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RESUMEN

Objetivos

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la idoneidad de diferentes
biomateriales de colageno como posibles soportes de ingenieria tisular,

para el tratamiento de lesiones cartilaginosas.

Metodologia

Se aislaron células madre mesenquimales de la médula 6sea humana
(CMMs-MONh), de varios donantes, y se expandieron in vitro. Tras obtener
un namero suficiente de células, se formd un conjunto celular y se sembré
sobre los biomateriales, con un medio de estimulacion de la diferenciacion
condrogénica. Tras 30 dias de estimulacion se test6 el crecimiento y
diferenciacion mediante microscopia electronica, técnicas histoldgicas,

técnicas inmunohistoquimicas y biologia celular.
Resultados

Todos los biomateriales presentaron crecimiento y proliferacién celular.
En todos los biomateriales tuvo lugar diferenciacién condrogénica de las
CMM-MOh, en mayor o menor medida.

Conclusiones

Todos los biomateriales permitieron el crecimiento y proliferacion de las
CMMs-MOh, pero so6lo en el biomaterial CLIC2HS se observo formacion
de tejido con caracteristicas similares a cartilago. Futuros estudios
permitiran determinar si éste biomaterial es adecuado para la reparacion

de cartilago articular.
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INTRODUCCION
1. El cartilago articular.

1.1 Estructura.

El cartilago hialino es un tejido especializado derivado del mesénquima
durante el desarrollo embrionario [1]. Al final del crecimiento la masa de
cartilago consiste en condrocitos atrapados en una gran cantidad de
matriz extracelular (MEC) [2], formando diferentes capas, y que se

encuentra anclado al hueso subcondral [3] (Figura 1A).

7~ CAPA SUPERFICIAL ‘CONDRODITO
/~ CAPA INTERMEDIA O TRAN BICIONAL B

© CAPA PROFUNDA

| TIDEMARK
{ /7 CAPA CALCIFICADA
»~ HUE 0 JUSCONDRAL

Figura 1: Representacion esquemética de la estructura del cartilago hialino. (Imagen
adaptada de [4] con modificaciones). A) Distribucién celular en el cartilago hialino. B) El

condron, subunidad funcional del cartilago.

Los condrocitos son las células caracteristicas del cartilago, su forma es
redondeada y en el tejido se encuentran alojadas en cavidades
denominadas condromas o condrones (Figura 1B). Son responsables de
la sintesis de la matriz que les rodea, una red de colagenos,
glucosaminoglucanos (GAG) y glucoproteinas (Figura 1B). Ademas
secretan numerosas citocinas y factores que contribuyen a su

crecimiento, proliferacion y diferenciacion [3].
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Este cartilago carece de vasos sanguineos y consecuentemente el
intercambio de metabolitos entre los condrocitos y los tejidos circundantes
depende de la difusion a través de la sustancia fundamental. Esto limita el
espesor que el cartilago puede desarrollar para el mantenimiento de la

viabilidad de las células mas internas [2].

El cartilago hialino se encuentra sobre las superficies Oseas de las
articulaciones sinoviales [5] (Figura 2).

Hueso RESC 80 ¢ 0

Ligamento

Cartilago hialino
Liquido sinovial

Membrana sinovial

Figura 2: Disposicion del cartilago en una articulacion sinovial tipica. Imagen modificada
de [5].

1.2. Composicion del cartilago hialino.

Los condrocitos suponen entre el 1-2% del volumen total del cartilago [3].

El colageno es el mayor componente fibrilar de la MEC, constituyendo
sobre el 20-30% del total [6], del cual el colageno tipo Il (Col Il) forma el
90%-95% del total de colageno [7].

Los proteoglucanos (Figura 3) se disponen en agregados, formando la
sustancia fundamental, dando solidez y flexibilidad al cartilago. Los GAG
sulfatados (condroitin-sulfato y keratdn sulfato) predominan en los
agregados de proteoglucanos, con moléculas de GAG no sulfatados

(acido hialuronico) [2].
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Condroitin sulfato
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Acido hialurénico

Agregado de proteoglucanos

Figura 3: Proteoglucanos del cartilago hialino. Imagen modificada de [4].

1.3. Funcion del cartilago hialino.

El cartilago articular ofrece una superficie lisa y lubricada para un continuo
movimiento de deslizamiento, absorbe golpes, y distribuye la carga al
hueso [8].

1.4. Integridad del cartilago.

El condrocito desempeia un papel fundamental en el mantenimiento de la
integridad de la MEC del cartilago. Cualquier desequilibrio en el balance
bioldgico del cartilago perjudica su integridad, lo convierte en mas fragil y

favorece la pérdida de este tejido [3].

El cartilago articular tiene una capacidad muy limitada para la
autorreparacion intrinseca. Dado que el tejido es avascular, una lesion no
provoca la respuesta de “cicatrizacion de herida” tipica, caracterizada por
la inflamacién e invasién de células mesenquimales indiferenciadas [8]. El
proceso de reparacion progresa hacia la formaciébn de un tejido
fibrocartilaginoso [9] que, debido a su composicion bioquimica, no tiene la
resistencia y la capacidad de deformacion bajo carga tipica de cartilago
hialino [7].

Otros factores que explican la poca capacidad para la autorreparacion del

cartilago son: la baja actividad metabdlica, incapacidad de los condrocitos
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residentes para migrar al defecto debido a la presencia de la MEC y la
baja celularidad [7].

2. Artrosis.

La artrosis (OA) es una enfermedad degenerativa de las articulaciones
caracterizada por el deterioro de la integridad del cartilago hialino y el

hueso subcondral subyacente [10] (Figura 4).

Figura 4: Imagen comparada de cabezas femorales A) No OA B) OA.

Su patogenia esta relacionada con el envejecimiento y la lesion del
cartilago articular. La OA se caracteriza por dolores articulares crénicos
con grados diversos de deformidad de las articulaciones y de destruccion

del cartilago articular [11].

Finalmente, el tejido éseo subcondral expuesto se convierte en la nueva
superficie articular (Figura 4). Estos cambios determinan una reduccion
progresiva de la movilidad y un aumento del dolor con los movimientos

articulares [11].

2.1. Prevalencia.

La OA es la patologia articular mas prevalente y la que con mas
frecuencia causa discapacidad. La incidencia de OA esta directamente
relacionada con la edad y se espera su incremento junto con el aumento
de la edad media de la poblacion [12]. La mayoria de las personas
muestran algun indicio de esta enfermedad a los 65 afios [11] y es la
cuarta causa principal de “afios vividos con discapacidad total” (AVD), lo
gue representa el 3% del global de AVD [13].
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2.2 Tratamiento.

En la actualidad no existen tratamientos farmacolégicos efectivos para

curar la OA, aunque algunos medicamentos ralentizan su progresion [14].

La terapia celular empleando células madre mesenquimales (CMMs) o
condrocitos diferenciados (implantaciéon de condrocitos autélogos) es una
opcion terapéutica para la reparacion de lesiones del cartilago articular
[15].

3. Terapia celular e ingenieria tisular.

3.1. Terapia celular.

La terapia celular es una técnica, relativamente nueva, que se basa en la

regeneracion de un tejido dafiado mediante el tratamiento con células.

Numerosos protocolos de terapia celular han sido propuestos para reparar
el tejido cartilaginoso pero los resultados, sobre todo a largo plazo, han

sido insatisfactorios [7, 14, 16].

3.1.1. Empleo de condrocitos en terapia celular:

Una de las técnicas utilizadas para la regeneracion de cartilago ha sido el
implante de condrocitos autdlogos (Figura 5). Este procedimiento
consiste en obtener por artroscopia explantes de cartilago articular (Figura
5A), del paciente, de zonas poco comprometidas con la carga. Se aislan y
cultivan los condrocitos hasta obtener el nUmero apropiado y finalmente
se inyectan en la cavidad de la lesion condral (Figura 5B), cerrandola con

el periostio (Figura 5C) del propio paciente [16].
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Figura 5: Autotrasplante de condrocitos. A) Toma de biopsia. B) Cdndilo femoral con lesion
condral. C) Cavidad del defecto, cerrada con periostio, en donde se inyecta la suspension de

condrocitos. Imagen modificada del articulo [16].
El uso de esta técnica presenta desventajas:
- S6lo se recomienda esta técnica a pacientes menores de 55 afios [16].

- El implante de condrocitos aut6logos presenta la desventaja de que la
toma de la biopsia mediante artroscopia, en una zona articular sana,
puede generar una lesion que derive en OA [3]; esto supone una
intervencidn quirdrgica adicional con dafio afiadido a la superficie articular
[16].

- El tamafio de la lesién no debe ser superior a 10 cm? [16].
- Existe riesgo de fracaso funcional a corto plazo [16].

- Tiempo de cultivo in vitro demasiado largo, con posibilidad de

contaminaciones [16].

- Dificultad del mantenimiento del fenotipo del condrocito in vitro, ya que el
condrocito tiene una propension a desdiferenciarse a un fenotipo de
fibroblasto después de un cultivo prolongado (multiples pases) in vitro
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[17]. Una vez que se han liberado de su matriz, no son capaces de
expresar los genes para agrecanos y Col Il, moléculas fundamentales

para la sintesis de cartilago hialino [3].

3.1.2. Empleo de células madre mesenquimales en terapia celular:

Otra de las técnicas utilizadas es el implante de CMMs, cuya eficacia se

ha demostrado en la reparacion de defectos osteocondrales [3].

La ingenieria tisular mediada por CMMs es un tratamiento alternativo
experimental con el potencial para inducir la regeneracion del tejido hacia

un cartilago hialino sano, aliviar el dolor y restaurar la funcion normal [8].

3.2. Ingenieria tisular.

Los estudios sobre el cartilago han avanzado hacia una nueva disciplina,
la ingenieria tisular. Esta es la ciencia encargada de generar sustitutos de
organos y tejidos que se han perdido o bien han resultado dafiados [3]. El
disefio y la fabricacién de estos sustitutos tisulares se basan en células,
biomateriales o ambos de forma conjunta, para que asuman todas las

propiedades del tejido u érgano a sustituir [3,18]

Las células, los biomateriales y las sefiales de estimulacién del
crecimiento son los componentes clave para la ingenieria tisular. Los
biomateriales, tipicamente fabricados con polimeros naturales o
sintéticos, proveen un soporte estructural para la adhesion celular y

subsecuentemente para el desarrollo tisular [19].

Nuevos métodos de ingenieria tisular para las lesiones de cartilago se
basan en el uso de biomateriales biodegradables en combinacién con

CMMs estromales derivadas de médula 6sea (MO) [9].

El principio general consiste en seleccionar células madre y permitirlas
crecer y diferenciarse en un soporte adecuado para producir el tejido que
necesita ser reparado. El proceso de formacion de cartilago por medio de
ingenieria tisular tiene 3 objetivos [7]:
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- Incrementar el nimero de células para alcanzar el nUmero necesario

para reparar el defecto del cartilago.
- Obtener el fenotipo correcto

- La tridimensionalidad del producto y el tamafio debe ser adecuado para
el tipo de defecto articular.

4. Células madre mesenquimales.

De acuerdo a la propuesta de la International Society for Cellular Therapy,
las CMMs son células progenitoras multipotentes no hematopoyéticas,
localizadas dentro del estroma de la MO y otros 6rganos, que son
fenotipicamente caracterizadas por la expresion de varios marcadores
moleculares de superficie (ej. CD73, CD90 y CD105) y por la falta de
expresion de otros marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45.
Ademas, tienen la caracteristica de que pueden ser aisladas mediante

adherencia al plastico y pueden ser expandidas ex vivo [20].

