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RESUMEN

Las patologias cartilaginosas tienen una elevada incidencia en la
poblacion mundial, causando graves problemas clinicos al tiempo que
economicos (Jackson et al., 2001; Cherubino et al., 2003).

Dentro de las enfermedades imputables a la degeneracion del
cartilago se incluyen: enfermedades congénitas, enfermedades
pediatricas de la placa de crecimiento, lesiones inducidas por
traumatismos, osteoartritis y otras patologias degenerativas
relacionadas con la edad, artritis reumatoide y neoplasias. De todas
ellas, se estima que so6lo la osteoartritis es la responsable del 50% de las
patologias cronicas en una poblacion envejecida (Sun et al, 2007;
Reginster et al., 2002).

La ingenieria de tejidos es una ciencia multidisciplinar emergente,
que se destaca como una nueva area de la medicina y puede ser
definida como el arte de reconstruir los tejidos, ya sea estructural, o
funcionalmente (Hunzinker et al., 2001). El cartilago una vez lesionado
tiene poca capacidad de reparacion espontanea debido a la naturaleza
avascular de este tejido. En este contexto la ingenieria del tejido
cartilaginoso, pretende ser una solucion para este problema intentando
alcanzar un sustituto funcional (Salgado et al., 20006).

Este nuevo campo de la ciencia tiene como bases el uso
combinado de células, biomateriales y factores bioactivos que permiten
regenerar y remplazar las funciones biolégicas del cartilago danado o
degenerado (Dietrich et al., 2004).

Dentro de las maultiples células que se pueden utilizar en
ingenieria de tejido cartilaginoso, hemos seleccionado trabajar con
condrocitos auriculares y células troncales de grasa abdominal,
inguinal e infrapatelar.

Constatamos que los condrocitos auriculares de conejo, cuando
se cultivan sobre superficies plasticas se desdiferencian. El fenomeno

de desdiferenciacion fue descrito por Holtzer, en 1960, y en 1977, von



der Mark, sugirio que este proceso tendria, posiblemente, origen en las
interacciones establecidas entre la matriz extracelular (concretamente el
colageno) y los condrocitos. De esta forma, estudiamos la presencia de
componentes de la matriz extracelular in situ e in vitro de sus
receptores, las integrinas. El cartilago auricular de conejo presenta una
colocalizacion entre los proteoglicanos, colageno tipo II y las integrinas
B1, a5, av3, B3.

Los cultivos en agregacion indujeron la rediferenciacion de los
condrocitos auriculares de conejo in vitro, con expresion de marcadores
de diferenciacion como el colageno tipo II y el agrecano. El grado de
rediferenciacion es mayor en el centro del agregado, que en la periferia,
probablemente debido a la influencia de la hipoxia.

Constatamos también, que las células en cultivo expresan las
integrinas B1, a5, avf3, B3, pero en menor grado que las células
adultas, pudiendo desempenar un papel en la desdiferenciacion que
tiene lugar en las superficies plasticas.

Las células troncales derivadas de tejido adiposo (CTDTA)
abdominal e inguinal de rata demostraron ser una alternativa viable y
bastante prometedora. Conseguimos obtener células en un numero
bastante aceptable y observamos que a lo largo de los pases éstas se
tornan en una poblacion mas homogénea. Las células eran positivas al
CD29 y CD73, aumentando la positividad a estos marcadores con los
sucesivos pases, y no alterandose, esta significativamente, con la
criopreservacion. Estas células tienen capacidad de multipotencia,
pudiendo diferenciarse en adipocitos, condrocitos y neuronas. Estas
células demostraron también capacidad de adhesion al acido
poliglicélico, agar y colageno tipo I.

Con el objetivo de profundizar el estudio de la capacidad de
diferenciacion condrogénica de las células troncales de tejido adiposo,
utilizamos el caballo como animal de experimentacion, a partir de grasa
infrapatelar. Estudiamos la capacidad de diferenciacion condrogénica
de estas células en diferentes condiciones, intentando comprender el

papel de la tension de oxigeno. Observamos con nuestros experimentos
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que las CTDTA de caballo tienen potencial para diferenciarse en
condrocitos, produciendo componentes propios de la matriz extracelular
adulta, concretamente colageno y proteoglicanos. Las condiciones de
hipoxia favorecen la expresion precoz de colageno y proteoglicanos,
desempenando un papel mas relevante en el colageno. La adicion de
dexametasona conjuntamente con el TGF-B1, ITS y ascorbato puede
llevar a la creacion in vitro, de un modelo de condrocitos hipertroéficos.
Los dos tipos celulares estudiados demostraron ser capaces de
producir cartilago in vitro, con expresion de los respectivos marcadores
de cartilago. Las CTDTA parecen ser una alternativa muy interesante
por su elevada capacidad de replicacion, lo que permitira producir

mayores cantidades de tejido in vitro.
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SUMMARY

The cartilage pathologies have a high incidence in the world
population, creating serious clinical and economical problems (Jackson
et al.,, 2001; Cherubino et al., 2003).

Among the diseases that can be originated by cartilage
degeneration, are included: congenital diseases, growth plate pediatric
diseases, trauma induced injuries, osteoarthritis and other aging
related degenerative pathologies, arthritis rheumatoid and tumors.
From all of them, it is estimated that the osteoarthritis itself is
responsible for 50% of the chronic pathologies in an aged population
(Sun et al, 2007; Reginster et al., 2002).

Tissue engineering is an emerging multidisciplinary science that
highlights as a new medicine area and can be defined as the art of
reconstructing tissues structurally or functionally (Hunzinker et al.,
2001). Once injured, the cartilage has little spontaneous reparation
capacity, because of the avascular nature of this tissue. In this context
the cartilage tissue engineering, pretends to be a solution for this
problem trying to find a functional substitute (Salgado et al., 20006).

This new field of science is based on the combined use of cells,
biomaterials and bioactive factors that permit regenerate and substitute
the biological functions of injured or degenerated cartilage (Dietrich et
al., 2004).

From the multiple cells that we could use in cartilage tissue
engineering, we have selected to work with auricular chondrocytes and
adipose stem cells from abdominal, inguinal and infrapatelar fat.

We observed that rabbit auricular chondrocytes dedifferentiated,
when cultured on plastic surfaces. The dedifferentiation process was
described by Holtzer in 1960, and in 1977 von der Mark has suggested
that this process would be originated by the interactions established
between the extracelullar matrix (namely the collagen) and the

chondrocytes. Therefore, we studied the presence of the extracelullar
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matrix components in situ and in vitro and their receptors, the integrins.
The rabbit auricular cartilage presented a colocalization among the
proteoglycans, collagen type II and the integrins 1, a5, av33, 3.

The cultures in aggregation induced rabbit auricular
chondrocytes rediferentiation in vitro, with expression of differentiation
markers like collagen type II and aggrecan. The rediferentiation degree
is higher in the pellet center than in the surroundings, probably due to
hypoxia influence.

We also observed that cells in culture expressed the integrins 1,
ad, avB3, B3, but in a lower degree than the adult cells, and they can
play a key role in the dedifferentiation that takes place in plastic
surfaces.

The adipose derived stem cells (ADSC) obtained from rat
abdominal and inguinal fat demonstrated to be a viable alternative and
promising source. We were able to obtain cells in very acceptable
number and we observed that through out the passages they become a
more homogeneous population. The cells were positive to CD29 and
CD73. We showed that the positive cells increased with the successive
passages, and without alterations with the cryopreservation. These cells
have multipotency capacity, and they can differentiate in adipocytes,
chondrocytes and neurons. These cells demonstrated also the adhesion
capacity to the poliglycolic acid, agar and type I collagen.

With the purpose of better understanding the ADSC
differentiation capacity, we used horse infrapatelar fat. We tested the
chondrogenic differentiation capacity of these cells in different
conditions, trying to understand the oxygen tension role. We observed
in our experiments that horse ADSC have the potential to chondrogenic
differentiation, producing components of the adult extracelullar matrix,
namely collagen and proteoglycans. The hypoxic conditions favored the
early expression of collagen and proteoglycans, playing an important
role in the collagen. Adding dexamethasone with TGF-f1, ITS and
ascorbic acid permits in vitro, the creation of a hypertrophic

chondrocytes useful model.



The two cellular types studied showed to be able to produce in
vitro cartilage, with the expression of the respective cartilage markers.
The ADSC seemed to be a very interesting alternative because of their

high replication capacity, which will permit higher tissue production in

vitro.
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1.1.- BIOLOGIA DEL CARTILAGO

Como definen Junqueira et al. (1998), el cartilago es un tejido
abundante en los vertebrados, siendo un componente fundamental del
esqueleto. Este tejido tiene varias funciones fundamentales en el
organismo como por ejemplo: actuar como molde para el crecimiento y
desarrollo de huesos largos, formar parte del esqueleto fetal, teniendo
un importante papel en la osificacion endocondral, estar presente en las
superficies articulares de los huesos proporcionando, de esta manera,
una superficie de baja friccion y actia también como soporte en
algunos organos del cuerpo, como la traquea previniendo el colapso

aéreo (Unsworth, 2004).

1.1.1.- HISTOGENESIS DEL CARTILAGO

Durante el periodo de desarrollo embrionario el esqueleto es
sobretodo cartilaginoso, siendo gradualmente sustituido por tejido oseo.

La histogénesis del cartilago es un proceso complejo, que se inicia
mediante interacciones epitelio-mesenquimatosas. Existen dos tipos
fundamentales de tejidos embrionarios: el epitelial y el
mesenquimatoso. Durante los estadios iniciales del proceso de
diferenciacion del embrion, el tejido epitelial puede transformarse en
mesenquimatoso y viceversa. Como han senalado Collins en 1995 y
Hickok et al.,, en 1998, ademas de esta transformacion, estos tejidos
interaccionan entre ellos, influenciando mutuamente su diferenciacion.
El tejido mesenquimatoso es la forma joven de tejido conjuntivo, que se
caracteriza por estar constituido por células mesenquimatosas de forma
estrellada, distribuidas en una matriz abundante (Noden y Delahunta,
1990). En 2001 MacDonald y Hall observaron que, a medida que
surgen interacciones entre las células epiteliales y las células
mesenquimatosas, éstas ultimas inician un proceso de agregacion y

condensacion. Las condensaciones mesenquimatosas van a dar origen a
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los centros de condrificacion, lugares de formacion inicial del cartilago.
Las células mesenquimatosas presentes en las condensaciones, sufren
un proceso de diferenciacion, formando densas poblaciones celulares,
que van perdiendo sus prolongaciones celulares y adquiriendo una
forma redondeada, denominandose, en este momento, condroblastos
(Banks, 1992; Hall y Miyake, 1995; Eurell y Sickle, 1998).

La fibronectina y activina, demostraron regular positivamente las
Moléculas de Adhesion Celular (MACs), favoreciendo, de esta forma el
inicio de las condensaciones (Widelitz et al., 1993). Hall y Miyake
(19995), senalan que a medida que las células de las condensaciones se
diferencian en condrocitos, presentan colageno del tipo II y disminuyen
la expresion de las MACs.

El crecimiento de estos centros de condrificacion puede ocurrir
por dos mecanismos distintos: crecimiento intersticial y crecimiento
aposicional.

Es sabido, que en el crecimiento intersticial, los condroblastos
sufren varias divisiones mitoticas y empiezan a sintetizar y a depositar
la matriz, que separa los condroblastos unos de los otros. Esta
diferenciacion del cartilago tiene lugar desde el centro hacia las zonas
limitrofes. En este momento, podemos observar, células con
caracteristicas de condrocitos en el centro y, en la periferia, células con
caracteristicas de condroblastos.

Simultaneamente a este fenomeno de diferenciacion, la lamina
que rodea el esbozo cartilaginoso se diferencia en pericondrio,
constituido por dos capas distintas. La capa inmediatamente adyacente
al esbozo cartilaginoso esta compuesta por precondroblastos o
condroblastos y se denomina capa celular o condrogénica. La capa mas
externa, esta compuesta por fibras de colageno no ordenadas y
fibroblastos, y constituye la capa fibrosa (Eurell y Sickle, 1998).

En el crecimiento aposicional, los condroblastos se originan en la
capa condrogénica del pericondrio, y van a segregar componentes de la
matriz extracelular, durante su transformacion en condrocitos. La

capacidad de la capa condrogénica para producir cartilago persiste en la
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vida adulta, pero permanece en estado latente hasta que haya
necesidad de formacion de nuevo cartilago (Banks, 1992).

Terminada esta fase de crecimiento, en la que hay una expansion
cartilaginosa, el condroblasto se transforma en una célula menos
activa, y se denomina condrocito (Eurell y Sickle, 1998). En la periferia
del cartilago hialino, los condrocitos jovenes tienen una forma eliptica,
con el eje longitudinal paralelo a la superficie. En la region central las
células se tornan mas redondeadas y pueden aparecer en grupos de
ocho originados por divisiones mitoticas de un simple condrocito. A este

grupo de células Junqueira et al., 1998 le denominan iségeno.

1.1.2.- ESTRUCTURA DEL CARTILAGO ADULTO

El cartilago es un tejido conjuntivo sin vascularizacion (sanguinea
y linfatica) y sin inervacion. Naumann et al., 2002, describiéo como éste
tejido esta compuesto por células incluidas en una matriz, que esta
normalmente cubierta externamente por un pericondrio fibroso, con

excepcion del cartilago que recubre las superficies articulares.

1.1.2.1.- Células

Existen varios tipos distintos de células presentes en el cartilago:

los condroblastos, condrocitos, condroclastos y fibrocondrocitos.

Condroblastos

Los condroblastos son células precusoras y estan presentes, como
ya referimos, en los centros condrogénicos del embrion y se mantienen
en el adulto en el pericondrio. Los condroblastos forman a su alrededor
un halo de matriz baséfila adyacente, compuesta por una delicada red
de fibras de colageno de los tipos II, IX y de proteoglicanos. Estas
células tienen un aspecto ovalado con un nucleo esférico, un citoplasma

basofilo (debido a la presencia en gran cantidad de reticulo



Revision Bibliografica

endoplasmatico rugoso (RER)) y un complejo aparato de Golgi, teniendo
un papel fundamental en el crecimiento cartilaginoso, como ya

senalaron Eurell y Sickle, (1998) y Junqueira et al., (1998).

Condrocitos

El condrocito (del griego Chondros=Cartilago + Cytos= Células) es
la célula por excelencia del cartilago. Los condrocitos tienen las mismas
funciones que los condroblastos, pero con un nivel de actividad mas
reducido. Existe quien considera que los condrocitos y condroblastos
son la misma célula en diferentes fases de su ciclo vital. Los condrocitos
son consideradas células menos activas que los condroblastos, siendo
estos ultimos responsables del mantenimiento de la matriz que los
rodea, sintetizando colageno (principalmente del tipo II), glicoproteinas,
proteoglicanos y acido hialurénico, quedando incluidos en cavidades de

la matriz denominadas lagunas.

W i 5 o

Figura 1 — Imagen microscopica del cartilago auricular de conejo (x20), se puede observar los condrocitos

embebidos en la matriz. Las gotas lipidicas sefialadas con L y el nucleo sefialado con N.

Los condrocitos son células redondas o poligonales, con un
nucleo esférico y con uno o mas nucléolos. Debido a su gran funcion
anabdlica poseen un reticulo endoplasmatico rugoso muy desarrollado,
mitocondrias poco abundantes y un aparato de Golgi complejo y
prominente (Eurell y Sickle, 1998). De entre las caracteristicas

especificas de estas células destacamos que poseen un cilio primario y
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la presencia en los condrocitos mas viejos de acumulaciones de
glicogeno y lipidos (Fig. 1) (Poole et al., 2001; Archer y West, 2003).

Debido al hecho de que el cartilago esta desprovisto de capilares
sanguineos, los condrocitos estan obligados a realizar la respiracion
celular con baja presion de oxigeno (10% en la superficie y 1 % en las
capas mas profundas) (Archer y West, 2003). La gran adaptacion a
estas condiciones, pudo ser demostrada en experimentos donde se
constatdo que como respuesta a bajas concentraciones de Oz, surgen
elevados niveles de expresion de HIF y AP-1 (Rajpurohit et al., 1996).

Los condrocitos son células altamente glicoliticas (metabolizan la
glucosa principalmente por glicolisis anaerdobica) que presentan efectos
Pasteur negativos; requiriendo un aporte regular de glucosa para una
optima produccion de ATP en la homeostasis celular (Lee y Urban,
1997). De esta forma, la glucosa es un importante metabolito y un
importante precusor estructural fundamental para el cartilago, de modo
que su transporte tiene consecuencias significativas en el desarrollo
cartilaginoso y su integridad funcional. Se ha demostrado que los
condrocitos normales expresan por lo menos tres isoformas del
transportador de la glucosa GLUT (GLUT1, GLUT3 y GLUT9) (Mobasheri
et al., 2002).

Condroclastos

Los condroclastos estan presentes especialmente durante los
estadios de desarrollo. Esta célula gigante multinucleada, que resulta
de la fusion de macrofagos, es responsable de la renovacion de la matriz
cartilaginosa y de las células (Nordahl et al, 1998). Estas células se
reconocen facilmente por sus numerosas mitocondrias, gotas y vacuolas

(Takuma et al., 1962; Banks, 1992).
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Fibrocondrocitos

Los fibrocondrocitos fueron descritos en el menisco de conejo por
Webber et al.,, en 1985. Son considerados como una combinacion entre
los condrocitos y los fibroblastos (Sweigart et al.,, 2003). Estas células
presentan una morfologia redonda y estan protegidos por una matriz
territorial, como los condrocitos, pero producen colageno tipo I como los
fibroblastos (Benjamin y Ralph, 2004). Existen dos poblaciones
morfologicamente distintas de fibrocondrocitos: una de células ovales o
fusiformes con pocas prolongaciones celulares situada en la capa mas
superficial, y otra con células redondas o poligonales, con mas
prolongaciones y localizada en las capas mas profundas (Gladially et al.,

1983).

1.1.2.2.- Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) esta constituida por un conjunto
amplio de proteinas que le dan una gran capacidad para soportar
cargas, como son: las fibras de colageno, las fibras elasticas, tenascina
C, fibronectina, trombospodina, proteina oligomérica de la matriz
cartilaginosa y los proteoglicanos (Tabla 1). Esta matriz tiene también
propiedades coloidales, que son muy importantes para la nutricion de
las células.

En cuanto a su localizacion, la matriz cartilaginosa, segun
Hunzinker et al., (1997), puede ser dividida en matriz pericelular,
matriz territorial y matriz interterritorial. Generalmente se piensa que la
matriz pericelular y territorial, facilitan la conexion entre los condrocitos
y la MEC, protegiéndolos durante la compresion del tejido (Buckwalter y
Mankin, 1997a).

Ross et al, (2006) trabajan sobre la matriz pericelular
considerando que es una region de mas o menos 2-3 um que circunda
la célula, caracterizada por tener una elevada concentracion de

queratan-sulfato, colageno tipo VI y menores cantidades de colageno
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tipo II, IX y XI (Wotton et al.,, 1991), acido hialurénico (Mason, 1981),
proteoglicanos sulfatados (Pool et al., 1984), perlecano (SundarRaj et
al., 1995) agrecano (Pool et al., 1984), biglicano (Miosge et al., 1994),
fibronectina (Glant et al., 1985) , laminina (Durr et al.,, 1996) y proteina
de union (Ratcliffe y Mow, 1996).

Lee y Loeser (1998), determinaron que las integrinas, anexina V
(ancorina II) y CD44 son mediadores de las interacciones entre los
condrocitos y su matriz pericelular. Esta matriz conjuntamente con la
célula encapsulada forma la condrona, que es considerada como la
unidad  estructural, funcional y metabdlica del -cartilago.
Morfologicamente cada condrona consiste en un soélo condrocito
conectado en su superficie a un glicocalix pericelular transparente que
esta confinado y encerrado por una capsula fibrilar pericelular (Poole et
al., 1997). Envolviendo la anterior aparece la matriz territorial que se
caracteriza por estar constituida por una red de fibras de colageno y
condroitin sulfato (Meachim y Stockwell, 1979; Eurell y Sickle, et al.
1998).

La matriz interterritorial representa la mayor parte de la matriz
extracelular del cartilago y es responsable de las propiedades mecanicas
del cartilago (Temenoff y Mikos, 2000a). Esta matriz parece presentar
grandes cantidades de queratan-sulfato.

A continuacion expondremos las diversas proteinas que
constituyen la matriz, su localizacion, los receptores de membrana que

tienen los condrocitos y los componentes del fluido tisular.
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Tabla 1- Macromoléculas en el cartilago articular. Adaptado de Schulz y Bader, 2007.

Agua 60 a 80 %
Colageno tipo II 10a20 %
Proteoglicanos agregantes AH,KS, C4Sy C6S Sa7%
Agrecano
Versicano
Proteoglicanos no <59,
agregantes
SRLP clase I Biglicano y decorina
Fibromodulina, Lumicano,
SRLP clase II PRELP; Perlecano,
Epificano

Amfiglicano, TGF-f3
Familia sindecano Recepto? B 3 glicano,
Glipicano
Colageno tipos III, V, VI,
Otros tipos de colagenos VII, IX, X, XI, XII, XIV

COMP, Ancorina ,
Fibronectina, Tenascina,
Trombospondina,
Chondroaderina, Fibrilina

Proteinas no colagenosas y
glicoproteinas

Lipidos Fosfatidilserina

1.1.2.2.1.- Componentes fibrilares

Fibras de colageno

El colageno puede representar entre el 50 % a 60 % del peso seco
de la MEC del cartilago, siendo que todas las matrices cartilaginosas
estan constituidas, principalmente, por colageno del tipo II (Bloom y
Fawcett, 1975).

El colageno es una proteina estructural formada por la
polimerizacion de monomeros de tropocolageno. Cada mondémero esta
compuesto por tres cadenas a, que se enrollan unas en otras
produciendo una triple hélice. Esta hélice esta sustentada por puentes
de hidrogeno, que estabilizan el patron helicoidal entre las cadenas a
(Metzler, 2001). Cada cadena a esta formada por cerca de 1000

aminoacidos y tiene un peso molecular aproximado de 95 kDa.
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Mediante estudios de cromatografia se identificaron diferentes tipos de
cadenas a (a1, az, a3, a4, as) que se diferencian en base a la composicion y
secuencia de los aminoacidos que las componen (Alberts et al., 1989).

