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RESUMEN

La artrosis es una enfermedad heterogénea que afecta a las articulaciones moviles y se
caracteriza por estrés celular y degradacion de la matriz extracelular (MEC) y del hueso
subcondral. Afecta a mas de 250 millones de individuos mundialmente y es la principal causa
de dolor cronico y limitaciones de movilidad, sobre todo, en personas mayores. Sin embargo,
a pesar de todos los avances en investigacidn, hasta la fecha no existe ningun tratamiento
efectivo capaz de curar la artrosis, debido a la falta de conocimiento de la patogénesis de la
enfermedad. Existen diferentes tratamientos paliativos e incluso técnicas de terapia celular,
pero todavia son incapaces de restaurar el cartilago dafiado y devolver la funcion normal a
la articulacién. Por tanto, los retos en investigacidn se centran en estudiar la fisiopatologia

de la artrosis para encontrar, en ultima instancia, un tratamiento definitivo.

El objetivo de este estudio consistidé en optimizar las condiciones de cultivo de una linea
inmortalizada de condrocitos artrdsicos que se pudiese utilizar como modelo in vitro para
estudiar la fisiopatologia de la artrosis. Los condrocitos fueron previamente inmortalizados
en el laboratorio mediante la transduccion del antigeno T grande del virus simio 40 (SV40)
y la transcriptasa reversa de la telomerasa humana (hTERT). Estas células se cultivaron y
expandieron en monocapa para después cultivarlas en tres dimensiones (3D) formando

micromasas en diversos medios de cultivo.

Se realiz6 un anélisis histoldgico, un analisis de la concentracion de glucosaminoglicanos
(GAGsS) y la medicion de la expresion de los marcadores de condrocitos primarios [region
determinante del sexo del cromosoma Y — caja 9 (SOXY), colageno tipo II (COL 1) y
agrecano (ACAN)] mediante la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (¢PCR).
Estos resultados confirmaron que no se detectdo expresion de COL II y ACAN en las
micromasas formadas en los medios de diferenciacion condrogénica, mientras que si se

detecto expresion de SOXY9, un marcador temprano de condrogénesis, en todas las muestras.

La conclusion principal de este trabajo es que no se han conseguido determinar
correctamente las condiciones de cultivo idoneas de la linea inmortalizada de condrocitos
artrosicos que puedan favorecer la expresion de los marcadores tipicos de condrocitos

primarios, ya que solo se detectod expresion de un marcador de condrocitos.

Palabras clave: artrosis, inmortalizacion, modelo in vitro, micromasa, diferenciacion



RESUMO

A artrose ¢ unha enfermidade heteroxénea que afecta as articulacions mobiles e caracterizase
por estrés celular e degradacion da matriz extracelular (MEC) e do éso subcondral. Afecta a
mais de 250 millons de individuos en todo o mundo e € a principal causa de dor crdnica e
limitaciéns de mobilidade, especialmente en persoas maiores. Non obstante, a pesar de todos
0s avances na investigacion, ata a data non existe un tratamento eficaz capaz de curar a
artrose, debido ao descofiecemento da patoxénese da enfermidade. Existen diferentes
tratamentos paliativos e incluso técnicas de terapia celular, pero ainda asi son incapaces de
restaurar a cartilaxe danada e devolver a funciéon normal 4 articulacion. Polo tanto, os retos
da investigacion céntranse en estudar a fisiopatoloxia da artrose para atopar, en definitiva,

un tratamento definitivo.

O obxectivo deste estudo foi optimizar as condicions de cultivo dunha lifia inmortalizada de
condrécitos artrésicos que se poderian empregar como modelo in vitro para estudar a
fisiopatoloxia da artrose. Os condrocitos foron inmortalizados previamente no laboratorio
polo antixeno T grande 40 do virus simiano (SV40) e a transcriptase inversa da telomerasa
humana (hTERT). Estas células cultivaronse e expandironse nunha monocapa e despois

cultivaronse en tres dimensions (3D) formando micromasa en varios medios.

Realizouse unha andlise histoloxica, unha andlise da concentracion de glicosaminoglicanos
(GAGs) e a medicion da expresion dos marcadores condrocitarios primarios [rexion
determinante do sexo do cromosoma Y - caixa 9 (SOX9Y), colaxeno tipo Il (COL II) e
aggrecano (ACAN)] por reaccion en cadea cuantitativa a tempo real da polimerasa (¢PCR).
Estes resultados confirmaron que non se detectou ningunha expresion de COL I e ACAN
nas micromasas formadas nos medios de diferenciacién condroxénicos, mentres que se

detectou a expresion de SOX9 , un marcador inicial da condroxénese, en todas as mostras.

A principal conclusion deste traballo ¢ que non foi posible determinar correctamente as
condicions de cultivo ideais da lifia inmortalizada de condrdcitos artrosicos que poden
favorecer a expresion dos marcadores tipicos dos condrdcitos primarios, xa que sé se

detectou unha expresion de marcador.

Palabras chave: artrose, inmortalizacion, modelo in vitro, micromasa, diferenciacion
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ABSTRACT

Osteoarthritis is a heterogeneous illness that affects mobile joints and is characterised by
cellular stress and degradation of the extracellular matrix (ECM) and subchondral bone. It
affects more than 250 million people worldwide and is the main cause of chronic pain and
mobility limitations, especially in older people. Nevertheless, despite the advances in
research, nowadays there are not effective treatments capable of treating osteoarthritis, due
to the lack of knowledge of its pathogenesis. There are different palliative treatments and
even cell therapy techniques, but they are still unable to regenerate damaged cartilage and
restore normal function to the joint. Therefore, research challenges focus on studying the

pathophysiology of osteoarthritis to find a definitive treatment.

The objective of this study was to optimize the culture conditions of an immortalized
osteoarthritic chondrocytes line that could be used as an in vifro model to study the
pathophysiology of osteoarthritis. Chondrocytes were previously immortalized in the
laboratory by the transduction of simian virus 40 large T antigen (SV40) and human
telomerase reverse transcriptase (hTERT). We cultured and expanded these cells in a
monolayer culture and then cultured them in three dimensions (3D) by forming micromasses

in different media.

We performed a histological analysis, an analysis of the glycosaminoglycans (GAGs)
concentration and the measurement of the expression of primary chondrocyte markers [SRY-
box transcription factor 9 (SOX9), type Il collagen (COL II) and aggrecan (ACAN)] by real
time quantitative polymerase chain reaction (gPCR). These results confirmed that COL 11
and ACAN were not expressed in the micromasses formed in the chondrogenic
differentiation media. On the other hand, we detected the expression of SOXY, an early

marker of chondrogenesis, in all samples.

The main conclusion of this study is that it has not been possible to correctly determine the
ideal culture conditions of the immortalized osteoarthritic chondrocytes line that can benefit
the expression of the typical markers of primary chondrocytes, since we could only detect

the expression of one marker.

Key words: osteoarthritis, immortalization, in vitro model, micromass, differentiation
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1. INTRODUCCION
1.1. El cartilago articular hialino

El cartilago articular hialino es un tejido conjuntivo especializado que se localiza en la
superficie de articulaciones sinoviales como son la rodilla o la cadera (Carballo et al., 2017;
Armiento et al., 2019). La funcién principal del cartilago es proporcionar una superficie de
deslizamiento capaz de resistir la compresion sin forzar el hueso subcondral subyacente
(Palukuru et al., 2014; Vinod et al., 2019). Este tejido se caracteriza por ser avascular,

aneural y alinfatico (Mobasheri et al., 2014).

1.1.1. Composicion del cartilago articular hialino

El cartilago hialino esta compuesto por matriz extracelular (MEC) y por condrocitos que se
encargan de sintetizar dicha MEC y de mantener la homeostasis del cartilago (Zuliani et al.,

2018).