Estas células, conocidas como CMMs o células medulares estromales,
pueden ser aisladas y propagadas por clonaje in vitro. Se ha demostrado
qgue tienen la capacidad de diferenciarse hacia varias lineas celulares,
algunas de las cuales generan osteoblastos, condrocitos y adipocitos
(Figura 6) dependiendo de los factores de crecimiento que se usen para

su estimulacion [17].
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Figura 6: Esquema de diferenciacion de las CMMs. Imagen modificada de [21].

Estas caracteristicas son idéneas en medicina reparativa y en terapia

celular [3].

Las CMMs son un tipo celular cada vez mas utilizado en investigacion por
su gran versatilidad y potencial uso en clinica. El método celular mas
utilizado es el del cultivo celular, que nos permite obtener una poblacion
suficientemente numerosa y homogénea para realizar varias técnicas y

ensayos [3].

La poblacién de CMMs contiene condroprogenitores capaces de proliferar
y diferenciarse in vitro en presencia de factores especificos como el factor
de crecimiento transformante beta 3 humano (hTGFB) que aumentan de

manera significativa la frecuencia de formacion del tejido [22].

5. Biomateriales.

El uso de biomateriales hace posible la mejora del implante celular, su
reproduccion y diferenciacion, y fisicamente mantiene las células en el
area de la reparacion [7], pudiendo actuar como una barrera ante la
invasion del injerto por fibroblastos [23].
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El mejor biomaterial para ingenieria tisular seria la MEC del tejido diana
en su estado nativo. Sin embargo, las multiples funciones, la composicion
compleja y la naturaleza dinamica de la MEC en los tejidos nativos

dificultan la creacion de una imitacion exacta [19].

Los biomateriales tienen que presentar las siguientes funciones y

caracteristicas [19]:

Proporcionar espacios para una nueva formacion de tejido y
remodelacion, para facilitar la integracion del tejido en el huésped
tras la implantacion.

- La estructura debe de ser lo suficientemente porosa para el
transporte eficiente de nutrientes y metabolitos.

- Deben ser degradables tras la implantacion a una velocidad pareja
a la produccion de nueva matriz para el desarrollo del tejido.

- Estos soportes deben permitir la proliferacion celular y la
produccion de matriz, la cual al mismo tiempo garantiza la nutricién.

- Presentar compatibilidad celular y tisular tanto para células ajenas
aplicadas o enddgenas para su union.

- Ser bioactivos: pueden incluir sefiales biolégicas o sefiales fisicas
como la topografia para influir en la morfologia celular y el
alineamiento.

- Tener propiedades mecénicas que permitan la estabilidad,

propiedad que depende también de la forma del biomaterial.

Un problema que surge con el empleo de materiales naturales es su
limitada estabilidad fisica y mecanica y, por tanto, puede no ser adecuado
para algunas aplicaciones de carga. Otro problema es que puedan

provocar una respuesta inmune en el huésped [19].

Los biomateriales tienen distinta influencia en el metabolismo de las
células huésped vy, por lo tanto, la calidad del cartilago sintetizado va a

variar en funcién del biomaterial elegido [24]. Biomateriales con buena
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biocompatibilidad y que mejoran la viabilidad celular son los biomateriales
de colageno, sélo o combinado con otros componentes tipicos de la MEC
del cartilago. El colageno ademas de ser un material biocompatible y
biodegradable, puede ser reconstituido a estructuras fibrosas estimulando
la MEC nativa en los tejidos [19].
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OBJETIVOS

Objetivo general de este estudio:

Evaluacion de la capacidad condrogénica de las CMMs-MOh, sobre
diferentes biomateriales de colageno, para la formacion de constructos

Gtiles en la ingenieria tisular del cartilago.

Obijetivos especificos:

1. Obtencién y aislamiento de las CMMs-MOh.

2. Comprobacién de que las células obtenidas de la médula 6sea humana
sean CMMs, mediante caracterizacion fenotipica y diferenciacién celular

in vitro.

3. Evaluar la capacidad del biomaterial como soporte para el crecimiento
de CMMs-MOh.

4. Evaluar la capacidad de las CMMs-MOh de diferenciarse sobre el
biomaterial, para formar un neotejido de propiedades similares a las del

cartilago.

5. Valorar histol6gicamente, bioguimicamente y genéticamente las células
de los constructos formados a partir de los diferentes biomateriales.
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MATERIAL Y METODOS
1. Obtencién de muestras y aislamiento de células madre mesenquimales.

1.1. Obtencién de muestras.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de
Galicia (CEIC de Galicia) y todas las muestras incluidas en él han
obtenido el consentimiento informado (Anexo 1) de cada donante. En
este estudio, las muestras analizadas comprendieron 14 cabezas
femorales procedentes del Banco de Tejidos del Complejo Hospitalario
Universitario de A Corufia (CHUAC).

El procesado de las muestras se realizé en el laboratorio de Cultivo

Celular del Instituto de Investigacion Biomédica de A Corufia (INIBIC).

1.2. Extraccién del conjunto celular presente en la médula 6sea.

La extraccion celular (Figura 7) se realizd6 mediante lavados de la MO de
cada cabeza femoral. Para ello se sujetaron las cabezas femorales
(Figura 7A) y se les inyecté en la MO medio de cultivo, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Lonza, Espafa) suplementado al 5%
(DMEM 5%) con suero bovino fetal (SBF; Gibco, Espafia), con una jeringa
de 20 ml (Kendall Monoject Syringe, Estambul, Turquia) y una aguja de
bisel ancho (BD Microbalance™3, Oxford, Irlanda) (Figura 7B). Se
recogié el medio de cultivo con las células en suspension (Figura 7 Cy
D) y se hizo pasar por un filtro de nylon de 41um de tamafio de poro
(Millipore, Irlanda) (E y F). Se centrifugé (Figura 7G) para obtener las
células en un precipitado (Figura 7H), se elimin6 el sobrenadante
mediante decantacion (Figura 71) y el precipitado se resuspendié en
medio de cultivo DMEM suplementado al 20% (DMEM 20%) con SBF
(Figura 7 J y K). Se sembr6 (Figura 7L) en frascos de cultivo (Costar
Corning Incorporated, E.E.U.U.) de 25 cm? 75 cm? 6 162 cm?
dependiendo de la cantidad de precipitado, y se introdujeron en una

estufa a 37°C, en una atmoésfera hiimeda al 5% de CO..
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Figura 7: Extraccién de células de la MO de la cabeza femoral. A) Sujecién de la cabeza

femoral. B) Inyeccién del medio de cultivo en la MO. C y D) Recogida de la suspension.
E y F) Filtracion de la suspension. G) Centrifugacion del filtrado. H) El precipitado

obtenido. 1) Eliminacion del sobrenadante. J) Resuspension del precipitado. K) Adicion

de medio de cultivo al precipitado resuspendido. L) Sembrado de las células en frascos

de cultivo.

Para aislar las CMMs-MOh, transcurridas 48 horas se realiz6 un lavado
con suero salino (Fresenius Kabi, Espafia) y se remplazé el medio de

cultivo, eliminandose las células no adherentes.

2. Cultivo en monocapa de células madre mesenquimales.

A los frascos de cultivo con las células sembradas, se les cambié el
medio DMEM 20% cada 3 dias y fue necesario realizar subcultivos para
aumentar el area de cultivo, cuando la confluencia celular se aproximaba
al 80%. Para ello, se retiré el medio, se lavo con suero salino y se incubé
con tripsina-EDTA (Sigma Aldrich Quimica S.A., Espafa) a 37°C. Se
comprobd, en un microscopio invertido 1X51 (Olympus Espafia S.A.,
Espafia), que las células no seguian adheridas al frasco de cultivo. Se
inactivo la tripsina con medio DMEM 5% y se dejé 15 min. a 37°C para

Diferenciacién in vitro de células madre aisladas de médula 6sea humana sobre

biomateriales de colageno.



20

que otros posibles tipos celulares (ej. fibroblastos y macrofagos), con
mayor rapidez de adherencia, se quedaran unidos al frasco de cultivo. Se
recogid la suspension y se centrifugd. El precipitado de CMMs se
resuspendid en medio de cultivo DMEM 20% y se sembré en un frasco de

mayor area o en varios frascos, para su expansion.

Tras 4 semanas en cultivo en monocapa, se obtuvo el numero suficiente
de CMMs para la caracterizacion celular, el estudio de Ila
multipotencialidad y para su cultivo sobre biomateriales. Para su
manipulacion se resuspendieron y se hizo una estimacion del niumero
aproximado realizando contajes en una cadmara Neubauer (Marienfeld,

Alemania), empleando un microscopio invertido.

3. Obtencion de los biomateriales.

Los biomateriales fueron suministrados por la empresa italiana Opocrin,
S.P.A., Corlo di Formigine-Modena. Para este estudio se obtuvieron 5
soportes de colageno diferentes: colageno | + colageno Il (C1C2),
colageno | + colageno I+ heparan sulfato (C1C2HS), colageno | +
colageno Il + condroitin sulfato (C1C2CHS), colageno | + heparina de bajo
peso molecular (C1-OLH3) y colageno | + condroitin sulfato (C1CHS).

4. Cultivo tridimensional de las células madre mesenquimales sobre los

biomateriales.

4.1. Agrupacion de las células madre mesenquimales.

Las CMMs-MOh de 7 donantes se juntaron para formar un grupo celular y

evitar asi sesgos debidos a la variabilidad celular.

4.2. Siembra del grupo celular en los biomateriales.

En dos placas estériles de 24 pocillos (Costar Corning Incorporated) se
introdujeron, de manera independiente, 5 tipos de biomateriales de 1cm?

De cada biomaterial se incluyeron para cultivo 5 réplicas y 1 réplica
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control sin células. Se sembraron, del grupo celular, 2x10° células/cm? de

biomaterial.

4.3. Cultivo.

A cada pocillo se le afiadié medio condrogénico de diferenciacion (Figura
8A) hMSC Commercial Chondrogenic Differentiation Medium (Lonza,
Biownhittaker, Bélgica), suplementado con 10 ng/ml de hTGF-B3 (ProSpec-
Tany Technogene Ltd., Rehovot, Israel). Cada 3 dias se recogi6 el
sobrenadante de cada pocillo (Figura 8B) y se cambid por nuevo medio
condrogénico. Los sobrenadantes retirados, en cada cambio de medio de

cultivo, se congelaron en tubos independientes a -20°C.

Tras 30 dias de diferenciacién, se recogieron los biomateriales para

realizar analisis histolégico/citolégicos, andlisis de expresion génica y

ensayos de Elisa.

Figura 8: Cultivo en placa de CMMs-MOh sobre biomateriales. A) Adicién del medio de

diferenciacion condrogénico. B) Recogida del sobrenadante de los pocillos.

5. Caracterizacion fenotipica, de las células madre mesenquimales,

mediante citometria de flujo.

Se realiz0, mediante citometria de flujo, el andlisis de la expresion de los
marcadores de superficie celular en muestras de 4 donantes, estudiando
los siguientes marcadores: CD29, CD34, CD44, CD45, CD69, CD73,
CD90, CD105, CD106, CD117, CD166, CD271, STRO-1y SSEA-4.
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Se resuspendieron, de manera independiente, las CMMs-MOh de cada
donante en tampon Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS; BD
Biosciences). En una placa de 96 pocillos (NUNC™, VWR International,
Dinamarca) se colocaron 2x10° células/pocillo. Se centrifugd, se eliminé el
sobrenadante y se homogeneizo la suspensién celular en un agitador. Se
afiadieron los anticuerpos (Ac) 1% para cada marcador, en diferentes
pocillos, siguiendo las recomendaciones de las casas comerciales

(Tabla 1, Anexo 2) y se incubaron durante 40 min a 4°C en oscuridad.