Los condrocitos tienen la capacidad de sintetizar y segregar mas de
un tipo de colageno. La capacidad de producir diferentes tipos de
colageno reside en la posibilidad de sintetizar diferentes cadenas a.
Estas son sintetizadas en los ribosomas teniendo conectados en las
regiones amino y carboxiterminales, propéptidos formados por 180 a
300 aminoacidos respectivamente, denominandose la estructura
resultante procolageno. Dependiendo de la cantidad y tipo de cadenas
que lo constituyen se forman los distintos tipos de colageno, estando
descritos por lo menos 27 tipos diferentes (Tabla 2) (Lodish et al., 1995;
Mathews y van Holde, 1996; Boot-Handford et al., 2003).

En el cartilago hialino y elastico, ademas del colageno de tipo II
(Heath y Magari, 1996) que es el mas importante, existen cantidades
menores de otros tipos, como los VI, IX, X y XI. En el caso especifico del
fibrocartilago, el colageno predominante es el de tipo I, aunque también
estan presentes los tipos II, III, V y VI (McDevitt y Webber, 1990).

El colageno tipo II es un heterotrimero de tres cadenas al que son
producto de un unico gen: el col2al. Existen dos formas de transcribir
el gen col2al, ARNs de los tipos Ila y IIb, que difieren tinicamente por
la presencia del exon 2. Se sabe que el de tipo Ila contiene, en relacion
al IIb, una cadena mas con 69 aminoacidos, y es sintetizado por las
células mesenquimatosas condroprogenitoras y por el pericondrio,
teniendo posiblemente un papel importante como inductor de la
condrogénesis, en cuanto que el del tipo IIb se expresa en los
condrocitos adultos (Zhu et al., 1999).

El colageno tipo VI, puede encontarse en la matriz pericelular y se
cree que ayuda a la conexion de las células con la MEC, siendo
considerado como un marcador molecular clave de la microanatomia de
la condrona. Ademas representa una pequena porcion del porcentaje
total de los colagenos cartilaginosos (Eyre, 2002). Estudios en

condronas aisladas indican que el colageno tipo VI se encuentra

11
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preferentemente localizado en la zona pericelular e interacciona
directamente con la superficie celular (Poole et al.,, 1988, Poole et al.,
1992). Aunque en menor cantidad que el colageno total, la elevada
concentracion pericelular de colageno tipo VI, sugiere una doble
funcion en el cartilago articular, por una parte mediando las
interacciones para mantener la arquitectura pericelular, y por otra
proporcionando anclaje mediado por receptores y potencial de
senalizacion entre el condrocito y su microambiente (Poole et al., 1997).

El colageno tipo IX (un colageno asociado a fibrillas), tiene como
funcion ayudar a la conexion de las fibrillas de colageno con el resto de
la MEC. Este colageno es conocido por regular el diametro de las fibras
de colageno tipo II (Wotton et al., 1988) y esta principalmente localizado
en la condrona (Poole et al., 1988; Poole et al., 1997, Wotton et al,
1991).

Los colagenos IXal y XIa2 participan, juntamente con el
colageno de tipo II, en la formacion de la red que constituye la matriz
extracelular. Su funcion parece ser predominantemente de regulacion,
llevando la mutacion de los genes COLIX y COLXI a la aparicion de
fenotipos de condrodisplasia, con la presentacion precoz de osteoartritis
(Eyre, 2002).

El colageno tipo X puede ser observado en la forma mineralizada,
en la zona calcificada del cartilago articular. Esta predominantemente
asociado con el cartilago hipertroéfico, siendo el unico lugar donde esta
descrito (Aigner et al., 1993; Gibson y Flint, 1985; Schmid et al., 1990).

El colageno tipo XI es igualmente un colageno de importancia
menor en el cartilago articular adulto, no representa ni el 3 % del
colageno total. La cantidad de colageno tipo XI es discreta en el
cartilago auricular adulto, pero tiene un papel importante en la
regulacion del tamano de las fibrillas de colageno (Vaughan-Thomas et
al., 2001), manteniendo asi la integridad y la cohesion tisular.

El colageno tipo XI juega un papel importante en la regulacion de
la fibrinogénesis del colageno tipo II. La liberacion proteolitica del

procolageno tipo XI libera el propéptido terminal, pero la region variable

12
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se mantiene en el interior de la molécula madura y se va a localizar en

la superficie de las fibrillas de colageno tipo II (Morris et al., 2000).

Corregulacion del Sox con el gen del colageno II

Las proteinas Sox pertenecen a la familia de los factores de
trascripcion, y son caracterizadas por un grupo de ligacion de alta
movilidad (HMG) al ADN, cuya secuencia es, por lo menos, 50% idéntica
al factor de determinacion sexual SRY. Uno de los miembros de la
subfamilia Sox, mas concretamente la Sox9, esta demostrado tener un
papel relevante en la esqueletogénesis (Wegner et al., 1999).

Estas proteinas Sox parecen tener importancia en la expresion del
colageno tipo II, contribuyendo de forma decisiva en el desarrollo de uno
de los componentes biologicos mas importantes para la formacion del
patron arquitectonico del cartilago (Zhao et al.,, 1997; Lefebvre y Li,
1998; Delise et al., 2000).

13
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Tabla 2 -Tipos de colageno mas abundantes en los tejidos (Adaptado de Gelse, 2003).

Tipo* Composicion

de la molécula

Longitud de la

triple hélice

Genes (localizacion genomica)

Tejidos de distribucion

Colagenos formadores de fibrillas

I [al(@)]z[a2(I)] COL1A1 (17921.31-q22) Piel, tendon, menisco, hueso y
300 nm COL1A2 (7g22.1)
[al(D)]s dentina
I [al(I)]s 300 nm COL2A1 (12q13.11-ql13.2) Cartilago y humor vitreo
III [al(IID)]s 300 nm COL3A1 (2g31) Piel, masculo, sangre
v [al(V)]s 390 nm COLS5A1 (9q34.2- q34.3) )
(a1 (V)]aa2(V)] COLS5A2 (2g31) Membranas fetales, piel, huesos,
a a
’ COLSA3 (19p13.2) placenta y tejidos intersticiales
[al(V)][a2(V)][a3(V)]
X1 [al(XT)][a2(XI)] 300 nm COL11A1 (1p21)
[@3(XD)] COL11A2 (6p21.3) Cartilago y cuerpo vitreo
COL11A3 = COL2A1
Colagenos de membrana basal
COL4A1 (13g34), COL4A2
(1334),COL4A3 (2g36-g37), COL4A4
[al(IV)]2[a2(IV)] - (2936- q37),COL4AS5 (X(22.3),COL4AB Todas las membranas basales
v Otras formas (Xp22.3)
Colagenos Microfibrilares
VI [al(VD)][a2(V])] 150 nm COL6AL1 (21g22.3), COL6A2 (21g22.3), Mayor parte de los tejidos
[a3(VI)] COLGAS (2937) intersticiales
Fibrillas de anclaje
VII [al(VID)]s 450 nm COL7A1 (3p21.3) Piel, mucosa oral y cérvix
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Colagenos que forman red hexagonal

VIII
No es conocida

COLBAL (3q12- q13.1), COL8AZ (1p34.3—
p32.3)

Células endoteliales y membrana

de Descemet

X [al(X)]s 150 nm COL10A1 (6g21-g22.3) Cartilago hipertrofico
Colagenos FACIT
IX al(IX)][a2(IX _
[al(IX)][a2(IX)] 200 nm COL9A1 (6q13), COL9A2 (1p33- p32.2) Cartilago y humor vitreo
[a3(IX)]

X [al(XID)]s - COL12A1 (6q12-q13) Tendo6n embrionario y pericondrio
X [al(XIV)] 3 COL9AL (8423) Piel fetal, pulmén y tendén
XIx COL19A1 (6q12-q14) Rabdomiosarcoma humano
XX Cartilago esternal, tendon
XXI1 COL21A1 (6p12.3-11.2)

Pared de los vasos sanguineos

Colagenos transmembranosos

XIII

- Células endoteliales, piel,
(a1 (XIID)]3 COL13A1 (10qg22) p
intestino, condrocitos
XVII al(XVID)s COL17A1 (10g24.3) Hemidesmosomas de la piel
Multiplexinas
XV L15A1 (9021— 22 Fibroblastos, células del musculo
[al(XV)]s COLISAL (9a21-22) R
liso, rifidén y pancreas
XVI COL16A1 (1p34) Fibroblastos, amnios y
queratinocitos
XVIII COL18A1 (21g22.3)

Pulmones e higado

® FEl tipo de colageno va numerado con numeraciéon romana FACIT- Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helices
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Fibras elasticas

Las fibras elasticas (Eurell y Sickle, 1998), estan presentes en
organos cuya funcion normal requiere elasticidad y soportar fuerzas de
tension. Su diametro varia entre 0,2 a 5 pm en los tejidos conjuntivos
laxos y 12 micras en los ligamentos elasticos, como el ligamento nucal.

Estas fibras estan formadas por dos componentes diferentes que
son visibles al microscopio electronico: la elastina y las microfibrillas. El
mayor componente de las fibras elasticas es la elastina, una proteina
amorfa de baja densidad electronica. Las moléculas de elastina se
entrelazan al azar y se mantienen unidas por uniones covalentes
estables (las dos mayores la desmosina y isodesmina, dos derivados de
la lisina). Las microfibrillas, glicoproteinas ricas en cisteina, tienen
aproximadamente 11 nm de diametro estando embebidas en las fibras
elasticas (Rock et al., 2004).

La elastina se sintetiza en forma de tropoelastina, como cadenas
polipeptidicas Unicas, que son transformadas en elastina, por
conexiones cruzadas y se disponen en el espacio extracelular (Banks,
1992). Estudios realizados (Parks et al., 1992), parecen indicar que la
regulacion de la expresion de la tropoelastina es controlada por
mecanismos pos-transcripcionales. El promotor del gen de la elastina se
activa durante el desarrollo embrionario en varios tejidos, sugiriendo
que la manifestacion del gen de la elastina puede tener un papel en la
organizacion de la estructura cutanea, del esqueleto y del tejido
nervioso, estando presente en los animales adultos en diversidad de
tejidos (Lakkakorpi et al., 1999). Las microfibrillas se secretan antes
que la elastina y proporcionan la base sobre la que se depositan las

fibras y las laminas.

1.1.2.2.2.- Proteoglicanos

Los proteoglicanos (PGs) estan constituidos por un conjunto de
glicosaminoglicanos (GAGs) unidos por conexiones covalentes a una

proteina central (Fig. 2). Debido a que poseen un 95% de hidratos de
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carbono, estas macromoléculas se comportan mas como azucares que
como proteinas (Lodish et al., 1995).

Los GAGs son unidades de disacaridos (en los que uno de los
azucares es un amino sulfatado), cuyas principales caracteristicas
quimicas son el poseer grupos anionicos sulfato y carboxilo, que les
proporcionan una carga negativa, y la propiedad de ser moléculas
acidas. Existen cinco tipos distintos de GAGs, siendo cuatro de ellos
sulfatados: sulfato de dermatano, sulfato de condroitina (4 y 6), sulfato
de heparano y queratosulfato y uno no sulfatado: el acido hialurénico.
(Alberts et al., 1989). Estos glicosaminoglicanos se pueden distinguir
entre si por el tipo de union entre los disacaridos y por la localizacion de
los grupos sulfato.

Dado el predominio de grupos acidos, los GAGs tienden a repeler-
se mutuamente por lo que permanecen unidos Unicamente por la
proteina central, formando una estructura arborizada. Estos agregados
se mantienen unidos como una red tridimensional con grandes espacios
internos llenos de agua. Tal disposicion permite la facil difusion de agua
y sales disueltos en la matriz (Banks, 1992).

Los proteoglicanos tienen la capacidad de formar grandes
agregados, después de ser segregados por las células. Esos agregados
de proteoglicanos pueden alcanzar pesos moleculares superiores a 5000
kDa. Este fenomeno de agregacion depende del acido hialurénico. A
pesar de que esta molécula existe en pequena cantidad en el cartilago,
su papel en la estructura de la MEC es muy significativo. El acido
hialurénico puede corresponder apenas a 0,01% de los GAGs del
agregado de proteoglicanos, pero puede conectar hasta 250 veces su
peso en proteoglicanos. Estos agregados de proteoglicanos poseen tres
funciones significativas en el cartilago: la estabilizacion de la matriz, la
definicion del volumen de la matriz y la gestion de las fuerzas
compresivas de la matriz (Knudson y Tool, 1987).

La sintesis de proteoglicanos empieza por la sintesis de la
proteina axial en el reticulo endoplasmatico rugoso, seguida de la

adicion de las cadenas de GAG y su sulfatacion. La adicion y la
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modificacion de las cadenas de GAG tienen lugar en el aparato de Golgi
(Bargmann, 1968).

El cartilago contiene varios tipos de proteoglicanos: el agrecano, el
acido hialuréonico, la decorina, el biglicano, la fibromodulina, el
sindecano-2, el versicano, el epificano y el perlecano (Banks, 1992;

Junqueira et al., 1998; Freench et al., 1999).

El agrecano es el proteoglicano mas comun y mejor descrito de la
matriz del cartilago, que puede formar grandes complejos
macromoleculares en presencia del acido hialurénico, aumentando la
viscosidad relativa de la matriz. Este gran proteoglicano (225-250 kDa)
estda compuesto por conexiones de mas de 100 cadenas de
glicosaminoglicanos a la proteina central. Los GAGs mayoritarios en el
agrecano son el sulfato de condroitina y queratosulfato (Knudson y

Knudson, 2001).

El acido hialurénico (AH) se sintetiza sobre la forma de un
polimero de cadena larga no ramificado y cargado negativamente. Esta
compuesto por disacaridos de acido glucoronico y de N-
acetilglucosamina, unidos por conexiones alternadas del tipo Bi1-3 y Bi-4.
La sintesis del acido hialuronico, es distinta de los otros proteoglicanos,
ya que éste no va a ser sulfatado después de la sintesis (Toole, 2004).

El AH posee caracteristicas hidrodinamicas remarcables. Esto
permite el establecimiento de una viscosidad elevada, capaz de retener
grandes cantidades de agua. De esta manera, juega un papel
importante en la homeostasis e integridad tisular. El acido hialurénico
interacciona con los proteoglicanos en el cartilago articular, asi como
con otras moléculas igualmente importantes para la construccion de la
matriz extracelular (Toole, 2001). Debido a sus propiedades lubricantes,
el AH se utiliza en inyeccion intra-articular, en el tratamiento del dolor

asociado a artrosis (Moreland, 2003).
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La proteina de union (link protein) es indispensable para la
formacion estable de agregados de proteoglicanos, con expresion

aumentada durante la condrogénesis (Liu et al., 1997).

Dentro del grupo de pequenos proteoglicanos ricos en leucina
(SRLP) incluimos la decorina, la fibromodulina, biglicano y epificano. Su
estructura se compone por un dominio central rico en leucina,
encuadrado por diversos dominios de cisteina. Las cadenas de GAG
estan localizadas al nivel N-terminal, sobre su dominio central. Estos
pequenos proteoglicanos pueden intervenir en la adhesion celular
mediante sus interacciones con la fibronectina o trombospondina
(Hocking et al., 1998; Iozzo, 1998).

La decorina y la fibromodulina pueden regular la fibrinogénesis
de los colagenos organizando el espaciamiento de las fibras entre las
fibrillas de colageno tipo II (Scott et al., 1993). Por otro lado, la decorina
se conecta a los factores de crecimiento como el TGF-B, regulando su
estabilidad, su biodisponibilidad y sus actividades biologicas (Scott,
1996).

El biglicano parece tener una distribucion pericelular en el
cartilago adulto humano (Miosge et al., 1994).

El epificano es un miembro de la superfamilia de los
proteoglicanos de pequena dimension ricos en leucina (SRLP) (Hocking
et al, 1998; lozzo, 1998). Estudios de Johnson et al, en 1999,
demostraron que el epificano es un marcador intermediario de la
condrogénesis, y que este proteoglicano esta presente en la matriz
extracelular que envuelve los condrocitos en reposo, en proliferacion e
hipertroficos.

Se denominan proteoglicanos de superficie a los proteoglicanos
conectados a la membrana plasmatica del condrocito. Estos se dividen
en cuatro familias de acuerdo con el tipo de asociacion con la
membrana plasmatica. Los miembros pertenecientes a este grupo

actiian como receptores o correceptores para ligandos de las citocinas o
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para elementos de la matriz extracelular, como la fibronectina
(Bernsfield et al., 1999; lozzo, 2001).

Los sindecanos son proteoglicanos con la base de heparan
sulfato (HS-PGs). Los sindicanos y betaglicanos se conectan
directamente a la membrana gracias a una region hidrofoba de su eje
proteico. El glipicano esta ligado a la membrana plasmatica
indirectamente mediante un grupo glicosil fosfatidil inositol.

El versicano es un proteoglicano con base de condroitin sulfato,
que esta presente durante el inicio de la formacion de la matriz,
desapareciendo después de la deposicion del agrecano. A medida que la
diferenciacion de los condrocitos se desarrolla, tiene lugar la
substitucion de la matriz inicial, donde predomina la fibronectina y el
versicano, por la matriz cartilagosa madura, donde aparece el colageno

tipo I y el agrecano (Knudson y Knudson, 2001).

Proeina Ceniral

Mairi 2 de Colagena

~|_ Cadenss de Queralan Sullalko

37

Proleina  de widn

Acido Hialu rénico

Figura 2- Imagen representativa de la constitucion de un proteoglicano, concretamente del agrecano

(Imagenes obtenidas y modificadas de internet www.peprotech.co.krfa _sub4).
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El perlecano también presenta una cierta importancia en la
condrogénesis, no s6lo como marcador util, sino también por potenciar
la diferenciacion condrogénica (Freench et al.,, 1999; Gomes et al.,
2004).

La presencia adicional de elevadas concentraciones de acido
hialuronico y proteina de union sugiere el confinamiento pericelular de
estas moléculas, lo que puede ser importante en la construccion del
complejo proteico acido hialurénico-agrecano-proteina de union (Poole

et al., 1997).

1.1.2.2.3.- Otras proteinas y glicoproteinas no relacionadas con el
colageno

Ademas de los proteoglicanos y colagenos, el cartilago contiene
proteinas no fibrilares y glicoproteinas. Algunas de estas moléculas se
piensa (Buckwalter y Mankin, 1997a) que estén implicadas en la

organizacion y manutencion de la estructura de la MEC.

La fibronectina (FN) es una molécula de elevado peso molecular
(440 kDa), que Lodish et al., (1995) describieron como pertenecientes a
la familia de proteinas multiadhesivas de matriz. La molécula de
fibronectina tiene, a lo largo de toda su estructura lugares, de conexion
para glicoproteinas celulares, integrinas, colageno, GAGs, y heparina.
Debido a estas -caracteristicas estructurales, las fibronectinas
desempenan un papel importante en la organizacion de la matriz
extracelular mediante la uniéon a colagenos fibrilares, a la tenascina, a
los pequenos proteoglicanos heparan-sulfato y en las interacciones
célula-matriz por receptores de adhesion, (como la integrina a5f1). Las
fibronectinas influyen también en la forma y movimiento de las células
y organizacion del citoesqueleto (Burton-Wurster et al., 1997).

Diversos autores (Bennett et al, 1991; Rencic et al., 1995)
comprobaron la expresion de la fibronectina en el cartilago mediante la

extraccion del acido ribonucleico mensajero (ARNm). Previamente, en
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1985, Glant et al., habian demostrado la expresion de la fibronectina
en la region pericelular.

Su funcion en el tejido cartilaginoso articular aun no es bien
conocida, pero puede tener un papel importante en la organizacion de la
matriz, en las interacciones célula-célula, en la respuesta a las
interacciones célula-matriz, y las respuestas del tejido en la artritis

inflamatoria y osteoartrosis.

La tenascina esta presente en el cartilago hialino normal, en la
matriz pericelular territorial, siendo que su presencia en la matriz
interterritorial es menor. Pfander et al., (2004), han demostrado que en
pacientes con osteoartritis, la presencia de esta glicoproteina aumenta.

La asociacion de la tenascina-c con el desarrollo cartilaginoso fue
observada por primera vez por Chiquet y Frambrough (1984), que
describieron la presencia de esta proteina en el pericondrio, en modelos
cartilaginosos de huesos largos de embrion de pollo. Estas
observaciones, conjuntamente con estudios in vitro, llevaron a
investigaciones mas detalladas sobre la expresion de patrones de
tenascina-c durante el desarrollo cartilaginoso, proporcionando sus
posibles funciones. La tenascina-c aparece en las condensaciones
mesenquimatosas celulares, que preceden la diferenciacion celular,
pero esta ausente en el mesénquima condrogénico circundante (Mackie
et al., 1987).

Se llevaron a cabo estudios de inmunohistoquimica en embriones
de roedores, y de esta manera se confirmé (Mackie et al, 1998) la
observacion anteriormente descrita, no sélo para las condensaciones
mesenquimatosas procedentes de los modelos cartilaginosos en la
osificacion endocondral, sino también, para las condensaciones que
procedian del cartilago hialino permanente (cartilago traqueal) y del
fibrocartilago (discos intervertebrales).

La expresion de tenascina-c se pierde gradualmente a medida que
los condroblastos se diferencian y se separan unos de los otros, por

deposiciones de componentes especificos de la matriz extracelular
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(incluyendo el colageno tipo II y agrecano), pero se mantienen en los
condroblastos, en la periferia del cartilago en desarrollo (Gluhak et al.,

1996).

Las trombospondinas (TSP) pertenecen a una familia en
expansion de proteinas de la matriz, y estan compuestas por modulos
de unidades repetitivas. Las TSP -1 y -2, manifiestan una distribucion
similar a la tenascina-c en los tejidos condrogénicos del pollo. Ambas
estan presentes en el mesénquima condensado; sin embargo, su
presencia va disminuyendo a medida que el condrocito se diferencia,
manteniéndose unicamente en la periferia del modelo cartilaginoso
(O"Shea y Dixit, 1988; Tucker, 1993). Las TSP-1 y -2 estan ausentes en
la matriz de los condrocitos proliferativos e hipertroficos de la placa de
crecimiento de las aves (Tucker et al.,, 1997). Sin embargo parece haber
diferencias interespecificas. En el desarrollo de las ratas existe una
expresion adicional de TSP-1 en la region de los condrocitos
hipertroficos, y de TSP-2 en la ultima zona proliferativa de la placa de
crecimiento (Iruela-Arispe et al., 1993).

La TSP-3 surge mas tardiamente en la condrogénesis que las TSP
-1 y -2, aparece en gran cantidad en la zona de proliferacion de los
condrocitos, en los condrocitos hipertréoficos y en reposo (Iruela-Arispe
et al., 1993; Tucker et al., 1997). La TSP -4, en el cartilago en desarrollo
existe apenas de forma tenue, estando presente en los condrocitos en
proliferacion de la placa de crecimiento de las aves (Tucker et al., 1995).