La MEC estd compuesta principalmente por un 15-25% de fibras de coladgeno tipo II (Col
I1), un 5-10% de proteoglicanos y un 70-80% de agua (Palukuru et al., 2014). En menor
proporcion existen otros tipos de coldgeno, como son los de tipo VI, IX, X y XI, que aseguran
la resistencia a la tension y la organizacion estructural del cartilago. Por otra parte, los
proteoglicanos son proteinas hidrofilicas que presentan una o mdas cadenas de
glucosaminoglicanos (GAG) unidas. El agrecano (Acan) es el proteoglicano mas abundante
de la MEC del cartilago y presenta varias cadenas de condroitin sulfato y queratan sulfato
unidas. Esta union hace que la proteina retenga agua, proporcionando flexibilidad y
elasticidad al cartilago, permitiéndole amortiguar golpes (Demoor et al., 2014; Carballo et

al., 2017).

Los condrocitos son células especializadas que representan el 2% del volumen total del
cartilago y se encuentran embebidos en su MEC. Estas células reciben oxigeno y nutrientes
por difusion desde el liquido sinovial y del hueso subcondral, ya que el cartilago es un tejido
avascular. Aun asi, la concentracion de oxigeno en el tejido es baja por lo que los condrocitos
dependen también de un metabolismo anaerobio. Principalmente, estas células se encargan
de producir Col Il y Acan, que son algunos de los marcadores fenotipicos caracteristicos del

cartilago articular (Demoor et al., 2014).



1.1.2. Estructura del cartilago articular hialino

El cartilago hialino presenta una estructura Unica en la que los condrocitos organizan el
colageno, los proteoglicanos y otras proteinas para formar la MEC. La composicion,
estructura y funcioén de los condrocitos varia en funcidn de la localizacion que presentan en

el cartilago (Mobasheri et al., 2014).

Morfolégicamente, existen diferentes capas en el cartilago que se diferencian entre si por la
densidad celular, la composicion de la MEC y la orientacién de las fibras de coldgeno
respecto a la superficie articular y el hueso subcondral (Mobasheri et al., 2014). Asi, la capa
superficial es la mas delgada y presenta las fibras de coldgeno paralelas a la superficie. En
esta capa, los condrocitos son aplanados y la concentracién de proteoglicanos es baja. A
continuacion, en la capa media la densidad celular es menor y los condrocitos son redondos.
Aqui, las fibras de colageno se disponen de manera aleatoria y la concentracion de Acan es
elevada. En la capa radial las fibras de coldgeno se disponen perpendicularmente a la
superficie y los condrocitos forman columnas verticales. Esta capa se caracteriza por ser la
zona con mayor contenido en coldgeno y proteoglicanos, mientras que la densidad celular es
la mas baja. Por ultimo, la zona calcificada se caracteriza por una matriz rica en colageno
tipo X, responsable de la integridad estructural del cartilago, y por un numero escaso de
condrocitos con baja actividad metabdlica (Bhosale et al., 2008; Mobasheri et al., 2014)
(figura 1).

Superficie articular

Capa superficial —
(fibras paralelas a
la superficie)

Capa media —
(fibras dispuestas

aleatoriamente)

Capa radial —
(fibras perpendiculares
a la superficie)

Zona calcificada —

Hueso subcondral —

Figura 1. Esquema de las diferentes capas del cartilago hialino en el que se muestra la disposicion de las fibras de

colageno y de los condrocitos. (Figura modificada de: Ng et al., 2017).



1.1.3. Mantenimiento del cartilago

Los condrocitos regulan la composicion del cartilago en respuesta a sefiales mecanicas y
quimicas. La habilidad de estas células para detectar alteraciones en la composicion
macromolecular y la organizacion de la MEC es importante para su remodelacion
(Mobasheri et al., 2014). La renovacion del cartilago resulta del equilibrio entre los procesos
anabolicos y catabolicos de los condrocitos (Armiento et al., 2019), de manera que cualquier
dafio o proceso degenerativo que interrumpa este equilibrio puede dar lugar a la activacion
aberrante de genes catabdlicos y pro-inflamatorios como citoquinas, 6xido nitrico o

prostaglandinas (Carballo et al., 2017).

Aunque el cartilago articular puede tolerar un estrés fisico continuo, presenta una capacidad
limitada de regeneracion (Mobasheri et al., 2014). Por tanto, tras producirse un dafio en la
articulacion no se produce una respuesta tipica de reparacion del tejido, que consiste en una
cascada de necrosis, inflamacion, reparacion y remodelacion de la cicatriz (Bhosale et al.,
2008). Todo esto, a largo plazo, puede dar lugar a una inestabilidad y a una pérdida de
movilidad en la articulacion, produciéndose lo que se conoce como una artrosis secundaria

(Byers Kraus et al., 2016; Yang et al., 2020).

1.2. Artrosis

Segun la Sociedad Internacional de Investigacidn de la Artrosis (OARSI), la artrosis se puede
definir como un trastorno heterogéneo que involucra las articulaciones moviles y se
caracterizada por estrés celular y degradacion de la MEC. La enfermedad se manifiesta
primero como un trastorno molecular producido por un metabolismo anormal del tejido
articular, seguido de trastornos anatomicos y/o fisiologicos como la degradacion del
cartilago, la remodelacion Osea, la formacidn de osteofitos, etc. y, finalmente, la pérdida de

la funcion articular normal (Byers-uKras et al., 2016) (figura 2).



Osteofito
Membrana
sinovial
— Liquido Friccion
| sinovial  de huesos

Inflamacion membrana
sinovial

Cartilago

erosionado

Reduccion
del espacio
articular

Cartilago

Figura 2. Esquema de una articulacion sana (A) frente a una articulacion con artrosis (B). (Figura modificada de:

https://www.the-rheumatologist.org/article/new-research-shows-knee-osteoarthritis-prevalence-is-rising/).

Esta enfermedad afecta a méas de 250 millones de individuos mundialmente y es la principal
causa de dolor cronico y limitaciones de movilidad, sobre todo, en personas mayores (Yang
et al., 2020). Los factores de riesgo mas relevantes asociados a la artrosis son: edad, género,
dafios en la articulacion, factores genéticos, obesidad y diabetes (Charlier et al., 2019;

Mehana et al., 2019).

Como ya se menciond anteriormente, la degradacion de la MEC se produce debido a una
alteracidn del equilibrio homeostatico de los condrocitos. Los productos originados de dicha
degradacion se liberan al liquido sinovial, generando la produccion de mediadores pro-
inflamatorios como proteinas plasmadticas o citoquinas por parte de células sinoviales,
macrofagos infiltrados, osteoblastos y/o condrocitos (Mathiessen et al., 2017; Charlier et al.,
2019). La presencia de estas citoquinas ocasiona un ambiente catabolico en el cartilago
dando lugar a la degradacion de la MEC, creando un lazo de retroalimentacion positiva
(Freitag et al., 2016). Todo este proceso juega un papel clave en la patogénesis de la artrosis

(Abramoff et al., 2020).

Principalmente, la degeneracion de la MEC se produce por la metaloproteinasa de matriz 13
(MMP13), producida por los condrocitos. Esta enzima esta involucrada en la degradacion
de la MEC durante procesos fisiologicos como el desarrollo embrionario o la reparacion de
heridas, pero también durante procesos patologicos como la metastasis o la artrosis.
(Troeberg et al., 2012; Mehana et al., 2019). La expresion de esta proteinasa se encuentra
elevada en procesos artrosicos y puede degradar tanto el Col II como el Acan (Carballo et

al., 2017).



