 13. Fabricacion de andamios bifasicos de alginato y hueso bovino descelularizado.

4.11 Ensayo mecanico

Ocho grupos experimentales fueron analizados. Los andamios libres de células se
hidrataron previamente en PBS por 24 horas. El ensayo mecanico se realizd en un
instrumento de prueba Bose Electroforce modelo 3230 Serie Il (TA instruments,
Delawere, USA). Los andamios se colocaron entre el motor de compresion y la celda
de carga y se sometieron a 10% de compresién (0.2mm) a una velocidad de 0.01
mm/s. Se graficé la fuerza sobre el desplazamiento. El médulo de Young se calcul6

a partir de la pendiente de la recta.
4.12 Celularizacion de andamios

Ensayo in vitro. Se trabajé con andamios de 6 mm de diametro por 12 mm de
altura. 4 grupos experimentales fueron analizados. CMM-TA en pasaje 3 fueron
cultivados en monocapa en botellas de cultivo de 525 cm?con MB a 37°C y 5% CO:2

hasta alcanzar el 90% de confluencia, posteriormente las células se
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prediferenciaron en medio condrogénico formulado con DMEM, 0.010 mg/ml de
ITS,100 nM de dexametasona, 0.001mg/ml de acido ascérbico y 10 ng/ml de
TGFB1. Al dia 5 de prediferenciacién en monocapa las células se tripsinizaron con

tripsina 0.25%. Los andamios fueron prehidratados con medio basal durante 2 h, la

fase condral se celularizé por inyeccion con 0.5x10° células en 20 u| de medio

condrogénico. Los andamios se colocaron en cajas de 48 pozos de baja adherencia,
y se incubaron a 37°C y 5% COz por 2 h para permitir que las células se adhirieran
al andamio. Finalmente se agregd medio condrogénico y se cultivaron bajo las

mismas condiciones por 28 dias.

Ensayo piloto. CMM-TA en pasaje 3 fueron cultivadas en monocapa en botellas de
225 cm? con medio basal a 37°C y 5% CO:2 hasta alcanzar el 90% de confluencia.
Posteriormente las células se prediferenciaron a linaje condrogénico u osteogénico

con medio condrogénico y medio osteogénico respectivamente.

Se trabajé con andamios de 3 mm de didmetro por 9 mm de altura. 3 grupos
experimentales fueron analizados. Grupo 1: andamio monofasico formado solo por
la fase condral, grupo 2: andamio bifasico celularizado solo en la fase condral, grupo
3: andamio bifasico celularizado en la fase condral y fase 6sea. Para su
celularizacion las células fueron tripsinizadas a los 5 dias de prediferenciacién y los
andamios fueron prehidratados con medio basal durante 2 h. La fase condral de los
andamios se celularizé con 0.5x108células en 10 pl de medio condrogénico, se
colocaron en cajas de 48 pozos de baja adherencia, y se incubaron durante 2 h a

37°C con 5% de CO2. La fase 6sea del grupo 3 se celularizé con 2.25 x108 células
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en 20 ul de medio osteogénico y se incubd durante 2 h mas para permitir que las
células se adhirieran al andamio. Finalmente, el grupo 1 y 2 se cultivd en cajas de
48 pozos de baja adherencia en medio condrogénico. Por otro lado, el grupo 3 se
incub6 en un biorreactor de dos camaras, el cual permiti6 que la fase condral se
cultivara en medio condrogénico y la fase ésea en medio osteogénico evitando que
los medios se mezclaran. Todos los grupos se cultivaron durante 12 dias a 37°C en

5% de CO:2 antes de ser implantados.

4.13 Aislamiento de RNA y ensayo de expresion génica

El RNA total se aislé utilizando TRIzol® Reagent (Invitrogen) y el RNeasy Mini Kit
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la sintesis del ADNc se utilizd
el Master Mix Super Script® IV VILO® (Invitrogen). La qPCR se realizé en el sistema
Applied Biosystem (Life Technologies). Para esto se utiliz6 Power Up SYBER Green
PCR Master Mix (Invitrogen). Como marcadores condrogénicos se analizaron
SOX9, ACAN, COL2A1, asi como los marcadores de hipertrofia COL10A1 y

MMP13. Los genes enddgenos utilizados fueron GAPDH y RPL13a.
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Tabla 1. Secuencias de primers. Secuencia de primers para analizar la expresién de

marcadores condrogénicos e hipertroficos.

SOX 9 FW 5AACGGCTCCAGCAAGAACAAGY

RV 8GCTCCGCCTCCTCCACGAAG3’

COL2A1 FW5TCATCCAGGGCTCCAATGACGTGS'

RV5'AACAGTCTTGCCCCACTTACCGS'

ACAN FW5'CAACAATGCCCAAGACTACCAGS'

RV5'TTCCACTCGCCCTTCTCGTGS'

COL10A1 FW5'CAGGAACTCCCAGCACGCAGAS'

RV5'CAGCGTAAAACACTCCATGAACCAZ’

MMP13 FW5'CGCCAGACAAATGTGACCCTTS

RV5'AAAACAGCTCCGCATCAACCS3

RUNX2 FW5'GAACTCGTCCGCACCGACAGS'

RV5'ATCGTTACCCGCCATGACAGT3’

COL1A2 FW5TAGAAAGAACCCAGCTCGCACA3’

RVS'GGTTTCGCCAGTAGAGAAATCACAS'

4.14 Analisis Bioquimico

Se utilizé papaina de papaya latex (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), L-Cysteina-HCI
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA), acetato de sodio (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) y

EDTA (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). El contenido de GAGs sulfatados se midio
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con el kit Blyscan™ (Biocolor, Carrickfergus, UK), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para la cuantificacion de ADN se utilizé el Quant-iT™ PicoGreen™
dsDNA Assay Kit, la fluorescencia se leyé en un lector de placas (Bio Tek
Instruments, Vermont, USA) a una longitud de excitacién de 485 nm y de emisidn

de 520nm.