En el cartilago adulto articular normal, la TSP-1 esta presente
principalmente en la zona media y en la zona profunda. La expresion de
ARN se encuentra predominantemente, en condrocitos de la zona
media. CD36, el receptor de TSP-1 aparecia en los condrocitos de la
zona superficial y media. En el cartilago moderadamente osteoartritico,
se observé un numero aumentado de condrocitos expresando TSP-1 y
un aumento de la tincion pericelular. En el cartilago severamente

osteoartritico se observo una disminucion en el nimero de condrocitos
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que sintetizan TSP-1 con una reduccion de la tincion de la matriz

(Pfander et al., 2000).

La proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa (COMP)
(también denominada trombospondina-5) es una proteina acida, esta
concentrada principalmente en la matriz territorial del cartilago y
parece tener la capacidad de conectar a los condrocitos (Hedbom et al.,
1992; DiCesare et al., 1994).

La COMP tiene elevados niveles de expresion en los estadios mas
avanzados de la condrogénesis, con efectos importantes en la
diferenciacion de los condrocitos por actuacion conjunta con la BMP-2,
y permanece en la matriz del cartilago maduro. Una mutacion en el gen
que codifica esta proteina promueve un defecto en la organizacion de la
matriz cartilaginosa (Franzen et al.,, 1987; Hedbom et al., 1992; Kipnes
et al., 2003).

Lohmander et al, (1994), afirman que esta molécula puede tener
valor como marcador del “turn-over” cartilaginoso y de la progresion de
la degeneracion del cartilago en pacientes con osteoartrosis.

La laminina es un heterotrimero, constituido por tres cadenas
distintas (a, B y y), que se combinan de forma que originan 15 tipos
diferentes de lamininas (Ekblom et al.,, 2003). El trabajo de Tavella et
al., en 1997, demostré que la expresion de las tres cadenas de laminina
ai, B1y vi1 (Laminina-1) alcanza su punto maximo en el momento en que
ocurre la condensacion celular, decreciendo, sin embargo, durante el
proceso de diferenciacion, hasta el punto de que los condrocitos
hipertroficos apenas contienen niveles de y: (Durr et al, 1996). Se
observo que la expresion pericelular de laminina en el cartilago articular
adulto de pacientes saludables, era abundante en las capas
superficiales, estando sin embargo ausente en las capas mas profundas

(Durr et al., 1996).

Las proteinas CCN (cyr61, ctgf, nov), son importantes factores

reguladores de la senalizacion celular. Esta familia participa en la
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angiogeneésis, condrogénesis 'y  osteogénesis, e intervienen,
posiblemente, en el control de la proliferacion y de la diferenciacion

celular (Perbal, 2004).

La cyr61 promueve la agregacion celular y la adhesion del tejido
mesenquimal. Esta proteina favorece la condrogénesis en cultivos en

micromasa, y su inhibicion la impide (Wong et al., 1997).

1.1.2.2.4.-Receptores de membrana

La mayor parte de las interacciones célula/matriz estan mediadas
por receptores transmembranales. Los condrocitos demostraron ser
capaces de expresar varios receptores para los componentes de la
matriz extracelular. Mas concretamente las integrinas, anexina V y
CD44. Todos ellos, miembros de cada clase de receptores, por las
interacciones con sus principales ligandos, permiten a los condrocitos
detectar las alteraciones de la matriz extracelular. Como respuesta a
esas alteraciones tenemos: la reparacion, la remodelacion de la matriz o

la quiescencia celular (Knudson y Loeser, 2002).

Las integrinas engloban una vasta familia de receptores de
superficie celular, que se encuentran en muchas especies animales,
desde las esponjas a los mamiferos, siendo en los vertebrados los
receptores mas importantes para los componentes de la matriz
extracelular. Estas proteinas tienen un papel importante en la
mediacion de las interacciones célula-célula y de la célula con los
componentes de la matriz, regulando actividades biologicas como la
migracion, la diferenciacion, la adhesion y la apoptosis (Svoboda, 1998;
Aszodi et al., 2003; Kim et al., 2003b; Yamada et al., 2003).

El nombre integrina fue propuesto por primera vez para estos
receptores celulares por Tamkun et al., en 1986. Estructuralmente
estan compuestas por dos cadenas polipeptidicas: una a y una f,

covalentemente asociadas, siendo que cada combinacion a3 tiene su

25



Revision Bibliografica

propia especificidad de conexion y de senalizacion. Hasta el momento se
conocen 18 cadenas a y 9 cadenas [, que se pueden combinar de tal
manera que formen 24 tipos diferentes de integrinas (Hynes, 1992;
Hynes, 1996).

Sin embargo, en un estudio realizado sobre el genoma humano,
fueron identificadas 24 cadenas a y 9 cadenas B, sugiriendo, de esta
forma, que todavia pueden descubrirse 6 polipéptidos a mas, ademas de
las 18 ya identificadas (Venter et al., 2001).

Las integrinas estan constituidas por una cabeza globular (con un
grupo N-terminal, que esta en contacto con las moléculas de la matriz
extracelular) un cuerpo y una cola citoplasmatica (con un grupo C-
terminal que esta en contacto con el citoesqueleto y las cinasas del
citoplasma (Hynes, 1992).

Para que los componentes de la matriz extracelular puedan
conectarse a las integrinas, deberan tener en su composicion el péptido
RGD (secuencia Arg-Gly-Asp), que permite la conexion de esta
estructura a un locus especifico de la cabeza globular, denominado de
Midas (Metal ion dependent adhesion site) (Humphries et al., 2003).

Las colas citoplasmaticas estan constituidas normalmente por 50
aminoacidos, con las secuencias de la subunidad [ muestran una
mayor homologia entre si que las de las subunidades a. Estas
diferencias moleculares parecen reflejarse a nivel funcional. De esta
forma, la subunidad B podra ser el locus de conexion al citoesqueleto y
las moléculas de senalizacion, en cuanto que la subunidad a podra
tener un efecto regulador en esta union. Esta hipotesis implica que las
dos subunidades interaccionen una con la otra (Humphries et al.,
2003).

La interaccion entre los condrocitos y su matriz extracelular se
considera un factor esencial para la estabilidad del fenotipo
condrogénico (Loeser, 2002). La MEC del cartilago adulto ademas de
proporcionar una estructura de soporte importante para los
condrocitos, también transmite un conjunto de senales por receptores

de superficie celular (integrinas), que permiten la regulacion de un
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numero importante de funciones celulares. La union de las integrinas a
los ligandos de la MEC (RGD y otros), conduce a la formacion de
complejos de senalizacion, con un papel relevante en la regulacion de la
supervivencia celular, en la proliferacion, en la diferenciacion y en la
remodelacion de la matriz. La activacion de las integrinas, también es
coordinada por el citoesqueleto, por los factores de crecimiento y por
receptores de las citocinas (Adams y Watt, 1993; Loeser, 2002).
Concluyendo que es probable que no todas las integrinas expresadas
por los condrocitos, hayan sido ya descubiertas.

En realidad, la influencia del colageno, de la fibronectina, de la
laminina y de la trombospondina en el comportamiento celular de los
condrocitos depende de la presencia de las integrinas, que participan
activamente en las interacciones entre el condrocito y estos
componentes de la matriz extracelular (Shakibaei et al., 1997;
Shakibaei, 1998; Danen et al., 2002).

Los condrocitos expresan uniformemente la subunidade 31 (Tabla
3), siendo ésta de vital importancia para la uniéon de la integrina a la
laminina, a la fibronectina, a la trombospondina y al colageno (Durr et
al., 1993; Enomoto et al.,, 1993). Las cadenas a, no demostraron una
uniformidad tan grande en su expresion, variando el tipo de cadena con

el estado de diferenciacion de la célula y las interacciones con la matriz

circundante.
Tabla 3 - Integrinas de condrocitos y sus ligandos.
Integrina Ligandos Autor
alfl Colageno tipo VIL1II Loeser et al., 2000
a2p1 Colageno tipo I1,VI, Loeser et al., 2000;
condroaderina Shakibaei et al., 1997
a3fl Fibronectina (de baja afinidad) Loeser et al., 2000
a4p1 NE /Condrocitos Loeser et al., 2000
. . Ditrr et al., 1993;
as5pl Fibronectina Enomoto et al.,, 1993
a6B1 Laminina Loeser et al., 2000
Camper et al.,1998;
alOp1l Colageno tipo II Camper et al., 2001;
Shakibaei et al.,, 1997
avp3 Yltronectma,’}‘rombqspondma, Woods et al., 1994
sialoproteina 6sea, Fibronectina
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El CD44 es una glicoproteina de membrana expresada en
muchos tipos celulares, incluyendo los condrocitos. Esta glicoproteina
contiene un dominio hidrofébico (codificado por el ex6n 18), seguido por
un dominio intracelular de 70 aminoacidos (exén 20). El dominio
intracelular del CD44 contiene motivos con el potencial para traducir
senal y controlar la organizacion espacial del receptor en la membrana
plasmatica (Knudson y Loeser, 2002).

En condrocitos, el CD44 representa el receptor primario
responsable de la conexion para el AH (Knudson et al, 1996). Sin
embargo en el cartilago, el AH raramente esta presente como una
molécula pura. Frecuentemente, mas de 50 monomeros de agrecanos
(proteoglicanos) se conectan a un unico filamento de AH (Buckwalter y
Rosenberg, 1982). Por lo tanto, la conexion de AH a el CD44 en el
cartilago facilita la retencion de largas cadenas, fuertemente hidratadas,
procedentes de los complejos AH/PG/proteina de union en la superficie

de los condrocitos.

La anexina V (ancorina II), un miembro de una gran familia de
proteinas definidas por su capacidad de unirse a fosfolipidos, de una
forma dependiente de calcio, estan distribuidas en la superficie de
condrocitos aislados en fresco, en condrocitos sembrados y en secciones
cartilaginosas. El potencial de conexion de los condrocitos al colageno in
vivo, se sugiere por la capacidad de la anexina V de conectarse al
colageno tipo II y X (von de Mark y Mullenhauer, 1997; Reid et al,
2000; Lucic et al., 2003).

El NG2 es un proteoglicano transmembranal que contiene
cadenas laterales de condroitin sulfato, y se expresa en el cartilago
adulto (Nishiyama et al.,, 1991; Midwood y Salter, 2001) teniendo como
ligandos al colageno tipos V y VI (Burg et al., 1996; Tillet et al., 1997).

Este receptor tiene un papel en la transduccion de senales al interior
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celular, regulacion de la proliferacion celular y adhesion (Burg et al.,

1996; Fukushi et al., 2004).

1.1.2.2.5.- Fluido tisular

El agua representa cerca del 80% del peso humedo del cartilago
articular, y la interaccion del agua con las macromoléculas de la matriz,
influencia substancialmente las propiedades mecanicas del tejido. El
fluido tisular contiene gases, pequenas proteinas, metabolitos y un gran
numero de cationes (para equilibrar los proteoglicanos que tienen carga
negativa) (Buckwalter y Mankin, 1997a).

Este fluido normalmente contiene 3-4 mg/ml de acido hialurénico
sintetizado por la membrana sinovial y se secreta a la cavidad articular
para aumentar la viscosidad. Las interacciones entre la carga negativa
de los grandes proteoglicanos agregantes y los cationes dentro del fluido
tisular, ayudan a retener agua en el interior del tejido y contribuyen a
mantener las propiedades mecanicas de los diferentes tipos de cartilago
(Buckwalter y Mankin, 1997a).

Los nutrientes de la corriente sanguinea, atraviesan el pericondrio
para alcanzar las capas mas profundas del cartilago, por mecanismos
que incluyen la difusion y transporte de solutos, promovidos por una
accion intermitente de la compresion y descompresion cartilaginosa. Por
esta razon, el grosor del cartilago es limitado (Eurell y Sickle, 1998).

De entre las proteinas que estan presentes en este fluido,
destacamos la lubricina y la proteina de la zona superficial (PZS). La
lubricina es una proteina de 227 kDa presente en el liquido sinovial y
que participa en la lubricacion de la articulacion (Elsaid et al., 2005). La
lubricina esta codificada por el gen PRG4 y se secreta por los
fibroblastos sinoviales. La PZS es una proteina de 345 kDa que es
igualmente producto del gen PRG4. La PZS presenta una fuerte
homologia con la lubricina, y es secretada por los condrocitos de la zona
superficial del cartilago articular (Rhee et al.,, 2005). La degradacion del

cartilago observada en los casos de poliartritis reumatoide se debe a un
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aumento de las fuerzas de friccion en la articulacion. Este aumento de
las fuerzas de friccion es originado en parte, por una disminucion de la
lubricacion, resultante de la disminucion de la sintesis de lubricina por
parte de los fibroblastos sinoviales y de PZS por parte de los condrocitos

superficiales (Elsaid et al., 2007).

1.1.3.- TIPOS DE CARTILAGO

Los tejidos cartilaginosos estan localizados en diferentes lugares
anatomicos, tienen diferentes necesidades fisiologicas y estan sujetos a
fuerzas mecanicas especificas. En respuesta a estas condiciones
fisiologicas y mecanicas, o como consecuencia de los mecanismos de
desarrollo, el cartilago tiene una constitucion diversa en el organismo.

Bargmann (1968), subdivide al cartilago en hialino
(hyalus=cristal), fibrocartilago (muy rico en colageno) y cartilago elastico

(con una red adicional de elastina).

Cartilago hialino

El cartilago hialino es el tipo de cartilago mas comun, ya que
forma el esqueleto cartilaginoso primitivo de los vertebrados y en el
adulto se localiza en los cartilagos epifisarios y articulares, en la
traquea, en los bronquios, cartilago nasal, cartilagos costales y en otras
localizaciones organicas. Cuando el esqueleto embrionario se convierte
en hueso, principalmente por osificacion endocondral, el cartilago
hialino contintia presente en los cartilagos epifisarios y articulares de
las articulaciones sinoviales, proporcionando una superficie muy lisa y
muy resistente al desgaste y la compresion.

El cartilago articular no se osifica en condiciones normales,
porque no tiene condrocitos hipertréficos; tampoco tiene pericondrio.
Dellmann y Brown (1987), describen que el colageno caracteristico de
este tipo de cartilago es el tipo II, conteniendo también fibronectina y

colageno tipo VI y IX.
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Fibrocartilago

El fibrocartilago es un tejido conjuntivo denso y fasciculado de
color blanco, que contiene fibroblastos y pequenos grupos
interfasciculares de condrocitos. Estos ultimos estan rodeados por
matriz con estriaciones concéntricas (Cormack, 1996; Freemont y
Hoyland, 2006). Se localizan en los discos intervertebrales, en el
esqueleto cardiaco y en algunos tendones, cerca de sus inserciones en
el hueso. Este tejido es distinto de otros tipos de cartilago por poseer en

su matriz un elevado porcentaje de colageno tipo I (Bargmann, 1968).

Cartilago elastico

El cartilago elastico pertenece a un grupo de cartilagos
secundarios o accesorios, ya que no forman parte del primordio
cartilaginoso del esqueleto. Aparece en los mamiferos, en un periodo
mas avanzado del desarrollo embrionario, incluso se piensa que el
cartilago elastico se diferencia a partir de un molde de cartilago hialino,
estando completamente diferenciado en el momento del nacimiento
(Schaffer, 1930). Se distribuye por el cartilago auricular, epiglotis y
otros cartilagos laringeos.

En 1987, Cormack describié que los cartilagos secundarios se
caracterizan por tener una gran variabilidad en la estructura y en las
propiedades mecanicas, entre las especies de mamiferos, e incluso en
varias razas de la misma especie.

Estudios realizados por Bradamante en 1991, demostraron que el
proceso de desarrollo del cartilago elastico incluia los siguientes pasos:
la aparicion de las fibras de colageno, de las fibras elasticas, de los
proteoglicanos de la matriz, y posteriormente la transformacion de los
condrocitos.

Este cartilago posee una estructura idéntica al cartilago hialino,
pero contiene abundantes fibras elasticas que dan un color amarillo,

excepto alrededor de las lagunas, donde la matriz pericelular recuerda
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la matriz hialina tipica con fibrillas finas de colageno tipo II. Se localiza
en la epiglotis y en otros cartilagos de la laringe, y en el cartilago

auricular (Bloom y Fawcett, 1975).
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1.2.- INGENIERIA DEL TEJIDO CARTILAGINOSO

Las patologias cartilaginosas tienen una elevada incidencia en la
poblacion mundial, causando todos los dias enormes pérdidas
financieras (Jackson et al., 2001; Cherubino et al., 2003).

Dentro de las enfermedades imputables a la degeneracion del
cartilago se incluyen: enfermedades congénitas, enfermedades
pediatricas de la placa de crecimiento, lesiones inducidas por traumas,
osteoartritis y otras patologias degenerativas relacionadas con la edad,
artritis reumatoide y neoplasias. De todas ellas, se estima que sélo la
osteoartritis es la responsable del 50% de las patologias cronicas en
una poblacion envejecida (Sun et al, 2007; Reginster et al., 2002).

Segun el estudio EXPERT Artrosis en Espana, la artrosis es la
enfermedad articular mas prevalente en la actualidad, con una
incidencia y prevalencia en aumento, se considera que para el ano 2010
la incidencia sera de 4 nuevos casos x1000 habitantes/ano y la
prevalencia de 4,1 nuevos casos x1000 habitantes/afo, no existiendo
diferencias entre comunidades autonomas. La incidencia aumentara
progresivamente en varones de 30 anos en adelante, siendo el grupo de
edad mas afectado a partir de los 60 anos, lo mismo que sucedera con
la incidencia femenina de la artrosis.

La ingenieria de tejidos es una ciencia multidisciplinar emergente,
que se destaca como una nueva area de la medicina y puede ser
definida como el arte de reconstruir los tejidos, ya sea estructural, o
funcionalmente (Hunzinker et al., 2001). El cartilago una vez lesionado
tiene poca capacidad de reparacion espontanea debido a la naturaleza
avascular de este tejido. En este contexto la ingenieria del tejido
cartilaginoso, pretende ser una solucion para este problema intentando
alcanzar un sustituto funcional (Salgado et al., 2006).

En principio las intervenciones iniciales para reparar el cartilago
lesionado estaban dirigidas mas hacia el tratamiento de sintomas

clinicos que hacia la regeneracion del cartilago hialino (Vacanti, 2006).
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El desarrollo del concepto de la ingenieria de tejidos como
solucion para la reparacion cartilaginosa fue propuesto por primera vez
por el cirujano ortopédico infantil Dr. W. T. Green en la decada de 70,
cuando intenté implantar condrocitos en la rodilla de conejo. En este
caso, los condrocitos crecen en un ambiente ex vivo que puede ser
transplantado en un defecto cartilaginoso. Con este estudio se concluyo
que con el uso de un biomaterial de calidad seria posible generar nuevo
tejido implantable (Green, 1977; Vacanti, 2006).

Este nuevo campo de la ciencia tiene por bases el uso combinado
de células, biomateriales y factores bioactivos que permiten regenerar y
remplazar las funciones biologicas del cartilago danado o degenerado

(Fig. 3) (Dietrich et al., 2004).

o =5
?
) \‘ \
=
L=l
FACTORES BIOACTIVOS (FB)

i
Recogida del tejido donante °2

Aislamento celular

Biomaterial Cultivo in vifro Implantacion in vivo

Figura 3 - Esquema de ingenieria de tejidos.

A pesar de que en las ultimas cuatro décadas se han desarrollado
muchas técnicas, ninguna de ellas ha sido capaz de lograr una
regeneracion de forma eficaz del cartilago hialino. Las distintas técnicas
de la ingenieria de tejidos tales como el transplante de condrocitos

aislados, demostraron un enorme potencial clinico en la regeneracion
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de defectos cartilaginosos y tratamientos de lesiones condrales (Tabla
4)(Unsworth, 2004).

El tipo celular utilizado en la ingenieria del cartilago es un de los
puntos decisivos en el desarrollo de esta ingenieria. Se han investigado
diferentes poblaciones celulares en estudios experimentales como
condrocitos maduros, células troncales (Wei et al., 2007b).

A continuacion describiremos detalladamente los diferentes
componentes que son necesarios en la ingenieria del tejido

cartilaginoso: las células, sustancias bioactivas y matrices.
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Tabla 4 - Resumen de estudios de ingenieria del cartilago (Adaptado de Unsworth, 2004).

Fuente celular

Tipo de biomaterial

Sistema de cultivo

Tiempo de cultivo

Referencia

Cartilago Articular de Bovino

Gel de Agarosa

Cultivos estaticos

10 semanas

Buschmann et al., 1992

Cartilago Articular de Bovino PGA Cultivos estaticos 6 semanas Freed et al, 1993
Cartilago Articular de Bovino PGA Cultivos estaticos 8 semanas Freed et al, 1994a
Cartilago Articular de Bovino PGA Agitacion en frascos 6 semanas Freed et al., 1994b
Cartilago Articular de Bovino PGA In vivo (implantado 12 semanas Puelacher et al., 1994
subcutaneo en un ratén

knock-out)

Cartilago Articular de Conejo PGA In vivo (implantado en el 7 semanas Vacanti et al., 1994
interior de defectos en
conejos)

Cartilago Articular de Conejo PGA “Cartrige” perfundido 4 semanas Dunkelman et al., 1995
Cartilago Articular de Bovino PGA Rotacion de la pared del 1 semana Freed y Vunjak-Novakonic,

birreactor. 1995

Spinner Flash

Cartilago Articular de Bovino PGA Pared rotacién bioreactor 40 dias Freed et al., 1998
Cartilago Articular de Bovino PGA/ Colageno poroso Sistema de recirculacion en 35 dias Grande et al., 1997

circuito cerrado.