La destruccion del cartilago lo hace mas susceptible al estrés y menos capaz de reducir la
friccion dentro del espacio articular. Estos cambios son irreversibles y reducen el espacio
articular, permitiendo el contacto entre los huesos subcondrales y alterando la funcién

normal de la articulacién (Ashford et al., 2014).

1.2.1. Tratamiento de la artrosis

Hasta la fecha no existe ninglin tratamiento eficaz capaz de curar la artrosis. Ademas, el
diagndstico temprano de la enfermedad sigue siendo un reto ya que los cambios en el
cartilago en las primeras etapas no causan dolor, debido a que el tejido es aneural. Los
pacientes no presentan sintomas hasta un estadio mas avanzado en el que el dafio en la

articulacion es irreparable (Krishnan et al., 2018).

Ente las opciones terapéuticas que existen para paliar los sintomas de la artrosis se
encuentran los tratamientos farmacoldgicos, la cirugia o la terapia celular (Taruc-Uy et al.,
2013). Entre los primeros se encuentran los analgésicos, los antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) y los opiodes, que tienen como objetivo disminuir el dolor y la inflamacion (Taruc-

Uy et al., 2013; Vargas-Negrin et al., 2014).

Por otra parte, una de las opciones de terapia celular de cartilago consiste en la implantacion
de condrocitos autdlogos (4CI), que tiene como objetivo reparar el cartilago para devolverle
sus propiedades fisico-quimicas y su funcionalidad (Demoor et al., 2014; Freitag et al.,
2016). Sin embargo, aunque existen diferentes generaciones de esta técnica, incluso la mas
novedosa presenta ciertas limitaciones. Algunos estudios han indicado que en ciertos casos
se puede producir la desdiferenciacion o la muerte de condrocitos una vez implantados, que
puede deberse a una desregulacion al cultivarlos in vifro en monocapa. Ademas, estas células
comienzan a expresar marcadores tipicos de fibrocartilago, como el colageno tipo I, en lugar

de expresar el COL II propio del cartilago hialino (Freitag et al., 2016; Zuliani et al., 2018).

Debido a la falta de conocimiento del desarrollo de la enfermedad, asi como de un
tratamiento efectivo, los retos en investigacion se centran en el estudio de la fisiopatologia
de la enfermedad con el objetivo de desarrollar un tratamiento definitivo (Abramoff et al.,

2020).



1.3. Fuentes celulares en el estudio de la artrosis

Para estudiar la fisiopatologia de la artrosis es necesario modelar la enfermedad. In vitro se
utilizan diferentes fuentes celulares como son: las células mesenquimales estromales (MSCs)
y los condrocitos (Wang et al., 2017; Vinod et al., 2019). Para la realizacion de este trabajo

nos centraremos en los condrocitos.

1.3.1. Condrocitos

Los condrocitos son las unicas células presentes en el cartilago y juegan un papel importante
en la homeostasis y metabolismo de dicho tejido (Yang et al., 2020). Los condrocitos
humanos son un modelo crucial para el estudio tanto de la fisiologia como de la patologia
de cartilago (Dehne et al., 2010). Como ya se mencion6 anteriormente, estas células se usan
para el tratamiento de la artrosis, pero la poca capacidad de expansion celular in vitro limita

este proceso (Vinod et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que los condrocitos se desdiferencian in vitro al
expandirlos en monocapa, independientemente de la edad y del estado de salud de los
donantes. Los condrocitos desdiferenciados se caracterizan por cambios morfologicos, un
descenso de proliferacidon y la entrada en senescencia (Charlier et al., 2019). Estas células
dejan de expresar COL II y ACAN y comienzan a expresar coldgeno tipo I, tipico de
fibroblastos (Parreno et al., 2017; Zuliani et al., 2018). La region determinante del sexo del
cromosoma y — caja 9 (Sox9) es un factor de transcripcion y su expresion es esencial para la
diferenciacion condrogénica y, por tanto, para la rediferenciacion, ya que regula la expresion
de los marcadores tipicos de condrocitos: COL Il y ACAN. SOX9 se puede inducir por el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), tanto 1 (TGF-B-1) como 3 (TGF-33)
(Coricor et al., 2016; Parreno et al., 2017). El TGF-$ juega un papel fundamental en la
biologia de los condrocitos y del cartilago, siendo esencial en todas las fases de la
condrogénesis, ya que estimula la proliferacion celular y previene la hipertrofia (Charlier et

al., 2019).

Por otra parte, resulta complejo aislar un nimero suficiente de condrocitos ya que la densidad

celular en el cartilago es muy baja (Muhammad et al., 2019).



Todo lo explicado anteriormente supone una desventaja para el estudio del cartilago y, por
tanto, de las patologias asociadas como la artrosis. Ademas, prevenir que los condrocitos se
desdiferencien en monocapa es muy dificil, ya que entran en senescencia envejeciendo
rdpidamente (Yang et al., 2020). Por esta razon, se han desarrollado algunas técnicas de
cultivo que permiten obtener un gran nimero de condrocitos y evitar la entrada en
senescencia. Entre ellas, una estrategia que se puede seguir es la inmortalizacion celular para
conseguir un mayor nimero de células y poder usarlas como modelo in vitro que permita el
estudio del cartilago, asi como de la artrosis. Diversos estudios han conseguido inmortalizar
células in vitro mediante la transduccion de diferentes genes como pueden ser el antigeno T
grande del virus simio 40 (SV40) o la transcriptasa reversa de la telomerasa humana
(hTERT) (Pifieiro-Ramil et al., 2020; Yang et al., 2020). El antigeno T grande de SV40
inactiva los genes supresores de tumores: antigeno de tumor celular p53 (p53) y proteina del
retinoblastoma (Rb), promoviendo la progresion del ciclo celular, mientras que hTERT
impide el acortamiento de los telomeros durante el ciclo celular, evitando la senescencia

(Yang et al., 2020).

Por otra parte, para evitar la desdiferenciacion en monocapa, los condrocitos se pueden
cultivar en tres dimensiones (3D) formando micromasas. Este modelo permite mimetizar la
biologia del cartilago para estudiar la diferenciacion, la hipertrofia y la degradacion, la
influencia del ambiente y las condiciones de cultivo (Dehne et al., 2010; Schlichting et al.,
2014). Las micromasas proporcionan un ambiente que permite la interaccion celular y son

un buen modelo para la rediferenciacion condrogénica (Zuliani et al., 2018).



2. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio consiste en determinar las condiciones de cultivo idoneas de una
linea celular inmortalizada de condrocitos que permitan a estas células el mantenimiento de

su fenotipo condrocitico, mediante la expresion de marcadores tipicos de condrocitos

primarios.



3. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo de fin de master forma parte del proyecto titulado "Generacion y caracterizacion
de lineas celulares mesenquimales para la investigacidon en enfermedades reumaticas" que
cuenta con el informe favorable del Comité de Etica de la Investigacion de A Coruiia-Ferrol

con cédigo de Registro 2016/588 (ver anexo I).

Este trabajo fue realizado en el Instituto de Investigacion Biomédica de A Coruiia (INIBIC).

3.1. Material biologico

La linea celular empleada en este trabajo corresponde a una linea inmortalizada de
condrocitos artrésicos (260TT) (Pifieiro-Ramil et al., 2020). Esta se ha conseguido mediante
la transduccion del antigeno T grande de SV40 y hTERT. Los condrocitos fueron donados

por un paciente con artrosis de cadera.