4.15 Analisis histolégico e inmunohistoquimico

Ensayo in vitro.- Una vez fijadas y descalcificadas las muestras se deshidrataron
con acetona (CTR Scientific, Nuevo Leon, México), se aclard en xilol (CTR Scientific,
Nuevo Leodn, México) y se incluyeron en parafina (McCormick Scientific, Missouri,
USA), para posteriormente realizar cortes histolégicos de 5um con ayuda del
microtomo (TBS Inc., North Carolina, USA), se montaron las laminillas, se
desparafinaron (anexo 7) y se procedié a su tincion. Las tinciones que se realizaron

fueron las siguientes:

Hematoxilina y eosina (H&E). Las laminillas se sumergieron en hematoxilina
(ANALYTIKA INC) por 2 min, y se lavaron dos veces con agua de la llave, se realizé
una inmersion rapida en alcohol-acido, se lavé nuevamente en agua de la llave y
posteriormente en agua destilada. Se realizaron dos inmersiones en agua
amoniacal y se procedié a enjuagar lentamente con agua de la llave y agua
destilada. Se realizaron 6 inmersiones rapidas en eosina para finalmente

deshidratar en alcoholes, aclarar con Xilol y montar con resina.
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Tricromico de Masson. Las laminillas se colocaron en solucién de Bouin durante
toda la noche a temperatura ambiente o0 60 min a 65°C. Se lavaron las laminillas
con agua de la llave hasta que se perdio el color amarillo por completo y se enjuago
en agua destilada. Se procedié a tefir los nucleos con hematoxilina férrica de
Weigert (Fisher Scientific, New Hampshire, USA) por 10 min. Se lavé con agua de
la llave por 5 min y un enjuague con agua destilada hasta que dejé de salir color.
Se tif6 con fucsina-escarlata por 5 s y se enjuagé con agua destilada hasta que
guedara limpia. Se colocaron las laminillas en acidos fosfotungstico-fosfomolibdico
por 10 min y enjuagaron brevemente con agua destilada. Se tifidé con azul de anilina
por 15 s y se enjuagbé nuevamente con agua destilada. Una vez que se eliminé el
exceso de colorante las laminillas se pasaron por acido acético al 1% por 15 s. Se

deshidratd, aclar6 y monté6 con resina.

Safranina O. Las laminillas se colocaron en hematoxilina férrica por 2 min para tefir
los nucleos. Se lavaron con agua de la llave por 8 min y se procedié a su tincion con
Safranina O al 0.1% por 3 min. Finalmente, las laminillas se deshidrataron, aclararon

y montaron con resina.

Inmunohistoquimica. Los cortes para las inmunohistoquimicas se realizaron en
laminillas silanizadas (anexo 8). Después de desparafinar e hidratar las muestras,
estas se colocaron en buffer de citratos pH 6 a 80-90°C por 20 min para la
recuperacion antigénica. Se lavo con PBS dos veces por 5 min. Se utilizé el Mouse
and rabbit specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC kit (Abcam, Cambridge, UK). Se
emplearon anticuerpos primarios para detectar coladgeno | y Il. Después de la
recuperacién antigénica (anexo 9) se anadi6 peroxido de hidrégeno por 10 min para
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bloquear la peroxidasa endogena y se lavdé 2 veces con PBS. Se anadio el
blogueador de proteinas por 10 min a temperatura ambiente para bloquear tinciones
no especificas y se lavdé una vez con PBS. Se aplic6 el anticuerpo primario a una
dilucién de 1:100 y se incubd a 4°C por toda la noche. Se lavd 4 veces con PBS y
se afnadio el anticuerpo secundario biotinilado el cual se incubd por 10 min a
temperatura ambiente. Se lavé 4 veces con PBS, se aplicd la estreptavidina
peroxidasa y se incubo por 10 min a temperatura ambiente. Se enjuago 4 veces con
PBS. Se anadié diaminobenzidina (DAB) al 2% y se incub6 de 1 a 10 min. Se
enjuago6 con PBS 4 veces y se contratifid con hematoxilina de Gill por 2 min. Se
enjuago con agua de la llave por 20 s y con agua destilada hasta que dejé de salir

color. Se deshidratd, aclaré y mont6 con resina.

4.16 Ensayo de biocompatibilidad

Se analizaron 4 grupos experimentales. FS: Fase condral fabricada solamente con
FS, FS+S:MCB 1:1: Fase condral fabricada con FS+S:MCB, HBD: Fase 6sea
fabricada con hueso bovino descelularizado, Andamio bifasico: andamio bifasico
fabricado por la fase condral y fase 6sea. Los andamios fueron prehidratados en

PBS 12 h antes de ser implantados.

Intervencion quirargica. 8 Ratas Wistar se anestesiaron con xilacina, Zoletil e
isoflurano. A cada una se le implanté un andamio de cada grupo. El sitio de la lesién
fue rasurado y se desinfecté con yodopovidona sédica. Para implantar los

andamios, se realizaron 4 incisiones por rata en la zona dorsal, las lesiones fueron
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de 1 cm con ayuda de un bisturi No. 24. En cada lesibn se implanté
subcutdneamente un andamio de cada grupo. La incision fue suturada con suturas
de 2-0 de &cido poliglicolico. Se aplicd Cothivet (vetoquinol) como antiséptico y

promotor de cicatrizacion.

Figura 14. Implantacion de andamios para el ensayo de biocompatibilidad. Los andamios se

implantaron de manera subcutanea en un modelo murino. A) Asepsia del sitio de la cirugia. B)

Implantacion subcutéanea del andamio. C) Sutura de la lesién

Todos los animales fueron monitoreados durante seis dias y se administraron
15mg/kg de ceftriaxona (Ceftria-jet, Norvet) como antibiético y 4mg/kg del
antiinflamatorio carprofeno (Rimadyl, Pfizer) por 5 dias. El tiempo de recuperacion
consté de ocho semanas, los animales se mantuvieron en jaulas con alimentacion
e ingesta de agua ad libitum. Durante este tiempo se monitoreé la recuperacién de
la lesidén a nivel macroscopico. Una vez que se cumplié el tiempo de recuperacion
las ratas se sacrificaron con sobredosis de barbituricos. Se indujeron con 2mg/kg
de Xilacina y 50 mg/kg de Zoletil para posteriormente administrar una sobredosis
(63 mg por animal) de pentobarbital sodico (Anestesal, Pfizer). Se realizé un

analisis macroscopico del sitio de la lesidn, asi como un analisis microscépico para
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evaluar la presencia de células inflamatorias (células polimorfonucleares, linfocitos,
células plasmaticas, macréfagos, y células gigantes multinucleadas). La intensidad
de la inflamacién se evalu6 de forma semicuantitativa, usando una escala de cero
a cuatro de acuerdo con el numero de células observadas por campo (0=0 células,
1= 1-5 células, 2= 5-10 células, 3= infiltrado abundante, 4= infiltrado densamente
empaquetado). Se seleccionaron tres secciones de cada muestra al azar para ser

evaluadas. El valor promedio de cada pardmetro fue usado para su comparacion.