Tras la incubacion, se realizaron dos lavados con tampon FACS junto con
2 centrifugaciones. Se realiz6 una segunda incubacién de 30 min a 4°C en
oscuridad en aquellos pocillos en los que era necesaria la adicion del
Ac 2° polyclonal rabbit anti-mouse immunoglobulins/FITC Rabbit F(ab’)2
(Dako Cytomation, E.E.U.U.). Se realizaron otros dos lavados con FACS y
se traspasaron las células, en un volumen final de 200 pul, a tubos de
citometria. Las 4 muestras se analizaron en un citdmetro FACSCalibur
(BD Biosciences) y los resultados obtenidos se procesaron utilizando el
programa informéatico CellQuest (BD Biosciences).

La expresion de los marcadores de superficie celular se considero positiva

s6lo cuando la presencia en la poblacion fue superior al 2,5%.

6. Estudio de la multipotencialidad de las células madre mesenquimales.

Para la caracterizacion de la multipotencialidad se cultivo el grupo celular
de CMMs-MOh en diferentes medios de cultivo, para favorecer su
diferenciacion hacia 3 linajes mesenquimales diferentes: adipocitos,

osteoblastos y condrocitos.

6.1. Estimulacion adipogénica.

Para testar histologicamente la diferenciacién adipogénica se sembraron
CMMs-MOh del grupo celular, 33x10° células/pocillo en una camara de
ocho pocillos para microscopia (BD Falcon, Francia). Las células se

cultivaron en monocapa en 3 pocillos. Se cultivaron células, en otro pocillo
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de la camara, en medio de cultivo DMEM 20% a modo de control

negativo.

Para testar la expresion de genes propios de los adipocitos se sembraron
25x10* CMMs-MOh/pocillo en una placa de 6 pocillos (Costar Corning
Incorporated). Las células se cultivaron en monocapa en 2 pocillos para la

estimulacién adipogénica y en otros 2 como controles negativos.

Durante 21 dias se trataron las células a estimular con un kit adipogénico
comercial Bullekit Adipogenic Differenciation Medium (Lonza). Este kit
esta compuesto de dos medios de cultivo diferentes: un medio de
induccion adipogénico y un medio de mantenimiento adipogénico. Se
comenzo la estimulacion celular con el medio de induccién y se realizaron
cambios de medio cada 3 dias, alternando el tipo de medio. Los controles

negativos se mantuvieron con medio de cultivo DMEM 20%.

Tras 21 dias, se elimind el medio de estimulacion y el medio de cultivo
DMEM 20% de las camaras de 8 pocillos para microscopia, se lavaron
con suero salino y se realiz6 una fijacion con paraformaldehido al 4%
(Panreac Quimica S.A., Espafia), de los 4 pocillos. Una vez fijadas, las

células estimuladas y las células control, se tifieron.

En la placa de 6 pocillos se eliminé el medio de estimulacion y el medio
DMEM 20%, se lavo con suero salino y se comenz6 la extraccion de ARN

de las células.

6.2. Estimulacion osteogénica.

Para testar histologicamente la diferenciacion osteogénica se sembraron
CMMs-MOh del grupo celular, 33x10° células/pocillo en una camara de
ocho pocillos para microscopia. Las células se cultivaron en monocapa en
3 pocillos. Se cultivaron células, en otro pocillo de la camara, en presencia

de medio de cultivo DMEM 20% a modo de control negativo.
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Para testar la expresion de genes propios de los osteoblastos, se
sembraron 25x10* CMMs-MOh/pocillo en una placa de 6 pocillos. Las
células se cultivaron en monocapa en 2 pocillos para la estimulacion

osteogénica y en otros 2 como controles negativos.

Durante 21 dias se trataron las células a estimular con un medio
osteogénico comercial hMSC Bullekit Osteogenic Differenciation Medium
(Lonza). Se realizaron cambios de medio cada 3 dias. En los controles,

las células se mantuvieron con medio de cultivo DMEM 20%.
Después de 21 dias se realiz6 la fijacion de las células y se tifieron.

En la placa de 6 pocillos se inicid la extraccion de ARN de las células.

6.3. Estimulacion condrogénica.

Para testar mediante histoquimica la diferenciacibn condrogénica se
introdujeron 25x10* CMMs-MOh del grupo celular en tubos con fondo
conico de poliestireno (J.C. Catalan S.L., Espafa). Se incluyeron 4
réplicas para estimulacion condrogénica y 2 réplicas como control
negativo que se cultivaron en medio de cultivo DMEM 20%. Se
centrifugaron para facilitar la formacién de un microprecipitado o
micromasa. La formacion de este agregado tridimensional por parte de las

células facilita la comunicacion celular y por tanto la formacion de MEC.

Para testar la expresion génica, se sembraron 25x10* CMMs-MOh/pocillo
en una placa de 6 pocillos. Las células se cultivaron en monocapa: en 2
pocillos para la estimulacion condrogénica y en otros 2 como controles

negativos.

Tanto en los tubos como en la placa, a las réplicas de estimulacion se les
afiadi6 medio condrogénico de diferenciacion hMSC Commercial
Chondrogenic Differentiation Medium, suplementado con 10 ng/ml de
hTGF-83. Cada 3 dias se remplaz6 el medio, siempre previa

centrifugacion.
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A los controles negativos se les afiadi6 medio de cultivo DMEM 20% y

también se remplazé cada 3 dias, previa centrifugacion.
Las micromasas y la placa se mantuvieron en cultivo durante 21 dias.

Una vez transcurrido este tiempo, las micromasas se deshidrataron, se
incluyeron en parafina y se cortaron en el microtomo. A los cortes se les

realizaron tinciones histoquimicas e inmunohistoquimica.

En la placa de 6 pocillos se inici6 la extraccion de ARN de las células.

7. Andlisis histolégico y citoldgico.
Este analisis se realizo en los Servicios Centrales de Histomorfologia del

Instituto de Investigacién Biomédica de A Coruia (INIBIC).

7.1. Valoracion de la diferenciacion de las CMMs-MOh cultivadas en

monocapa.

7.1.1. Diferenciacion adipogénica.

Se realiz6 una tincion Oil-Red-O (Sigma, E.E.U.U.). Se observo la tincion
en un microscopio Olympus BX61 (Olympus Espafia S.A.) equipado con

una camara digital Olympus DP70 (Olympus Espafa S.A.).

Esta tincion permite valorar la presencia de vacuolas lipidicas. Se

consideraron positivas aquellas que presentaron coloracion rojo-naranja.

7.1.2. Diferenciacién osteogénica.

Se realizé una tincion Rojo Alizarina (Merck, Alemania). Se observo la
tincibn en un microscopio Olympus BX61, equipado con una camara
digital Olympus DP70.

Esta tincibn permite valorar la presencia de depdsitos de calcio. Se

consideraron positivas aquellas que presentaron coloracion roja.
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7.1.3. Diferenciacion condrogénica.

A los cortes obtenidos en el microtomo se les realizaron tinciones con:

- Hematoxilina-Eosina (H-E): para una valoracion general de la morfologia

celular. Tifie de azul los nucleos y de rosa el citoplasma celular.

- Tricromico de Masson modificado (MM): para una valoracion de la
morfologia celular y para la deteccion de coldgeno. Tifie los nucleos de
azul-negro, de rosa el citoplasmay el colageno de azul.

- Azul Alcidn (AA): para la deteccion de proteoglucanos. Presentan

positividad en color azul.

- Safranina O (SO): para la deteccion de proteoglucanos. Positividad de

color rojo-naranja.

- Azul de Toluidina (AT): para la deteccion de proteoglucanos. Positividad

de color azul.

Ademas, se realizé inmunohistoquimica directa sobre los cortes para la
deteccion de colageno de tipo | (Col 1), tipo 1l (Col II), tipo X (Col X),
metaloproteinasa 13 (MMP-13) y agrecanos (Aggrecan C-20),

componentes tipicos de la MEC del cartilago.

Se observaron en un microscopio Olympus BX61, equipado con una
camara digital Olympus DP70.

Para determinar el grado de tincidn/presencia se utilizd6 una escala
cualitativa de 4 valores: negativo o ausencia (-), levemente positivo o
presencia débil (+), positivo o presencia (++) y muy positivo o mucha

presencia (+++).

7.2. Células diferenciadas en cultivo sobre biomateriales.

De cada tipo de biomaterial cultivado se destin0 una réplica para
microscopia electronica de barrido (MEB), otra réplica para microscopia

electrénica de transmision (MET) y otra para tinciones histolégicas. Los
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biomateriales sin células se dividieron en 3 y se destinaron para lo mismo,
a modo de control. Las 2 réplicas restantes, de cada biomaterial cultivado,

se destinaron a biologia molecular.

El procesado de muestras de microscopia electrénica se realizé en las
instalaciones del Servizo de Apoio & Investigacion (SAI) de la
Universidade da Corufia, bajo la supervision del personal responsable de
la Unidad de microscopia: Dras. Ada Castro Couceiro y Catalina Sueiro
Lopez.

7.2.1. Tinciones histoldgicas.

Tanto los biomateriales con células como los controles sin células fueron
deshidratados, incluidos en parafina y cortados en un microtomo. A los
cortes se les realizaron tinciones con H-E y MM e inmunohistoquimica
directa para la deteccién de Col I, Col Il y de un marcador de proliferacién

celular (Proliferating cell nuclear antigen, PCNA).

7.2.2. Microscopia electrénica de transmision.

A los biomateriales con células y a los biomateriales control sin células se
les realizaron varios lavados con suero salino. Se fijaron con tampdn
cacodilato y glutaraldehido al 3% diluido en tampon cacodilato. Se realizé
una tincién biolégica con tetroxido de Osmio (OsO,), para ofrecer un
mayor contraste debido a su union a los lipidos. Las muestras se
deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona y se incluyeron
en Spurr. Se realizaron cortes en un ultramicrotomo Reichert Ultracut E
(Leica, Alemania) y se observaron en MET JEM 1010 (JEOL, Jap6n), para
un andlisis ultraestructural de las CMMs-MOh diferenciadas sobre cada

biomaterial.

7.2.3. Microscopia electronica de barrido.

A los biomateriales con células y a los biomateriales control sin células se
les realizaron varios lavados con suero salino. Se fijaron con tampon

cacodilato y glutaraldehido al 3% diluido en tampdn cacodilato. Las
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muestras se tifleron con OsO,4 y se deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol, ya que éste es miscible con el didéxido de carbono
(CO,) vy, el CO; se elimind en un equipo de deshidratacién en punto critico
Bal-Tec CPD 030 (Balzers, Alemania). Posteriormente, se realizO0 una
metalizacion en oro con un equipo de electrodeposicion catddica Bal-Tec
SCD 004 (Balzers). Las muestras se observaron en un MEB JSM 6400
(JEOL), para un analisis morfométrico de las CMMs-MOh diferenciadas

sobre cada biomaterial.
8. Obtencion y analisis de ARN.

8.1. Extraccion de ARN de las células en monocultivo.

El ARN se extrajo con Trizol (Invitrogen, Espafa) siguiendo las

recomendaciones de la casa comercial.