3.2. Condiciones de cultivo

En general, la condicion de cultivo idonea para células humanas es en un incubador a 37 °C
con una atmdsfera humeda al 5 % de CO2 (Sanyo MCO-18AIC CO; Incubator, Japon). Las
células se han cultivado tanto en placas de cultivo adherentes (Corning Inc., EEUU) para
cultivos en dos dimensiones (2D), como en tubos de 1,5 ml de polipropileno para cultivos
3D. Todos los procesos de cultivo celular se llevaron a cabo en una cabina de flujo laminar

(Telstar™ AV-30/70, Espafia).

3.3. Medios, soluciones y reactivos

e El medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco® ThermoFisher
Scientific, Espafia) se usé como medio de cultivo para las células con un 10% de
suero bovino fetal (SBF; LabClinics, Espafia) y un 1% de penicilina/estreptomicina
(P/E; Sigma-Aldrich, Espafia). Se trata de un medio rico en D-glucosa y L-glutamina
(4,5 g/L) y piruvato sodico (110 mg/L). Para simplificar, este medio se nombrara
como DMEM 10%.

e Latripsina al 2X se usé para levantar las células de la superficie de la placa. Esta se
diluyé a partir de un stock de tripsina al 10X (2,5%; Gibco® ThermoFisher

Scientific).



e El tampon fosfato salino (PBS; Oxoid™, Inglaterra) se us6 para lavar las células al
1 % en agua destilada, que posteriormente se esterilizd mediante un sistema de vacio
usando un filtro con un tamafio de poro de 0,22 um.

e El dimetil sulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich) se usé al 10% en DMEM para la
preparacion del medio de congelacion.

e El medio de diferenciaciéon condrogénica comercial (hMSC Commercial
Chondrogenic Differentiation Medium; Lonza Biowhittaker®, Bélgica) se us6 para
cultivar las células en 3D. A este medio se le afiadid TGF-B3 (10 ng/ml; ProSpec-
Tany TechnoGene Ltd, Israel).

e El medio de diferenciacion condrogénica casero se uso para cultivar las células en
3D. Estd compuesto por medio base de DMEM 10%, suero knockout al 10% (KO-
SR; Gibco® Thermofisher Scientific), insulina-transferrina-selenio al 1% (ITS,
Sigma-Aldrich) y P/E al 1%. Al medio base se le afiadio dexametasona (100 nM;
Sigma-Aldrich), acido ascorbico (100 nM; Sigma-Aldrich), prolina (40 pg/ml;
Sigma-Aldrich) y TGF-3 (10 ng/ml).

e EITRIzol® (Invitrogen™, ThermoFisher Scientific), el cloroformo (Sigma-Aldrich),
el glicdgeno (ThermoFisher Scientific), el isopropanol (Sigma-Aldrich) y el etanol
70% se usaron para la extraccion de acido ribonucleico (ARN) de las micromasas.

e El reactivo de extraccion de papaina se usd para la realizacion del estudio de la
concentracion de GAGs. El reactivo estd compuesto por fosfato disédico (NaxHPOs,
Sigma-Aldrich), fosfato monosddico (NaH>PO4, Sigma-Aldrich), 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma-Aldrich), cisteina (Sigma-Aldrich), acetato
de sodio (Emsure, Alemania) y papaina (Sigma-Aldrich).

3.4. Cultivo y expansion celular en monocapa

La linea inmortalizada de condrocitos artrosicos 260TT se ha obtenido previamente en el
laboratorio mediante la transduccidon del antigeno T grande de SV40 y hTERT. Para la
realizacion de este trabajo, las células se comenzaron a usar a partir del subcultivo 18, es
decir, se encontraban en el pase 18. Durante el cultivo, se hicieron fotos a las células con
una camara (MicrosCopia Digital, Espafia) incorporada al microscopio optico invertido

(Nikon Eclipse TS100 Japon).
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Cada tres dias se les cambid el medio DMEM 10% y cuando las células alcanzaron una
confluencia del 80%, se procedié a levantarlas y subcultivarlas para obtener un mayor

namero de células.

En primer lugar, antes de subcultivar las células, se comprob6 su estado confluente en un
microscopio optico invertido. A continuacidn, en una cabina de flujo laminar se procedi6 a
la retirada de DMEM 10% de la placa de cultivo. Las células adheridas en la superficie de
la placa se lavaron dos veces con PBS'y se afiadio tripsina al 2X. La placa se incubo a 37 °C
durante dos minutos para que la tripsina levantarse las células de la superficie de la placa.

Finalmente, se afiadi6 DMEM 10% para inactivar la tripsina.

3.4.1. Recuento celular

Para conocer el nimero de células presentes en la placa de cultivo, se procedio a su recuento.
Para ello, una vez que se afiadié medio DMEM 10% para inactivar la tripsina, el contenido
de la placa se recogié en un Falcon™. Las células se centrifugaron 5 minutos a 1.500 rpm
en una centrifuga de mesa (Beckman Coulter™ Allegra X22R Centrifuge, EEUU). El
sobrenadante se retird y las células se resuspendieron en medio DMEM 10%. Estas se
diluyeron con una solucién azul de tripan (Gibco® ThermoFisher Scientific), el cual tifie
células muertas, y se afiadieron 15 pl de dicha dilucién a una cdmara Neubauer (Labor

Optik®, Reino Unido) para proceder al recuento bajo un microscopio dptico invertido.

3.4.2. Subcultivo v congelacion celular

Una vez que las células de la linea 260TT fueron contadas, se procedi6 a resembrarlas para
su subcultivo y a congelarlas para realizar un stock. A partir del Falcon™ en el que se
encontraban las células, se tomo una parte para subcultivarlas de nuevo en una placa a la que
previamente se habia afiadido medio DMEM 10% fresco. Ademads, para alcanzar la densidad
celular necesaria para poder cultivarlas en 3D, se subcultivaron en placas de mayor

superficie.

Para congelar las células para la realizacion de un stock estas se volvieron a centrifugar 5
minutos a 1.500 rpm en una centrifuga de mesa. Se retird el sobrenadante y se afiadié medio
de congelacion en frio. Las células se resuspendieron y se repartieron en diferentes viales de
congelacidn. Estos se introdujeron en un contenedor de viales de congelacion (CoolCell®,

Biocision, EEUU) y se congelaron a -80 °C.
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3.5. Cultivo celular en micromasas empleando distintos medios de diferenciacion
condrogénica

Para cultivar las células formando micromasas se utilizaron tres medios de cultivo diferentes:
como control se usé el medio de cultivo DMEM 10% y como medios de diferenciacion
condrogénica se usaron un medio casero y un medio comercial, ambos suplementados con
TGF-B3. Para cada condicion de cultivo se formaron siete micromasas de las cuales dos
fueron destinadas al estudio histologico, una, al estudio de la concentraciéon de GAG y

cuatro, a la extraccion de ARN.

Una vez realizado el recuento celular y obtener un nimero de células adecuado, para la
formacion de las micromasas se afiadieron 200.000 células por cada tubo de polipropileno y
se pusieron 7 réplicas para cada condicidn, es decir, para cada medio de cultivo empleado.
Los tubos se centrifugaron 5 minutos a 1.500 rpm en una microcentrifuga de mesa (Beckman
Coulter™ Microfuge 22R Centrifuge, EEUU) para favorecer la formacién de las
micromasas. Finalmente, se incubaron a 37 °C con los tapones ligeramente abiertos para
favorecer la entrada de oxigeno a los tubos. Las micromasas formadas se incubaron durante
dos semanas para favorecer la formacion de matriz propia de cartilago. Durante este periodo

de tiempo, el medio de diferenciacion se cambid dos veces por semana.