4.17 Ensayo piloto en el modelo porcino

Cerdos de la raza Yorkshire de 100 kg se prepararon para el procedimiento
quirargico con azaperona (Sural) y xilacina (Procin), posteriormente el sitio
quirargico se rasur6 y desinfectd con yodopovidona sédica y se colocd un campo
estéril. Se utilizé zolacepam/tiletamina (Zoletil) para inducir el plano quirurgico. Para
reducir el numero de animales usados en el estudio y comparar los diferentes
tratamientos en el mismo animal, se realizaron 3 lesiones en la misma rodilla, cada
lesién tuvo 3 mm de diametro por 9 mm de longitud alcanzando el hueso subcondral.
Se aplicaron 3 tratamientos por individuo: Andamio monofasico: andamio
monofasico celularizado, fabricado con FS+S:MCB 1:1, Andamio bifasico
celularizado FC: andamio bifasico celularizado solo en la fase condral, Andamio
bifasico celularizado FC y FO: andamio bifasico celularizado en la fase condral y en
la fase 6sea.. Para esto se realiz6 una incision de aproximadamente 10 cm en la
parte medial de la rodilla, y se expuso la capsula articular, se luxé la rétula o patela

para exponer la cara distal del condilo medial del fémur. Con la ayuda de un taladro
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quirargico se realizaron las 3 lesiones, una en el lado medial, otra en el lateral y una
tercera en el caudal del condilo. Los andamios se colocaron en el siguiente orden:
el andamio bifasico celularizado solo en la fase condral se coloco en la lesidon
medial, el andamio monofésico en la lesidn lateral y el andamio bifasico celularizado
en ambas fases en el caudal (figura 15B). Después de alinear la rétula, se sutur6 la
capsula articular, los planos musculares y subcutaneos con suturas 2-0 de acido
poliglicélico (COVIDIEN) y la piel con suturas de 0 de acido poliglicélico. Los siete
dias posteriores a la cirugia los animales se trataron con 6 mg/kg de tramadol
(Tramadol-Jet, Norvet) y 0.4 mg/kg de meloxicam (Flaxol Mx, BioCHEM) para tratar
el dolor. Como antibidtico se administr615mg/kg de cefalotina sédica (AMSA
laboratorios) cada 12 h por 7 dias. Ademas, se realizaron curaciones diarias con
yodopovidona sédica para evitar contaminaciéon de las heridas y se administré

Aluspray® para estimular la cicatrizacion.

El tiempo de recuperacion fue de ocho semanas, en este periodo los cerdos se
mantuvieron en corrales con alimentacibn e ingesta de agua ad libitum.
Semanalmente se analizé el grado de claudicacién de cada uno. Una vez concluido
este periodo se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (120
mg/kg). Se fotografiaron las lesiones tratadas para analisis macroscépico. Con un
serrucho se removio el condilo tratado, se tomaron radiografias y se procedié a fijar
los tejidos. Para esto los tejidos se colocaron en un fijador constituido por formalina
al 10% y glutaraldehido al 2.5% en una relacién de 1:1. Se mantuvieron en la

solucién fijadora por 48 h y posteriormente se procedié a su descalcificacién con
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acido férmico al 10%. Posteriormente las piezas fueron deshidratadas e incluidas

en parafina para su posterior andlisis histoldégico e inmunohistoquimico.

Figura 15. Cirugia para implantacion de los andamios. A) se diseccion la articulacién de la rodilla
hasta exponer el condilo medial. B) Se realizaron 3 lesiones por condilo de 3 mm de diametro por 9
mm de profundidad cada una. C) Cada uno de los tratamientos se colocaron en las lesiones. D)

Sutura.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 Descelularizacion de hueso bovino

El hueso bovino se sometié a un proceso de descelularizacion mediante lavados
con H20:2 a diferentes tiempos. Cuando el hueso bovino se expuso al H2O2 por un
tiempo 27.5 h la integridad de la matriz extracelular se vio comprometida, lo cual se
puede observar por la fragmentacion de ésta (figura 16), donde el compromiso de
la MEC fue mas evidente conforme aumentaba el tiempo de exposicion. Por otro
lado, los tratamientos de 2 y 5 h mostraron una mejor conservacion de la matriz y
una descelularizacion del 70 y 90% respectivamente. Por lo que el ensayo de
proliferacion y evaluacion de osteoconductividad se realizé6 solo en estos dos

tratamientos.
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H&E

Figura 16. Tincion de hematoxilina y eosina de los diferentes tratamientos para descelularizar
el hueso bovino. Los huesos se sometieron a un proceso de descelularizacion mediante lavados
con Hz20: a diferentes tiempos. Las horas indican el tiempo de exposicién al H202. Los tratamientos
de 2 y 5 h mostraron una mejor conservacién de la matriz extracelular y una descelularizacién del 70

y 90% respectivamente.

5.2 Proliferacion y capacidad osteoconductora de los huesos bovinos

descelularizados

Los huesos fueron celularizados y cultivados con medio basal durante 7 dias. La
proliferacion se midié cada 24 h por el método de azul alamar. Los resultados no
mostraron una diferencia significativa entre los tratamientos y los controles, por lo
que tanto el tratamiento de 2 h como el de 5 h permiten una buena adhesion y

proliferacion de las CMMs-TA (figura 17).
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Proliferacion

4-
-~ CMC
-= NKB

31 -+ 2h
-¥- 5h

Numero celular realtivo
~

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 17. Proliferacion de CMMs-TA cultivadas en condiciones 3D. CMC: células en monocapa.
NKB: Nukbone®. 2h: HBD expuesto durante 2h a H202. 5 h: HBD expuesto durante 5h a H202. No
se observd una diferencia significativa en la proliferacién celular en los tratamientos al comparar

contra el Nukbone®.

Por otro lado, se evalué la osteoconductividad de los huesos descelularizados. Para
esto, los huesos fueron celularizados y cultivados en medio basal o medio
osteogénico durante 7 dias para posteriormente medir los marcadores osteogénicos
RUNX2 y COL1A2 por gPCR. La expresion de RUNX2 de ambos tratamientos con
H202 fue mayor al compararse con el Nukbone®, esto al ser cultivados en medio
basal, mientras que al cultivarse en medio osteogénico no se observo diferencia.
Sin embargo, la expresién de COL1A2 fue menor en el tratamiento de 2 h al
compararse con el Nukbone® tanto en el cultivo con medio basal como con el medio

osteogénico. No se observo diferencia con el tratamiento de 5 h al ser cultivado con
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medio basal (figura 18). Con base en los resultados anteriores se eligid al

tratamiento de 5 h para la construccion de los andamios bifasicos.
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Figura 18. Evaluacion de osteoconductividad de los huesos bovinos descelularizados. No se
observé diferencia significativa entre los tratamientos y el control. NKB: nukbone, 2h: HBD expuesto

durante 2h a H202 5h: HBD expuesto durante 5h a H202. MB: medio basal, MO: medio osteogénico.