Medula 6sea embrionaria de

pollo

PGA

Placa en agitaciéon

4 semanas

Martin et al., 1998

Cartilago de perro Colageno tipo I/ Esponja de GAG In vivo (Defectos 15 semanas Nehrer et al., 1998

Colageno tipo II/ Esponja de GAG cartilaginosos superficiales)

Colageno tipo I/ Esponja de GAG

Cartilago de menisco de bovino No declarada por el autor 3 semanas Mueller et al., 1999

Colageno tipo II/ Esponja de GAG

Cartilago articular de bovino PGA 6 semanas

Martin et al., 1999

Placa de petri revestida con

agarosa
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Fuente celular

Tipo de biomaterial

Sistema de cultivo

Tiempo de cultivo

Referencia

Cartilago Articular de Bovino

PGA

Cultivo estatico / Frasco en
agitacion y biorector con

rotacion de la pared

6 semanas

Vunjak-Novakovic et al., 1999

Cartilago Articular de Bovino

Suspension célula-Fibrinogénio en

PGA

Perfusion de flujo seguida
por in vivo (implantaciéon
subcutanea en un ratéon

atimico knock-out)

In vitro 8 dias seguido de 12

semanas in vivo

Duda et al., 2000

Cartilago articular de perro

Copolimero de Colageno tipo I/ GAG
Copolimero de Colageno tipo II/ GAG

Cultivo estatico (placas de

24 pocillos)

14 dias

Lee et al., 2000

Cartilago articular de bovino

Células encapsuladas en alginato

dentro de la matriz 6sea bovina

Células encapsuladas en alginato no

interior de la matriz PGA

In vivo (subcutaneamente
implantada en ratas

atimicas)

8 Semanas

Marijnissen et al., 2000

Cartilago auricular de conejo

Ethisorb 210

(polydioxanona/poliglactin)

PLLA

Estatica (96 pocillos)

4 semanas

Rudert et al., 2000

Medula 6sea humana

PLA

PLA-Alginato

Estatica (12mm placa de

cultivo)

21 dias

Caterson et al., 2001

Cartilago articular bovino

PGA

Varias condiciones

4 semanas

Gooch et al., 2001

Cartilago articular humana

Ninguna (Cultivos agregados)

Tubos conicos

2 semanas

Jacob et al., 2001

Esponjas de alginato

Estatica (Placas de 24

Cartilago articular rata Esponjas de Alginato-hialurénico ilos) 1 mes Miralles et al, 2001
pocillos
Células encapsuladas en alginato
Difenilfosforilazida cross linked con Cultivo estatico (placa de 24
Epifisis bovina fetal 1 mes Roche et al., 2001

esponja de colageno

pocillos)
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Fuente celular

Tipo de biomaterial

Sistema de cultivo

Tiempo de cultivo

Referencia

Cartilago articular bovino

Esponja PGA
Esponja de colageno

PGA-esponja de colageno

In vivo (implantacion
subcutanea en una rata

atimica)

8 semanas

Sato et al., 2001

Cartilago articular bovino

PGA

Placas de 6 pocillos

7 semanas

Kellner et al., 2001

Cultivos estaticos (Placas de

Cartilago articular bovino Colageno-Sulfato de condroitina 14 dias van Susante et al., 2001
96 pocillos)
Cartilago articular humano Ester hialuran-benzil Cultivos estaticos 60 dias Grigolo et al, 2002
Agitador orbital (75 rpm)
Cartilago articular bovino 40 dias

Cartilago nasal bovino

PGA Agitador orbital (75 rpm), Kafienah et al., 2002
Cartilago articular humano in vitro 40 dias seguido de in
seguido de implantacion in
Cartilago nasal humano vivo 6 semanas
vivo de ratén atimico.
Cultivos estaticos (placas de
Cartilago auricular humano Alginato 21 dias Mandl et al., 2003

24)

Cartilago articular porcino

Tri-copolimero gelatina-condroitin-

hialurénico

Cultivos estaticos (Frascos
de petri)

Frascos en rotacion

5 semanas

Chang et al., 2003

Cartilago articular bovino

Matriz porosa de poliuretano

Matriz porosa de PLA

Cultivos estaticos (placas de

12 pocillos)

42 dias

Grad et al., 2003

PGA
Cartilago Meniscal Ovino PCL poroso
PGA poroso Cultivos estaticos 4 semanas Huckle et al., 2003
Cartilago Articular Humano Polietileno glicol dimetacrilato
hidrogel
Cartilago Articular Bovino Alginato Cultivos estaticos (Placas de 14 dias Masuda et al., 2003

24 pocillos)

Cartilago Articular de Bovino

Fosfato de calcio

Cultivos estaticos

8 semanas

Walkman et al., 2003
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Sistema de cultivo

Tiempo de cultivo Referencia

Fuente celular

Tipo de biomaterial

Cultivos estaticos (placas

Cartilago articular bovino

Matriz porosa Poli(Acido 1-lactico-

caprolactona)

de10 cm) seguido por in vivo
(implantaciéon subcutanea

en un ratén atimico)

In vitro 1 semana seguido por

in vivo 40 dias

Isogai et al., 2004

Tay et al., 2004

Cartilago oreja humano
Cartilago nasal humano

Cartilago costal humano

Ninguno (cultivo agregados)

Cultura Pellet (orbital shaker
a 30 rpm)

In vivo (implantacién

2 semanas

Thornton et al., 2004

Macroporoso hidrogel alginato

subcutanea en ratéon

24 semanas

Cartilago articular bovino
immunocomprometido)
PEGT/PBT ] ]
. In vitro 14 dias seguido por in
Cartilago articular bovino Spinner flask ) Malda et al., 2005
vivo 28 dias
PEGT/PBT
Colageno
Cartilago oreja humano Cultivos estaticos 3 semanas Yamaoka et al., 2006
Alginato
Cartilago nasal humano Fibrina - In vivo 3 semanas Vinatier et al., 2008
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1.2.1.- CELULAS UTILIZADAS EN INGENIERIA DEL TEJIDO
CARTILAGINOSO

Las células utilizadas en ingenieria de tejidos deben ser
biosintéticamente activas y tener disponibles nutrientes, metabolitos y
otras moléculas reguladoras (Jackson y Simon, 1999). La edad del
donante, el origen y el estado de diferenciacion de las células son
factores fundamentales que pueden variar los resultados obtenidos en
los estudios realizados hasta la fecha (Buckwalter y Mankin, 1997b,
Huckle et al., 2003, Vunjak-Novakovic, 2003).

En el organismo de los mamiferos adultos existe un numero
aceptable de células condroprogenitoras, que tienen el potencial de
diferenciarse en condrocitos, formando tejido cartilaginoso, y que
pueden ser utilizados en ingenieria de tejidos (Salgado et al., 2006). En
el grupo de células con capacidad condroprogenitora podemos incluir:

los condrocitos y las células troncales.

1.2.1.1.- Condrocitos y condroblastos

Los condrocitos maduros y diferenciados son a priori la primera
eleccion para la regeneracion cartilaginosa por ser la poblacion celular
nativa del cartilago y sintetizar los componentes propios de la matriz
(Grande et al., 1999; Freed et al., 1999).

Los condrocitos se aislan facilmente, pero es complicado obtener
un numero apropiado de células con capacidad para regenerar el
cartilago completo (Huckle et al., 2003). Es posible expandir in vitro las
poblaciones celulares usando técnicas de cultivos celulares, sin
embargo, se observdo que en monocapa los condrocitos se
desdiferencian, toman una apariencia fibroblastica y secretan una
matriz fibrosa (Holtzer et al., 1960). Se ha demostrado que el cultivo de
células en un medio tridimensional, como una matriz tridimensional
porosa puede ayudar a mantener el fenotipo condrocitico (Freed y

Vunjak-Novakovic, 1998).
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Como describimos en el capitulo anterior, en los diversos tipos de
cartilago estan presentes diferentes poblaciones condrociticas. Las
células se pueden obtener y cultivar de diversas fuentes,
concretamente: condrocitos embrionarios, fetales y adultos (cartilago
nasal (van Osch et al., 2001; Kafienah et al.,, 2002; Richmon et al.,
2005; Miot et al, 2005;Vinatier et al., 2007), costal (Kato y
Gospodarowicz, 1985; Jonhson et al., 2004; Tay et al., 2004; Idrus et
al., 2005; Isogai et al.,, 2006), auricular (Panossian et al., 2001; van
Osch et al., 2004; Jonshon et al., 2004; Chung et al., 2006b), articular
(Brittberg et al., 1994; Vunjak-Novakovic et al., 1999; Mauck et al.,
2000; Bryant y Anseth, 2002; Klein et al., 2003, Li et al., 2004; Mesa et
al., 2006), disco intervertebral (Aota et al., 20006)).

Los condrocitos auriculares son células que han adquirido mayor
importancia en los ultimos anos por el hecho de que pueden ser usadas
en una gran variedad de aplicaciones como la reparacion del tejido
auricular (en casos de microtia)(Shieh et al.,, 2004), la correccion del
septo nasal (Yanaga et al., 2006), el recubrimiento de superficies
luminares de protesis artificiales del sistema cardiovascular (Scott-
Burden et al.,, 2002), reparacion del nucleo pulposo (Gorensek et al.,
2004) y tratamiento de la deficiencia intrinseca del esfinter vesical (Bent
etal., 2001).

Se ha demostrado que este tipo celular tiene como principal
ventaja, en relacion con el otro tipo de condrocitos, poseer una elevada
tasa de proliferacion y baja morbilidad local (van Osch et al., 2004). La
utilidad de los condrocitos auriculares es mayor que la sustitucion pura
y simple del cartilago elastico, siendo, por lo tanto, de gran utilidad en

varios campos.

1.2.1.2.- Células troncales

Las células troncales son las formadoras de cada organo, tejido y
células del cuerpo (Paratore y Sommer, 2006). Estas células tienen

como principales caracteristicas el ser células indiferenciadas, capaces
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de dividirse y autorenovarse durante largos periodos, formando
unidades formadoras de colonias fibloblasticas (CFU-F) (Baksh et al,
2004; Boquest, 2005), y poseen el potencial de diferenciarse en diversas
lineas celulares (Blau et al., 2001).

Las células troncales pueden clasificarse en relacion con su
plasticidad y en funcion al origen (Tabla 5). La plasticidad puede ser
definida como la capacidad para diferenciarse en células especializadas
y pueden ser denominadas como totipotentes, pluripotentes vy
multipotentes. En cuanto al origen de estas células pueden clasificarse

como células embrionarias y células adultas (post-nacimiento).

Tabla 5- Resumen de la clasificacion de las células troncales.

Origen Plasticidad Localizacion
Potencial de transformarse en
cualquier tipo de células del ) )
. Cigoto y las primeras 4
. cuerpo adulto y en cualquier
Totipotentes blastéomeras durante la
célula de las membranas B
“ ) ] segmentacion
- extraembrionarias (e.g.
g placenta).
(]
n Capaces de transformarse en
'E cualquier célula diferenciada Todas las otras células
= del organismo, pero no pueden | embrionarias, excepto el
Pluripotentes . ) .
formar las membranas disco embrionario y las
extraembrionarias (que derivan primeras 4 células
del trofoblasto).
Periostio, pericondrio,
hueso trabecular, tejido
adiposo, sinovia,
2] ) ) ) musculo esquelético,
8 . Capacidad de diferenciarse en L
= Multipotentes . pulmoén dientes
,g varios tipos celulares. )
< deciduos, cerebro,
dermis, higado,
pancreas, cordon
umbilical

1.2.1.2.1.- Células troncales embrionarias
Como hemos comentado anteriormente existen dos tipos distintos

de células troncales embrionarias: las pluripotentes y las totipotentes.

Las totipotentes, debido a la dificultad de su obtencion y a los
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problemas éticos asociados a su uso (en la especie humana), no son
empleadas con tanta frecuencia en la ingenieria de tejidos (Kiatpongsan
et al.,, 2007; Das et al., 2008).

Por lo que respecta a las células pluripotentes, han sido
ampliamente estudiadas, estando descritos tres tipos celulares
distintos: las células troncales embrionarias propiamente dichas, las
células de carcinoma embrionarios y las células embrionarias
germinales.

Las células troncales embrionarias propiamente dichas, son las
que mas aplicaciones tienen y son las células aisladas a partir de la
masa celular interna (MCI) del blastocisto pre-implantatorio (3 a 5 dias
de edad). Estas células fueron estudiadas en varias especies como por
ejemplo el raton, primates no humanos y humanos (Vats et al., 2002;
Bishop et al.,, 2002). Los otros dos tipos distintos de células troncales
embrionarias, son las células de carcinoma embrionario y las células
embrionarias germinales. Las primeras se aislan a partir de
teratocarcinomas, un tumor que aparece ocasionalmente en la gonada
fetal, las segundas son aisladas de los esbozos de las gonadas de fetos
abortados (Dewey et al., 1977; Blau et al., 2001).

El cultivo de estas células presenta problemas éticos y legales
debido al uso de embriones excedentarios. Los criticos defienden que
estos embriones daran origen, si se implantasen a un nuevo ser
humano, lo cual es rebatido por otros autores que afirman que estos
embriones acabarian por ser descartados de cualquier forma. La
investigacion se ha dirigido hacia lograr el desarrollo de métodos que
eviten los problemas éticos, habiéndose propuesto la utilizacion de
métodos que no impliquen la destruccion de los embriones (Kaji y
Leiden, 2001; Grompe, 2005).

En el intento de usar células troncales embrionarias para la
reparacion cartilaginosa, el mayor desafio es traspasar la respuesta
inmunologica del receptor del transplante, a no ser que la fuente
isogénica de las células troncales embrionarias, provenga de la

clonacion terapéutica. Una alternativa mas viable es crear un banco de
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células troncales con diferentes genotipos, asi como distintas isoformas
del complejo principal de histocompatibilidad, que puedan en el futuro
coincidir con el del receptor, evitando, de esta manera, problemas de

rechazo.
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1.2.1.2.2.- Células troncales adultas

Estas células se denominan frecuentemente células troncales
mesenquimatosas (CTM) o células troncales estromales (Alhadlaq y
Mao, 2004). Poseen una mayor capacidad proliferativa y potencial
regenerativo comparadas con las células somaticas maduras. Pueden
encontrarse en la mayor parte de los organos del cuerpo en los cuales
pueden sustituir las células muertas y lesionadas (Baksh et al., 2004).

Las CTM demostraron ser multipotentes con capacidad para
diferenciarse en las del tipo de los tejidos mesenquimales incluyendo
musculo, hueso, cartilago y grasa (Pittinger et al., 1999), teniendo en
cuenta que evidencias recientes sugieren que subpoblaciones de estas
células troncales,a pueden tener la capacidad de diferenciarse en otras
lineas no mesodérmicas, como células neuronales (Safford et al., 2002 ),
hepatocitos (Talens-Visconti et al, 2007), pensandose incluso que
pueden originar la mayoria de los tejidos después de su inyeccion en un
blastocisto (Jiang et al., 2002).

Las células troncales son altamente replicativas y con capacidad
de diferenciacion multiple, tienen en la célula troncal hematopoyética
su caso mas significativo, que genera todos los tipos de células
sanguineas y del sistema inmunitario. Las CTM son menos
tumorogénicas que sus homologas embrionarias. La ventaja del uso de
células troncales embrionarias en lugar de las células troncales adultas
para regenerar el cartilago, es el hecho de que las células troncales
embrionarias son inmortales y pueden, teéricamente, proporcionar una
fuente ilimitada de condrocitos diferenciados. En cambio, la renovacion
y capacidad proliferativa de las CTMs disminuye con la edad (Baksh et
al., 2004). Esto obviamente, limita el uso y el trasplante de células
autologas en el tratamiento de enfermedades degenerativas
relacionadas con la edad, como la osteoartritis.

Las células troncales mesenquimatosas adultas pueden tener mas

anormalidades genéticas que las células troncales embrionarias,
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causadas por las exposiciones a toxicos metabodlicos y errores en la

replicacion del ADN acumulados durante la vida del individuo.

Localizacion de las células troncales multipotentes en los tejidos adultos

Las células troncales fueron identificadas por primera vez en los
estudios pioneros de Friedenstein y Petrakova, en el interior del
compartimento estromal de la médula 6sea en 1966. La médula o6sea
contiene dos tipos de células troncales, las células troncales
hematopoyéticas, que dan origen a las células sanguineas y del sistema
inmunitario (Kondo et al., 2003) y las células estromales progenitoras,
ahora denominadas células troncales mesenquimales (CTM), que tienen
la capacidad de originar una gran diversidad de tejidos.

Hasta hace poco tiempo, la medula o6sea era el tejido de eleccion
para la obtencion de CTMs adultas, sin embargo, trabajos recientes han
proporcionado nuevos y relevantes progresos presentando nuevas
teorias sobre nichos tisulares especificos, sobre la movilizacion de las
células troncales y sobre cuestiones de diferenciacion local. De esta
forma, se han publicado en diversos estudios, nuevas fuentes de CTMs
adultas concretamente : periostio (Zarnett y Salter, 1989; Nakahara et
al., 1990; O Driscoll et al., 2001; Fukumoto et al.,, 2003), pericondrio
(Arai et al., 2002), hueso trabecular (Noth et al.,, 2002; Sottile et al.,
2002; Tuli, 2003a), tejido adiposo (Zuk et al., 2001; De Ugarte, et
al.,2003), sinovia (De Bari et al.,, 2001; Sakaguchi et al.,, 2005; Park et
al., 2005b; Kurth et al, 2007), muasculo esquelético (Deasy et al,
2001), pulmén (Lama et al., 2007 ) dientes deciduos (Miura et al.,
2003), cerebro (Kukekov et al., 1999; Hinsch y Zupanc, 2006), dermis
(Ferraris et al., 2000), higado (Malouf et al., 2001), pancreas (Abraham
et al., 2002), cordon umbilical (Carlin et al., 2006).

Actualmente, los lugares ideales para la recogida y aislamiento de
células troncales adultas permanecen bajo una cierta controversia. A
pesar de que las células de la médula 6sea han sido las mas estudiadas

y mejor conocidas, las células obtenidas de otros lugares estan
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ocupando un papel cada vez mas relevante. Dentro de ellas las
obtenidas del tejido adiposo, debido a su relativa facilidad de obtencion
y que no existen diferencias significativas de morfologia, rendimiento,
inmunofenotipo, cinética de crecimiento, senescencia celular, tasa de
aislamiento, capacidad de diferenciacion y eficiencia de transduccion
genética en relacion con las células provenientes de la médula 6sea y
cordon umbilical (De Ugarte et al., 2003; Kern et al., 2006; Wagner et
al., 2005; Izadpanah et al., 2006).

Ademas, los aspirados de médula oOsea tienen problemas
asociados, que pueden ir desde que una porcion muy pequena de
células de medula 6sea (1 en cada 100 000) pueda ser considerada una
verdadera CTM, la infeccion de la herida y las complicaciones

potenciales de sepsis (Frazer et al., 20006).
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1.2.1.2.2.1.- Células multipotentes a partir del tejido adiposo

El tejido adiposo representa una fuente alternativa de enorme
potencial de células troncales adultas y puede tener aplicaciones
terapéuticas en diversos campos de la medicina (Zuk et al,, 2001). Este
tejido es un derivado del mesénquima embrionario y contiene un
estroma de soporte que se aisla facilmente, teniendo la capacidad para
sufrir una notable transformacion de volumen durante la vida del
individuo. Pequenos aumentos de volumen, pueden deberse al aumento
en la cantidad de lipidos almacenados en los adipocitos individualmente
(hipertrofia); las grandes modificaciones en el tamano estan causadas
por la generacion de nuevos adipocitos (hiperplasia). Estas
modificaciones estan mediadas por una poblacion de células
progenitoras o células troncales (Frazer et al., 2006).

La nomenclatura de estas células ha sido objeto de controversia,
habiéndose utilizado muchos términos para caracterizar las células
adherentes incluyendo: células percusoras de los adipocitos (Hauner,
1989), pre-adipocitos, células troncales adultas derivadas del tejido
adiposo (Gimble, 2003), células estromales derivadas del tejido adiposo
(Safford et al., 2002), células estromales adherentes derivadas del tejido
adiposo (Katz et al., 2005), células del procesado lipoaspirado (Zuk,
2001). De acuerdo con el consenso alcanzado por los investigadores
presentes en el “Second Annual International Fat Applied Technology
Society Meeting”, el nombre que debe ser adoptado es Células Troncales
Derivadas del Tejido Adiposo (CTDTA).

Durante varios anos estas células fueron estudiadas
principalmente para determinar su potencial adipogénico (Deslex et al.,
1987; Zuk et al., 2001; Dicker et al.,, 2005), pero mas recientemente
estas células han demostrado tener también potencial para
diferenciarse en diversas y definidas vias in vitro (Tabla 6 ) mas
especificamente en: cartilago (Zuk et al., 2001; Erickson et al., 2002;
Winter et al., 2003; Awad et al., 2004), células endoteliales (Miranville
et al., 2004; Wosnitza et al., 2007), soporte hematopoyético (Cousin et
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al., 2003), hepatocitos (Seo et al.,, 2005), células neuronales (Ashjian
et al, 2003; Kang et al., 2003; Safford et al, 2002), musculo
esquelético (Mizuno et al, 2002; Bacou et al, 2004), muasculo
cardiaco (Rangappa et al., 2003; Gaustad, et al., 2004; Planat-Benard
et al., 2004) y osteoblastos (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002; Huang,
et al., 2002; Cowan et al.,, 2004), cuando son tratadas con medios de

diferenciacion especificos.

Tabla 6- Factores utilizados experimentalmente para inducir la diferenciacion de las

células troncales del tejido adiposo. Adaptado de Schéffler y Biichler, 2007.

Tipo de Diferenciacion Factores de diferenciacion
Insulina, IBMX, Dexametasona, Rosiglitane,
Adipogénico ) )
indometacina
BMP-6,BMP-7, FGF-2, TGF-B:1, TGF-B2, TGF-f3,
Condrogénica
dexametasona e IGF-1
1,25(0OH)2D3, B- Glicerofosfato, acido ascérbico,
Osteogénica
BMP-2, Dexametasona, acido valproico
Biogénica Microambiente especifica
Cardiomiogénica IL-3,IL6, SCF
Endotelial ECGM VEGF, IGF-1, FCS
B-mercaptanol; Acido valproico, insulina,
Neurogénico

hidroxianisol, hidrocortisona, EGF y FGF

Activina-A, Exendina-4, pentagastrina, HGF,

Pancreatico/ Endocrino o ) C
nicotinamida, concentraciéon elevada en glucosa,

Hepatico HGF, OSM, DMSO
Hematopoyético IMDM, VEGF, SCGF-b, FCS, BSA, b-
mercaptoetanol

Lista de Abreviaturas- 1,25(0OH)2Ds 1,25-dihydroxy-cholecalciferol; BMP- Proteina morfogenética
o6sea; DMSO- Dimetilsulféxido; EGF-Factor de crecimiento epidérmico; FGF- Factor de crecimiento de los
fibroblastos; HGF- Factor de crecimiento del hepatocito; IBMX- 3-isobutil-1-metilxantina; IGF-Factor de
crecimiento tipo insulina; IL- Interleucina; OSM- Oncostatina M; SCF- Factor de célula troncal; TGFB-Factor

de crecimiento y transformacion beta.