8.2. Extraccion de ARN de las células cultivadas sobre biomateriales.

Los biomateriales se trocearon, se introdujeron en tubos junto con bolas
de circonio y se congelaron en nitrégeno liquido. Los tubos se metieron en
un soporte para introducirlos en un molino de bolas para la desintegracion
y homogeneizacién. Se realizaron 2 ciclos de 90 segundos con una
frecuencia de agitacion de 25/seg, congelando de nuevo en nitrégeno
liguido entre ciclos. Una vez disgregados los biomateriales y tras la rotura

celular, se afadi6 Trizol y se realizo la extraccion de ARN.

8.3. Cuantificacion del ARN.

Para cuantificar el ARN se hicieron mediciones de la absorbancia (Abs) a
280 nm, 260nm y 230nm en el espectrofotometro NanoDrop (ND-1000,
Thermo Scientific, Espafia). Los resultados de concentracion, Abs
260/280 y Abs 260/230 se obtuvieron con el programa informatico
Nanodrop 1000 3.7.1. Estas Abs relativas indican la calidad del ARN y la

posible contaminacién con solutos organicos y/o proteinas.
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8.4. Sintesis del ADNCc.

Previamente se tratd el ARN con DNAsa (Invitrogen) siguiendo el

protocolo del fabricante.

La sintesis de ADNc se realizO en un termociclador (GeneAmp
PCRSystem 9700, Applied Biosystems, Espafia) con el kit SuperScript™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), utilizando como
cebadores OligodTs y siguiendo las recomendaciones de la casa

comercial.

8.5. Andlisis de la expresion génica mediante PCR en tiempo real.

El ADNc se cargd en una placa de 96 pocillos (Roche, Alemania) junto
con LightCycler 480 Syber Green | Master (Roche) y los cebadores

especificos (Tabla 2):

Contenido G/C
Nombre Cebador sentido Cebador antisentido Cebador Cebador | Amplicén
sentido | antisentido
TBP 5’gcccatagtgatctttgcagt3d” 5’cgctggaactcgtctcactad” 48% 55% 142 nt
SOX 9 5’gtacccgcacttgcacaac 3 5’tcgctctegttcagaagtctc 3 58% 52% 72 nt
coL 1l 5’gtgtcagggccaggatgt 3° 5’tcccagtgtcacagacacagat 3° 61% 50% 116 nt
FABP4 5’ggatgataaactggtggtgga 3° 5’cacagaatgttgtagagttcaatgc 3 48% 40% 125 nt
APM1 5’ggtgagaaaggagatccaggt 3 5’tgctgagcggtatacatagge 3° 52% 52% 147 nt
LPL 5’agaacatcccattcactctgc 3 5’ccatttgagcttcaacatgagt 3 48% 41% 107 nt
ALP 5’gacggacccgtcactctc 3° 5’gtgcccegtggtcaattct 3 67% 56% 109 nt
OP 5’cgcagacctgacatccagt 3 5’ggctgtcccaatcagaagg 37 58% 58% 136 nt

Tabla 2: Secuencias y caracteristicas de los cebadores empleados en la PCR en tiempo
real (QPCR) para la amplificacion de los ARNm humanos especificos de la diferenciacion

adipogénica, osteogénica y condrogénica.

- Para la deteccion de expresion de genes constitutivos de referencia:
Proteina de unién a TATA (TATA Binding Protein, TBP).

- Para la deteccion de expresiéon de genes de condrocitos: COL |l
(Collagen, type ll, alpha 1, COL2Al) y SOX9 [SRY (sex determining
region Y)-box 9].
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- Para la deteccion de expresion de genes de adipocitos: Gen transcrito
mas abundante en tejido adiposo 1 (Adipose most abundant gene
transcript 1, APM1), Lipoproteina lipasa (Lipoprotein Lipase, LPL), y la
Proteina 4 de union al acido graso (Fatty Acid Binding Protein 4, FABP4).

- Para la deteccion de expresion de genes de osteoblastos: Osteopontina
(Secreted Phosphoprotein 1, OP) y Fosfatasa Alcalina (Alkaline
Phosphatase, ALP)

La gPCR se realiz6 en un Light-Cycler 480 (Roche) y los resultados se

analizaron con LightCycler 480 Software release 1.5.0. SP4.

Los célculos de los niveles relativos de expresion (NRE) se realizaron
empleando el método del 24“* [25], con la ayuda de una hoja de calculo
Excel (Office 2010 version 14.0.6029.1000). El célculo de los NRE se

realizé de la siguiente forma:

e Para las diferenciaciones in vitro sobre células cultivadas en

monocapa.:

o Adipogénesis y condrogénesis: los datos fueron
normalizados frente al valor obtenido en los controles
DMEM20% a 21 dias, el cual fue considerado iguala 1, y se

expres6 como NRE.

o Osteogénesis: para el gen ALP los datos fueron
normalizados frente al valor obtenido en osteogénesis a 21
dias, el cual fue considerado igual a 1, y fueron expresados
como NRE; para el gen OP los datos fueron normalizados
frente al valor obtenido en los controles DMEM20% a 21
dias, el cual fue considerado igual a 1, y se expres6 como
NRE.
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e Para biomateriales: los datos fueron normalizados frente al valor
obtenido en C1C2HS, el cual fue considerado igual a 1, y se

expres6 como NRE.

Para ello se necesitd6 un gen de referencia (housekeeping), que en
nuestro caso fue el TBP, que ya habia sido determinado en estudios
previos, mediante el algoritmo estadistico geNORM, que realiza una

evaluacion de la estabilidad en la expresion de los genes seleccionados.

9. Técnicas electroforéticas.

Las muestras de ADNc de las células cultivadas en los biomateriales,
amplificadas en la gPCR con los diferentes cebadores, se migraron en un
gel electroforético de agarosa al 2%, para observar las bandas de

amplificacion.

Para la preparacion del gel se disolvieron 2 g de agarosa (Sigma) en
polvo en 100 ml tampon Tris-Acetato-EDTA 1 x (1XTAE). Para agilizar la
disolucion se calent6 la mezcla. Se le afadi6 SybrSafe (Invitrogen) a la
disolucién caliente, se introdujo en la cubeta de electroforesis horizontal y
se colocé el peine. Se afiadi6 tampon de carga a las muestras y a un
marcador de pesos moleculares, el DNA Molecular Weight Marker XIV
(100-1500 bp) (Roche). Una vez que la mezcla enfrié se extrajo el peine y
se afladieron las muestras, junto con el marcador de pesos moleculares, a
los pocillos de forma independiente. La cubeta de electroforesis se
conecto a la fuente de alimentacion (80 V) y se dejé migrar 60 min. Se
revel6 el gel con un laser de luz azul (460nm) empleando el digitalizador
de imagenes LAS-3000 (Fuijifilm, Japén) y las imagenes se obtuvieron con

el programa informético Image Reader LAS 3000 2.2.
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10. Ensayos de Elisa.

10.1. Elisa para la deteccion de colageno.

Los ensayos de Elisa se realizaron sobre los sobrenadantes recogidos a
diferentes tiempos de la placa de cultivo de los biomateriales. Para ello se
utilizé el kit comercial Sircol (Biocolor, Reino Unido) siguiendo el protocolo
estdndar y realizando la concentracion previa de la muestra,
recomendada por la casa comercial. La medicion de Abs se realiz6 en un
espectrofotometro Infinite M200 PRO (Tecan, Suiza) del Biobanco del
CHUAC, con la versién 1.6 del programa informatico Tecan i-control
(Tecan).

Los célculos se realizaron en una hoja de célculo Excel.

10.2. Elisa para la deteccién de glucosaminoglucanos y proteoglucanos
sulfatados.

Se realizaron también sobre los sobrenadantes obtenidos de los cultivos
celulares sobre los biomateriales, utilizando el kit comercial Blyscan
(Biocolor), segun el protocolo recomendado por la casa comercial. La
medicion de Abs se realizé en un Infinite M200 PRO del Biobanco del
CHUAC, con la version 1.6 del programa informético Tecan i-control.

11. Analisis estadistico:

El andlisis estadistico de los resultados de ensayos de Elisa, para

colageno, se realiz6 empleando el programa SPSS 19.0 (IBM, Espafa).

Se realiz6 andlisis descriptivo, para hallar las medias y la desviacién
estandar. Se escogio, en cada biomaterial, el tiempo que mayor
concentracion de colageno presentaba y se realiz6 una comparacion de la
medias mediante estadistica no paramétrica (U-Mann-Withney). Se

considero6 estadisticamente significativo p-valor inferior a 0,05.
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RESULTADOS
1. Células madre mesenquimales.

1.1. Caracterizacion morfolégica de las células madre mesenquimales de

médula 6sea humana.

Del aislamiento de CMMs-MOh se obtuvo una poblacion celular con una
morfologia tipica de célula madre mesenquimal (Figura 9A). Esta
morfologia fibroblastica (Figura 9A) se caracteriza por un citoplasma de
forma irregular con grandes prolongaciones citoplasmicas (Figura 9B). En
la Figura 9C se puede observar en detalle su capacidad de adherencia al

plastico.

3 ‘;‘,‘.. —

Figura 9: Fotografia de CMMs-MOh visualizadas al microscopio invertido.

1.2. Caracterizacion fenotipica de las células madre mesenquimales de

médula 6sea humana.

En los analisis de la citometria se observaron poblaciones celulares muy
bien definidas (Figura 10A). En la Figura 10, se aprecia la expresion de
los diferentes marcadores de membrana en una muestra de uno de los 4
donantes: los marcadores CD34 (Figura 10B), CD45 (Figura 10C, FL1H)
y CD69 no presentaron positividad; CD 29 (Figura 10D), CD44 (Figura
10E), CD90 (Figura 10F), y CD105 6 CD166 (Figura 10G, FL1-H) son
los que mayor positividad mostraron; otros marcadores positivos fueron
CD73 (Figura 10E, FL2-H), CD106 (Figura 10G, FL2-H), CD166 6
CD105 (Figura 10C, FL2-H) y SSEA-4 (Figura 10H); CD271 (Figura 10I),
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CD117 (Figura 10J), STRO-1 (Figura 10K) y Antifibroblasto (Figura 10L)
apenas mostraron positividad.
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Figura 10: Graficas, obtenidas en el citbmetro, de uno de los donantes. En las graficas
de doble marcaje (C, E y G) se observa en cada eje un fluor6foro diferente y la zona de
exclusion es el cuadrante inferior izquierdo. En las graficas de marcaje simple (B, D, F,
H, I, J, Ky L) se indica la zona de exclusién M1 marcada por los controles sin células y la
zona de positividad M2. A) Poblacidon celular definida. B) Gréafica de marcaje simple de
CD34. C) Grafica de doble marcaje de CD45 (FL1-H) y CD166 (FL2-H). D) Gréfica de
marcaje simple de CD29. E) Gréfica de doble marcaje de CD44 (FL1-H) y CD73 (FL2-
H). F) Gréfica de marcaje simple de CD90. G) Gréfica de doble marcaje de CD105
(FL1-H) y CD106 (FL2-H). H) Gréfica de marcaje simple de SSEA-4. |) Grafica de
marcaje simple de CD271. J) Gréfica de marcaje simple de CD117. K) Grafica de

marcaje simple de STRO-1. L) Gréfica de marcaje simple de Antifibroblasto.