5.3 Construccion de andamios y ensayo mecanico de andamios libres de

células

Figura 19. Andamios bifasicos. A: andamio bifasico de fibroina de seda. B: andamio bifasico de

alginato.
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En la figura 19 se muestran los andamios bifasicos formados por HBD y fibroina de
seda (A) asi como el de alginato y HBD (B). Se obtuvieron nueve grupos, a los
cuales se evalu6 el médulo de Young para definir los grupos con mejores
propiedades mecdanicas. Los resultados se muestran en la tabla 2. En donde se
puede observar que los grupos A al D mostraron el médulo de Young mas altos.
Mientras los grupos fabricados a base de AG y HBD (H e |) registraron el médulo de
Young mas bajo comparado incluso contra el valor del cartilago hialino. A partir de
estos resultados se determiné continuar el analisis bioquimico con los grupos A-B,
los cuales se fabricaron a base de HBD, FS y la MCB con un tamaro de particula

<100.

Tabla 2. M6dulo de Young de las diferentes fases condrales.

Grupo Fase Condral Modulo de Young (kPa)

A FS+S 214.59
B FS+S:MCB (1:1) <100 pm 805.01
C FS+S:MCB (2:1) <100 um 474.19
D FS+S:MCB (3:1) <100 um 554.14
E FS+S:MCB (1:1) 10-20 um 476.96
F FS+S:MCB (2:1) 10-20 pm 301.59
G FS+S:MCB (3:1) 10-20 pm 385.23
H Alginato 5.2

I Alginato+MCB<100 pm 10.2

FS: Fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino
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5.4 Analisis bioquimico

Los diferentes grupos fueron celularizados con 0.5x10° células, solo en la FC. Estos

se cultivaron con medio condrogénico a 37°C y 5% de COz2. Después de 28 dias de

cultivo el contenido de ADN fue significativamente mayor en los grupos cultivados

en monocapa con medio basal y medio condrogénico, mientras el contenido de

GAGs en los grupos B y C fue significativamente mayor al compararse con el grupo

en monocapa (figura 20).
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Figura 20. Analisis bioquimico de células cultivadas en monocapa y en condiciones 3D

después de 28 dias de cultivo en medio condrogénico. A. Contenido total de GAGs. B. Contenido
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total de ADN. C. Contenido de GAGs normalizados con el contenido de ADN. El grupo de FS+S:MCB
(1:1) tuvo una relacion de glucosaminoglicanos y ADN significativamente mayor a los andamios
fabricados solamente con fibroina. * p<0.05. MB: medio basal, CMC: células en monocapa, FS:

fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino.

5.5 Ensayo de expresion de marcadores condrogénicos e hipertréficos

Después de 28 dias en cultivo, se analiz6 la expresibn de marcadores
condrogénicos e hipertréficos en las células cultivadas en monocapa y 3D (figura
21). La expresiéon de SOX9 en las células cultivadas en los andamios fue
significativamente mayor comparadas con las células en monocapa, excepto en el
grupo FS+S:MCB (2:1). Para ACAN solo se observé una expresion
significativamente mayor en el grupo FS+S, mientras COL2A1 su expresién fue
significativamente mayor en las células cultivadas en los andamios, excepto en el
grupo FS+S:MCB 1:1. No se observo diferencia significativa en la expresion de los

marcadores hipertréficos COL10A1 y MMP13.
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Figura 21. Analisis de expresion de marcadores condrogénicos e hipertréficos en CMMs-TA
cultivadas en monocapa o 3D en medio condrogénico por 28 dias. *p<0.05. se observé una
mayor expresién de SOX9 en las células cultivadas en los andamios excepto en el grupo FS+S:MCB
(2:1), ACAN solo se observo con una expresion significativamente mayor en el grupo FS+S, mientras
COL2A1 su expresion fue significativamente mayor en los cultivos 3D, excepto en el grupo
FS+S:MCB 1:1. No se observo diferencia significativa en la expresion de los marcadores hipertréficos
COL10A1 y MMP13. La expresion se compard con las células cultivadas en monocapa. MB: medio

basal, CMC: células en monocapa, FS: fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino.

5.6 Analisis histolégico e inmunohistoquimico in vitro

Para evaluar la distribucién de las células en el implante, se realizaron cortes
histolégicos y la tincion de H&E, en donde se observé que el grupo formado con
FS+S:MCB 1:1 tuvo una mejor distribucion celular. Adicionalmente, por la tincién de

safranina O se evidencié un mayor contenido de GAGs, lo cual correlaciona con los
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resultados obtenidos mediante la cuantificacion de GAGs. Por otro lado, la tincién
de Tricrémico de Masson evidencié un mayor contenido de fibras de colageno en el
grupo formado con FS+S:MCB (1:1) (figura 22), por lo que el siguiente paso fue
identificar el tipo de colageno presente en los andamios. Para esto se realizé un
analisis inmunohistoquimico. Este evidencié que todos los andamios que contienen
MCB presentan un mayor contenido de Col Il al compararse con los controles, sin
embargo, al analizar el contenido de Col I, el grupo formado por FS+S:MCB(1:1)
tenia un menor contenido de este y por lo tanto una mejor relacion de Col Il:Col |

que es lo que se buscar en el cartilago hialino (figura 23).
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Figure 22. Evaluacion histologica de la repuesta in vitro de las CMM-TA cultivadas en monocapa y condiciones 3D con medio
condrogénico por 28 dias. Grupos CMC a FS+S:MCB 3:1. En la tincién de hematoxilina y eosina (H&E) el grupo FS+S:MCB 1:1 mostré
una mejor celularizacion de los andamios, en la tincion de safranina O y Tricrémico de Masson se observé una mayor presencia de
glucosaminoglicanos y de fibras de colageno respectivamente; esto al comparar con el resto de los andamios. CMC: células en monocapa,
FS: fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino.
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Figure 23. Evaluacion inmunohistoquimica de la repuesta in vitro de las CMM-TA cultivadas en monocapa y condiciones 3D
con medio condrogénico por 28 dias. Grupos CMC a FS+S:MCB 3:1. Todos los grupos de andamios muestran una tincién débilmente
positiva para colageno tipo I, mientras las CMC muestran una tincion mas fuerte. Po otro lado la tincién para colageno tipo Il es mayor
en todos los grupos de andamios. Los controles negativos fueron tratados con PBS. CMC: células en monocapa, FS: fibroina de seda,
S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino.
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5.7 Aislamiento de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

(CMMs-TA)

El aislamiento de las CMMs-TA de cerdo se realiz6 mediante digestion del tejido
adiposo con colagenasa | al 0.1%. Se comprobé el aislamiento de estas mediante
su capacidad para adherirse al plastico, asi como su diferenciacion multilinaje (figura
24). Estas se expandieron y cultivaron hasta el pasaje 2 el cual fue utilizado para

celularizar los andamios durante el ensayo piloto.