La obtencion de células troncales derivadas del tejido adiposo es
mas sencilla que las de médula o6sea, y con técnicas minimamente

invasivas. El lugar de procedencia del tejido varia mucho, habiéndose
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descrito la grasa abdominal, inguinal y grasa infrapatelar (Dicker et al.,
2005; Tholpady et al., 2003; Oedayrajsingh-Varma et al., 2006).

Las CTDTA tienen un enorme potencial para ser utilizadas en
biotecnologia, sobre todo en medicina regenerativa debido a sus

caracteristicas Ginicas, mas concretamente:

e Los depositos subcutaneos de tejido adiposo son accesibles,
abundantes y pueden ser repuestos, proporcionando, de
esta forma, un potencial reservorio para cada individuo
(Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002).

e Pueden ser aisladas rapidamente (en un periodo de una
hora) (Zuk et al., 2001).

e Es un método mas seguro, porque el paciente recibe sus
propias células sin necesidad de que éstas hayan sufrido
grandes expansiones.

e Estas células presentan gran plasticidad y existen en mayor
cantidad que en la médula o6sea (Wexler et al, 2003;

Wagner et al., 2005; Kern et al., 2006).

Obtencion y caracterizacion de las CTDTA

Se observa en la literatura una enorme diversidad de métodos de
obtencion de este tejido, en relacion con el tipo de procedimientos
quirargicos y con el lugar de obtencion de la grasa (Tabla 7).

Después de obtenida, la grasa se disocia con colagenasa y
realizamos una centrifugacion que permite separar los adipocitos (que
flotan) de los otros tipos celulares. La fraccion celular originada por
centrifugacion se denomina fraccion estromal vascular (FEV) (Zuk et al.,

2001).
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Tabla 7 — Métodos

de recogida utilizados en la obtenciéon de las células troncales del tejido

adiposo.
ESPECIE DE FORMA DE
LUGAR AUTOR
RECOGIDA RECOGIDA
Gronthos et al.,, 2001; Zuk
etal, 2001; Ugarte et al.,
2003; Aust et al., 2004;
Subcutaneo (zona
Lipoaspiraciéon Boquest et al., 2005;
abdominal y coxal)
Dicker et al., 2005; Katz et
al., 2005; Guilak et al.,
2006
Pacientes de
Subcutaneo y
cirugia van Harmelen et al., 2004,
tejido visceral
Humano abdominal y Festy et al., 2005
(region omental)
lipoaspiracion
Recesion,
lipoaspiracion
Subcutaneo (zona tumescente y Oedayrajsingh-Varma et
abdominal y coxal) lipoaspiracion al., 2006
asistida por
ultrasonidos
Recesion
Grasa infrapatelar Liu et al., 2006
quirtrgica
Tejido Adiposo Recesion
Wei et al., 2006
) Cervical quirargica
Conejo
Tejido adiposo Recesion
Dragoo et al., 2007
paraescapular quirurgica
Grasa visceral
(adyacente al Recesion
) Tholpady et al., 2003
intestino y quirargica
Rata
estémago)
Recesion
Grasa subcutanea Yoshimura et al., 2006
quirtrgica
Recesion
Raton Grasa inguinal Xu et al., 2007
quirargica
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Algunos grupos centran su atencion exclusivamente en el minimo
procesamiento de la fraccion estromal vascular, mientras que otros
trabajan en expandir la subpoblacion de CTDTA adherentes en varios
pases.

Para que las CTDTA puedan ser utilizadas rutinariamente como
agentes de terapia celular, es necesario que sean caracterizados los
parametros que definen esta poblacion celular.

De esta forma, diversos autores han procurado estudiar la
presencia de varios marcadores de superficie celular, utilizando
numerosos anticuerpos monoclonales (Tabla 8) (Barry y Murphy, 2004;
Gomillion y Burg, 2006). Este trabajo se ha visto dificultado por
diversos factores; uno, el hecho de existir una superposicion entre estos
marcadores y los expresados por otras células y otro, presentarse
modificaciones en la expresion de algunos de los marcadores
superficiales en cultivo (Mitchell et al., 2006). De esta forma se ha
intentado realizar la caracterizacion tanto de la FEV, como de la CTDTA.

La FEV esta constituida por una poblacion heterogénea que
incluye preadipocitos, fibroblastos, células del musculo liso, pericitos,
eritrocitos, células endoteliales (Robdell, 1964; Greenwood y Hirsch,
1974), macrofagos (Weisberg et al., 2003) y linfocitos (Casper-Baugil et
al., 2005). Recientemente, se han desarrollado trabajos en los cuales se
ha intentado purificar esta fraccion estromal vascular, de forma que la
contaminacion por células indeseadas sea minima.

Mitchell et al., en 2006 realizo un trabajo en tejido adiposo
humano, en el cual constatdé que la fraccion estromal vascular exhibia
bajos niveles de expresion de marcadores estromales (CD13, CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105, CD166), siendo que en pases mas tardios
se observaba un aumento significativo de estos marcadores. Estos
cambios también se verifican en las células troncales de médula o6sea
(Pittinger et al., 1999).

La  expresion negativa del marcador de  superficie
panhematopoyético CD45, demuestra que estas células no derivan de

las células troncales de médula 6sea en circulacion (Aust et al., 2004).
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Se ha discutido la utilidad del CD90 (Thy-1) como un marcador
fiable para constatar la diferenciacion osteoblastica. La expresion de
esta proteina de 25-30 kDa de membrana ligada glicosilfosfatidilinositol
(GPI), cuya funcion biologica no esta todavia descrita, disminuye a
medida que los osteoblastos maduran (Wiesmann et al., 2006).

El anticuerpo SH-2/Endoglina reacciona con un epitopo del
Cd105. El potencial condrogénico parece estar relacionado con la
expresion de CD105, un receptor del TGF- presente en las células
estromales derivadas de la médula 6sea (Barry et al., 1999).

Ademas de estos marcadores de células troncales, estas células
también expresan, el CD29 (Integrina betal) que tiene un papel
fundamental en la angiogénesis terapéutica, el CD44 (receptor del acido
hialurénico, que tiene un papel crucial en el desarrollo de la matriz
extracelular y tiene un papel importante en numerosos eventos
patologicos y fisiologicos) y el CD49e (Integrina Alpha5, importante para
la adhesion celular a la fibronectina).

Las CTDTAs también expresan elevados niveles de CD54 (ICAM-1)
comparado con las células troncales de la medula 6sea (CTMO). ICAM
puede ser sobreexpresada en respuesta a numerosos mediadores
inflamatorios y citocinas.

Se demostro, que las células derivadas clonalmente del tejido
adiposo son inmunoprivilegiadas, tanto in vivo como in vitro. Se piensa
que ésto puede deberse a que menos del 1 % de las CTDTA expresan la
proteina HLA-DR y las moléculas de MHC Clase I. Las CTDTA no
provocan aloreactividad de linfocitos incompatibles y suprimen la
reaccion mixta y respuesta linfocitica mixta a los mitégenos (Mcintosh
et al., 2006). Esto sugiere que las CTDTA, pueden tener un potencial
inmunoprivilegiado como donantes universales con capacidad de ser
utilizadas en los transplantes alogénicos y reduccion del rechazo de los

injertos (Puissant et al., 2005).
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Tabla 8 — Marcadores comunes de las células troncales. Adaptado de Gomillion y Burg, 2006.

Marcadores Referencias Marcadores Referencias
positivos negativos
CD9 (tetraspan) Zuk et al.,, 2002; Guilak et al., 2006; Gronthos et al., 2001; CD 11b
Aust et al., 2004
Erickson et al., 2002 ; Strem et al., 2005
CD10 (CALLA) Gronthos et al., 2001; Zuk et al., 2002 ; Erickson et al., 2002 ; CD14

De Ugarte et al., 2003 ; Aust et al., 2004 ; Strem et al., 2005

Minguell et al., 2001 ; Zuk et al., 2002 ; Lee et al., 2004

CD 11 (a-integrin)

Barry y Murphy et al., 2004

CD18(Integrina (2)

Gimble, 2003

CD13 Aust et al.,, 2004 Gronthos et al., 2001; Erickson et al., 2002 ; CD31
Zuk et al., 2002 ; Strem et al., 2005; De Ugarte et al., 2003
(Aminopeptidase) Strem et al., 2005 ; De Ugarte et al., 2003
CD29 Gronthos et al.,, 2001 ; Erickson et al., 2002 ; De Ugarte et CD34 * Minguell et al, 2001; Gronthos et al., 2001; Erickson et al., 2002 ; De
al., 2003 ; Lee et al., 2004 ; Guilak et al., 2006 Ugarte et al.,, 2003 ; Lee et al., 2004; Strem et al., 2005; Festy et al., 2005
CD44 Gronthos et al., 2001 ; Minguell et al., 2001; Erickson et al., CDA45 (LCA) Minguell et al., 2001; Zuk et al., 2002 ; De Ugarte et al., 2003 ; Aust et
2002 ; Zuk et al., 2002 ; Aust et al., 2004 al., 2004; Strem et al., 2005
CD49d Zuk et al., 2002 ; Gronthos et al.,, 2001 ; Erickson et al., CD50 (ICAM-3)
Minguell et al., 2001
2002 ; De Ugarte et al., 2003
CD49e Gronthos et al., 2001; Erickson et al.,, 2002 ; De Ugarte et al., CD51*
Katz et al., 2005
2003; Zuk et al., 2002 ; Aust et al., 2004
CD54 Gronthos et al., 2001; Erickson et al., 2002 ; Zuk et al., 2002 ; CD56
Zuk et al., 2002
De Ugarte et al., 2003
CD55 Gronthos et al.,, 2001 ; Zuk et al.,, 2002 ; Erickson et al., CD61 (beta3 int)*
Katz et al., 2005
2002 ; De Ugarte et al., 2003
CD59 Gronthos et al.,, 2001 ; Aust et al.,, 2004 ; Zuk et al., 2002 ; CD62

Erickson et al., 2002 ; De Ugarte et al.,, 2003

Zuk et al., 2002
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Marcadores Referencias Marcadores Referencias
positivos negativos
CD71 CD80 Zuk et al., 2002 ; Gimble, 2003; De Ugarte et al., 2003 ; Aust et
Zuk et al., 2002
al., 2004 ; Lee et al., 2004; Strem et al., 2005
CD73 Dicker et al., 2005 CD104 Zuk et al., 2002 ; Gimble, 2003
CD90 Zuk et al., 2002; Gimble, 2003 ; De Ugarte et al., 2003 ; Aust CD106* Gronthos et al., 2001 ; Zuk et al., 2002 ; Erickson et al., 2002; De
et al., 2004; Lee et al.,, 2004; Strem et al., 2005 Ugarte et al., 2003 ; Strem et al., 2005
CD105 Dicker et al., 2005, Zuk et al., 2002, Guilak et al., 2006, CD133
Gronthos et al., 2001, Erickson et al., 2002, Strem et al., Prentice et al., 2004
2005 ; Lee et al.,, 2004; De Ugarte et al., 2003
CD117 Factor VIII-
Zuk et al., 2002 ; De Ugarte et al., 2003 ; Strem et al., 2005 . Gimble, 2003
related Antigen
CD146 Gronthos et al.,, 2001; Zuk et al., 2002; Erickson et al., 2002 ; HLA-DR
Aust et al., 2004 ; Barry y Murphy et al., 2004
De Ugarte et al.,, 2003 ; Strem et al., 2005
CD166 Gronthos et al., 2001; Zuk et al., 2002 ; Erickson et al., STRO-1*
2002 ; De Ugarte et al., 2003 ; Aust et al.,, 2004 ; Strem et al., Gronthos et al., 2001; Zuk et al., 2002 ; De Ugarte et al., 2003
2005 ; Guilak et al., 2006
ALPHA ACTINA Minguell et al., 2001
Colageno 1 Minguell et al., 2001

Colageno II

Minguell et al., 2001

HLA-ABC Aust et al., 2004; Barry y Murphy et al., 2004
Osteopontina Minguell et al.,, 2001
Osteonectina Gimble, 2003

Vimentina

Minguell et al., 2001

*Son marcadores que ya fueron descritos como positivos y negativos por autores diferentes. En negrita estan sefialados los considerados de mayor relevancia

por el Mesenchymal and Tissue Stem Cell Commitee for the International Society for Cellular Therapy.
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1.2.2.- SUSTANCIAS BIOACTIVAS EN LA DIFERENCIACION
CONDROCITICA

La condrogénesis esta regulada por una red multifactorial de vias
metabolicas. Esta red puede ser influenciada por un conjunto de
citocinas, hormonas y factores de crecimiento, que tendran un papel
fundamental en el desarrollo del tejido a implantar (Risbud y Sittinger,
2002; Raghunath et al., 2005). Debido a que el proceso de
condrogénesis esta tan interconectado con la osteogénesis, muchas de
las citocinas y factores de crecimiento que inducen la diferenciacion
condrocitica, estan, de algin modo, implicados en la diferenciacion
osteogénica (Mastrogiacomo et al., 2001; Shea et al., 2003). Tenemos,
por tanto, el desafio de optimizar la combinacion de las sustancias
bioactivas dirigiendo la diferenciacion hacia la linea condrogénica,
evitando la aparicion de efectos pleotropicos no especificos, que pueden
ser atribuibles a la activacion de multiples vias de senalizacion
intracelulares (Freench y Athanasiou, 2003; Heng et al., 2004; Galois et
al., 2005).

Cuando intentamos usar las células troncales para la reparacion
cartilaginosa in vitro, es importante el desarrollo de protocolos bien
definidos y eficientes para mantener el fenotipo condrocitico o la
diferenciacion de las células troncales en una linea condrogénica
estable (Tabla 9). Esto puede lograrse mediante una purificacion
selectiva de la subpoblacion diferenciada antes de su transplante al
receptor, de esta forma disminuira la probabilidad de diferenciacion
espontanea de las células troncales en lineas divergentes en el lugar del
transplante, aumentando la eficacia e integracion de los implantes
cartilaginosos (Heng et al., 2004; Paratore y Sommer, 2006).

En este capitulo abordamos la influencia de las principales
sustancias en la diferenciacion condrocitica (Tabla 10), y su posible

utilizacion en ingenieria del tejido cartilaginoso.
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Tabla 9- Diferentes protocolos utilizados para la diferenciacién condrogénica.

Medio de Suero/ i Dias en Origen
. .. Suplementaciéon Autores )
cultivo Albamina cultivo Celular
Zuk et al.,
14 dias
6,25 ug/ml insulina, 10ng/ml 2001;
DMEM SFB (1%) y CTDTA
TGF- B1, 50nM ascorbato-2-fosfato Tholpady et al.,
28 dias
2003
Awad et al.,
Insulina-transferrina y selenio (ITS), 0,15mM 2004
de ascorbate-2-phosphate, 100 nM ’ 28 dias CTDTA
DMEM-HG SFB (10%) Erickson et al.,
Dexametasona, 10 ng/ml rh TGF- 1 y 30 dias
2002
DMEM 500 ng/ml BMP-6, 37,5 ng/ml ascorbato-2- Estes et al,
SFB (10%) 7 dias CTDTA
HG fosfato, 1% Insulina-transferrina y selenio 2006b
500 ng/ml de BMP-6, 10 ng/ml recombinante
1,25 mg/ml
TGF- 31, 1 mM Piruvato de Sodio, 0,1mM Boquest et al., 28
DMEM-HG Albumina CTDTA
ascorbato-2-phosphate, 100 nM 2005 dias
sérica bovina
dexametasona, 1%ITS
6,25 ug/ml ITS, 5,35 Acido Linoleico, 110
1,25 mg/ml
mg/L piruvato sodio, 37,5 ug/ml ascorbato-2- Johnstone et
DMEM-HG Albumina 21 dias BCTM
fosfato,100nM dexametasona, 10ng/ml TGF- al., 1998
sérica bovina
B1
195 5 ug/ml de insulina, 5 ug/ml de transferrina,
’ 5 ug/ml acido selénico, 0,1 uM dexametasona,
mg/ml Winter et al., CTDTA
DMEM-HG 0,17 acido ascoérbico 2-fosfato, 1mM piruvato 14 dias
Albumina 2003 BCTM
de sodio, 0,35 mM de prolina, 1,25 mg/ml
sérica bovina
BSA, 10 ug/ml TGF-B3
Longobardi et
DMEM SFB (10%) Transferrina, selenio y 100 ng/ml de IGF-I 7 dias BCTM
al., 2006
10 ng/ml de IGF-1, 1ng/ml de TGF- 1, 0,61 Praul et al.,
DMEM Ninguno 65 horas Condrocitos
mM FGF-1,-2,-4,-5,-6,-7,-8 y -9 2002
100 ng/ml IGF-1, 100 ng/ml BMP-7, 100 Loeser et al.,
DMEM Ninguno 21 dias Condrocitos

ng/ml bFGF

2005
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Tabla 10- Resumen de los efectos principales de las substancias bioactivas en la

condrogénesis.
Factor Efecto
TGF-p Retne los factores de crecimiento mas implicados en los fenémenos
de diferenciacion celular.

BMP Representan elementos favorables, no solamente para estimular la
expresion del fenotipo condrocitico diferenciado, sino también por
inhibir la expresién eventual de enzimas de degradacién, en el
biomaterial o en el tejido de soporte.

IGF-I Aumenta la produccion de proteoglicanos de forma dosis
dependiente.

FGF Efecto importante en la proliferacion celular de los condrocitos, y en
el mantenimiento del estado indiferenciado en células troncales
durante la expansion.

bFGF Tiene una accién particularmente interesante sobre la proliferacién
celular.

Insulina Efecto anabédlico y diferenciador de la condrogénesis
Ascorbato Diferenciacién condrogénica mas precoz, con expresion de proteinas
de la matriz
Dexametasona | Regulador de la hipertrofia y maduracién condrocitica

Superfamilia TGF-f3

Esta superfamilia esta constituida por numerosos factores de
crecimiento y de diferenciacion, siendo algunos de vital importancia en
la condrogénesis como los factores de crecimiento y transformacion beta

(TGF-Bs) y proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs).

TGF-Bs

Los TGF-Bs son factores de crecimiento peptideos, que pertenecen
a la superfamilia de los TGF-fs, que se expresan en el cartilago, por lo
menos en tres isoformas (B1, B2 y PB3) (Frazer et al., 1991). Son
moléculas multifuncionales, capaces de regular una gran variedad de

procesos celulares incluyendo el crecimiento, la diferenciacion, la
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sintesis de matriz extracelular, la degradacion, la inflamacion y la
reparacion de los tejidos (Sporn et al., 1987).

Los TGF-Bs pueden ser identificados en diversos tejidos del
organismo. La expresion de TGF-B1 esta restringida a la zona
proliferativa y pre-hipertrofica del cartilago. El TGF-B2 se expresa en
todo el cartilago de la placa de crecimiento y con mas intensidad se
expresa en la zona hipertrofica y mineralizada, lo mismo ocurre con el
TGF-B3 (Horner et al., 1998).

Un aspecto interesante de la superfamilia TGF-3 es la modulacion
de su actividad por las proteinas de la matriz extracelular como el
biglicano, fibromodulina, decorina y endoglina. Estas proteinas
funcionan como reguladores fisiologicos de la biodisponibilidad del TGF-
B (Hildebrand et al., 1994).

Se ha demostrado que el TGF-Bl estimula la produccion de
fibronectina y de sus receptores que, a su vez, actian como moléculas
de adhesion y activan las MAC y las caderinas (N-CAD), promoviendo la
formacion de las condensaciones de células pre-condrogénicas (Hall y
Myaki, 1995). EI ARNm de la fibronectina, aumenta 5 veces cuando se
inicia la condensacion (Ohya y Watanabe, 1994) y, por la estimulacion
de la produccion de fibronectina, el TGFB1 facilita la iniciacion de las
condensaciones pre-condrogénicas, seguida de una expresion selectiva
de productos especificos del cartilago. Se sabe que el TGF-1, provoca
un aumento del ARNm del colageno tipo II y de los proteoglicanos,
promoviendo la diferenciacion cartilaginosa de las células
mesenquimatosas (Kulyk et al., 1989; Erickson et al., 2002).

Algunos grupos aplicaron sistemas similares a los usados con las
CTMs para demostrar la capacidad de las CTDTA para seguir la linea de
diferenciacion condrocitica. Estos sistemas utilizan cultivos en elevada
densidad celular, suplementados con TGF-B1 para generar agregados
ricos en proteoglicanos, que expresan colageno tipo II, agrecano,
decorina y otros marcadores consistentes con la condrogénesis (Zuk et

al., 2001; Erickson et al., 2002).
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Miura y Shiota en 2000, concluiran que el TGFB2 actuaba como
activador del desarrollo de la condrogénesis. La inyeccion in vivo, de
TGF-B1 y TGF-B2 en la region periosteal de fémures de ratas inducen la
osificacion endocondral, provocando la aparicion de osteocitos (van
Beuningen et al., 1998; Gelse et al., 2001).

La adicion de TGF-B3 en cultivos tridimensionales de células
CTMs, promueven la diferenciacion condrocitica in vitro. Barry et al.,
compararon los efectos de los TGF-f1, 2 y B3 en la condrogénesis de
agregados de las células CTMs. La utilizacion de TGF-B2 y -f3 dio lugar
a una mayor produccion de proteoglicanos y de colageno II que el TGF-
B1l, se observo también, que todos los agregados a los cuales se les
anadio los factores de crecimiento producen mas matriz que aquellos en
los que no se adiciono factores de crecimiento. E1 TGF-B3 parece no
tener el mismo potencial en promover la diferenciacion condrogénica en
las CTDTA, que en las CTM de la médula 6sea (Estes et al, 2006a;
Afizah et al., 2007).

Mas recientemente surgio la evidencia de regulacion cruzada
entre las cascadas de senalizacion activadas por el TGF- y la via Wnt
durante la diferenciacion condrogénica (Tuli et al., 2003b; Zhou et al.,

2004).

BMPs

El nombre por el cual son denominadas estas proteinas tiene
origen en el hecho de que han sido originalmente descubiertas en el
hueso, a pesar de que actualmente, se conozca que estan implicadas en
el desarrollo de muchos tejidos, como por ejemplo: el corazon, el
cartilago, el timo, el bazo y el intestino.

Hasta el momento se han identificado varios miembros de esta
familia de proteinas glicosiladas, que se encuentra dividida en grupos,
de acuerdo con su homologia en la terminacion carboxilo. Las BMP-2 y
BMP-4 son las que estan mas relacionadas entre si, compartiendo cerca

de 92 % de la identidad de aminoacidos (Celeste et al., 1990).
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Una de las razones que explican la gran diversidad de los efectos
observados con las BMPs, tienen que ver con la existencia de varios
receptores para estas proteinas. Estos receptores transmembranares de
serina-treonina estan conectados a una quinasa, y pueden ser de dos
tipos I 6 II (ten Dijke et al.,, 1994; Noho et al., 1995). Estudios recientes,
demostraron que la activacion de los receptores, sobretodo los de tipo II,
por las BMPs es necesaria para el mantenimiento del fenotipo de
diferenciacion y para el control de la proliferacion celular (Enomoto-
Iwanamoto et al., 1998).