En la Figura 11 se representan los valores medios de los marcadores
medidos en los 4 donantes. Los marcadores CD34, CD45, CD69, CD106,
CD117, CD271, STRO-1 y Antifibroblasto no presentaron positividad.
Resultaron positivos CD29 (82,167% + 0,946%), CD44 (94,373% =+
2,774%), CD73 (52,89% + 19,028%), CD90 (96,21% =+ 1,285%), CD105
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(44,598% =+ 17,059%), CD166 (57,020% + 15,291%) y SSEA-4 (14,243%
+ 14,243%).

CMMs-MOh

100,00
-

90,00

80,00

10,00

0,00

Figura 11: Gréfica en la que se representa mediante barras la media de los porcentajes
de positividad de los marcadores analizados en 4 donantes. Las barras de error

representan el error estandar (E.E.).

1.3. Potencial de diferenciacion de las células madre mesenquimales de

médula 6sea humana.
1.3.1. Adipogénesis.

1.3.1.1. Andlisis histolégico.

Mas de un 50% de las CMMs-MOh, estimuladas con medio adipogénico,
se tifieron con Oil-Red-O (Figura 12A). Las CMMs-MOh sin estimular no

presentaron positividad para esta tincion (Figura 12B).
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Oil Red O 200x Ctrl Oil Red O 200x

Figura 12: Tincién Oil-Red-O de A) CMMs-MOh cultivadas en medio de diferenciacion
adipogénico. B) CMMs-MOh cultivadas en medio DMEM.

1.3.2. Osteogénesis.

1.3.2.1. Andlisis histolégico.

Se observo una gran positividad para la tincion con Rojo Alizarina en las
CMMs-MOh estimuladas osteogénicamente (Figura 13A). Las
CMMs-MOh sin estimular no presentaron positividad (Figura 13B).

Rojo Alizarina 200x Ctrl Rojo Alizarina 200x

Figura 13: Tincion Rojo Alizarina de A) CMMs-MOh cultivadas en medio de
diferenciacion osteogénico. B) CMMs-MOh cultivadas en medio DMEM.

1.3.3. Condrogénesis.

1.3.3.1. Andlisis histolégico.

Diferenciacion in vitro de células madre aisladas de médula 6sea humana sobre
biomateriales de colageno.
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A) Histoquimica.

La tincion H-E en micromasas estimuladas (Figura 14A) Yy sin estimular
(Figura 14F) mostro la homogeneidad de presencia celular en todo el
conjunto. Las tinciones MM (Figura 14 By G) y AT (Figura 14 E y J)
fueron levemente positivas tanto en la muestras estimuladas (Figura 14 B
y E) como en los controles sin estimular (Figura 14 G y J). La mayor
diferencia se encontré en las tinciones AA (Figura 14 Cy H) y SO (Figura
14 D, 1), en las que la presencia de proteoglucanos fue mas evidente en

las micromasas estimuladas (Figura 14 Cy D).

H-E AA
) | C )

ESTIMULACION

F G ey |8 Q5]

CONTROL

Figura 14: Tinciones de micromasas: estimuladas A-E y sin estimular F-J. Ay F) Tincién
H-E. B y G) Tincién MM. C y H) Tincién AA. D e I) Tincién SO. E y J) Tincién AT.

B) Inmunohistoquimica.

La deteccion de Col I fue menor en micromasas estimuladas (Figura
15A) que en sin estimular (Figura 15F). La positividad de las micromasas
estimuladas fue evidente en Col Il (Figura 15B) y Aggrecan C-20 (Figura
15E), sin embargo en las micromasas sin estimular no (Figura 15G vy J,
respectivamente). Col X presentdo mayor positividad en las micromasas
control (Figura 15H). Se detect6 presencia de MMP13 (Figura 15D) en

las micromasas estimuladas pero no en el control (Figura 15I).

Diferenciacién in vitro de células madre aisladas de médula 6sea humana sobre
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Figura 15: Inmunohistoquimica directa en micromasas: estimuladas A-E y sin estimular
F-J. AyF)Coll.ByG) Colll. CyH) Col X. D e I) MMP-13. E y J) Aggrecan C-20.

2. Cultivo de células madre mesenquimales de médula 6sea humana

sobre biomateriales.

2.1. Crecimiento de células madre mesenquimales de médula Osea

humana sobre los biomateriales.

En el biomaterial C1C2, en un tiempo inicial (t=0) se observé el
biomaterial entero, redondo y en cuyo centro se observaban las células
que habian sido sembradas en él (Figura 16). Tras 4 dias, comenz0 a
evidenciarse la degradacion de biomaterial que continuaria hasta el final
del experimento (t=30). A t=11 se pudo observar como las células
adquirian una consistencia y dureza mayor, aumentando su superficie en

las 3 dimensiones (Figura 16).
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Figura 16: Fotos de las réplicas de C1C2 a diferentes tiempos.

En el biomaterial C1C2HS, en un tiempo inicial (t=0) se observo el
biomaterial entero, redondo y en cuyo centro se observaban las células
que habian sido sembradas en él (Figura 17). Hasta pasados 11 dias no
comenz6 la degradacion de biomaterial que continuaria hasta el final del
experimento (t=30). EI aumento de consistencia y dureza se comenzé a

observar pasados 14 dias desde el inicio del experimento (Figura 17).
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Figura 17: Fotos de las réplicas de C1C2HS a diferentes tiempos.

En el biomaterial C1C2CHS, en t=0 el biomaterial estaba entero, era
redondo y en su parte central se observaban las células que habian sido
sembradas en él (Figura 18). Tras 11 dias comenz6 a ser patente la
degradacion del biomaterial, que continuaria hasta el final del experimento

(t=30), y se observé el aumento de consistencia y dureza (Figura 18).

t=0 t=4 t=7 t=11 t=14 t=25 t=30

Figura 18: Fotos de las réplicas de C1C2CHS a diferentes tiempos.
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En el biomaterial C1-OLH3, en un tiempo inicial (t=0) se observo el
biomaterial entero, cuadrado y en cuyo centro se observaban las células
que habian sido sembradas en él (Figura 19). Durante todo el
experimento no se llegé a observar degradacion del biomaterial aunque
su consistencia disminuia (Figura 19). A t=21 las células sembradas se
hacian todavia mas patentes (Figura 19).

t=0 t=4 t=7 t=11 t=1

Figura 19: Fotos de las réplicas de C1-OLH3 a diferentes tiempos.

En el biomaterial C1CHS, en un tiempo inicial (t=0) se observo el
biomaterial entero y cuadrado (Figura 20). Las células sembradas no se
observaron hasta t=4 (Figura 20). Durante todo el experimento no se
lleg6 a observar degradacion del biomaterial aunque su consistencia

disminuia (Figura 20).
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Figura 20: Fotos de las réplicas de C1CHS a diferentes tiempos.

Macroscopicamente se pudo observar degradacion en los biomateriales
C1C2, C1C2HS y C1C2HS, aunque la degradacion ocurrié de forma mas
temprana en el biomaterial C1C2. En los biomateriales C1-OLH3 vy
C1CHS la degradacién apenas fue patente macroscépicamente. En todos
los biomateriales se pudo observar una zona de crecimiento celular. En
casi todos los biomateriales se observé la formacion de un neotejido, con
un aumento de la consistencia y el endurecimiento de esa zona. En los
biomateriales C1C2 y C1C2HS la formacion del tejido se comenz6 a
hacer patente tras 11 dias de cultivo; en el biomaterial CLC2CHS no se
hizo patente hasta el 14° dia y en el biomaterial C1-OLH3 no lo hizo hasta
el dia 21. En el biomaterial C1CHS no se llegb a observar el

endurecimiento de la zona de crecimiento celular.

2.2. Analisis citologico/histologico y morfométrico de los biomateriales

cultivados.

2.2.1. Morfologia del biomaterial y disposicién celular.

En el biomaterial C1C2 control sin células tefiido con H-E (Figura 21A) se

observa poca porosidad y en C1C2 sembrados con células se pudo
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observar degradacién (Figura 21C) del biomaterial, con presencia de
pocas fibras. En los biomateriales C1C2 en los que se sembraron células
se encontrd una alta densidad celular al tefiirlos con H-E (Figura 21C) y
reveld una gran cantidad de MEC. Se observa en los biomateriales C1C2
controles tefiidos con MM (Figura 21B) la presencia de conjuntos de
largas fibras gruesas colagenas que se mantienen en los biomateriales
con células (Figura 21D). En éstos, ademas, se puede apreciar una
amplia red de fibras colagenas de menor tamafio y grosor, procedente de

las células.

Figura 21: Tinciones de biomaterial C1C2: A) Tincion H-E en biomaterial sin células. B) Tincién

MM en biomaterial sin células. C) Tincion H-E en biomaterial con células D) Tincién MM en

biomaterial con células.
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Con la tinciéon H-E (Figura 22A) se observé que el biomaterial CLC2HS
control presentaba pocos poros y en el biomaterial con células sembradas
(Figura 22C) se observo mayor porosidad debida a la degradacion. En
estas zonas de poro se encontr6 MEC dispuesta homogéneamente
(Figura 22C). La tincion mediante MM (Figura 22B) pone de manifiesto
gue el coldgeno esta dispuesto de manera homogénea. En el biomaterial

C1C2HS con células sembradas se observan también fibras colagenas en
la MEC (Figura 22D).

Figura 22: Tinciones del biomaterial CLC2HS: A) Tincién H-E en biomaterial sin células.
B) Tincion MM en biomaterial sin células. C) Tincion H-E en biomaterial con células D)

Tincion MM en biomaterial con células.

El biomaterial CLC2CHS sin células tefiido con H-E (Figura 23A) permitio
distinguir 2 tipos de texturas dentro de €l: una zona mas laxa y una zona
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mas compacta. En los biomateriales C1C2CHS con células sembradas,
con la tincion H-E (Figura 23C) se observaron células dispuestas en
grupos, en zonas degradadas del biomaterial. Ademas, se observé poca
presencia de MEC. En la Figura 23B, la tincibn con MM del biomaterial
C1C2CHS permitio distinguir fibras gruesas de colageno ubicadas
Unicamente en las zonas mas laxas. Sin embargo, en los biomateriales
con células también se observaron fibras méas finas en la zona de
crecimiento celular, indicando claramente que ese colageno pertenecia a
la MEC (Figura 23D).

’ o & R

5 "/4%;}‘ i

Figura 23: Tinciones del biomaterial CLC2CHS: A) Tincién H-E en biomaterial sin
células. B) Tincion MM en biomaterial sin células. C) Tincién H-E en biomaterial con

células D) Tincion MM en biomaterial con células.

Diferenciacion in vitro de células madre aisladas de médula 6sea humana sobre
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El biomaterial C1-OLH3 presentd un grado elevado de porosidad (Figura
24A). La tincion H-E de estos biomateriales sembrados ubico a las células
dispersas en las zonas de poro (Figura 24C) y sin MEC secretada. El MM
reveld que las células presentaban fibras colagenas (Figura 24D) y se

observé menor cantidad de fibras colagenas de biomaterial que en los

controles sin células (Figura 24B).

Figura 24: Tinciones del biomaterial C1-OLH3: A) Tincion H-E en biomaterial sin células.
B) Tincibn MM en biomaterial sin células. C) Tincidon H-E en biomaterial con células D)

Tincion MM en biomaterial con células.