Rojo oleoso Azul de alcian Rojo de alizarina

Negativo

<

14 dias

SIS s

Figura 24. Diferenciacion multilinaje de CMMs-TA de cerdo. Rojo Oleoso: Diferenciacién
adipogénica; se pueden observar los lipidos dentro de las células tefidos en color rojo. Azul alcian:
Diferenciacion condrogénica, las mucinas de los PGs se observan tefiidos en color azul. Rojo de

alizarina: diferenciacién osteogénica, los cumulos de calcio se tifien en color rojo.
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5.8 Ensayo de biocompatibilidad

Para evaluar la biocompatibilidad de los andamios, todos sus componentes se
implantaron de forma subcutanea, por separado, en un modelo murino. El estudio
constd de ocho semanas. Todos los animales sobrevivieron al experimento, no se
observaron infecciones o complicaciones posquirurgicas. Después de cumplirse el
tiempo de recuperacion los animales fueron sacrificados y se realizé el analisis

macroscopico y microscopico.

No se observé ninguna anormalidad ni signo de rechazo o reaccion adversa a nivel
macroscopico en ninguno de los tratamientos (figura 25). El tratamiento de FS no
se observo a nivel macroscépico después de las ocho semanas de recuperacién, lo

gue pudiera indicar una reabsorcion el andamio.

El anélisis microscépico se realizdé por medio de la tincidén de hematoxilina y eosina
para analizar la morfologia celular del tejido adyacente, asi como la presencia de
células inmunes (figura 26). La piel adyacente al sitio de implantacién se observé
con epidermis, dermis y algunos anexos histolégicamente normales. Todos los
grupos estaban rodeados por una capsula de tejido fibroso, con numerosos
fibroblastos bien orientados y ocasionalmente la presencia de células inmunes. En
su interior se observaron restos de los andamios, asi como la presencia de células
inmunes como cumulos de linfocitos, macrofagos y células gigantes, lo cual
evidencia una reaccién inmune cronica. El grupo que presenté mayor degradacién
del andamio fue el de FS, donde los restos de la fibroina eran muy pequenos. En

los grupos que contenian MCB ésta se observd en proceso de calcificaciéon y
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degradacion. Mientras el grupo de HBD fue el que menos degradacién tuvo. Se le
dio una puntuacion a la reaccién inmune presente en cada uno de los grupos. Donde
el grupo de HBD fue el que tuvo la menor respuesta inmune, aunque no se observo
diferencia significativa en la presencia de las células inmunes, excepto en el grupo

de FS donde hubo una mayor presencia de células gigantes.

Figura 25. Evaluacion macroscopica de los diferentes tratamientos después de 8 semanas. 1)
FS: fibroina de seda, 2) FS+S:MCB (1:1), 3) HBD, 4) Andamio bifasico. No se observé ninguna
evidencia de reaccion de inflamacién a nivel macroscépico en ninguno de los tratamientos. FS:

fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino, HBD: hueso bovino descelularizado.
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Figura 26. Analisis histopatologico de la respuesta inflamatoria. El sitio del implante de todos los grupos se observé
rodeado de una capsula de tejido fibroso (cabeza de flecha negra). En su interior se observaron restos de los andamios,
asi como la presencia de linfocitos (asteriscos), macréfagos (estrellas) y células gigantes (cabezas de fecha blancas)
lo cual indica una respuesta inflamatoria crénica. FS: fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino, HBD:
hueso bovino descelularizado.
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Figura 27. Evaluacion semicuantitativa de la respuesta inflamatoria. Se observé una respuesta
inflamatoria crénica en todos los grupos, la cual se evidencia por la presencia de células gigantes y
macrofagos, donde la presencia de células gigantes fue significativamente mayor en los andamios

formados solo por fibroina. p<0.05. FS: fibroina de seda, S: sal, MCB: matriz de cartilago bovino.
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5.9 Ensayo piloto en el modelo porcino

Después de ocho semanas de recuperacion los cerdos fueron sacrificados por
sobredosis de barbituricos. Posteriormente los condilos fueron recuperados. Se
tomaron fotografias macroscopicas y las piezas se fijaron para proceder con el

analisis microscépico.

En la evaluacion macroscopica todos los grupos presentaron un relleno en el sitio

de la lesién después de las 8 semanas de recuperacion.

Figura 28. Evaluacion macroscopica de los condilos después de ocho semanas. Todos los
grupos tuvieron un relleno en el sitio de la lesion. Se observa una buena integracion del tejido

generado de novo al tejido adyacente.
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5.10 Analisis morfolégico

Para el andlisis microscopico la primera prueba histolégica que se realizo6 fue la de
tincion de hematoxilina y eosina para observar la morfologia de las células y tejido
conectivo, integracion de los andamios y el tejido formado de novo con el tejido
adyacente. En la figura 29 se observa la fase condral del grupo control y de los
diferentes tratamientos. En el grupo control se observé la histologia normal del
cartilago articular: condrocitos de forma redonda en sus lagunas ya sea aislados o
en grupos isdgenos, entre estos se identificd la matriz capsular o pericelular,
seguida de matriz territorial con tincion basoéfila por los compuestos sulfatados, y
finalmente la matriz interterritorial con tincién acidéfila por la gran cantidad de fibras
de colageno; estos hallazgos se compararon con los grupos de estudio. En todos
los grupos se observan restos de fibroina de seda (flechas azules). El grupo en el
cual las lesiones se trataron con los andamios monofasicos, se observan un menor
relleno de la lesion y con células de morfologia fusiforme similar a la de las células
fibroblasticas (flecha negra), ademas de matriz extracelular de apariencia
desorganizada, con presencia de vasos sanguineos (flechas rojas). Estos
resultados son contrarios a los grupos tratados con los andamios bifasicos ya que
estos grupos mostraron una morfologia celular similar a la del grupo control: lagunas
con condrocitos (flechas negras) de morfologia esférica caracteristica, y separados
de matriz extracelular. Destaca que el grupo tratado con el andamio monoféasico
celularizado solo en la fase condral mostré6 una mayor organizacion de los

condrocitos similar al grupo control.
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Control Monofasico Bifasico celularizado FC  Bifasico celularizado

5x

10x

40x

Figura 29. Comparacion histolégica de los andamios celularizados. El andamio bifasico
celularizado solo en la fase condral, induce una mayor formacién de tejido condral. Las imagenes
panoramicas (4x) evidencian un menor relleno del sitio de la lesién en el grupo tratado con el andamio
monofasico. En todos los grupos se observan restos del andamio (flechas azules). El grupo control
y los tratados con el andamio bifasico presentan células de forma esférica (flechas negras)
caracteristica de los condrocitos, contrario a la morfologia fusiforme en el grupo tratado con el
andamio monofasico (10x y 40x), en el cual ademas se observa la presencia de vasos sanguineos

en los grupos (flechas rojas). FC: fase condral, FO: fase 6sea. Tincién de hematoxilina y eosina.