Muchas BMPs, demostraron ser capaces de inducir la
condrogénesis o la formacion 6sea, bien solas o bien en combinacion
con otras moléculas. Las BMP-5 estan presentes en las condensaciones
mesenquimatosas antes del desarrollo cartilaginoso (King et al., 1994) y
las BMP-2 y BMP-4, parecen tener la capacidad para desencadenar la
diferenciacion de células mesenquimatosas en condrocitos, inhibiendo
la diferenciacion miogénica (Duprez et al., 1996). La BMP-2 es capaz de
aumentar la produccion de colageno tipo II y agrecano en los
condrocitos articulares (Grunder et al., 2004).

La BMP-2 se conecta al procolageno tipo IIA, pero no al tipo IIB.
Esto apunta hacia el papel del procolagéno tipo IIA durante la
condrogénesis por modulacion de la biodisponibilidad de las BMP-2
(Zhu et al., 1999).

Las células troncales del tejido adiposo, parecen tener menos
potencialidad para alcanzar la diferenciacion condrocitica debido a una
deficiencia del receptor TGF- 1, que puede ser compensado por la
BMP-6 (Estes et al, 2006a), ésta parece tener la capacidad de
potenciar el efecto condrogénico del TGF- B1. La BMP-6 induce la
sobrexpresion de agrecano-1 y la cadena al del colageno tipo II. Parece
ser un importante factor a utilizar en la ingenieria del tejido
cartilaginoso.

Células transfectadas con BMP-7 (OP-1) muestran una acelerada
remodelacion cartilaginosa en modelos animales (Raghunath et al,

2005). La BMP-7 también parece tener influencia en la diferenciacion
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condrocitica, promoviendo la expresion de agrecano a los 14 dias
(Knippenberg et al., 2006). Esta BMP es capaz de frenar procesos
catabolicos inducidos por la IL-1, como la induccion de Metaloproteasas
(MMP 1 y 13) y la disminucion de la sintesis de proteoglicanos
(Chubinskaya et al., 2007; Chubinskaya y Kuettner, 2003). La BMP-7,
via senalizacion Small Mother Against Decapentaplegic (Smad),
estimula la sintesis de las proteinas matriciales como el colageno tipo II
y agrecano (Saas et al.,, 2006) y la acumulacion de lubricina (Khalafi et
al., 2007).

La BMP-7 es mas eficaz estimulando la sintesis de la matriz y
suprime la infiltracion fibroblastica (Kaps et al., 2002).

El1 BMP -2, -4, -7 y 14 pueden estimular la diferenciacion terminal
hipertrofica de células condroprogenitoras derivadas del periostio
(Raghunath et al., 2005; Gruber et al., 2001).

Uno de los problemas asociados con la adicion de las BMP, es que
estimula la produccion de marcadores especificos de hipertrofia de los
condrocitos (Chimal-Monroy et al., 2003). Por su parte, el TGF- B1 esta
asociado al tratamiento con BMP-2, ésto lleva a la formacion de una
MEC abundante y una inhibicion de la hipertrofia.

Los factores de crecimiento y diferenciacion tipo 5, 6 y 7
(GDF -5,-6 y 7), son miembros de la misma superfamilia de las BMPs y
estan implicados en la condrogénesis. El GDF-5 presenta una expresion
escasa en el pericondrio, sin embargo, tiene una manifestacion elevada
en las extremidades cartilaginosas, donde en el futuro se formaran las
articulaciones (Storm y Kingley, 1999; Pacifi et al., 2005). El GDF-5
asociado al TGF-P1 mejora la diferenciacion de las CTM en condrocitos
(Bai et al., 2004). La presencia de TGF-B3 lleva a mejorar la reparacion
de defectos cartilaginosos articulares con células CTM transfectadas
con el gen de GDF-5 (Katayama et al.,, 2004). E1 GDF-5 estimula la
produccion de agrecano y glicosaminoglicanos in vitro e in vivo (Hotten

et al., 1996).
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Factor de crecimiento tipo insulina (IGF)

Los IGF-I y -II son polipéptidos hormonales de cadena sencilla
que intervienen en la proliferacion y diferenciacion celular. Sus efectos
mitogénicos parecen estar regulados por el receptor IGF tipo I. En los
fluidos extracelulares, los IGFs se presentan unidos a sus proteinas de
conexion (IGFBPs), que modulan su accion (Jones y Clemmons, 1995).
Varios trabajos evidencian que estos factores, sus receptores y las
IGFBPs se expresan en los condrocitos y por via autocrina/paracrina
regulan la proliferacion de estas células, considerandose el mayor factor
anabolico que existe en el cartilago adulto (McQuillan et al., 1986;
Kleffens et al., 1999; Fukumoto et al., 2003).

Mcqueeny y Dealy, en 2001, observaron que existe una co-
expresion entre el IGF-I y la IGFBP2 en el nucleo central de las
condensaciones formadas en el inicio de la condrogénesis, pensandose
que tiene un papel importante en la formacion inicial de las
condensaciones pre-condrogénicas de los miembros. En el mismo
trabajo, se obtuvieron resultados in vitro consistentes con el papel de
regulacion de la condrogénesis por parte del IGF-I, verificandose que
por la administracion de este factor de forma exogena se promovia la
diferenciacion condrogénica y la sintesis de matriz. Sin embargo, la
expresion de la IGFBP2 inhibe la diferenciacion condrogénica y la
sintesis de matriz en cultivos en micromasa. La co-expresion del IGF-1y
de la IGFBP2 en condensaciones pre-cartilaginosas y en condrocitos
recién diferenciados, parece tener efectos estimuladores (IGF-I) e
inhibidores (IGFBP2), regulando, de esta forma, la diferenciacion
(Mcqueeny y Dealy, 2001; Fukumoto et al., 2003).

La IGF-I modula la condrogénesis de las CTM, estimulando la
proliferacion, regulando la apoptosis celular e induciendo la expresion
de marcadores condrociticos. Este factor tiene un efecto sinérgico con
elementos de la familia TGF-, en la condrogénesis de las células

progenitoras (Fukumoto et al., 2003; Longobardi et al., 2006).
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Las IGFBPs son las responsables de la difusion de la IGF en el
cartilago, ya que regulan el transporte y disponibilidad de IGF-I en los
condrocitos, contribuyendo en sus actividades paracrinas (Bhakta et al.,
2000). El conjunto IGFBP3/IGF-I se acumula cada vez mas con la edad
en la matriz territorial del cartilago por la conexion a la fibronectina
(Martin y Buckwalter, 2000). Esta conexion aumenta la actividad
inhibitoria de la IGFBP3 (Bhakta et al., 2000).

Estudios imunomorfologicos detectaron la presencia de grandes
cantidades de IGF-II en el esclerotomo, miotomo, condensaciones
mesenquimatosas y en el cartilago en desarrollo, cualquiera que fuese
su origen. A medida que los condrocitos se diferenciaban, la expresion
de IGF-II disminuia en el lugar de la diferenciacion, manteniendo sin
embargo, su expresion en el pericondrio (Beck et al, 1987; Kleffens et

al., 1999).

Factor Basico de Crecimiento Fibroblastico (bFGF)

El bFGF es un agente mitogénico que estimula la proliferacion de
los condrocitos. El bFGF favorece la confluencia de condrocitos de
conejo y la sintesis de una MEC cartilaginosa in vitro. E1 bFGF puede
producir, igualmente un factor inhibidor sobre la diferenciacion
terminal de los condrocitos y sobre la osificacion (Kato y Iwamoto, 1990;

Loeser et al., 2005).

También se demostré que el bFGF conduce a la sintesis de varias
proteinas condrociticas incluyendo las metaloproteinasas -1 y 3, las
inhibidoras tisulares de las metaloproteinasas-1 y la glicoproteina 38,
sugiriendo que este factor tiene un papel importante en la remodelacion

cartilaginosa (Vincent et al., 2002).

FGF

La familia de los FGF esta constituida por lo menos por 22

miembros, que interaccionan con al menos cinco receptores (FGFR)

64



Revision Bibliografica

(Issa-Abu et al., 2002). Los FGF (-2, -4, -8, -9,-10 y -18) y los receptores
(FGFR -1,-2 y -3) coordinan el crecimiento y desarrollo de los huesos
largos (Ornitz, 2005). El FGF-2-4-9 estimulan intensamente la
proliferacion de los condrocitos, los FGF-6 y -8 estimulan en menor
grado que el anterior la proliferacion (Praul et al., 2002).

Los FGF conectan pequenos proteoglicanos de heparan sulfato a
la MEC, concretamente el perlecano. El perlecano tiene una expresion
relevante en los condrocitos, y produce un incremento de la conexion de
las células al FGF (Mongiat et al., 2001).

El FGF-2 es un agente mitotico de los condrocitos articulares y se
almacena en la MEC del cartilago adulto. Tras una lesion cartilaginosa
se libera el FGF-2, el cual va a participar en la remodelacién de la MEC
lesionada (Vincent et al., 2002). Sin embargo, en dosis elevadas puede
inhibir la actividad anabdlica de la IGF-1 y de la BMP-7 en condrocitos
(Loeser et al., 2005). El FGF-2 ademas de favorecer la proliferacion de
los condrocitos humanos también favorece el inicio del proceso de
desdiferenciacion en células en monocapa. Por otro lado, los
condrocitos implantados sobrexpresan FGF-2 e implantados en un
defecto cartilaginoso mejoran la reparacion al estimular la
condrogénesis (Kaul et al., 2006).

FGF-2 tiene también un papel en la condrogénesis, induciendo la
proliferacion de las CTM, y promoviendo el mantenimiento de la

capacidad de multipotencia (Raghunath et al., 2005).

Los FGF-9 y 18 incrementan la sintesis matricial de los
condrocitos maduros (Ellsworth et al., 2002), y el FGF-18 demostro
favorecer la reparacion en un modelo de ratas artrosicas (Moore et al.,
2005). Estos dos FGF pueden ser considerados candidatos interesantes
para promover la reparacion del cartilago.

Los condrocitos expresan FGF-1 y -2, y los receptores del factor
de crecimiento fibroblastico -2 y -3. Mancilla et al, en 1998,
describieron los siguientes efectos del FGF-2 en la diferenciacion de los

condrocitos: disminucion de la proliferacion de la placa de crecimiento,
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disminucion de la hipertrofia celular y, en elevadas concentraciones,
disminucion de la produccion de la matriz cartilaginosa.

En un estudio realizado por Minina et al., en 2002, demostraron
que la manifestacion del FGF, tiene una funcion inhibidora sobre la
proliferacion condrocitica, en la expresion de la Ihh y en el proceso de
diferenciacion hipertrofica. En el mismo estudio, se concluyé también
que el equilibrio entre los FGFs y las BMPs, ajusta el ritmo de la tasa de

proliferacion y del proceso de diferenciacion de los condrocitos.

Insulina

La insulina es un péptido hormonal con un peso molecular
aproximadamente de 6000 kDa, desempenando un papel importante en
la condrogénesis (Banks et al., 1992; Stevens et al., 1981; Stevens et al.,
1983). La identificacion de la insulina y receptores de la insulina en el
embrion de pollo 48 horas después de la fertilizacion, lleva a la
conclusion, que en las concentraciones fisiologicas, la insulina puede
actuar como mitogénico para determinados tipos celulares fetales (De
Pablo et al. 1982; Bassas et al.,,1985). A bajas concentraciones, la
insulina aumenta los parametros de crecimiento, metabolismo y
diferenciacion muscular en embriones de pollo (Girbau et al., 1987). La
insulina demostro tener in vitro un efecto estimulante en la proliferacion
condrocitica y efecto en la actividad in vivo de la placa de crecimiento.

Los receptores de la insulina y de la IGF-I tienen estructuras
heterodimeéricas asf2 similares y presentan una gran homologia para el
receptor de la tirosina quinasa (Ullrich y Schlessinger, 1990). A pesar de
las similitudes entre los receptores, los efectos biologicos de estas dos
moléculas varian mucho (Milasincic et al., 1996). El efecto fisiologico de
la insulina en los condrocitos es de dificil analisis debido a la presencia
simultanea de receptores para la insulina (IR), receptores para el IGF-I
(IGF-IR) y receptores hibridos IR y IGF-IR. Ademas, la insulina y la IGF-
I pueden unirse a los receptores de cada uno, aunque con menos

afinidades que a sus propios receptores (Steele-Perkins et al., 1988).
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Se observo que los condrocitos embrionarios de pollo, cuando se
someten a 60 ng/ml de insulina mantienen su potencial proliferativo,
pero no se transforman en hipertroficos, sugiriendo que la insulina
puede afectar la regulacion de la maduracion e hipertrofia (Torres et al.,
2003).

La linea celular ATDCS es una linea condrogénica bien
caracterizada, que se utiliza regularmente para la diferenciacion en
condrocitos por exposicion de las células a elevadas concentraciones de
insulina (10 pg/ml) (Atsumi et al, 1990; Yang et al, 2008).
Phornphutkul et al., en 2006 observaron que la exposicion de ATDCS a
la insulina a concentraciones 10 a 50 nM, producian la estimulacion de
la diferenciacion, medida por la expresion de colageno tipo X y azul de
Alcian. A estas concentraciones, la insulina activa solamente los IR,
siendo que los efectos proliferativos son menos intensos que los
obtenidos por la IGF, pero parece ser mas selectivo como agente

diferenciador.

Dexametasona

Los glucocorticoides (GCs) se utilizan como drogas anti-
inflamatorias. Durante su uso en la practica clinica, pacientes que
toman GCs, sufren frecuentemente efectos secundarios incluyendo
retraso del crecimiento en ninos y adolescentes y baja calidad del hueso
formado en adultos. A nivel fisiologico, los GCs estan implicados en la
regulacion de la condrogénesis y diferenciacion osteoblastica, asi como
en el mantenimiento de la homeostasis en el cartilago y hueso. Para
mimetizar los efectos de los GCs se utiliza in vitro un glucocorticoide
sintético, denominado dexametasona (Mootha et al, 2003;
Subramanian et al., 2005). Se identifico también el receptor del
glucocorticoide (GR), que tiene un potencial regulador de la hipertrofia
condrocitica en cultivo en micromasa, permitiendo la maduracion de los

condrocitos (James et al., 2007).
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Ascorbato

El l-enantiomero del acido ascorbico es la vitamina C, y su
nombre deriva de su capacidad para prevenir y tratar el escorbuto.

Se ha demostrado que el ascorbato causa un aumento en la
actividad fosfatasa alcalina y la expresion de colageno tipo X, en los
condrocitos de pollo (Farquharson et al.,, 1995; Habuchi et al., 1985;
Sullivan et al., 1994). La capacidad del ascorbato para estimular la
diferenciacion condrocitica precoz y tardia esta relacionada con ser
requerido como cofactor por las prolil y lisil hidroxilasas, que tienen un
papel importante en la sintesis y secrecion del colageno (Franceschi,
1992).

La adicion de ascorbato a la linea celular ATDCS, produjo el
acortamiento de la fase proliferativa pre-condrogénica, produciendo una
diferenciacion condrogénica mas precoz, aumentando la expresion
génica de proteinas de la matriz y la hipertrofia de los condrocitos, lo
cual conlleva una menor necesidad de tiempo de cultivo y cambio de

medio (Altaf et al., 2006).
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1.2.3.- MATRICES UTILIZADAS EN INGENIERiA DEL TEJIDO
CARTILAGINOSO

Se han utilizado una gran variedad de matrices en estudios de
ingenieria del tejido cartilaginoso tanto in vitro como in vivo. Es crucial
que las matrices sean producidas a partir de un material biocompatible
que permita la adhesion de las células, secrecion de matrices
extracelulares y formacion de tejidos sin la induccion de una respuesta
inflamatoria o toxica (Chapekar, 2000; Middleton y Tipton, 2000;
Temenoff y Mikos 2000b; Agrawal y Ray, 2001).

Un buen biomaterial debe tener como propiedades
fundamentales: porosidad de acuerdo con la célula a implantar (de
forma que favorezca la migracion celular), funcionar como
transportador (alojamiento y liberacion de substancias de sefnalizacion),
permitir la adhesion celular, buenas propiedades biomecanicas,
biodegradabilidad (para permitir la remodelacion fisiologica) y
estabilidad del volumen (Raghunath et al., 2007).

La sustancia transportadora celular ideal es aquella que mimetice
con mas intensidad el medio natural de la matriz del cartilago articular.
Se ha demostrado que los componentes especificos de la MEC, como el
colageno tipo Il y los glicosaminoglicanos (GAG) tienen un papel
importante en la regulacion de la expresion del fenotipo condrocitico y
estimular la condrogénesis tanto in vitro como in vivo (Mizuno et al.,
2001; Derfoul et al., 2007).

El biomaterial utilizado debe ser facilmente procesado en su
estructura, forma requerida y que resista los procesos de esterilizacion
(Middleton y Tipton, 2000; Temenoff y Mikos 2000a, Ishaug-Riley et al.
1999). Finalmente, es importante que el biomaterial tenga propiedades
mecanicas que permitan una buena implantacion y experimentos de
carga in vivo (Chapekar, 2000, Agrawal y Ray, 2001; Kuo y Ma, 2001).

Los biomateriales pueden ser categorizados con respecto al tipo
de material usado (natural o sintético, degradable o no degradable) y

configuracion del biomaterial (matrices tridimensionales, hidrogeles y
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micronanoparticulas y compuesto de liberacion lenta) (Vunjak-

Novakovic, 2003).

1.2.3.1.- Tipo de biomaterial

Se han probado diferentes tipos de matriz in vitro, en animales de
experimentacion y en pacientes humanos, por su eficacia en facilitar o

promover la reparacion (Tabla 11).

1.2.3.1.1.- Polimeros naturales

Se han investigado una gran variedad de polimeros naturales
debido a su similitud con varios componentes de la MEC, como por
ejemplo el hialurénico (Brun et al, 1999, Lindenhayn et al., 1999) y el
colageno (Fujisato et al, 1996; Uchio et al, 2000). Otros materiales
naturales usados en ingenieria de tejido cartilaginoso incluyen agarosa
(Saris et al., 2000), alginato (Fragonas et al., 2000) y citosano (Suh y
Mathew, 2000). Estos polimeros naturales tienen muchas ventajas para
las aplicaciones de ingenieria de tejidos, porque pueden intervenir en
interacciones celulares especificas (Grande et al, 1997; Chen et al,
2002). Sin embargo, el uso de materiales naturales esta limitado por
una variacion entre lotes, falta de grandes stocks para el uso comercial,
y como normalmente son derivados de tejidos no humanos, acarrean el
riesgo de transmision de zoonosis (Marler et al, 1998; Temenoff y

Mikos, 2000 b).
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Tabla 11- Tipos de matrices utilizadas en ingenieria de tejidos de cartilago. Adaptado de Vinatier, 2007

Tipo de biomaterial

Referencias

Wakitani et al.,, 1989;0chi

Colageno et al., 2002; Kuroda et al.,
2007
Chang et al., 2004; Fan et
Matrices a Gelatina
al., 2006
base de
. Hendrickson et al.,1994;
proteinas
Fibrina Sims et al., 1998, van
®» Susante et al., 1999
(]
I Bradham et al., 1995,
- Laminina (Matrigel®)
B Bulic et al., 1996
]
= Awad et al., 2004; Rahfoth
Agarosa
etal., 1998
Almgqvist et al., 2001;
Matrices a Alginato
Fragonas et al., 2000
base de _
Acido hialurénico Facchini et al., 2006
polisacarido
Citosano Montembault et al., 2006
Muller et al., 2006; Taguchi
Celulosa
et al., 2005
3 Dounchis et al., 2000; Yan
Acido poliglicélico
y Yu, 2007
Acido polilactico Freed et al., 1994a
Poliesteruretano Grad et al.,, 2003
Biodegradables §
Acido Polibutirico Kose et al., 2005
Chang et al. 2004; Huang
7]
8 Fosfato de calcio et al.,2007; Miller et al.,
op|
‘§ 2006
(= Carranza-Bencano et al.,
] Fibras de carbono
2000; Atik et al., 2005
Messner, 1993; Messner et
No- Dacron ®
al., 1993
Biodegradables
Messner, 1994; Messner y
Téflon ®

Gillquist, 1993

Polyetilenometacrilato

Estrada et al., 2001
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A. Matrices basadas en proteinas

Colageno

Las matrices o esponjas de colageno, son probablemente, las
matrices mas usadas en ingenieria del cartilago, siendo utilizadas
experimentalmente desde hace mas de 20 anos (Wakitani et al., 1989;
Schuman et al., 1995). Los colagenos tipo I y II son los mas habituales
para la construccion de los biomateriales. Su degradacion puede ser
controlada por las células presentes en los tejidos (Drury y Money,
2003).

Una de las grandes ventajas de este biomaterial es que sus
productos de degradacion son fisiologicos y, por lo tanto, no toxicos,
siendo las principales desventajas para el uso clinico de este
biomaterial su imunogenicidad y seguridad (McCoy et al, 1985;
Schuman et al.,, 1995; Ochi et al., 2002).

Para intentar resolver el problema de la imunogenicidad algunos
autores han utilizado el atelocolagéno (colageno al que se le han
eliminado los determinantes antigénicos) (Ochi et al., 2002).

El colageno también se ha utilizado en estudios in vivo,
implantados con condrocitos (Ochi et al., 2002) o con BMSC (Kuroda et
al., 2007), estos estudios tuvieron resultados prometedores permitiendo

la restauracion del cartilago articular de la rodilla.

Gelatina

Las matrices compuestas de gelatina, que son basicamente
colageno desnaturalizado, fueron utilizados in vitro para el cultivo de
condrocitos (Chang et al, 2004) y de células troncales para la
reparacion de defectos del cartilago articular en conejos (Ponticiello et
al., 2000; Fan et al., 2000). Existe una gelatina obtenida a partir de piel

de cerdo (Gelfoam®), que cuando fue implantada en la rodilla de conejo
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demostré ser biocompatible, sin evidencia de respuesta imune, o

infiltracion linfocitica por parte del receptor (Ponticiello et al., 2000).