Por otra parte, se afiadieron 200.000 células a un tubo eppendorf’y se centrifugaron 5 minutos
a 1.500 rpm, se retir6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados con PBS. Después de cada
lavado, las células se volvieron a centrifugar. Finalmente, tras la altima centrifugacion, se
retir6 el sobrenadante y el pellet se congeld en seco a -80 °C. Estas células se usaron como
control de condrocitos cultivados en monocapa para la extraccién de ARN, para estudiar la

expresion de los marcadores tipicos de condrocitos primarios.

3.6. Estudio de la expresion de marcadores tipicos de condrocitos primarios

Transcurridas las dos semanas de cultivo de las micromasas, se realizaron diferentes técnicas

para analizar la expresion de los marcadores tipicos de condrocitos primarios.

3.6.1. Analisis histoldgico

El analisis histologico se realizo en el Servicio de Histomorfologia del INIBIC. Las
micromasas destinadas a este estudio fueron cortadas y tefiidas con las siguientes tinciones

histologicas:
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e Hematoxilina-eosina (H-E): permite realizar una evaluacion general de la morfologia
celular. Los nucleos se tifien de azul-purpura y los citoplasmas, de rosa.

e Tricrémico de Masson (TM): permite detectar las fibras de coldgeno. Los ntcleos se
tifien de negro, los citoplasmas, de rosa y el coldgeno, de azul.

e Safranina O (SO): permite detectar la presencia de proteoglicanos. El naranja indica

presencia y el rojo, ausencia.

Todas las tinciones se observaron en un microscopio Olympus BX61 (Olympus, Espaiia)
equipado con una cadmara Olympus DP70 (Olympus). Para el anélisis y la realizacion de
fotografias de las muestras se usoé el software cellSens (Olympus). Las imagenes se editaron

con el programa Imagel (National Institutes of Health, EEUU).

3.6.2. Analisis de la concentracidon de glucosaminoglicanos en la matriz extracelular

Para la realizacion del analisis de la concentracion de glucosaminoglicanos, en primer lugar
las micromasas destinadas para este estudio se digirieron con un reactivo de extraccion de
papaina y se incubaron a 65 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, la determinacion de
la concentracion de GAGs se realizé usando el ensayo colorimétrico del kit Blyscan™
Sulfated Glycosaminoglycan Assay (Biocolor, Reino Unido) siguiendo las instrucciones de
la casa comercial. Por ultimo, se midié la absorbancia en un espectofotometro (Tecan
Infinite® 200 PRO NanoQuant, Suiza) y con los datos obtenidos se realizé una recta de
calibracion a partir de la cual se obtuvo la concentracion de GAGs de cada una de las

muestras, empleando Microsoft Excel (2013). Finalmente, los datos se representaron en una

grafica empleando el sofiware Prism (GraphPad, EEUU).

3.6.3. Extraccion de ARN, PCR con transcriptasa inversa y PCR cuantitativa

Para la realizacidn de la extraccion de ARN, las micromasas destinadas para este estudio se
lavaron dos veces con PBS. A continuacion, con ayuda de una pipeta se procedio a la
recuperacion de las micromasas, que se introdujeron en eppendorfs estériles. Finalmente, a
cada eppendorf se le aiiadié 500 ul de TRIzol™ y se congelaron a -80 °C hasta la realizacién

del protocolo de extraccion.
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3.6.3.1. Extraccion de ARN

El protocolo de extraccién de ARN se realizo en una campana de aspiracion quimica (Cruma,
Espafia). En primer lugar, los eppendorfs con las micromasas en TRIzol™ se descongelaron
y con ayuda de una aguja y una jeringa se procedid a la rotura de las micromasas. A
continuacion, a cada eppendorf se aiadieron otros 500 pl TRIzol™ y 300 pl de cloroformo
que se mezclaron con ayuda de un vortex (ZX3 Advanced Vortex Mixer, VELP scientifica,
Italia). Todos los tubos se centrifugaron 5 minutos a 12.000 rpm en una microcentrifuga de

mesa. Al centrifugar, las diferentes fases se separaron quedando el TRIzol™

en la parte
inferior, el acido desoxirribonucleico (ADN) formando una nube en la parte media y el ARN

con el cloroformo en la parte superior.

El ARN con cloroformo se recuperd en un nuevo eppendorf estéril para cada muestra y se
afiadié glicégeno y la misma cantidad de isopropanol que de fase acuosa recogida. Las
muestras se centrifugaron 10 minutos a 12.000 rpm, se elimino el sobrenadante y los tubos
se secaron con un pafiuelo para eliminar los restos de alcohol. Tras secar todos los tubos, se
afiadid etanol 70 % y se volvieron a centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm. Igual que en el paso
anterior, se eliminé el sobrenadante y los eppendorfs se secaron para retirar todo el alcohol.

Finalmente se afiadi6 agua a todas las muestras y se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Este protocolo de extraccion de ARN también se realizd para el control de condrocitos

cultivados en monocapa.

3.6.3.2. PCR con transcriptasa inversa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa (R7-PCR) se realizd
para la obtencion de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN. En primer lugar, se
realizd la cuantificacion de ARN a 260 nm utilizando un NanoDrop ND100
spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Espafia) y se midieron las absorbancias, de las

cuales los cocientes A260/A280 y A260/A230 indicaron la pureza de las muestras.

Para la sintesis de ADNc se us6 el SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen™,
ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Este proceso se
realiz6 en un termociclador Veriti™ 96-Well (Applied Biosystems™, ThermoFisher

Scientific).
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3.6.3.3. PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (gPCR) se realiz6 para estudiar la expresion génica de los marcadores
tipicos de condrocitos primarios: SOX9, COL Il y ACAN. Para medir la expresion de estos
marcadores se necesitd un gen housekeeping o de referencia, cuya expresion es constante en
las células, de manera que actiia como control interno. Por tanto, en primer lugar, se realizo
una gPCR para comprobar cudl de ellos se expresaba de manera mas estable en las diferentes

muestras de estudio.

Se midi6 la expresion de los genes: proteina zeta de activacion de tirosina 3-monooxigenasa
/triptofano S-monooxigenasa (YWHAZ), gliceraldehido 3-fostfato deshidrogenasa (GAPDH),
ARN ribosomal 18S (RNA 18S), B-ACTINA, proteina ribosomal L13 (RPLI3) y B-
TUBULINA usando los cebadores que se muestran en la Tabla 1 y el kit SYBR Green I
Master (Roche, Suiza) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La amplificacion se
llevé a cabo en un LightCycler® 480 Instrument II (Roche) y los datos de fluorescencia y

temperatura de fusidon (7m) se analizaron utilizando el software LightCycler® 480 (Roche).

Los datos de fluorescencia fueron analizados y se obtuvo el valor del ciclo umbral (C7), que
se refiere al ciclo en el cual la fluorescencia sobrepasa un umbral determinado y, por tanto,
dicho gen se expresa. Por otra parte, la 7m indica la temperatura 6ptima especifica a la que
los cebadores hibridan con el ADN y depende del contenido guanina + citosina (G+C). Para
determinar qué gen de referencia era el mas estable se us6 el algoritmo estadistico geNorm

integrado en el software qbase” (Biogazelle, Bélgica).