Subyacente a la fase condral se observo la fase 6sea con el tejido 6seo trabecular
o esponjoso (figura 30), integrado por trabéculas 6seas con osteocitos incluidos en

la matriz. En el grupo control se observaron las trabéculas rodeadas por lineas de
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células cubicas (osteoblastos) y células mas grandes multinucleadas (osteoclastos),
ademas de células planas de nucleo ahusado correspondiente a las células
osteogénicas y de revestimiento, todo esto correspondiente al endostio; entre las

trabéculas se encuentran las células hematopoyéticas.

En comparacion, los grupos tratados con el andamio monofésico y aquellos tratados
con los andamios bifasicos muestran una buena integracion entre el tejido formado
de novoYy el tejido adyacente o huésped, ademas, se observa la presencia de vasos
sanguineos (flechas rojas). En el sitio de la lesion, nuevamente el grupo tratado con
el andamio monofasico muestra un menor relleno, donde la matriz ésea presente
se observa desorganizada. En los grupos tratados con los andamios bifasicos se
observa la formacién de trabéculas mas avanzada, lo cual indica una mejor
regeneracion del tejido. Todos los grupos muestran restos del material de fibroina

(flechas azules).
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Control Monofasico Bifasico celularizado FC  Bifasico celularizado

5x

10x

Figura 30. Los andamios de los grupos tratados con los andamios bifasicos inducen una
mejor formacion y organizacion de trabéculas dseas. Fase 6sea de los sitios de la lesién. Se
observan trabéculas rodeadas por osteoblastos, asi como osteocitos embebidos en la matriz ésea
en el grupo control. Los tratamientos muestran una buena integracién con el tejido adyacente, con
la formacion de vasos sanguineos (flechas rojas). Flechas azules: restos de andamio. Flechas
amarillas: formacion de trabéculas. Los grupos tratados con los andamios bifasicos muestran una
mayor organizacion celular y tisular similar al grupo control. FC: fase condral, FO: fase 6sea.

Hematoxilina y eosina.

Para evaluar la composicion del tejido conectivo formado de novo se realiz6 la
tincion de Tricrémico de Masson y la histoquimica de PAS que tifien las fibras de
colageno en color azul y polisacaridos complejos en color rosa-magenta,
respectivamente.
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En la tincion de Tricromico de Masson, el grupo control muestra una tincion azul
palida en las matrices territorial e interterritorial que separan a los condrocitos
aislados o en grupos isdbgenos. De manera interesante, la fase condral de los grupos
tratados con los andamios basicos muestra una tincion intensa de las fibras, sin
embargo, el grupo tratado con el andamio bifasico celularizado solo en la fase
condral muestra una organizacion mayor de las fibras, en forma paralela y similar al
control. En el grupo tratado con el andamio monofasico se observan haces de fibras

desorganizadas entre las células fusiformes (figura 31).
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Control Monofasico Bifasico celularizado FC  Bifasico celularizado
FCyFO

Tricrémico
de Masson

Acido
Peryddico
de Shiff

Colageno Il

Figura 31. El andamio del grupo tratado con el andamio bifasico celularizado solo en la fase
condral presenta mayor organizacion de las fibras de colageno. En la fase condral, se observa
el grupo control con tincion pélida en las matrices territorial e interterritorial entre los condrocitos.
Todos los tratamientos con haces de colagena y células entre ellos, se observa mayor organizacion
en el grupo tratado con el andamio bifasico celularizado solo en la fase condral, se observa la
presencia de vaso sanguineos en el grupo tratado con el andamio monofasico (flechas rojas). La
inmunohistoquimica para Col Il comprueba la presencia de este en todos los tratamientos. FC: fase

condral, FO: fase 6sea.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Actualmente la regeneracion de las lesiones condrales sigue representando un reto
en el area de la medicina ortopédica. Cuando estas lesiones involucran al hueso
subcondral, su regeneracidn se vuelve mas compleja, debido a las diferencias que
existen entre ambos tejidos. Por lo que diseiar un andamio que mimetice el

complejo osteocondral es el objetivo de diversos estudios.

Para la regeneracién del cartilago; polisacaridos tales como el alginato, la agarosa,
el quitosano, entre otros, han sido usados como biomateriales para la construccién
de andamios. Se ha reportado que el alginato celularizado con CMMs permite la
diferenciacion de éstas hacia un linaje condrogénico resultando en la sintesis de
glucosaminoglicanos en presencia de TGFB-1 o IGF1 (Awad, Wickham, Leddy,
Gimble, & Guilak, 2004)(Moncada-Saucedo et al., 2019) .Otros materiales que han
mostrado buenos resultados en el tratamiento de lesiones condrales son la matriz

de cartilago bovino y la fibroina de seda.

Diversos trabajos reportan que la MCB favorece la diferenciacion de CMMs-TA a
linaje condrogénico, mientras la FS ha cobrado gran interés principalmente debido
a sus buenas propiedades biomecanicas asi como por su facil manipulacién (Cheng,
Estes, Awad, & Guilak, 2008)(J. J. Li et al., 2015). En el presente trabajo se
fabricaron diversos andamios bifasicos, formados por una fase condral y una fase

Osea con el objetivo de simular el tejido osteocondral. Para la fase condral se
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probaron diferentes composiciones con el objetivo de producir andamios con
caracteristicas mecanicas y biolégicas que permitan la regeneracion del tejido
condral. Ademas, se evalud el efecto del tamafo de particula de la MCB sobre la

mecanica de la fase condral.

Para esto, los andamios fabricados se sometieron a una prueba de compresién para
calcular el modulo de Young, el cual mide la elasticidad o rigidez de un material;
dicho en otras palabras, el mddulo de Young mide la capacidad de deformacion de
un material ante las fuerzas de tensién y compresion. Moncada-Saucedo y cols.
evaluaron andamios fabricados con alginato y la combinacion de alginato y matriz
de cartilago bovino. Se observé que al celularizar los andamios con CMMs-TA y
pre-condrocitos, los andamios que contenian MCB soportaban la proliferacién
celular, generando asi un ambiente favorable para las células. Siguiendo esta linea
de investigacién, en este trabajo se evalu6 la mecanica de los andamios de AG y
de la combinacion de AG y la MCB. Los andamios que contenian matriz de cartilago
bovino exhibieron un moédulo de Young dos veces mayor a aquellos fabricados
solamente con alginato (tabla 2), por lo que la MCB les confiri6 mayor fuerza a los

andamios.