Fibrina

El fibrinogéno y su forma polimerizada, la fibrina, son componentes
del espacio intravascular. Como polimero, el fibrinégeno existe
fisiologicamente en estado liquido en la corriente sanguinea, su
polimerizacion se activa en las situaciones de lesion vascular y otras
situaciones patologicas. La fibrina se ha utilizado ampliamente, no sélo
como soporte sino también como transportador para las células y
factores de crecimiento, no siendo téxicos sus productos de
degradacion.

La adhesion de la fibrina se consigue in vitro por polimerizacion del
fibrionogeno en presencia de trombina (Sims et al., 1998).

Algunos investigadores utilizaron la fibrina como matrices para
reparar el cartilago articular (Fussenegger et al, 2003; Patwari et al,
2003, van Susante et al.,, 1999). La adhesion de fibrina, fue también
utilizada como soporte de condrocitos en la reparacion de defectos
cartilaginosos en caballos. Esto permite la formacion de un tejido
cartilaginoso de tipo hialino, presentando un elevado contenido en
proteoglicanos y colageno tipo II.

La fibrina se utiliza también para implantar las CSM de médula
osea en defectos cartilaginosos del caballo. Pero debido a las
concentraciones elevadas (no fisiologicas) y la alta densidad impiden, en
lugar de facilitar, la invasion celular, no soportando la reparacion (Wilke
et al., 2007).

Las matrices fibrina-CS mimetizan la matriz extracelular del
cartilago nativo, teniendo la capacidad para promover la diferenciacion

de las CTDTA en condrocitos (Wei et al., 2007a).
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B. Matrices basadas en carbohidratos

Los polisacaridos forman una clase de biomateriales, que han sido
infrautilizados en el campo de los biomateriales. Sin embargo, el
reconocimiento de la potencial utilidad de esta clase de biomateriales

esta aumentando.

La agarosa es un polisacarido que contiene residuos de L y D-
galactosa, es aislado y purificado a partir de ciertas algas asiaticas. Su
importancia como matriz para el cultivo de condrocitos, tiene que ver
con el hecho descrito en 1970, por Horwitz y Dorfman de tener la
capacidad de diferenciarse y mantener el fenotipo condrocitico.

El hecho de ser una materia inerte llevo a que la agarosa haya
sido muy utilizada en el estudio de las actividades fisiologicas de los
condrocitos in vitro (Awad et al., 2004). Si este polisacarido es
implantado soélo inhibe la reparacion espontanea. Su escasa
biodegradabilidad (debido a la ausencia de los sistemas enzimaticos de
degradacion en los tejidos de los mamiferos), hace que sea un candidato

no muy atractivo para los estudios de reparacion in vivo.

El alginato es wun carbohidrato gelatinoso, compuesto
esencialmente por acido D-manurico y L-Glucordnico, que puede
aislarse y purificarse a partir de las algas castanas. Su polimerizacion
depende de la presencia de iones de calcio, y la red resultante esta
influenciada por su contenido en acido gluronico. In vivo, el alginato no
sufre una degradacion especifica, pero si una lenta disolucion (Drury y
Money, 2003). Es un polimero que favorece la condrogénesis y el
mantenimiento del fenotipo condrocitico en sistemas de cultivo
tridimensional (Genes et al., 2004; Bonaventure et al., 1994; Carossino
et al., 2007). El alginato demostro ser util en la rediferenciacion de los
condrocitos desdiferenciados, conduciendo a la sintesis de proteinas de

la matriz (Almgqvist et al., 2001).
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El acido hialurénico es un componente fisiolégico de la matriz
del cartilago. Conforma macromoléculas con pesos moleculares que son
perfectamente biocompatibles y biodegradables. En teoria, el acido
hialurénico sera la matriz ideal para soportar la reparacion
cartilaginosa, si se implanta en la forma no modificada. Sin embargo,
para alcanzar las propiedades fisico-quimicas y la organizacion
estructural, habitualmente se mezcla por esterificacion con otros
medios. Como resultado, su biocompatibilidad queda comprometida.

Matrices compuestas unicamente por acido hialuronico al ser
aplicadas no mejoraron las respuestas espontaneas, pero se usan
frecuentemente como transportadores para los condrocitos o células
troncales derivadas de médula osea. Las matrices de acido hialurénico
sembradas con células demostraron permitir la deposicion de matriz
extracelular cartilaginosa (Naumann et al, 2003), y parece ocurrir lo
mismo in vivo.

Estas construcciones demostraron tener también capacidad de
soportar los procesos de diferenciacion celular. Sin embargo, la
degradacion del hialuronato puede dar lugar a condrolisis dentro de
ciertas condiciones.

Estas matrices asociadas a los condrocitos son capaces de
aumentar la formacion de MEC cartilaginosas in vitro e in vivo (Tognana
et al., 20095). El acido hialurdénico puede, igualmente, estar asociado a
otras matrices, un tripolimero de gelatina/condroitin sulfato/acido
hialurénico permitié6 el mantenimiento del fenotipo condrocitico y la
sintesis de colageno II in vitro (Chou et al., 2007). Un estudio clinico con
141 pacientes con 3 anos de seguimiento, obtuvo buenos resultados
(Marcacci et al.,, 2005). Otro estudio realizado con el Hyalograft (Fidia
Advanced Biopolymers, Italie), que asocia condrocitos autélogos e
implantados sobre defectos osteocondrales, ha permitido mejorar la
funcion articular en los 8 pacientes tratados (Podskubka et al., 2006).
Después de 1 ano, 7 de los pacientes presentaban un tejido mixto
compuesto de fibrocartilago y de cartilago hialino, solamente uno

presento un tejido naturalmente hialino.
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El citosano es un derivado de la quitina, que puede ser
encontrado en el exoesqueleto de los artropodos. Estructuralmente es
un polisacarido lineal, formado por D-glucosamina y N-
acetilglucosamina, teniendo varias similitudes estructurales con los
GAGs y el acido hialurdnico, presentes en el cartilago articular.
Diversos estudios realizados in vitro, evidencian el valor potencial en la
reparacion cartilaginosa, y como transportador de factores de
crecimiento. Parece tener un potencial bastante aceptable y prometedor
con fines de utilizacion en la ingenieria del cartilago (Suh y Matthew,

2000).

La celulosa es un polimero semi-cristalino de glucosa de formula
general (Ce Hio Os)n, pudiendo ser n un valor comprendido entre 500 a
5.000 residuos. Es el polimero natural que se encuentra con mayor
frecuencia en la naturaleza, podemos encontrarlo en la forma semi-
cristalina en los vegetales, como es el caso del algodon o en la madera.
La celulosa se degrada por enzimas, las celulasas, y su solubilidad en el
agua depende del tamano de su cadena (Mtuller et al, 2006). La
biocompatibilidad de la celulosa y de sus derivados esta bien
establecida (Martson et al, 1998). La celulosa y sus derivados se
impregnan sobre las membranas o geles adhesivos (Andrews et al,
2005).

La celulosa se utilizo también en ingenieria del tejido cartilaginoso
y se probdo la celulosa bacteriana, que permite la proliferacion de
condrocitos funcionales (Svensson et al, 2005). Mediante estudios in
vitro, se descubrio un polimero con base de celulosa que permitia una
buena proliferacion de condrocitos y demostr6 una buena
biocompatibilidad (Muller et al, 2006). Sin embargo, no se han
realizado suficientes estudios in vivo dirigidos a controlar la reparacion

cartilaginosa.
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1.2.3.1.2.- Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos se usan con preferencia frente a los
materiales naturales, por ser posible producirlos en grandes cantidades
con propiedades estandarizadas. Los biomateriales basados en
polimeros sintéticos biodegradables incluyen el acido poliglicélico (PGA)
(Dounchis et al., 2000; Yan y Yu, 2007), acido polilactico (PLA) (Freed et
al., 1994a), policaprolactona (PCL) (Oh et al, 2007; Oliveira et al., 2007),
poliuretano (Grad et al., 2003), acido polibutirico (Kose et al.,, 2005),
fosfato de calcio (Nehrer et al., 1998, Freed et al., 1999; Wyre y Downes,
2000). Varios investigadores también utilizaron con cierto éxito algunos
polimeros no-biodegradables, como el Dacron (polietilenoterefalato-PET)
(Neves et al., 2005), Teflon (politetrafluoretileno-PTFE) (Springer et al.,
2001), polimetilmetacrilato (Arévalo-Silva et al., 2000), hidroxiapatita,
fibras de poliéster, que también facilitan la regeneracion de la superficie
articular. Sin embargo, se necesitan mas estudios para poder evaluar
objetivamente sus meéritos en comparacion con otros biomateriales.

El perfil de degradacion de los polimeros sintéticos puede
controlarse de tal forma que coincida con la tasa en que el tejido normal
se desarrolla, asegurando que la integridad estructural de la
construccion se mantiene por la regeneracion tisular (Woodfield et al.,
2002). Ademas, es posible incorporar factores de crecimiento
biolégicamente activos que faciliten respuestas celulares especificas,

por ejemplo la diferenciacion (Whitaker et al., 2001).
A.Biodegradables
Acido Polildctico y Poliglicélico
El acido polilactico y el acido poliglicolico, son poliésteres
alifaticos que pertenecen a un grupo alfa-hidroxi (Agrawal y Ray, 2001).

Estos polimeros fueron originalmente elaborados para ser utilizados

como materiales de suturas (DEXON®), pero desde hace mas de dos
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décadas se esta estudiando su potencial valor en la reparacion
cartilaginosa (Temenoff y Mikos, 2000a). Se han estudiado
intensamente distintas modificaciones estructurales en estos polimeros,
dando origen a redes formadas por finas fibrillas utilizables en
ingenieria de tejidos. En la ingenieria de tejidos de cartilago, son
bastante utilizados el PGA, PLLA y el copolimero PGA-PLLA, debido a su
eficacia como transportadores de condrocitos in vivo e in vitro (Banu et
al., 2005; Tsai et al., 2006). Las estructuras quimicas del PLA y del PGA
son similares, excepto que el PLA tiene un grupo metil, contribuyendo
esta caracteristica a producir diferentes cinéticas de degradacion de los
dos biomateriales (Agrawal y Ray, 2001). Uno de los grandes atractivos
de este polimero para aplicaciones biomédicas, es que el producto de
degradacion del acido poliglicolico es un metabolito natural del
organismo (Gunatillake y Adhikari, 2003).

En muchos estudios in vitro se han utilizado estos polimeros con
la perspectiva de una posible aplicacion futura en la ingenieria de
tejidos del cartilago, siendo utilizadas para estos propositos, células del
pericondrio, condrocitos, células de la sinovia y células troncales
(Vunjak-Novakovic et al., 1999).

En la mayor parte de estos trabajos se estudio la influencia de las
propiedades de los polimeros, su geometria y varios parametros
celulares. Aunque se haya probado con un éxito relativo en modelos
animales, preferentemente en conejos, su aplicacion en seres humanos,
esta todavia limitada porque inducen la produccion de células gigantes
y encapsulacion del cuerpo extrano y el substrato del polimero sufre
actividad hidrolitica, que da lugar a productos toxicos (parcialmente

citotoxicos) y productos de degradacion (Unsworth, 2004).
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B.No Biodegradables

Fibras de carbono

Desde hace mas de dos décadas se vienen utilizando en ingenieria
ortopédica, mallas compuestas por fibras de carbono. Aunque
quimicamente inerte, estas fibras pueden transportar material no
biologico, extrano a los tejidos animales. De esta forma, no es
sorprendente que al ser utilizada para la reparacion cartilaginosa,
presente reacciones de cuerpo extrafio, reacciones celulares y
respuestas inmunologicas. Estas actividades adversas pueden extender-
se a la sinovia, donde producen sinovitis (Atik et al., 2005).

Las mallas de fibras de carbono se aplicaron en diversos animales
de laboratorio, como conejos y cobayas, con la intencion de expandir y
realizar la extension a defectos profundos del cartilago articular. Los
datos aportados revelan que la respuesta de regeneracion, lleva a un
mayor volumen de relleno, sin embargo se produce una disminucion en

la calidad del tejido producido (Carranza-Bencano et al., 2000).

Dacron y Teflon

Se han aplicado mallas compuestas por Dacron
(polietilenoterefalato) o Teflon (politetrafluoroetileno), en modelos de
experimentacion animal, para observar el potencial de estos materiales
en la regeneracion. Se vio un aumento del tejido producido, pero no de

la calidad del tejido (Messner, 1993; Messner, 1994).
1.2.3.2.- Configuracion de un biomaterial

La arquitectura de un biomaterial, define la forma final que
tendran los nuevos tejidos reparados. La morfologia tridimensional

facilita de una forma mas eficaz la retencion, infiltraciéon, adhesion,

proliferacion y diferenciacion celular (Schaefer et al., 2000; Sherwood et
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al., 2002). En este capitulo nos centraremos en las distintas
configuraciones que pueden tener los biomateriales, concretamente:
matrices tridimensionales porosas, hidrogeles, microparticulas y

compuestos de liberacion controlada.

1.2.3.2.1.- Matrices tridimensionales porosas

Las matrices porosas tridimensionales se utilizan en técnicas de
ingenieria de tejidos para facilitar la adhesion y la subsiguiente
formacion de tejido tanto in vitro como in vivo. Para que permitan que
las células se infiltren uniformemente en la estructura, deben contener
un gran numero de poros interconectados (Chapekar, 2000; Kuo y Ma,
2001).

El tamano del poro es importante para permitir la infiltracion y la
adhesion de las células. Para los condrocitos se ha sugerido que el
tamano optimo de poro sera entre los 100 y 200 pm (Agrawal y Ray,
2001). El biomaterial también debe ser permeable, para permitir la
difusion de nutrientes en la matriz y la eliminacion de los productos de
degradacion y metabolismo (LeBaron y Athanasiou, 2000).

En el caso particular de los -cultivos tridimensionales de
condrocitos éstos pueden prevenir la desdiferenciacion, normalmente
estos cultivos eran inducidos en sistemas de cultivo en dos dimensiones
(Schnabel et al., 2002).

Muchos investigadores desarrollaron técnicas de fabricacion de
matrices tridimensionales con elevada porosidad y area de superficie,
incluyendo tecnologias textiles, solvent casting, particulate leaching,
membrana lamination, melt molding, rapid phototyping, three-
dimensional printing, y fused deposition molding. Por ejemplo, Xie et al.,
en 2006 recoge en sus trabajos el cultivo de condrocitos en un molde
3D bajo una fuerza mecanica compresiva, que estimulaba
significativamente la regeneracion del tejido cartilaginoso. Ademas de
éstos datos, las matrices tridimensionales pueden tener un papel util

como transportadores para suministrar factores de crecimiento como
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BMP y TGF-B, que pueden ser liberados de forma controlada y
seguidamente estimular la diferenciacion condrogénica para lograr la
regeneracion cartilaginosa tisular, hasta que las matrices estén

completamente degradadas (Guo et al., 2006).

1.2.3.2.2.- Hidrogeles

Los hidrogeles son redes elasticas porosas tridimensionales y
pueden absorber hasta un 90 % de agua, que les permite soportar y
transmitir cargas, presentandose como un material atractivo para
aplicaciones biomédicas e ingenieria de tejidos. Los hidrogeles tienen
propiedades lubricantes, bajos coeficientes de friccion y una elevada
fuerza mecanica (Spiller et al., 2008).

Los hidrogeles inyectables son candidatos muy atractivos, para
ciertas aplicaciones de ingenieria de tejidos debido a su capacidad para
rellenar defectos irregulares, permitiendo procedimientos minimamente
invasivos como cirugias artroscopicas, con facil incorporacion de células
y agentes bioactivos (Kuo y Ma, 2001; Mann et al., 2001).

Se han desarrollado varias técnicas para introducir
macroporosidad en hidrogeles como: poragen extraction, phase
separation, foaming y rapid prototyping y solid free form. El control de la
porosidad y tipo de monomero son factores limitantes en este tipo de
biomaterial para cualquiera de estos métodos (Karande et al., 2004).

Al contrario de las matrices porosas (los condrocitos quedan
adheridos a la superficie de la matriz), los hidrogeles encapsulan los
condrocitos (formando el complejo hidrogel-célula) que de esta forma
puede mantener el fenotipo condrocitico, sin desdiferenciacion.

A pesar de la amplia aplicacion de los hidrogeles, la rapida
difusion de factores de crecimiento de un hidrogel puede producir
problemas. Generalmente, los factores de crecimiento son moléculas
suficientemente pequenas para atravesar facilmente la red del hidrogel
y consecuentemente, difunden hacia el exterior demasiado rapido como

para poder estimular las células incluidas en el hidrogel. Para evitar
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este problema, frecuentemente se utilizan micro o nanoparticulas
cargadas de factores de crecimiento para mantener la liberacion
controlada y posteriormente son encapsulados en el hidrogel (Elisseeff

et al.,, 2001; Holland et al., 2005; Defail et al., 2006).

1.2.3.2.3.- Micro o nanoparticulas

Recientemente, se ha utilizado con éxito el sistema de
microparticulas (o nanoparticulas) para la distribucion de factores de
crecimiento (Kim et al.,, 2003a; Isogai et al., 2005; Park et al., 2005a;
Weber et al., 2002]. Las microparticulas pueden prepararse usando
polimeros biosintéticos (PGA, PLA y PCL) o polimeros naturales (gelatina
y alginato). En las microparticulas derivadas de polimeros sintéticos, los
factores de crecimiento son liberados por difusion, de tal manera que la
tasa de liberacion puede ajustarse dependiendo de las propiedades de la
matriz tales como tamano del poro, peso molecular, cristalinidad y
composicion del copolimero. Weber et al. en 2002, demostréo que un
poro amplio de microparticulas de PGA puede liberar lentamente las
BMP, consiguiendo una mejor regeneracion del tejido in vivo. El uso de
microparticulas de gelatina también permite una liberacion sostenida
del TGF-B durante un periodo experimental de regeneracion (28 dias)
(Park et al., 2005a). Un gran numero de trabajos relataron que la
liberacion lenta de factores condrogénicos, incluyendo BMPs, TGF-J3,
IGF, FGF en microparticulas estimulaban mas eficientemente la
formacion de cartilago, comparadas con medios pre-condicionados
(Simmons et al., 2004; Guo et al., 2006; Hsu et al., 2006; Maissen et al.,
2006; Chu et al., 2007).

1.2.3.2.4.- Compuestos que permiten la liberacion controlada de

factores de crecimiento

La liberacion controlada de drogas y proteinas constituyen un

importante campo de investigacion para la industria farmacéutica. Los
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factores de crecimiento son polipéptidos que transmiten senales que
modulan distintas actividades celulares (Nimni et al.,, 1997). Para
realizar su accion, cada factor de crecimiento tiene un periodo de vida
media propio, requiriendo diferentes dosis y diferentes tiempos de
exposicion a las células (Mark y Baldwin, 1998).

Muchos trabajos, demostraron que estos factores pueden
estimular la funcion condroécitica y, consecuentemente facilitar la
regeneracion cartilaginosa. En distintos trabajos, estos factores de
crecimiento se inyectaban conjuntamente con células o se anadian
incluidos en matrices poliméricas (Elisseeff et al., 1999; Giannoni y
Hunzinker, 2003). Sin embargo, se observdé que la adicion de estos
factores podian producir efectos secundarios indeseados cuando eran
aplicados de forma incorrecta o aparecian a nivel sistémico (van
Beuningen et al., 1998; van Beuningen et al., 2000).

Las distintas propiedades de los factores de crecimiento,
conjuntamente con los requisitos de los modelos in vivo, condujeron al
desarrollo de estrategias de liberacion controlada de factores de
crecimiento por parte de las matrices. En condiciones optimas es
posible que varios factores de crecimiento sean liberados
simultaneamente de la misma matriz (Sohier et al., 20006).

Recientemente, se ha descrito la técnica de revestimiento por
emulsion, en la cual la liberacion de TGF-B1 fue retardada desde 12
hasta mas de 50 dias, variando estos resultados la composicion del
copolimero (Sohier et al., 2007).

Con el fin de mejorar la afinidad celular y la eficiencia de la
administracion de los factores de crecimiento para la regeneracion
tisular del cartilago, se han combinado polimeros naturales, incluyendo
citosano, fibrina, gelatina y acido hialuronico con polimeros sintéticos

(Becker et al., 2005; Prabaharan et al., 2006; Guo et al., 2006).
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Como venimos recogiendo en todos los antecedentes expuestos, la
regeneracion articular constituye un problema clinico muy importante y
de dificil abordaje terapéutico. Por ello, es cada vez mayor el interés por
desarrollar nuevas técnicas que reparen las lesiones del cartilago. Los
tratamientos aplicados y propuestos son multiples y variados, asi como
los resultados. Estudios recientes han demostrado que las células
mesenquimales podrian solventar estos problemas. La bibliografia mas
actual demuestra el gran potencial de las células troncales adultas y
sus posibles aplicaciones terapéuticas, constituyendo un modelo muy
util en aplicaciones clinicas para un gran numero de enfermedades,
tanto en terapia regenerativa como en terapia génica. Con el fin de
avanzar en el desarrollo del campo de la ingenieria de tejidos, en este
estudio nos hemos planteado una serie de objetivos bien diferenciados
en tres capitulos. En el primer capitulo incluimos todo el trabajo
correspondiente al estudio del comportamiento de los condrocitos
adultos en cultivo. Esta parte nos sirvio de base para aplicar los
conocimientos adquiridos en la diferenciacion condrocitica de las

células troncales adultas. Abordada, en el segundo y tercer capitulo.

A continuacion enumeramos los objetivos planteados y

desarrollados durante este trabajo:

1.- Caracterizar el cartilago auricular, estudiando la influencia de
la matriz celular en su fenotipo diferenciado.
1.1.- Estudiar la expresion de las integrinas en -cartilago
auricular adulto y en cultivo.
1.2.- Estudio del comportamiento de los condrocitos en
diferentes condiciones de cultivo.
2.- Cultivo y caracterizacion de células troncales procedentes de
tejido adiposo de rata.
2.1.- Identificacion de los marcadores de células troncales.

2.2.-Demostrar la multipotencia de estas células.
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2.3.- Determinar la influencia de diferentes biomateriales
(colageno tipo I, acido poliglicolico y agarosa) en el comportamiento de
las células troncales del tejido adiposo.

3.- Cultivo y caracterizacion de células troncales derivadas del
tejido adiposo del caballo (grasa infrapatelar).

3.1.-Evaluar el potencial de diferenciacion condrogénica de
células troncales derivadas del tejido adiposo del caballo (grasa
infrapatelar).

3.2.- Determinacion de la influencia de la tension de oxigeno en la
diferenciacion condrocitica.