Tras conocer el gen housekeeping mas estable en el conjunto de las muestras, se procedi6 a
la realizacion de la ¢ PCR para medir la expresion de los marcadores de condrocitos primarios
(SOX9, COL Il y ACAN) en las muestras. Se usaron los cebadores que se muestran en la
Tabla 1y el kit SYBR Green I Master siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La
amplificacion se llevd a cabo en un LightCycler® 480 Instrument II y los datos de
fluorescencia y 7m se analizaron utilizando el software LightCycler® 480. Para medir la
expresion relativa de los marcadores analizados, se uso el software gbase’ y los datos se

representaron usando el software Prism.
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Contenido Pb del
bl b
Cebadores (5° 2 3°) G+C st

Sentido GATCCCCAATGCTTCACAAG 50,00 %

YWHAZ 130
Antisentido TGCTTGTTGTGACTGATCGAC 47,62 %
Sentido GGAGTCAACGGATTTGGTCGTA 50,00 %

GAPDH 78
Antisentido GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT 42,31 %
Sentido GGAGAGGGAGCCTGAGAAAC 60,00%

RNA 18S 70
Antisentido TCGGGAGTGGGTAATTTGC 52,63%
Sentido AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 60,00 %

B-ACTINA 111
Antisentido GGATGCCACAGGACTCCA 61,11 %
Sentido CAAGCGGATGAACACCAAC 52,63 %

RPLI13 95
Antisentido TGTGGGGCAGCATACCTC 61,11 %
Sentido ATACCTTGAGGCGAGCAAAA 45,00 %

B-TUBULINA 110
Antisentido CTGATCACCTCCCAGAACTTG 52,38 %
Sentido GTACCCGCACTTGCACAAC 57,89 %

SOX9 72
Antisentido TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC 52,38 %
Sentido CCTGGCAAAGATGGTGAGAC 55,00 %

COL I 109
Antisentido GAAGTCCCTGGAACCCAGAT 55,00 %
Sentido GCCTACGAAGCAGGCTATGA 55,00 %

ACAN 136
Antisentido GCACGCCATAGGTCCTGA 61,11 %

Tabla 1. Secuencias de los cebadores usados para la realizacion de gPCR para determinar el gen housekeeping mas

estable y la expresion de marcadores tipicos de condrocitos primarios. Pb: pares de bases.
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4. RESULTADOS
4.1. Cultivo y expansion celular en monocapa

Para la realizacion de este estudio, la linea 260TT se comenzd a expandir a partir del pase

18 hasta que se consigui6é un nimero suficiente de células para poder cultivarlas en 3D.

En la figura 3 se pueden observar las células en cultivo en el pase 20. Estas se adhirieron a
la superficie de la placa al cultivarlas en monocapa y presentaron una morfologia alargada,
tipica de fibroblastos. Estas iméagenes se realizaron con una cdmara equipada en el

microscopio optico invertido.

Figura 3. Imagen obtenida en microscopio dptico invertido de la linea celular inmortalizada de condrocitos artrosicos

260TT en el pase 20, cultivada en monocapa.

4.2. Cultivo celular en micromasas empleando diferentes medios de diferenciacion
condrogénica

Para cultivar las células formando micromasas se usaron tres medios de cultivo diferentes:
como control se us6 DMEM 10% y como medios de diferenciacion condrogénica, un medio

casero y uno comercial, ambos suplementados con TGF-33.

En la figura 4 se pueden observar las micromasas formadas. La imagen 4A corresponde al
pellet celular después de centrifugar para favorecer la formacion de las micromasas y las
imagenes 4B y 4C corresponden a las micromasas formadas tras 24 h en los medios de
diferenciacion condrogénica comercial y casero, respectivamente. Las flechas rojas indican

donde se encuentran el pellet y las micromasas.
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Figura 4. Formacion de micromasas. A) Pellet celular formado después de centrifugar para favorecer la formacion
de las micromasas. B) Micromasa formada tras 24 horas en el medio de diferenciacién condrogénica comercial. C)

Micromasa formada tras 24 horas en el medio de diferenciacion condrogénica casero.

4.3. Estudio de la expresion de marcadores tipicos de condrocitos primarios

Transcurridas las dos semanas de cultivo en sus correspondientes medios, las micromasas se
recogieron para estudiar la expresion de marcadores tipicos de condrocitos primarios. Se
realizé un andlisis histolégico de las micromasas, un andlisis de la concentracién de GAGs
y se extrajo el ARN para medir la expresion de los marcadores tipicos de condrocitos

primarios.

4.3.1. Analisis histoldgico

La tincién H-E se realiz6 para observar la morfologia celular en general. En la figura 5 se
observan las diferentes micromasas para cada condicion tefiidas con H-E. Las imagenes 5A
y 5D corresponden a una micromasa formada en medio DMEM 10%, las imagenes 5B y SE,
a una micromasa formada en el medio de diferenciacion condrogénica comercial y las
imagenes 5C y 5F, a una micromasa formada en el medio de diferenciacion condrogénica
casero. Se puede observar que los nucleos estan tefiidos de azul-parpura y los citoplasmas
de rosa. Ademas, se puede apreciar en general la morfologia redondeada de las células, asi

como agrupaciones celulares, sobre todo, en la zona externa de las micromasas.
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Figura 5. Tincion H-E de las micromasas. A y D) micromasa formada en DMEM 10%. B y E) Micromasa formada
en medio de diferenciacion condrogénica comercial. C y F) Micromasa formada en medio de diferenciacion

condrogénica casero.

La tinciéon TM se realizo para evaluar la presencia o ausencia de colageno en la que los
nucleos se tifien de negro, los citoplasmas, de rosa y el colageno, de azul. En la figura 6 se
observan las diferentes micromasas tefiidas con TM. Las imagenes 6A y 6D corresponden a
una micromasa formada en DMEM 10%, las imagenes 6B y 6E, a una micromasa formada
en el medio de diferenciacion condrogénica comercial y las imagenes 6C y 6F, a una
micromasa formada en el medio de diferenciacion condrogénica casero. En las imagenes 6B,
6C, 6E y 6F se aprecia un tono violeta por la zona externa de las micromasas, lo que indica

la presencia de colageno en ellas, y que no aparece en las imagenes 6A y 6D.
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Figura 6. Tinciéon TM. A y D) Micromasa formada en DMEM 10%. B y E) Micromasa formada en medio de

diferenciacion condrogénica comercial. C y F) Micromasa formada en medio de diferenciacion condrogénica casero.

La tincion SO se realizo para detectar la presencia de proteoglicanos indicada en color
anaranjado. En la figura 7 se observan las diferentes micromasas tefiidas con SO. Las
imagenes 7A y 7D corresponden a una micromasa formada en DMEM 10%, las iméagenes
7By 7E, a una micromasa formada en el medio de diferenciacion condrogénica comercial y
las imagenes 7C y 7F, a una micromasa formada en el medio de diferenciacion condrogénica
casero. Todas las micromasas presentan coloracidn rojiza, lo que indicaria una baja presencia
de proteoglicanos. Ademads, en las imdgenes 7C y 7F se observan unas estructuras similares
a cristales que se podrian haber formado debido a algin componente del medio de

diferenciacion casero.
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Figura 7. Tinciéon SO. A y D) micromasa formada en DMEM 10%. B y E) Micromasa formada en medio de

diferenciacion condrogénica comercial. C y F) Micromasa formada en medio de diferenciacion condrogénica casero.

4.3.2. Analisis de la concentracion de glucosaminoglicanos

Para determinar la concentracion de GAGs, tras la realizacion del ensayo colorimétrico de
las micromasas, se midio su absorbancia y se realizd una recta de calibracidn a partir de los
datos obtenidos. Finalmente, a partir de esta recta se obtuvieron las concentraciones de los

GAGs presentes en las micromasas.

En Ia figura 8 se ha representado la concentracién de GAGs de cada una de las muestras en
pg/ml. Se puede observar que la concentracion de GAGs de las micromasas formadas tanto
en el medio comercial como en el casero es pequefia y que, en el caso del DMEM 10% la

concentracion de GAGs de la micromasa es mayor.
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Figura 8. Concentracion de GAGs (ug/ml) de las micromasas formadas en los medios de diferenciacion

condrogénica comercial (COM) y casero (CAS) y en DMEM 10% (D10).