Por otro lado, los andamios fabricados con fibroina de seda mostraron un médulo
de Young 20 veces mayor a los fabricados con alginato. Mientras aquellos andamios
fabricados a partir de la combinacién de FS y MCB tuvieron un médulo de Young
hasta 4 veces mayor al observado en los andamios fabricados solamente con FS.
Ademas, este fue similar al reportado para el cartilago hialino humano (450-800
kPa) (J. M. Mansour, 2009). Adicionalmente, se observé una relacion entre el
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aumento del médulo de Young y el tamafio de particula de la MCB, donde aquellos

andamios que contenian MCB con un tamarno de particula <100 um tuvieron una

mejor mecanica (tabla 2).

Yang Q. y cols, 2017, analizaron la combinacion de MCB y FS (3%:3% p/p) para la
fabricacion de andamios. Al evaluar su modulo de Young este fue de 64.99 kPa, 3
veces menor al reportado en este trabajo para los andamios fabricados solamente
con FS. Sin embargo, esta diferencia se puede deber a que nosotros utilizamos una
mayor concentracion de FS y un diferente método de fabricacion. Ademas, Yang Q.
y cols. no mencionan el tamafo de particula de la MCB lo cual en este trabajo se

demostrd que tiene un efecto sobre la mecanica de los andamios.

Al analizar los andamios in vitro, la fase condral que contiene mayor cantidad de
MCB tuvo un mayor contenido de GAGs (figura 20), a nivel histol6gico mostrd una
mejor celularizacion y mayor presencia de GAGs (figura 21) lo cual coincide con el
ensayo de cuantificacion. Ademas, a nivel inmunohistoquimico se observa una
mejor relacion de Colageno |: Colageno Il, en donde el colageno Il tuvo una mayor
presencia, lo cual se busca en el cartilago hialino (figura 23). Esto coincide con
trabajos previos donde se reporta que la MCB favorece la diferenciacion
condrogénica de las CMM (Q Yang, 2017, Y Sun, 2018, N Moncada, 2019). De
acuerdo a lo reportado en trabajos previos una mayor presencia de Col Il y GAGs
mejoran las propiedades mecanicas de los andamios (Caballero Mendez et al.,
2016); donde el colageno Il es responsable de la forma, la resistencia a la traccién

y rigidez del tejido, mientras los GAGs proveen mayor resistencia a la compresion,

76



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

debido principalmente a su afinidad por el agua (Landinez-Parra et al., 2012)(Duarte
Campos, Drescher, Rath, Tingart, & Fischer, 2012). Por lo que la mayor presencia
de glucosaminoglicanos y colageno tipo |l sugiere una mejor mecanica para este

grupo de andamios.

Adicionalmente se realizaron ensayos in vivo para evaluar la biocompatibilidad,

integracion y capacidad de reparacion de los andamios.

En el ensayo de biocompatibilidad todos los andamios provocaron una respuesta
inflamatoria crénica, evidenciada por la presencia de macréfagos y células gigantes.
Sin embargo, la reaccion inflamatoria se limité al sitio de implantacion (figura 26 y
27). Cabe destacar que la biocompatibilidad de un material depende de multiples
factores. Uno de ellos es el sitio de implantacion ya que la reaccion del hospedero
puede ser dependiente del érgano o tejido en el que se implante (J.M. Anderson,
1996). El método mas utilizado para evaluar la biocompatibilidad de un material es
la implantacién subcutanea. Sin embargo, ésta debe ser complementada con una
evaluacion en la zona en la que sera implantado el andamio. EI modelo in vivo méas
recomendado para evaluar la biocompatibilidad es el modelo de cerdo debido a que
sus parametros fisiologicos son similares a los valores humanos (Hussein et al.,

2016).

Shen y col., 2014, compararon la respuesta inmune al implantar diversos andamios
de manera subcutanea y en el sitio de interés, donde se observd una mayor
respuesta inflamatoria cuando los andamios se implantaban de forma subcutanea.

Lo cual coincide con lo observado en el ensayo piloto de este estudio donde los
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andamios se implantaron en el sitio para el que fue disefiado. Al analizar la
respuesta inmune por parte del hospedero, no se observé ninguna respuesta
inflamatoria a nivel macroscopico (figura 28) ni microscépico (figura 29 y 30), lo cual

indica una buena biocompatibilidad del andamio.

Finalmente, se evalud la integracion de los andamios al tejido adyacente. Al tratar
lesiones osteocondrales con andamios que incluyan una fase 6sea, se busca
favorecer la integracidn de los andamios con el tejido adyacente al sitio de la lesién
(Pan et al., 2015). La necesidad de celularizar o no un andamio siguen sin tener una
respuesta concreta. Existen diversos trabajos en donde se han utilizado andamios
libres de células, andamios celularizados en ambas fases o andamios celularizados
solo en una de las fases. Sin embargo, ningun trabajo ha evaluado las diferentes
variantes. Para ensayos in vivo se ha propuesto no celularizar la fase 6sea de los
andamios, apelando a la capacidad de sanar del hueso (Jiang et al., 2007). Mientras
para la fase condral se recomienda su celularizacién debido a la poca capacidad de
los condrocitos de migrar. El presente trabajo compara ambas variantes: andamios

celularizados solo en la fase condral y andamios celularizados en ambas fases.

Los resultados muestran que las lesiones tratadas con los andamios bifasicos
celularizados solo en la fase condral tuvieron una mejor reparacién del cartilago
articular, lo cual se evidenci6 por la presencia de células con una morfologia esférica
similar a la de los condrocitos, rodeadas por una matriz rica en glucosaminoglicanos
y colageno tipo Il. Contrario a lo observado en las lesiones tratadas con los
andamios monofasico y los andamios bifasicos celularizados en ambas fases (figura
29y 31).

78



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

Por otro lado, los resultados sugieren que la celularizacion de la fase ésea no es
necesaria ya que, los grupos tratados con los andamios celularizados solo en la fase
condral tuvieron una buena integracion al tejido adyacente a la lesion, coincidiendo
con lo reportado en trabajos previos en donde se ha observado que cuando a un
andamio condral se le adiciona una fase que simule al hueso subcondral, Ia fijacion
e integracién del andamio al tejido circundante tiene mayor éxito (Nehrer, Spector,
& Minas, 1999)(Benders et al., 2014)(Frenkel et al., 2005). Adicionalmente, en las
lesiones tratadas con los andamios bifasicos celularizados solo en la fase condral
se observé un mejor relleno de la fase 6sea al compararlo con las lesiones tratadas
con el andamio monofésico; una mejor organizacion de la matriz 6sea secretada de
novo con formacién de trabéculas, asi como una mayor formaciéon de vasos
sanguineos comparado con las lesiones tratadas con los andamios monofasicos y
bifasicos celularizados en ambas fases (figura 30). Si bien, el cartilago articular es
un tejido avascular, el hueso subcondral es un tejido vascularizado, por lo que la
presencia de vasos sanguineos en la fase 6sea de las lesiones es importante para
la reparacién del mismo ya que estos proveeran suficiente suplemento de sangre a
el tejido 6seo (Nooeaid et al., 2012). Ademas, estos resultados coinciden con lo
reportado en el ensayo in vitro para la fase 6sea (figura 17 y 18), es decir que se
permitié la adhesién y proliferacion de las células madres, asi como la deposicion
de MEC lo cual es sumamente importante para la reparacién el tejido éseo,
confiriendo soporte para la fase condral del andamio y facilitando la integracion de