En la Figura 25A se observa como la tinciébn con H-E del biomaterial
C1CHS, con células sembradas, revela poca densidad celular y un
biomaterial muy poroso. En este biomaterial, la tincion MM mostro fibras
colagenas pertenecientes al biomaterial en la zona porosa y fibras de las
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células en las zonas mas externas del soporte (Figura 25B). No se
realizaron tinciones H-E y MM para los biomateriales CLCHS controles sin

células.

Figura 25: Tinciones del biomaterial CLCHS con células sembradas: A) Tincién H-E
B) Tincién MM.

Comparando los 5 tipos de biomateriales se observd que C1C2 y
C1C2HS fueron los biomateriales menos porosos, C1C2CHS fue
intermedio y que C1-OLH3 y C1CHS fueron los mas porosos. Los
biomateriales C1C2 y C1C2HS sembrados presentaron una gran cantidad
de células que han secretado una gran cantidad de MEC, con un alto
contenido en fibras coldgenas. Los biomateriales C1C2CHS, C1-OLH3 y
C1CHS presentaron pocas células, en grupos dispersos. La MEC en
estos biomateriales no se detectd, salvo en C1LC2CHS. Se detecté poca
cantidad de colageno, excepto en C1C2CHS, que se encontraba en el

interior celular y no en MEC.

2.2.2. Composicion bioquimica del biomaterial y del tejido neosintetizado.

Los biomateriales C1C2 sin células presentaron mayor contenido en Col |
(Figura 26A) que en Col Il (Figura 26B), aunque el Col Il se pudo
apreciar ligeramente hacia los bordes. En estos biomateriales con células
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sembradas se constato la presencia de Col | (Figura 26C) en la MEC y de

Col Il (Figura 26D) en el interior celular.

Figura 26: Inmunohistoquimica directa en biomaterial C1C2: A) Col | en biomaterial sin
células. B) Col Il en biomaterial sin células. C) Col | en biomaterial con células D) Col Il

en biomaterial con células.

Los biomateriales C1C2HS sin células presentaron menor contenido en
Col I (Figura 27A) que en Col Il (Figura 27B). En estos biomateriales con
células el Col Il del soporte pareci6 estar mas degradado hacia el interior
(Figura 27D) y el Col | mas degradado hacia el exterior (Figura 27C). El
Col Il (Figura 27D) aparecio dentro de las células, salvo en la zona
periférica en la que aparece en la MEC. En la zona central del biomaterial
apareci6 Col | dentro de la MEC (Figura 27C).
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biomateriales de colageno.



49

Figura 27: Inmunohistoguimica directa en biomaterial CLC2HS: A) Col | en biomaterial

sin células. B) Col Il en biomaterial sin células. C) Col | en biomaterial con células D) Col

Il en biomaterial con células.

En los biomateriales C1C2CHS sin células Col | tuvo una presencia leve
(Figura 28A) y Col Il tuvo mayor presencia (Figura 28B). Con células
sembradas, tanto el Col | como el Col Il del biomaterial se habian
degradado en gran medida (Figura 28 C y D). En la Figura 28D se puede
observar una gran cantidad de Col Il procedente de la MEC. EIl Col Il se
encontro principalmente en el interior de las células (Figura 28D).

Diferenciacion in vitro de células madre aisladas de médula 6sea humana sobre
biomateriales de colageno.
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Figura 28: Inmunohistoquimica directa en biomaterial CLC2CHS: A) Col | en biomaterial
sin células. B) Col Il en biomaterial sin células. C) Col | en biomaterial con células D) Col

Il en biomaterial con células.

En los biomateriales C1-OLHS3 sin células apenas se aprecié Col | (Figura
29A) y Col Il tuvo mayor presencia (Figura 29B). En los biomateriales con
células sembradas, Col | y Col Il estaban totalmente degradados (Figura
29C y D). Se detectd una leve presencia de Col Il de la MEC en los

biomateriales C1-OLH3 con células sembradas (Figura 29D).
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biomateriales de colageno.



51

Figura 29: Inmunohistoquimica directa en biomaterial C1-OLH3: A) Col | en biomaterial

sin células. B) Col Il en biomaterial sin células. C) Col | en biomaterial con células

D) Col Il en biomaterial con células.

No se realiz6 inmunohistoquimica para los biomateriales C1CHS controles
sin células. Los biomateriales C1CHS en los que se sembraron células
presentaron ausencia de Col | (Figura 30A) y un alto contenido en Col Il
(Figura 30B), sin embargo, no se detectdé Col Il en las células ni en la
MEC.
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Figura 30: Inmunohistoquimica directa en biomaterial CLCHS con células sembradas:
A) Col I. B) Col Il.

Comparando los 5 tipos de biomateriales, se observa que en todos los
biomateriales con células sembradas hubo una degradacion del soporte.

Se detectd Col Il en los biomateriales C1C2, C1C2HS y C1C2CHS con
células sembradas pero en el interior celular, no en la MEC; en el
biomaterial C1-OLH3 se detectd Col Il levemente y en CLCHS no se llego

a detectar.

2.2.3. Proliferacioén celular.

Se ha observado proliferacién celular en todos los biomateriales (Figura
31 A, B, C, D, E). La mayor proliferacion celular se obtuvo en el
biomaterial CLC2HS (Figura 31B), seguida del biomaterial C1C2 (Figura
31A). En el biomaterial C1CHS (Figura 31E) apenas se observo

proliferacion celular.
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Figura 31: Tincion PCNA sobre los biomateriales con células sembradas: A) C1C2 B)
C1C2HS C) C1C2CHS D) C1-OLH3 E) C1CHS.

2.3. Expresién génica

2.3.1. Niveles de expresion relativa de genes tipicos de la adipogénesis,
osteogénesis y condrogénesis, de las células cultivadas en monocapa:

La expresion relativa de los genes tipicos de la adipogénesis resultd ser
mucho mayor en la muestra control que en la muestra estimulada (Figura
32A). Por tanto, no se detectd un incremento en los niveles de expresion

de genes tipicos de adipocito en las células estimuladas.

En cuanto a los NRE de los genes tipicos del osteogénesis, la expresion
del gen ALP resulté ser mayor en la muestra estimulada que en control
(Figura 32B). El gen OP presentd una expresion relativa 1000 veces
superior en la muestra estimulada que en la muestra control (Figura 32B).
Por tanto, se detectd un incremento en los niveles de expresion de genes
tipicos de osteoblasto en las células estimuladas. Estos resultados indican
una clara diferenciacion osteogénica por parte de las células estimuladas.

La expresion relativa del gen COL Il resultd ser mayor en la muestra
estimulada que en control (Figura 32C). La expresion de SOX9 todavia
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es mucho mayor en la muestra estimulada que en la control (Figura 32C).
Por tanto, se detecté un incremento en los niveles de expresion de genes
tipicos de condrocitos en las células estimuladas. Estos resultados indican

una clara diferenciacion condrogénica por parte de las células

estimuladas.
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Figura 32: Grafico de la cuantificacién de la expresién génica. En la parte izquierda del
grafico se representan los NRE de la muestra control y en la parte derecha los NRE de la
muestras estimuladas para su diferenciacion. A) Adipogénesis: NRE de genes tipicos de

adipocito. B) Osteogénesis: NRE de genes tipicos de osteoblasto. C) Condrogénesis:

NRE de genes tipicos de condrocito.
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2.3.2. Niveles de expresion relativa de genes tipicos de la condrogénesis,

en las células sembradas sobre biomateriales:

La expresion de COL Il se detect6 en todos los biomateriales, siendo en el
biomaterial C1-OLH3 el que mayor NRE present6 (Figura 33). En cuanto
al gen SOX9, también se detect6 su expresion en todos los biomateriales

pero fue en C1C2HS donde los NRE fueron mayores (Figura 33).

Estos resultados indican que hubo una clara diferenciacién condrogénica

por parte de las células cultivadas sobre todos los biomateriales.

2000 -

16 mCoLll

m SOX 9
14 -
12 -

10

C1C2 30 dias C1C2HSt30dias C1C2CHSt30dias C10LH3t30dias C1CHS t 30 dias
Condrog Condrog Condrog Condrog Condrog

Figura 33: Grafico de la cuantificacién de la expresién génica en condrogénesis. Se
representan los NRE de genes tipicos de condrocito (COL Il y SOX9) en los diferentes

biomateriales.

2.3.3. Andlisis cualitativo de la expresion de genes tipicos de condrocito,
en células sembradas sobre biomateriales.

En el gel electroforético se observo una Unica banda de amplificacion para
TBP (Figura 34A), COL Il (Figura 34B) y SOX9 (Figura 34C), en todos
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los biomateriales. Estos resultados indican que en todos los biomateriales

las células muestran diferenciacion condrogénica.

M 1 2 3 4 5 M 1 2 3 45(M1 2 3 45

200pb T

L I S — -
A

100 pb_— B — o ——

Figura 34: Analisis electroforético de los mMARNSs de genes que codifican para proteinas
tipicas de la MEC del cartilago expresados en las células sembradas sobre los soportes
y sometidas a estimulacidn condrogénica. M: marcador molecular. Biomateriales
numerados del 1 al 5 en el siguiente orden: C1C2, C1C2HS, C1C2CHS, C1-OLH3y
C1CHS. A) TBP B) COL Il C) SOX9.

2.4. Microscopia electronica.
2.4.1. Microscopia Electronica de Transmision.

En el biomaterial C1C2, la textura del biomaterial sin células fue mas
electrodensa (Figura 35A) que la del biomaterial con células sembradas
(Figura 35B). Se observaron células de morfologia irregular. En la Figura
35B se aprecia una célula con un ndcleo aparente y material extracelular

adyacente, en la MEC.

Figura 35: MET para el biomaterial C1C2: A) Biomaterial sin células B) Biomaterial con

células.

En el biomaterial CLC2HS, la muestra sin células presenté una zona de
fibras electrodensas y zonas de poro (Figura 36A). El biomaterial
circundante a la célula (Figura 36B) difiri6 en aspecto al del biomaterial
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sin células. Se observaron células con el contorno poco definido (Figura
36B) pero con el nuacleo y nucleolo muy bien definidos; también
aparecieron inmersos en el citoplasma granulos electrodensos, vacuolas

lipidicas.

Figura 36: MET para el biomaterial CIC2HS: A) Biomaterial sin células B) Biomaterial

con células.

En el biomaterial CLC2CHS, la muestra sin células mostré un entramado
de fibras electrodensas (Figura 37A) que no se observaron con tanta
intensidad en el biomaterial con células (Figura 37B). Las células
presentaron morfologia variable y una gran cantidad de vacuolas lipidicas

en el interior, asi como alguna dispersa en la MEC (Figura 37B).

Figura 37: MET para el biomaterial CLIC2CHS: A) Biomaterial sin células B) Biomaterial

con células.

En el biomaterial C1-OLH3, la muestra sin células mostré un entramado
de fibras electrodensas (Figura 38A) que parecen haber sido totalmente

degradadas en la muestra con células (Figura 38B). Las células
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presentaron una morfologia irregular, con prolongaciones, y un citoplasma

vacuolizado (Figura 38B).

Figura 38: MET para el biomaterial C1-OLH3: A) Biomaterial sin células B) Biomaterial

con células.

En el biomaterial CLCHS no se pudieron obtener imadgenes de MET. Esto
fue debido a que la muestra no se incluyé homogéneamente en el Spurr y
esto dificultd la obtencion de cortes en el ultramicrotomo, y por tanto,

dificulté su observacion en el microscopio.
2.4.2. Microscopia Electrénica de Barrido.