4.3.3. Analisis de la expresion génica de los marcadores tipicos de condrocitos primarios

Transcurridas las dos semanas de cultivo, se realizd la gPCR para medir la expresion de los

marcadores tipicos de condrocitos primarios en las micromasas.

En primer lugar, se realiz6 una gPCR para comprobar qué gen housekeeping se expresaba
de manera mds estable en las micromasas cultivadas en los tres medios de cultivo empleados,

asi como en el control de condrocitos cultivados en monocapa.

Tras analizar los CT y las Tm de los genes, la B-TUBULINA se descartd ya que aparecian
dos valores de 7m en todas las muestras: uno especifico del amplicén y otro inespecifico.
Este segundo valor de 7m inespecifico corresponde a un dimero de cebadores, es decir, a un
producto de PCR amplificado formado por la hibridacién de los dos cebadores y por tanto,

este gen fue descartado.

Por otra parte, el gen RNA 18S también se descartd ya que los valores de C7T fueron muy
pequefios (entre 9 y 13), es decir, la fluorescencia llegaba al umbral de deteccion en pocos
ciclos por lo que no se considero fiable usar este gen como control para medir la expresion

de los marcadores de condrocitos primarios.
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Por tanto, para conocer qué gen se expresaba de manera mas estable en las muestras de
estudio, los CT se analizaron con el algoritmo estadistico geNorm integrado en el software
gbase”. En la figura 9 se observa la expresion media de los genes de referencia en todas las
muestras de estudio. En el eje X aparecen representados los diferentes genes y en el eje Y,
el valor M. Este valor lo calcula el algoritmo geNorm y determina la variacidon de expresion
de cada gen housekeeping comparandolo por pares con los valores de expresion de los otros
genes housekeeping que se estan analizando. El valor M es inversamente proporcional a la
estabilidad, de manera que cuanto menor sea, mayor estabilidad tendra el gen

(Vandesompele et al., 2002).

Estabilidad de expresiéon media de los genes de referencia

geNorm M

p-ACTINA GAPDH YWHAZ RPL13 RNA 188

Genes honsekeeping
Figura 9. Estabilidad de expresion media de los genes de referencia. En el eje X aparecen los genes medidos y en el

eje Y el valor M calculado por el algoritmo estadistico geNorm integrado en el software gbase”.

Por tanto, segtin los resultados obtenidos y tras descartar los genes f-TUBULINA y RNA 1SS,
el gen housekeeping usado como control para medir la expresion de los marcadores de

condrocitos primarios fue el gen RPLI3.

Finalmente, se realizd una gPCR para medir la expresion de los marcadores tipicos de
condrocitos primarios en las micromasas cultivadas en los tres medios de cultivo empleados,
asi como en el control negativo de condrocitos cultivados en monocapa. Una vez terminada
la gPCR se calcularon los valores de CT y Tm para determinar la expresion de dichos

marcadores, normalizados a la expresion del gen RPLI3.
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Los marcadores COL Il y ACAN no se expresaron en ninguna de las muestras de estudio,

mientras que SOX9 se expreso en todas.

En la figura 10 se puede observar la expresion relativa de SOX9, cuyos datos se obtuvieron
con el software gbase” y se representaron con el software Prism. La expresion de las
diferentes muestras se relativizo frente al valor de expresion de t0, al que se le asigno el valor
1. La muestra t0 corresponde al control de condrocitos a tiempo 0 utilizado para los
experimentos de biologia molecular, que proviene del mismo cultivo celular en 2D a partir
del cual se formaron las micromasas. Asi, se puede observar que la expresion de SOX9 de
las micromasas formadas en los diferentes medios de cultivo es menor en comparacion con

la expresion en el control de condrocitos cultivados en monocapa.
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=

=]

£ 1.4

&

5 o) T

@

3 1.04

g 081

=

= 0.020-

= 0.015-

-

2 0.0104 _—— =

=

E 0.005- |—_'_—|

= 0.000 é,\ q; QI. é
N ~

Muestras
Figura 10. Expresion relativa de SOX9 en relacion a la muestra t0. En el eje X aparecen las diferentes muestras de

estudio y en el eje Y las unidades relativas de expresion. COM: micromasas formadas en el medio de diferenciacion
condrogénica comercial; CAS: micromasas formadas en el medio de diferenciacion condrogénica casero; D10:
micromasa formada en DMEM 10%; t0: control de condrocitos a tiempo 0 para los experimentos de biologia

molecular.

En la figura 11 aparece representada la expresion relativa de SOX9 en las micromasas
formadas en los tres medios de cultivo en 3D. En esta grafica, la expresion de las micromasas
formadas en los dos medios de diferenciacién condrogénica se representan en relacion a
D10, cuya expresion relativa es 1. Se puede observar como la expresion de SOX9 es mayor

en los medios comercial y casero, en comparacion con el medio DMEM 10%.
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Figura 11. Expresion relativa de SOX9 en relacion a D10. En el eje X aparecen las diferentes muestras de estudio y
en el eje Y las unidades relativas de expresion. COM: micromasas formadas en el medio de diferenciacion
condrogénica comercial; CAS: micromasas formadas en el medio de diferenciacién condrogénica casero; D10:

micromasa formada en DMEM 10%.
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5. DISCUSION

La artrosis es la enfermedad articular mds comun en todo el mundo, cuya incidencia y
prevalencia se prevé que se disparen en las préximas décadas debido al envejecimiento de
la poblacidn, el aumento de las tasas de obesidad y de las lesiones traumaticas de rodilla
(Mandl, 2019). Es por esto que la investigacion de la fisiopatologia de la artrosis resulta
crucial para intentar entender esta enfermedad heterogénea y poder encontrar, en Ultima
instancia, un tratamiento definitivo (Sacitharan, 2019). A pesar de todos los avances en
investigacion, a dia de hoy no existe ninguin tratamiento efectivo capaz de curar la artrosis,

debido a la falta de conocimiento de la patogénesis de esta enfermedad.

En este trabajo se ha testado un modelo in vitro que puede permitir estudiar la fisiopatologia
de la artrosis y comprender los mecanismos involucrados en su progresion. Para ello, se ha
usado una linea de condrocitos artrosicos inmortalizada previamente en el laboratorio
mediante la transduccion del antigeno T grande de SV40 y hTERT (Pifieiro-Ramil et al.,
2020). La ventaja principal de usar la linea 260TT en lugar de condrocitos primarios es que
se evita el envejecimiento celular al cultivarlas in vitro, ya que el antigeno T grande de SV40
promueve la progresion del ciclo celular al inhibir p53 y Rb, y hTERT evita la senescencia

al inhibir el acortamiento de los telémeros (Pifieiro-Ramil et al., 2020; Yang et al., 2020).

Sin embargo, una desventaja que presentan los condrocitos, tanto primarios como la linea
260TT, es que se desdiferencian al cultivarlos in vitro en monocapa. Esta desdiferenciacion
se produce independientemente de la edad o del estado de salud del donante y se caracteriza
por una desregulacion en diversas vias de sefializacion, dando lugar a un desequilibrio entre
los procesos anabolicos y catabdlicos de los condrocitos (Duan et al., 2015; Mao et al., 2018).
Estas células cultivadas en monocapa dejan de expresar ACAN y COL Il y comienzan a
expresar colageno tipo I, tipico de fibroblastos, tras uno o dos pases in vitro (Duan et al.,
2015; Parreno et al., 2017). En este trabajo se observa que la linea 260TT estaba
desdiferenciada, ya que las células presentaban una forma alargada al cultivarlas en

monocapa, al adquirir un fenotipo tipico de fibroblastos.