este al tejido adyacente.
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Este trabajo es la base para posteriores estudios in vivo, en el que es necesario
aumentar el numero de animales, con el objetivo de colocar solo un grupo de
andamios en cada animal. Esto permitira evaluar otros parametros de recuperacion,
tales como la claudicacion. Ademas, es recomendable aumentar el tiempo del

estudio in vivo para conocer los resultados a largo termino.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Se evalué la influencia del tamafo de particula de la matriz de cartilago (10-
20 um y <100 um) sobre la capacidad de los implantes para soportar cargas,
siendo la de <100 um la que exhibié un médulo de Young similar al reportado
para el cartilago nativo (450-80 kPa).

En el ensayo in vitro, la fase condral del implante bifasico constituida por
FS+S:MCB 1:1 al ser celularizada con pre-condrocitos y cultivada durante 28
dias en medio condrogénico, mostré6 un mayor contenido de GAGs, mejor
distribucion de las células, y una mejor relacion del contenido de colageno I:
colageno l.

El implante bifasico construido a base de fibroina de seda/matriz de cartilago
bovino/NaCl y adosado a una fase de hueso (matriz 6sea descelularizada),
no mostré datos de reaccidn inflamatoria ni a nivel macroscépico ni
microscépico al ser implantado a nivel de la articulacion de la rodilla en el
modelo porcino; por lo que la biocompatibilidada del disefio integral es
demostrada.

El implante bifasico celularizado solo en la fase condral constituido por
fibroina, MCB y MHB, demostré una integracion eficiente con el tejido
circundante al sitio de la lesidn; mostrando tras el periodo reparativo un tejido
de reparacidén con caracteristicas histoldgicas propias del cartilago hialino;
propiedades utiles en el tratamiento de lesiones de cartilago articular de

espesor completo.
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ANEXOS

Anexo 1

Buffer hipoténico (TRIS-HCL 10mM, EDTA 2mM)

1. Para preparar 1 | de buffer hipotonico pesar:

1.576 g de TRIS-HCL (SIGMA)

0.584 g de EDTA (SIGMA)

2. Adicionar 800 ml de agua destilada y homogenizar.

3. Ajustar a pH 8.

Anexo 2

Buffer hipoténico suplementado con KCI 100mM y MgCl> 5mM

1. Para prepara 1 |. A partir de buffer hipotdnico pH 8 adicionar:

7.456 g de KCI (SIGMA)

0.476 g MgCl2(SIGMA)

2. Mezclar hasta homogenizar.
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Anexo 3

Buffer hipoténico suplementado con KCI 100mM y MgCl25mM y 0.5% SDS

1.Para prepara 1 |. A partir de buffer hipotdnico pH 8 adicionar:

7.456 g de KCl

0.476 g MgCl2

5 g de SDS (SIGMA)

2. Mezclar hasta homogenizar.

Anexo 4

Buffer hipoténico + 0.5% SDS

1.Para prepara 1 |. A partir de buffer hipotdnico pH 8 adicionar:

5 g de SDS

2. Mezclar hasta homogenizar.

Anexo 5

Ensayo de Azul de alamar para hueso bovino descelularizado

1. Preparar el medio de cultivo correspondiente con 10% de azul de alamar.
2. Adicionar el volumen necesario de azul alamar al 10% en cada tratamiento,
por ejemplo 800 ul a cajas de 48 pozos).

3. Incubar durante 3 horas a 37°C y 5% de COz, protegido de la luz.
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4. Colocar el medio en cajas negras de 96 pozos. Lavar los andamios con PBS
y seguir el cultivo con el medio correspondiente.

5. Leer la fluorescencia bajo las siguientes condiciones:
Longitud de excitacion: 540-570 nm
Longitud de emisién: 580-610 nm

6. En cada nueva lectura se debe cambiar el implante de pozo con el objetivo
de que las células que se adhieren a la superficie de la placa no interfieran
con los resultados de la lectura.

7. Los datos se deben normalizar con la lectura del medio correspondiente

cultivado bajo las mismas condiciones en pozos libres de células.

Anexo 6

Embebido de tejido en parafina

Fijacion del tejido:

1. Fijar el tejido en la solucion correspondiente de 24 a 48 h.

2. Una vez cumplido el tiempo de fijacién lavar con PBS.

Deshidratacion del tejido:

1. Colocar las muestras en cassetes de inclusién y deshidratar en acetonas

graduales (CTR) 70%, 90%, 90%, 100%, 100% por 20 min cada una.

2. Colocar en las siguientes soluciones por 20 min cada una: acetona/xilol, xilol

100%, xilol 100%.

97



Evaluacion in vivo de un implante bifasico bioactivo para la regeneracion simultanea del
cartilago articular y el hueso subcondral en lesiones condrales de gran extension

Embebido en parafina:
1. Colocar en dos soluciones de parafina liquida por 30 min cada una a 60°C.

2. Colocar las muestras en bloques de inclusibn y embeber las muestras con
parafina, enfriar el bloque a 4°C por al menos 2 h. desmontar del bloque y mantener

a 4°C hasta realizar los cortes.
Anexo 7
Desparafinizacion de laminillas

1. Para poder realizar las tinciones las laminillas con los cortes se colocan en un

horno a 60°C de 15 a 30 min.

2. Posteriormente se colocan en Xilol por 5 min, seguido por 5 min en etanol/xilol, 2

min en etanol absoluto, 2 min en etanol 96% y 2 min en agua destilada.
3. Proceder con la tincion correspondiente.
Anexo 8
Silanizado de portaobjetos
1. Limpiar los portaobjetos para que estén libres de polvo.

2. Diluir Silano 3% en acetona, debe hacerse en recipiente de plastico para evitar

que el silano se adhiera al vidrio.

3. Sumergir por 2 min los portaobjetos en la solucion.
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4. Escurrir y enjuagar por 2 min en 2 lavados de agua destilada.

5. Dejar secar verticalmente.

Anexo 9

Buffer de citratos

Solucion A. Acido citrico anhidro 0.1 M

Solucién B Citrato de sodio dihidratado 0.1 M

Tomar 9.5 ml de la solucién. Ay 41.5 ml de la solucion B, aforar a 100 ml con H20
destilada y ajustar a pH 6 con 5N NaOH y 1 N HCI. Filtrar y almacenar a temperatura

ambiente.
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