En el biomaterial C1C2, en las muestras sin células se observé una
superficie granulosa (Figura 39A) que se vio modificada en el biomaterial
con células (Figura 39B). En el biomaterial con células se encontraron
depdsitos celulares fusionados en acumulos y restos desprendidos de
biomaterial (Figura 39B y D). Se observaron células con aspecto
redondeado (Figura 39 B y D) y células estiradas con una gran cantidad

de prolongaciones.
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Figura 39: MEB para el biomaterial C1C2: A) Biomaterial sin células B, C, D) Biomaterial

con células.

En el biomaterial C1C2HS, en las muestras sin células se observo una
superficie irregular (Figura 40A). En el biomaterial con células se
encontraron zonas degradadas del soporte (Figura 40C). Se observaron
células con aspecto redondeado (Figura 40 B y C) y con prolongaciones
(Figura 40D).
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Figura 40: MEB para el biomaterial CIC2HS: A) Biomaterial sin células B, C, D)

Biomaterial con células.

En el biomaterial CLC2CHS, en las muestras sin células se observé una
superficie granulosa (Figura 41A). En el biomaterial con células se
encontraron depdsitos celulares fusionados en acumulos (Figura 41C).
Se observaron células con aspecto alargado y con gran cantidad de
prolongaciones (Figura 41 By C). En la Figura 41B se observa una
célula adherida al biomaterial por multiples prolongaciones y material con

forma redondeada que simula desprenderse de la célula.
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Figura 41: MEB para el biomaterial CLC2CHS: A) Biomaterial sin células B, C, D)

Biomaterial con células.

En el biomaterial C1-OLH3, en las muestras sin células se observd una
superficie lisa fibrosa (Figura 42A) que en el biomaterial con células se
vio degradada, en mayor o menor medida (Figura 42 B, C y D). En el
biomaterial con células se encontraron células con aspecto redondeado y
con pocas prolongaciones (Figura 42 B y C), aunque largas. También se
encontraron células con una secrecion activa de materia extracelular
(Figura 42D).
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Figura 42: MEB para el biomaterial C1-OLH3: A) Biomaterial sin células B, C, D)

Biomaterial con células.

En el biomaterial CICHS, en las muestras sin células se observé una
superficie fibrosa irregular (Figura 43A) que en el biomaterial con células
se vio degradada (Figura 43 B, Cy D). En el biomaterial con células se
encontraron depdsitos celulares fusionados en acumulos (Figura 43 B, C
y D) y células con aspecto redondeado, sin prolongaciones aparentes
(Figura 43B). En la Figura 43C se observa la MEC, una red de fibras,

depdsitos y vacuolas.
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Figura 43: MEB para el biomaterial CLCHS: A) Biomaterial sin células B, C, D)

Biomaterial con células.

El analisis morfologico realizado en MEB mostrd células con morfologias
variables desde redondeadas (Figura 40, Figura 42 y Figura 43) a
totalmente aplanadas (Figura 39 y Figura 41) y con presencia (Figura
39, Figura 41 y Figura 42) o no (Figura 40 y Figura 43) de
prolongaciones visibles. En todos los biomateriales aparecen acumulos de
materiales esféricos mas o menos fusionados y también suelen aparecen
esferas de poco tamafio en las cercanias de las células. Como se puede
observar en la Figura 41, estas esferas parecen surgir de la célula. Estas
estructuras esféricas parecen tener su correspondiente en MET, los
acumulos electrodensos que no soélo se encuentran fuera de las células
(Figura 37) si no parecen estar también en su interior (Figura 35, Figura
36 y Figura 38). Estos acumulos son tan electrodensos debido a su alta
afinidad al tetréxido de osmio, lo que indica su alto contenido en lipidos.
Esto puede indicar que se tratan de vesiculas y que, por tanto, la célula
esta secretando activamente material al exterior y que este material se

agrega. Estos agregados que se observan en MEB pero no en MET,
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parecen estar recubriendo a las propias células que los secretan. Una
caracteristica que apoya esta hipotesis es que el tamafio de los acumulos

es igual al tamafo de una célula (aproximadamente 10 um).
2.5. Ensayos de Elisa.

2.5.1. Para la deteccién de colageno.

Teniendo en cuenta el propio colageno detectado en los biomateriales sin
células, se ha detectado coldgeno procedente de las células en todos los
biomateriales sembrados. En C1C2 (Figura 44A), C1C2HS (Figura 44B)
y C1-OLH3 (Figura 44D) se detectd un patron similar de liberacion de
colageno, cuyo maximo pico se encontré en torno al 11° dia (t=11). En
C1C2CHS se detectd mayor concentracion de colageno a t=4 y t=21
(Figura 44C) y el patron de liberacion fue totalmente inverso a C1C2,
C1C2HS y C1-OLH3. En C1CHS el mayor pico de liberacion se registré al
inicio (t=4), tras el cual descendié bruscamente; hubo un ligero repunte
hacia el dia 14 y no se detecté mas colageno en el resto de dias que duré
el experimento (Figura 44E).
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Figura 44: Gréficas en las que se representa la concentracion media de colageno
(1g/250ul de sobrenadante, eje Y) a diferentes tiempos (t, eje X), junto con su E.E.
A) Biomaterial C1C2. B) Biomaterial CLC2HS. C) Biomaterial C1C2CHS. D) Biomaterial
C1-OLH3. E) Biomaterial CICHS.

No hay evidencia estadistica de que la haya diferencias en la liberacion
media de colageno por parte de las células sembradas sobre los
biomateriales C1C2, C1C2HS, C1C2CHS y C1CHS (p-valores > 0,05). Si
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
liberacibn media de colageno por parte de las células sembradas sobre el
biomaterial C1-OLH3 y C1CHS (p-valor = 0,056), y entre C1-OLH3 y los
demas biomateriales (p-valor = 0,032).

2.5.2. Para la deteccion de glucosaminoglucanos y proteoglucanos
sulfatados.

Los ensayos de Elisa para la deteccion para GAGs y proteoglucanos
sulfatados se realizaron en 20 sobrenadantes, recogidos de los pocillos
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en los que los biomateriales con células presentaban mayor proliferacion
celular. Los resultados han sido negativos y por ello no se continu6

ensayando con las demas muestras.
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DISCUSION

Las células obtenidas de la médula Osea humana efectivamente
resultaron ser CMMs. Estas células mostraron adherencia al plastico y
una morfologia fibroblastica, caracteristicas propias de CMMs-MOh [20].
Los resultados de citometria mostraron que la poblacién celular
presentaba positividad para marcadores tipicos de CMMs-MOh [26] como
son CD90, CD44, CD73, CD166, CD105 y CD29 y no la presentan para
marcadores hematopoyéticos (CD34 y CD45). A pesar de la baja
positividad de marcadores de membrana como CD271 y CD105, que se
demostré6 que favorecen la condrogénesis [27, 28], tanto los analisis
citolégico/histolégico y morfométricos como los andlisis moleculares
muestran que existe diferenciacion de las CMMs-MOh hacia células

similares a condrocitos.

El fenotipo de estas CMM-MOh se corrobora con los resultados obtenidos
en el analisis histolégico, en el que se aprecia la diferenciacién hacia
multiples linajes celulares mesenquimales. Sin embargo, en el analisis de
expresion génica no se detectd la expresidon de genes tipicos de la
adipogénesis, aunque si para la osteogénesis y la condrogénesis. Esto se
debe a que las células madre presentan distinciones bioldgicas
dependiendo de la fuente tisular de la que se obtiene y, en el caso de
médula ésea, las CMMs presentan mayor potencial para la diferenciacion

osteogénica [29].

Para que un biomaterial se considere idoneo para la ingenieria tisular,
éste debe ser poroso, permitir la proliferacion celular, ser degradable y

permitir la nueva formacion de tejido [19].

En los 5 biomateriales se observo porosidad, en mayor o menor grado.
Los biomateriales con menor porosidad (C1C2 y C1C2HS) fueron en los
qgue se obtuvo, de forma mas clara, tejido de nueva formacion. En
diferentes estudios de diferenciacion condrogénica sobre biomateriales,

observaron que el neotejido se formaba Unicamente en la periferia [30, 31]
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pero tanto en el biomaterial C1C2 como el C1C2HS se observé una
distribucion homogénea de células y de MEC. En microscopia electronica
también se pudo observar esta distribucion uniforme. Esto indica que el
tamafo de poro permite de forma adecuada la difusién de nutrientes y la
eliminacién de residuos del biomaterial [30]. Se observé degradacion en
todos los biomateriales y se pudo observar en los 5 biomateriales
proliferacion celular, siendo el biomaterial CLC2HS el que permitié una
proliferacion mayor. Aunque algunos autores sefialan que la degradacion
de los biomateriales puede dar lugar a productos que resulten téxicos
para las células [8], estos biomateriales estan formados de compuestos
naturales que se encuentran de forma habitual en la MEC. Tanto en MET

cémo en MEB, se pudo observar la integridad celular.

Cuando las células madre mesenquimales se diferencian hacia
condrocitos, las células adquieren una morfologia esférica y expresan el
factor esencial de transcripcién para la condrogénesis, SOX 9 [32]. La
expresion de otros genes especificos del cartilago son COL Il y agrecano
[1]. En MET se observaron células con morfologia esférica en CLC2HS y
en C1-OLH3. Los NRE de SOX 9 y COL Il estuvieron presentes en todos
los biomateriales, pero fue en C1C2HS donde se expresé mas SOX 9y
en C1-OLH3 donde se expres6 mas COL Il. Los ensayos de Elisa
mostraron liberacion de coldgeno en todos los biomateriales pero no
mostraron liberacion de GAGs y proteoglucanos. La mayor liberacién de
colageno en los 5 biomateriales tuvo lugar principalmente a los 11 dias
del inicio del experimento, a los 14 dias y a los 21, indicando el momento
de la condrogénesis. En otros trabajos de diferenciacion condrogénica
sobre biomateriales detectaron condrogénesis a los 14 dias [9] y a los 21
dias [31]. El que no se detecten GAGs ni proteoglucanos puede ser
debido a que la técnica de Elisa no es una técnica con gran sensibilidad.
En este sentido, en diferentes estudios de diferenciacion condrogénica
sobre biomateriales se ha comprobado que las concentraciones de GAGs

y proteoglucanos son despreciables hasta, al menos, la 58 semana de
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cultivo [30, 32, 9]. Algunos autores sugieren que el agrecano no deberia
ser seleccionado como marcador de diferenciacién condrogénica debido a
gue su expresion es altamente dependiente de la variabilidad del paciente
[33]. Otros autores encontraron que el agrecano soOlo es facilmente
detectable en muestras cuyo medio de diferenciacion condrogénico se
suplementd con 20 ng de TGF [9].

Una cuestion crucial en la ingenieria tisular de cartilago y osteocondral es
la definicion del nivel de madurez que debe tener un constructo, a la hora
de poder implantarse, para permitir una reparacioén éptima [30]. Teniendo
esto en cuenta, creemos que estos resultados pueden ser mejorados. En
un futuro se tratara de realizar experimentos con los biomateriales que
mostraron mejores resultados, C1C2 y C1C2HS, que incluyan mas
pacientes. Se tratara de realizar un estudio histolégico mas amplio de los
constructos y se tratard de comprobar mediante otro tipo de técnicas la

presencia de GAGs y proteoglucanos.
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CONCLUSIONES

Se consiguieron aislar CMMs de la MO humana.

2. Se demostrd que las células aisladas eran CMMs porgue presentaban
el fenotipo caracteristico de estas células y, ademas, eran
multipotentes.