Para intentar rediferenciar los condrocitos en monocapa, estos se cultivaron formando
micromasas. Diversos estudios han demostrado que el cultivo celular formando micromasas
es un buen modelo 3D ya que mimetiza aspectos esenciales de la biologia del cartilago,
permitiendo estudiar la diferenciacion, las condiciones de cultivo y la interaccion celular,

entre otros (Schlichting et al., 2014; Zuliani et al., 2018).
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Estas micromasas fueron cultivadas en diferentes medios de cultivo para intentar favorecer

su rediferenciacion y que volviesen a expresar los marcadores tipicos de condrocitos.

La diferenciacidon condrogénica de la linea 260TT se realizé con medios de diferenciacion
suplementados con TGF-B3. Se realizaron andlisis histoldgicos empleando diferentes
tinciones que permitieron estudiar la morfologia celular y la presencia de colageno y
proteoglicanos. En primer lugar, en las micromasas formadas en el medio de diferenciacion
condrogénica casero se formaron unos cristales, que podria deberse a algin componente del
medio de diferenciacion. Se cree que podrian haberse formado por el dcido ascérbico ya que
es un suplemento bioactivo que se oxida y pierde estabilidad rapidamente (Asnaghi et al.,
2018), lo que podria haber dado lugar a la formacidén de estos agregados. En general, los
condrocitos inmortalizados cultivados en micromasa presentaban una morfologia
redondeada, lo que indicaria que recuperaron su morfologia tipica que perdieron al
expandirlas en monocapa. Por ultimo, las tinciones TM y SO indicaron escasa presencia de

colageno y proteoglicanos, respectivamente.

Por otra parte, también se midid la concentracion de GAGs presentes en las micromasas.
Teniendo en cuenta que no se detectd presencia de proteoglicanos, cabria esperar una
concentracion baja de GAGs. Esto se cumplid en las micromasas formadas en los medios de
diferenciacion condrogénica comercial y casero. Aunque en la micromasa formada en
DMEM 10% la concentracion de GAGs fue ligeramente superior, se pudo detectar presencia

de GAGs en todas las muestras.

El TGF-B es una familia de factores de crecimiento que juega un papel fundamental en el
desarrollo y la homeostasis del cartilago articular, y son esenciales para la diferenciacion
condrogénica de MSCs ya que inducen la expresion de SOXY (Coricor et al., 2016; Bianchi
et al., 2017). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que la familia TGF-} esta
involucrada en la degeneracion del cartilago articular en pacientes con artrosis o de avanzada
edad en funcion de las vias de sefializacion que se activen (Mariani et al., 2014). Mientras
tanto, otros estudios sostienen que la funcién de esta familia no esta clara en procesos
artrdsicos, ya que también se ha visto que la delecion del receptor TGF- tipo II promueve

la progresion de un fenotipo artrésico en ratones (Sacitharan, 2019).
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Por tanto, teniendo en cuenta que la linea 260TT es una linea de condrocitos artrosicos, para
intentar mejorar la expresion de proteoglicanos y COL II se podrian usar otros factores de
crecimiento como la proteina morfogénica 6sea 7 (BMP-7), ya que se ha visto que es capaz
de aumentar la concentracion de proteoglicanos en cultivos en 3D de condrocitos artrdsicos
(Stove et al., 2006). Ademas, un ensayo clinico en fase I demostr6é que la administracion de
BMP-7 en pacientes con artrosis mejord sus sintomas y tuvo efectos reparadores en el
cartilago (Hunter et al., 2010; Zhang et al., 2019). Por tanto, se podria usar este factor de
crecimiento para estimular la expresion de proteoglicanos e incluso en combinacion con el

TGF-B3 para favorecer también la expresion de COL I1.

Por ultimo, se midi6 la expresion de los marcadores tipicos de condrocitos primarios (SOXY,
COL Il y ACAN) en las micromasas formadas en los tres medios de cultivo, asi como en el
control de condrocitos cultivados en monocapa. Tras analizar los datos de CT' 'y Tm, se
detecto6 la expresion de SOX9 en todas las muestras, mientras que COL Il y ACAN no se
detectaron en ninguna, confirmando los resultados anteriores. Se ha visto que la expresion
de SOX9 en 2D es mayor que en las micromasas formadas en DMEM 10% y en los medios
de diferenciacién condrogénica en 3D. Esto puede deberse a que SOX9 es un gen de
expresion temprana que induce la expresion de COL Il y ACAN, de manera que, si las
micromasas se cultivan en dichos medios de diferenciacién durante mas de dos semanas, se

podria llegar a detectar la expresion de dichos marcadores.

Lin y colaboradores (2008) demostraron que la expresion de SOX9 en condrocitos primarios
artrésicos cultivados en monocapa no disminuia tras, al menos, cuatro pases, por lo que este
factor no estaria relacionado con la desdiferenciaciéon que sufren los condrocitos al
cultivarlos en monocapa (Lin et al., 2008). Esto explicaria por qué su expresion no esta
disminuida en t0, es decir, en el control de condrocitos a tiempo O utilizado para los
experimentos de biologia molecular. Recordemos que tanto este control a tiempo 0 como los
condrocitos empleados para la formacidén de las micromasas provenian del mismo cultivo
celular en 2D. Puede que otros factores de transcripcién sean los responsables de esta
desdiferenciacion celular y de la ausencia de expresion de COL I1'y ACAN en los condrocitos

cultivados en monocapa (Lin et al., 2008).
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Los factores de transcripcion: subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-Ia),
homeobox D9 (HOXDY9) y homeobox 2 NK3 (NKX3.2), entre otros, estan relacionados con
la diferenciacion condrogénica, de manera que también podrian estar relacionados con la
desdiferenciacion de condrocitos en monocapa (Almalki & Agrawal, 2016; Carballo et al.,

2017).

Por otra parte, puede que alguna via de sefializacion o los genes COL Il y ACAN estén
mutados en la linea 260TT y por eso no se detecte expresion. En la muestra t0 en 2D puede
que no hubiera expresion de COL Il y ACAN debido a que los condrocitos cultivados en
monocapa se desdiferencian y dejan de expresar dichos marcadores; asi como en las
micromasas cultivadas en DMEM 10% tampoco hubo expresidon debido a que estas solo se

cultivaron en medio de crecimiento sin factores de estimulacion condrogénica.

Sin embargo, se puede observar como la expresion de SOX9 es mayor en las micromasas
formadas en los medios de diferenciacion condrogénica con TGF-f3, al compararla con la
expresion en las micromasas formadas en DMEM 10%. Como ya se ha explicado
anteriormente, la funciéon de TGF-f3 no estd clara en procesos artrosicos, de manera que
podria haber contribuido a la expresion de SOX9 en aquellas micromasas que fueron

estimuladas.

Finalmente, hay que tener en cuenta que la linea 260TT es una linea de condrocitos artrosicos
y por eso presenta tantas limitaciones para rediferenciarse. Aun asi, los resultados obtenidos
demuestran que esto se podria conseguir y, para ello, se deberian probar otras condiciones
de cultivo, asi como cultivar las micromasas durante mas tiempo para favorecer la
rediferenciacion y utilizar una linea inmortalizada de condrocitos sanos para obtener un

modelo in vitro de condrocitos util para estudiar la fisiopatologia de la artrosis.

29



6. CONCLUSIONES

La conclusion principal obtenida tras la realizacion de este trabajo es:

Las diferentes condiciones de cultivo testadas no han resultado idoneas para
mantener el fenotipo condrocitico de la linea celular inmortalizada 260TT, ya que no
se ha conseguido detectar la expresion de todos los marcadores tipicos de condrocitos
primarios en las micromasas formadas en los dos medios de diferenciacion

condrogénica.
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