Todos los biomateriales permitieron el crecimiento de CMMs-MOh.

4. Las CMMs-MOh se diferenciaron, en mayor o en menor media, sobre
todos los biomateriales. Sélo en el biomaterial CLC2HS se formo un
neotejido de propiedades similares a las del cartilago.

5. Tras la valoracién de los constructos, se considera que el biomaterial
C1C2HS es el mas adecuado para la formacion de constructos Utiles
en la ingenieria tisular del cartilago. En un futuro, es necesario el
desarrollo de un modelo de reparacion de cartilago articular, in vitro e
in vivo, con el biomaterial CLC2HS para evaluar su posible aplicacion
clinica. Asi mismo, es necesario realizar mas experimentos que

definitivamente confirmen que los demas biomateriales no son validos.
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ANEXO 1

GALEGO | Universitario A Coruiia

DEb SERVIZO | Complexe Hospitalario
de SAUDE | A Corufia

INFORMACION PARA EL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

D./ Dia.:
INTRODUCCION.-

Se le propone participar en un proyecto de investigacion sobre
enfermedades del aparato locomotor que seré realizado por el Servicio de
Reumatologia del Complejo Hospitalario Universitario A Corufia, bajo la
direccion del Dr. Blanco.

Este proyecto sera realizado en la Unidad de Investigacién del C.H.U. A

Corufa.
OBJETIVO DEL PROYECTO.-

El objetivo de este estudio se centra en estudiar los mecanismos que

participan en la patogénesis de las enfermedades del aparato locomotor.
DESCRIPCION DEL PROYECTO.-

Usted ha sido sometido a una intervencién quirtrgica en la que se le han
extraido tejidos articulares los cuales, siguiendo la normativa de
eliminacién de residuos bioldgicos, seran incinerados. Si usted decide
participar en este estudio, sus tejidos, en lugar de ser eliminados, seran
enviados a la Unidad de Investigacion del C.H.U. A Corufia para que se
almacenen en el Banco de Muestras de dicho Hospital para,
posteriormente, realizar los estudios de investigacibn encaminados a
conocer mejor por qué se producen algunas enfermedades del aparato

locomotor.



Asi mismo se le solicita autorizacion para la extraccion de saliva o 10ml
de sangre, siendo extraida esta Ultima siguiendo el procedimiento rutinario

para efectuar analisis estandar de sangre.
RIESGOS.-

Usted no va a sufrir ningan tipo de inconveniente o riesgo fisico adicional
al de la propia intervencién quirargica a la que se le ha sometido, por
consentir la utilizacion de las muestras que se le han extraido durante la

misma.
COMPENSACION.-

Usted no recibira ningun tipo de compensacion econdmica o de cualquier
otro tipo por su participacion, independientemente de que los resultados
de los estudios que se van a realizar puedan dar lugar a patentes con

fines médicos.
CONFIDENCIALIDAD.-

Toda la informacion que se obtenga de analizar su muestra, asi como
toda la informacion clinica referente a wusted utilizada en las
investigaciones futuras, serd considerada confidencial y tratada en
consecuencia, de acuerdo con lo establecido en la Ley Organica 15/1999,
de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la
Ley 14/2007, de 3 de Julio de Investigacion Biomédica.

Para garantizar la confidencialidad de su identidad (asegurar que la
informacion de su muestra de sangre no se relaciona con su identidad),
su muestra solo ir4 identificada desde el mismo momento de la extraccion
con un codigo. Sélo este cbdigo, y nunca su identidad aparecera en las
bases de datos donde figure la informacion clinica o genética referida a
usted. La relacion entre su codigo y su identidad quedara custodiada por
el personal autorizado del equipo investigador, adoptandose las medidas
necesarias para que tal informacion no esté disponible salvo para el

personal autorizado, el cual tiene el deber legal de guardar secreto. De



esta manera podemos asegurar que cualquier informacion que se

obtenga a partir de su muestra de sangre permanezca confidencial.

Es importante que entienda que existe la posibilidad de que sus datos y
parte de su muestra sean transferidos a otros equipos de investigacion
que trabajen en el mismo campo. En tal caso, se asegurara que estos
datos sean tratados con la misma confidencialidad descrita anteriormente.
Por otro lado, es posible que los resultados de las investigaciones sean
publicados en la literatura cientifica, pero entendiendo estos resultados
como los obtenidos de la totalidad de las muestras, no los resultados
individuales. Si este fuera el caso, su identidad permanecera
completamente confidencial y nunca formar4d parte de ninguna
publicacién.

Con su aceptacion a participar en el proyecto, usted accede a que esta
informacion pueda ser transferida en las mencionadas condiciones.
NUEVOS HALLAZGOS Y RESULTADOS. .-

Como ya se ha descrito, se adoptaran estrictas medidas de seguridad
para garantizar la confidencialidad de los resultados de los estudios

realizados.

La evaluacion de los resultados se hard so6lo por grupos (por ejemplo,
hombres / mujeres, grupos de edad, etc.) y no de forma individual. Debe
comprender que los resultados de valor que se pudieran obtener
provendrian del estudio de multiples muestras, y en ningun caso de la

suya exclusivamente.

Las implicaciones médicas de los resultados de las distintas pruebas, si
es que los hay, solo seran conocidas cuando se hayan completado los
proyectos de investigacion.

Usted debe saber que, en cumplimiento de la Ley 14/2007, de 3 de Julio,
de Investigacion Biomédica, tiene derecho a conocer o no, la informacion

obtenida con el andlisis de sus muestras.



En el caso de que usted decida no ser informado, la ley establece que
cuando la informacion obtenida sea necesaria para evitar un grave
perjuicio para la salud de sus familiares biologicos, se podra informar a los
afectados o a sus representantes legales.

PARTICIPACION VOLUNTARIA.-

Su patrticipacion en el proyecto de investigacion es totalmente voluntaria.
Si firma el consentimiento informado, confirmaré que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier
momento posterior a la firma sin tener que explicar los motivos.

Si decide retirar su consentimiento, su muestra sera destruida y soélo se
guardara la informacién obtenida hasta ese momento.

Su no-participacién o retirada posterior del consentimiento no afectara en
modo alguno a su asistencia médica presente o futura.

OBTENCION DE INFORMACION ADICIONAL .-

Usted puede contactar con cualquier miembro del Servicio de
Reumatologia del C.H.U. A Corufia si le surge cualquier duda sobre su
participacion en este proyecto o sobre sus derechos como paciente, en el
teléfono 981176399.

En todo momento se pondran los medios necesarios para facilitarle la

informacion mas adecuada.



SERVIZO | Complexe Hespitalario
|_\;\:J GALEGO
de SAUDE | A Corufia

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

Yo,

del paciente),
He leido la informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el proyecto.

He recibido suficiente informacion sobre el mismo.

He hablado de ello con

(nombre

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirar mi consentimiento:

1°. Cuando quiera.

2°. Sin tener que dar explicaciones.

3°. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto.

FIRMA DEL PACIENTE Nombre

Fecha



He explicado por completo los detalles relevantes de este proyecto al

donante y/o la persona autorizada a dar el consentimiento en su nombre.

FIRMA Nombre Fecha



SERVIZO | Complexe Hespitalario
|_\;\:J GALEGO
de SAUDE | A Corufia

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ACOMPANANTE

Yo, (nombre del
acompafnante del paciente), con DNI: y en
calidad de (parentesco con el donante)
certifico que a (nombre del
paciente)

Se le ha leido la informacién establecida en este escrito
Se le ha entregado copia de esta informacion.

Ha podido hacer preguntas sobre el proyecto.

Ha recibido suficiente informacion sobre el mismo.

Hemos hablado de ello con

Comprende que su participacion es voluntaria.

Comprende que puede retirar su consentimiento:

1°. Cuando quiera.

2°. Sin tener que dar explicaciones.

3°. Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presta libremente su conformidad para participar en el proyecto




Me autoriza a firmar en su nombre.

FIRMA DEL ACOMPANANTE DEL PACIENTE Nombre Fecha

He explicado por completo los detalles relevantes de este proyecto al

donante y/o la persona autorizada a dar el consentimiento en su nombre.

FIRMA Nombre Fecha



ANEXO 2

DILUCION
Ac ARIO ESPECIFICIDAD CLON CASA COMERCIAL
Ac 1
Inmunoglobulina (Ig) G1 kappa (k) FITC-
Isotipo FITC 1:50 9 ) ( g). ppa (k) MOPC-21 BD Pharmingen™
ratén. Isotipo control
Isotipo PE 1:50 IgG1 k PE-ratén. Isotipo control MOPC-21 BD Pharmingen™
Isotipo PECy5 4:50 IgG1 « ratén. Isotipo control PECy5 1F8 Abcam
Isotipo APC 4:50 1gG1 « raton. Isotipo control APC MOPC-21 BD
] o Dako (PALEX
a-mouse 1:50 Conejo anti-raton. Ig-FITC F0313
MEDICAL, S.A)
R-PE-CD29 3:50 Inmunoglobulina (Ig)G, 1gA, IgM murinas MAR4 BD Pharmingen™
Integrina 31 Receptor Antigeno de ) ™
R-PE-CD34 4:50 . . 581 BD Pharmingen
Activacion Tardio (VLA) del leucocito
Antigeno de Células Progenitoras ) ™
FITC-CD44 1:50 L IM7 BD Pharmingen
Hematopoyéticas 1 (HPCA-1)
Molécula de Adhesion Asociada al ) ™
FITC-CD45 3:50 ) ) HI30 BD Pharmingen
Anidamiento (HCAM)
CD69 (NM*) 3:50 Antigeno Leucocitario Comun (LCA) FN50 BD Pharmingen™
Antigeno de Activacién Temprano (VEA) del ) ™
PE-CD73 3:50 . . AD2 BD Pharmingen
linfocito
Ecto-5"-nucleotidasa y la Glicoproteina de ) ™
PE-Cy5-CD90 1:50 . L o 5E10 BD Pharmingen
anclaje a la Glicosil fosfatidilinositol (GPI)
FITC-CD105 1:50 Thy-1 SN6 AbD Serotec
PE-CD106 6:50 Endoglina 51-10C9 BD Pharmingen™
Molécula de Adhesion Vascular de la Célula
APC-CD117 2:50 YB5.B8 AbD Serotec
1 (VCAM-1)
c-kit, Receptor del Factor de Células Madre ) ™
R-PE-CD166 3:50 3A6 BD Pharmingen
(SCFR)
Molécula de Adhesién Celular del Leucocito Sigma Aldrich
CD271 1,5:1000 . MEZ20.4 o
Activado (ALCAM) Quimica
Receptor del Factor de Crecimiento
SSEA-4 (NM*) 2:50 Neuronal (NGFR) de baja afinidad humano MC-813-70 R & D Systems
p75
Antigeno Especifico de Estado Embrionario
STRO-1 (NM*) 0.45 ug . NS1-Ag4-1 GRUPO 3
Sigma Aldrich
ANTIFIB (NM*) 1:1000 Rat6n anti-fibroblasto 1B10 Quimica

Tabla 1: Listado de Ac. Ac conjugados con Ficoeritrina (phycoerythrin, PE), Isotiocianato

de fluoresceina (Fluorescein isothiocyanate, FITC) o Aloficocianina (Allophycocyanin,

APC) especificos para marcadores humanos asociados con linajes hematopoyéticos y

mesenquimales. NM*, Ac 1°° no marcados que necesitan la adicién de un Ac 2°.