3.3.- Crear un modelo de diferenciacion condrocitica hipertrofica

a partir de células troncales derivadas del tejido adiposo de caballo.
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A.- CONDROCITOS

A.1.- MATERIALES

En el presente trabajo se ha empleado como animal de
experimentacion el conejo (Oryctolagus cuniculus) de la raza New
Zealand. Estos animales adultos, de entre 1,5y 2 kg de peso, procedian
del Animalario de la Universidad de Ledén, en el cual se observan las

normas establecidas en relacion con la experimentacion animal.

Los conejos fueron anestesiados mediante la administracion
intramuscular de 35-50 mg/kg de peso vivo de Ketamina (Imalgene ®) y
S5 mg/kg de Xilazina (Rompun ®), para proceder a la recogida de
cartilago  elastico mediante biopsia de una muestra de

aproximadamente 1 cm?, procedente de la zona mas medial de la oreja.

Una vez obtenidas las biopsias, se procedi6 seguidamente al
aislamiento del cartilago auricular eliminando de forma completa y
meticulosa la piel, el tejido conectivo subcutaneo y el pericondrio. Este
proceso de limpieza se realizaba en condiciones estériles, bajo campana
de flujo laminar (Telstar®) y manteniendo las muestras en PBS
(Phosphate Buffered Saline) (Sigma®), con una solucion antibidtica-
antimicotica (Sigma®). Finalmente, el cartilago auricular asi obtenido se
seccion6 en pequenos fragmentos de 1-2 mm3 para utilizarlos

posteriormente en los cultivos celulares.

A.2.- CULTIVO DE CONDROCITOS

Para el cultivo de condrocitos, se llevo a cabo la disociacion de los
fragmentos procedentes de las biopsias de cartilago auricular
colocandolos en un frasco de cultivo con 2 mL del siguiente medio de

disociacion:
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e Medio de cultivo DMEM (SIGMA®).
e 2 mg/mL de colagenasa tipo II-S (Sigma®).
e 2’5 mg/mL de hialuronidasa testicular tipo IV-S (Sigma®).

Después de 8 horas de disociacion a 37°C, la suspension celular
resultante, que aun presentaba pequenos fragmentos no totalmente
disociados, fue filtrada a través de una malla de nylon para eliminar los
residuos de mayor tamano, centrifugada para eliminar los residuos de
los enzimas de disociacion, y las células se resuspendieron en el
siguiente medio de cultivo:

- 90% Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium
(DMEM), suplementado con l-Glutamina y 1000 mg/ml de glucosa
(Sigma®)

- 10 % Suero Fetal Bovino (SFB) (Sigma®)

- 4 pl/ml de solucion antibidtica-antimicotica (Sigma®) formulada
con 10000 U.IL. de penicilina G, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 ug/ml

de anfotericina B.

A.2.1.-Cultivo en monocapa

Las células fueron cultivadas en monocapa hasta su confluencia,
en frascos de cultivo de 25 cm? a 37°C en una atmoésfera saturada de
vapor de agua y un 5% de CO2, cambiando el medio de cultivo cada 2-3

dias.

Una vez alcanzada la confluencia en 1 a 2 semanas de cultivo, se
llevo a cabo la tripsinizacion. Para ello se lavaron los frascos con PBS;
a continuacion se anadié una solucion conteniendo 0’05 g de tripsina
1:250 (DIFCO®) y 0’02 g de EDTA (Sigma®) en 100 mL de PBS durante
de 5-10 minutos a 37°C. Una vez desprendidas las células del sustrato
plastico, se realizé un contaje en una camara de contaje celular y se

determino su viabilidad mediante una tinciéon de exclusiéon con azul
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Trypan (Sigma®). Posteriormente se sembraron en multiplacas de 24
pocillos, sobre portaobjetos plasticos circulares, de 13 mm de diametro
(Thermanox®). La densidad celular de la siembra realizada fue de

2°5x105 células/cm?.

Ademas, se llevo a cabo un control diario de los cultivos mediante

el microscopio de contraste de fases.

A.2.2.- Cultivo en agregacion

En una serie de cultivos de condrocitos aislados se cubrio la
superficie de los frascos de cultivo o de las multiplacas, segun el caso,
con una capa de agar (2% en PBS, previamente solidificado), que impide
el contacto de los condrocitos con el plastico, con el objeto de evitar que
éstos se adhieran al sustrato plastico y no conformen una monocapa,
obteniendo asi agregados celulares de condrocitos.

Estos agregados se mantuvieron creciendo durante 3 a 4 semanas.

Sobre estos cultivos se realizaron pruebas de inmunofluorescencia
indirecta  para  detectar  colageno tipo I histoquimicas
Hematoxilina/Eosina y para detectar la presencia de proteoglicanos y

fibras elasticas.

A.3.- TECNICAS MICROSCOPICAS

A.3.1. - Técnicas de microscopia optica

A.3.1.1.- Técnicas generales de procesado de las muestras para

microscopia optica

En este caso se tomaba la biopsia del cartilago y se preparaba

para su observacion al microscopio 6ptico.
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Las piezas de -cartilago se fijaban en formaldehido 10 %
tamponado, incluyéndolas en parafina para hacer después cortes
seriados y realizar las tinciones sobre ellos.

Para observacion mediante microscopia optica, de los cortes y de
las células, se realizo la tincion de fibras elasticas mediante la
coloracion de van Gieson y de otros componentes de la matriz
extracelular con azul Alcian 8 GX (Sigma®). También se llevaron a cabo
técnicas de inmunofluorescencia directa e indirecta, para detectar la
presencia de las integrinas B1, B3, a5 y aVPB3 y de colageno tipo II

respectivamente.

A.3.1.1.1.-Fijacion

Las técnicas de histoquimica, inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia necesitaron previamente de fijacion por

paraformaldehido (Merck®):

-Disolver 16 gramos de paraformaldehido en aproximadamente 80

mL de agua destilada agitando a 70 °C (en campana de gases).

- Adicionar algunas gotas de NaOH 1N para despolimerizar el
paraformaldehido. Ajustar el pH a aproximadamente 7,0 y medir con un
papel de pH. Enfriar a temperatura ambiente y llevarlo a 100 mL.
Filtrar con un filtro Millipore de 0’45 ym y mezclar con la misma
cantidad de tampoéon 2X. Dividir en alicuotas adecuadas y almacenar

congelado a —20°C.

- Lavar las células con PBS a temperatura ambiente.

- Fijar en 3-4% paraformaldehido en PBS durante 15 minutos a

temperatura ambiente.

- Lavar 3 veces durante 5 minutos cada vez con PBS.
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A.3.1.1.2.- Inclusion en parafina

Se llevaron a cabo dos protocolos distintos conforme el tipo de
material que se queria analizar. Uno para los fragmentos de cartilago
auricular (Tabla 12) y otro para los agregados (Tabla 13). Los protocolos
son muy similares entre si, pero en el caso de los agregados se realizan

menos pasos porque son muy fragiles y se pueden disgregar.

1. Fijar el tejido con Etanol al 70% a 4°C, durante la noche.
2. Poner el tejido en un procesador de tejidos y procesar con los

siguientes tiempos y temperaturas:

Tabla 12- Inclusién en parafina en el caso de los fragmentos de cartilago.

Pase Solucion Concentracion | Tiempo Temperatura
(min) (°C)
1 Etanol 70% 30 40
2 Etanol 80% 30 40
3 Etanol 95% 45 40
4 Etanol 95% 45 40
S Etanol 100% 45 40
6 Etanol 100% 45 40
7 Xileno 100% 45 40
8 Xileno 100% 45 40
9 Parafina 30 58
10 Parafina 30 58
11 Parafina 30 58
12 Parafina 30 58
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Tabla 13- La inclusién del agregado en parafina.

Pase Solucion Concentracion | Tiempo Temperatura
(min) (°C)
1 Etanol 70% 10 40
2 Etanol 95% 10 40
3 Etanol 100% 10 40
4 Etanol 100% 10 40
5 Xilol 100% 10 40
6 Parafina 100% 20 58

3. Los cortes seriados se realizan en un criostato (Kryost 1720 Leitz®)

con un grosor entre 5 y 10 micras. Los cortes utiles se recogen

directamente con un portaobjetos previamente tratado con Silane. Los

portas se dejan secar en una estufa durante, por lo menos, 24 horas a
37°C.

4. Almacenar a temperatura ambiente.

Protocolo para tratamiento de los portas con Silane (Sigma®)

1. Lavar los portas en acetona durante 30 minutos.

2. Dejar secar a temperatura ambiente.

3. Colocar las portas en Silane diluido al 2 % en acetona durante 30

minutos.

4. Lavar con agua destilada.

A.3.1.1.3.- Histoquimica

. Colocarlo en un soporte y llevarlo a la estufa a 37° C para secar.

Se realizaron distintas técnicas de histoquimica con el fin de

observar mejor la morfologia del cartilago, determinar la presencia de
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fibras elasticas, o de mucopolisacaridos, segun el caso. Para ello se

utilizaron los siguientes protocolos:

a. Coloracion de Hematoxilina- Eosina (Gabe, 1968)

b. Azul Alcian 8 GX (Sigma®)(Gabe,1968)

Esta técnica se utiliza para determinar la presencia de

mucopolisacaridos acidos en los cortes de cartilago y cultivos celulares.

Tine los grupos sulféxido de los glicanos de color azul.

c. Tincion de Van Gieson (Gabe,1968)

Esta técnica se utiliz6 para determinar la presencia de fibras
elasticas en los cortes de cartilago y en los agregados. Tine de color
rosado las fibras elasticas.

A.3.1.1.4.- Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica se llevaron a cabo para

detectar la presencia de las integrinas B1 y B3 en las células.
e Incubar en 1% de BSA (Albumina Sérica Bovina), disuelta en
PBS pH 7°5 durante 30 minutos para bloquear las uniones

inespecificas de los anticuerpos.

e Bloquear la actividad peroxidasa interna con 3% de H20>

durante 10 minutos a 37°C.

e Lavar con PBS.

e Incubar con el anticuerpo primario mouse anti-human integrin

Bl (MAB1951Z-20) y B3 (MAB1957Z-20) (Chemicon ®) disuelto
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en PBS pH 7’5 conteniendo 1% BSA, durante 60 minutos a
temperatura ambiente (o durante toda la noche a 4°C
dependiendo de la concentracion de anticuerpo y la
accesibilidad del antigeno). La dilucion de trabajo del anticuerpo

primario es de 1:500.

Lavar con PBS pH 7’5, 3 veces 10 minutos cada vez.

Proceder con el anticuerpo secundario biotinilado, siguiendo las
instrucciones del kit de tincion Peroxidase Extravidin (Sigma®):
Lavar abundantemente en un bano de PBS durante 5 minutos
(con un agitado lento y continuo).
Dejar escurrir los portas, eliminar el exceso de liquido y
enjuagar los portas como hemos hecho anteriormente.
Diluir el Biotinylated Goat Anti-Mouse IgGs en PBS conteniendo
1% BSA (Dilucion de trabajo 1:15, 1:20). Para eliminar los
restos de tincion del tejido, opcionalmente se puede diluir el
anticuerpo secundario biotinilado en PBS con 5% NGS o 1%
BSA.
Anadir 100 ul a cada porta, cubriendo la seccion.
Incubar durante 30 minutos en una habitacion humidificada a
temperatura ambiente.
Lavar abundantemente con PBS de un frasco de lavado.
Colocar los portas en un bano con PBS durante 5 minutos (con
un agitado lento y continuo).
Dejar escurrir los portas. Eliminar el exceso de liquido y
enjuagar como antes.

o Diluir la Peroxidase Extravidin en diluyente para alcanzar su

concentracion optima (Dilucion de trabajo 1:15, 1:20).

e Anadir 100 pl a cada porta, cubriendo la seccion.

e Inclinar el porta en las dos direcciones.

e Incubar 30 minutos en una habitacion humidificada a

temperatura ambiente.
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e Lavar abundantemente con PBS de un frasco de lavado.

e Colocar los portas en un bano de PBS durante 5 minutos
(con un agitado lento y continuo).

e El revelado se hizo con un kit de cromoégeno DAB

(Sigma®):

e Anadir 30 pl (una gota) de la solucion cromogena liquida
DAB, a 1 ml de una solucion tampon liquido de DAB. Mezclar
bien. Para obtener buenos resultados, usar la solucion de
trabajo DAB preparada inmediatamente.

e Cubrir los pocillos, con 0,2 a 0,5 ml de la solucion de trabajo
DAB.

« DAB es un sustrato de accion rapida. Monitorizar
atentamente, para prevenir la sobreexposicion y la elevada
tincion de fondo. La reaccion puede ser detenida, anadiendo
agua o TBS, y agitando lentamente.

e Observar en el microscopio.

A.3.1.1.5.- Inmunofluorescencia directa

La inmunofluorencia directa se realiz6 incubando las muestras con
anticuerpos primarios incubados con FITC frente a las integrinas 1,
B3, aVB3, a5 (de raton, Sigma®, 1:1000). Las muestras fueron lavadas
dos veces y montadas en medio de montaje no fluorescente (Sigma®),
observados directamente en un microscopio de fluorescencia de
contraste de fases. Los experimentos control fueran llevados a cabo en
cartilago normal sin el anticuerpo primario y otro tejido diferente del

cartilago.

e Incubar en 1% de Albumina Sérica Bovina (BSA) (Sigma®),
disuelta en PBS pH 7’5 durante 30 minutos para bloquear las

uniones inespecificas de los anticuerpos.
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e Incubar con el anticuerpo monoclonal Beta 1, Beta 3,
AlfavBeta3, Alfa 5 (Becton Dickinson®) en 1% BSA y 0,1% de
suero normal de cabra, disuelto en PBS pH 7’5 durante 60
minutos a temperatura ambiente (o durante toda la noche a
temperatura ambiente dependiendo de la concentracion de
anticuerpo y la accesibilidad del antigeno). Se ha determinado
una dilucion minima de trabajo del anticuerpo primario de

1:1000.

e Lavar con PBS pH 7’5, 3 veces 10 minutos cada vez.

e Observar las preparaciones en un microscopio de fluorescencia
Nikon® Optiphot y un microscopio Confocal Radiance 2000
(Biorad®).

A.3.1.1.6.- Inmunofluorescencia indirecta

Esta técnica se empled para determinar la presencia de colageno

tipo II en cortes y agregados.

e Incubar en 1% de Albumina Sérica Bovina (BSA) (Sigma®),
disuelta en PBS pH 7’5 durante 30 minutos para bloquear las

uniones inespecificas de los anticuerpos.

e Incubar con el anticuerpo primario monoclonal anticolageno
tipo II (Sigma®) en 1% BSA, disuelta en PBS pH 7’5 durante 60
minutos a temperatura ambiente (o durante toda la noche a
temperatura ambiente, dependiendo de la concentracion de
anticuerpo y la accesibilidad del antigeno). Se ha determinado
una diluciéon minima de trabajo del anticuerpo primario de
1:1500, mediante tincion con inmunoperoxidasa indirecta de
muestras congeladas de traquea humana fijadas con acetona y

tratadas con hialuronidasa.
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e Lavar con PBS pH 7’5, 3 veces 10 minutos cada vez.

e Incubar el anticuerpo secundario (anti-mouse IgM FITC
conjugate, Sigma®), dilucion de 1:50, en 1% de BSA, PBS pH
7’5, 60 minutos a temperatura ambiente.

e Lavar con PBS pH 7’5, 3 veces 10 minutos.

e Montar en un portaobjetos con una gota de medio de montaje y
sellar con un cubreobjetos.

e Observar las preparaciones en un microscopio de fluorescencia.
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A.3.2.-Técnicas de microscopia electronica

Para el estudio de la matriz extracelular, se realizo microscopia
electronica de transmision. El microscopio electronico de transmision se
empled6 para la observacion de los fragmentos de cartilago de

aproximadamente 2 mms3.

Protocolo de microscopia electronica de transmision

FIJACION

El método de fijacion empleado influye, en gran medida, en el
grado de preservacion de la estructura de las células y de la
distribucion de los diferentes organulos, de lo cual depende la fiabilidad
que pueden ofrecer los resultados de un estudio cuantitativo.

Las piezas de cartilago elastico tratadas con las distintas enzimas
y los controles, se fijaron con glutaraldehido al 2,5 % en cacodilato
sodico (0’1 M) durante 4 horas a 4°C. A continuacion se realizaron tres
lavados de 1-2 horas, cada uno con una solucion de cacodilato 0’1 M a
4°C. La postfijacion se llevo a cabo en tetroxido de osmio al 1% en
cacodilato (0’1M) durante 3 horas en oscuridad y a temperatura
ambiente, efectuando después tres lavados de 1-2 horas en la misma

solucion de cacodilato a temperatura ambiente.

DESHIDRATACION

Este paso se realizo con alcohol etilico segun la siguiente
secuencia creciente: alcohol de 50° 30 minutos, alcohol de 70° 30
minutos, alcohol de 90° 30 minutos, alcohol de 96° tres pases de 30

minutos y alcohol absoluto, otros tres pases de 30 minutos.
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INCLUSION

Para la inclusion de las piezas se utilizo la resina EPON 812,

siguiendo la técnica habitual.

ULTRAMICROTOMIA

Se realizaron cortes semifinos sucesivos de 1 um de grosor, hasta
alcanzar el corte con la imagen que mas se ajustase a nuestras
pretensiones. Estos cortes semifinos se obtuvieron utilizando un
ultramicrotomo LKB V del Servicio de Microscopia Electronica de la
Universidad de Leon. Los cortes resultantes se recogieron en una gota
de agua destilada sobre un portaobjetos, que se colocdé encima de una
placa caliente a 65 °C hasta su desecacion y fijacion, realizandose
después una tincion con azul de toluidina al 0’5% en una solucion de
borato sodico en agua bidestilada al 1% (Covenas et al., 1982).

Los cortes wultrafinos se obtuvieron utilizando el mismo
ultramicrotomo mencionado anteriormente. Se eligieron para el estudio
aquellos de un grosor de 80-100 nandometros, correspondientes a la
interferencia dorada-plateada y se recogieron en rejillas de cobre de 150

mallas (3-4 rejillas con 3-4 ultrafinos cada una).

CONTRASTE DE LAS SECCIONES ULTRAFINAS

Los cortes ultrafinos fueron contrastados siguiendo el método de
doble tincion con acetato de uranilo y citrato de plomo (Glauert, 1975).
El acetato de uranilo se prepara mezclando, a partes iguales, alcohol de

95° y una solucion saturada de acetato de uranilo en agua bidestilada.
El citrato de plomo se obtiene de la mezcla de 1’3 g de nitrato de
plomo cristalizado con 178 g de citrato sodico tribasico en 30 cc de

agua bidestilada, que se agita durante un largo periodo de tiempo (30
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minutos) para que se forme el citrato de plomo y, posteriormente, se

anaden 8 mL de hidroxido sédico 1N y 9 mL de agua bidestilada.

La técnica de tincion propiamente dicha se lleva a cabo en dos
camaras. En una de las camaras preparadas, se depositan varias gotas
de acetato de uranilo sobre el papel parafinado, y sobre ellas se colocan
las rejillas y se mantenienen asi durante 20-30 minutos en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, las rejillas se lavan en agua bidestilada por
inmersion tres veces consecutivas y se dejan secar al aire. En la otra
camara de tincion se depositan de igual forma las gotas de citrato de
plomo, sobre las cuales se depositan las rejillas tenniidas con acetato de
uranilo una vez secas, y se mantienen durante 3-5 minutos. A
continuacion se lavan, como antes, por inmersion en agua bidestilada 3

veces consecutivas y se dejan secar al aire sobre papel de filtro.

Una vez secas, las rejillas se recogen en un portarejillas quedando
listas para su observacion al microscopio electronico. Su examen se
realiz6 en un microscopio electronico de transmision (Jeol 1010 Japan)

empleando voltajes de 80 KV.

A.4.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A.4.1.- Extraccion de ARN a partir del tejido

Mediante esta técnica extraemos ARN total a partir de cartilago
auricular.

- Romper el tejido con nitrogeno liquido, en mortero de acero
inoxidable.

- Homogenizar las muestras de tejido en TRI REAGENTE ® (1 ml
por 100 mg de tejido) en un polytron (cerca de 45 segundos),
manteniendo la muestra en hielo

- Mantener las muestras durante 10 minutos a temperatura

ambiente.
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- Centrifugar la mezcla resultante a 12000 g durante 15 minutos
a4°C.

- Transferir la fase acuosa a un tubo y anadir 0,2 ml de
cloroformo. Cubrir bien la muestra, y agitar vigorosamente durante 15
segundos. Dejar las muestras durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

- Centrifugar la mezcla resultante a 12000 g durante 15 minutos
a 4 °C. La centrifugacion separa la mezcla en tres fases: una fase
organica rosa (contiene proteina), una interfase (conteniendo ADN) y
una fase acuosa superior incolora (conteniendo ARN).

- Transferir la fase acuosa incolora a un tubo nuevo y anadir 1 ml
de Reagent ® Tri. Agitar vigorosamente durante 15 segundos y dejar las
muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente. Adicionar 0,2
ml de cloroformo. Tapar la muestra, y agitar vigorosamente durante 15
segundos. Dejar las muestras a temperatura ambiente durante 10
minutos.

- Centrifugar la mezcla resultante a 12000 g durante 15 minutos
a 4°C.

- Transferir la fase acuosa transparente a un tubo nuevo y
adicionar 0,5 ml de isopropanol. Agitar vigorosamente durante 15
segundos y dejar las muestras 10 minutos la temperatura ambiente.

- Centrifugar la mezcla resultante a 12000 g durante 10 minutos
a 4°C. El ARN precipitado forma un agregado en las paredes laterales y
en el fondo del tubo.

- Eliminar el sobrenadante y lavar el agregado de ARN anadiendo
1 ml de etanol al 75%. Agitar la muestra en el vortex y centrifugar a
7500 g durante 5 minutos a 4 ° C.

- Eliminar el sobrenadante y disolver las muestras en agua libre
de RNasa.

- Almacenar a -80°C.
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A.4.2.- Extraccion de ARN total a partir de células cultivadas

utilizando el RNAspin Mini Kit (GE Healthcare®)

Mediante esta técnica extraemos ARN de células cartilaginosas

cultivadas en monocapa y agregados de células cartilaginosas.

1. Homogeneizacion de la muestra

- Hasta 1x106 células eucariotas cultivadas se recogen por
centrifugacion y se lisan por adicion directamente del buffer RA1.

- Si no esta todavia homogeneizado para procesar grandes
cuantidades de células (>1x109), primero homogeneizar usando agujas
de 0,9 mm (20 Gauge), seguido de filtracion a través de unidades

RNAspin Mini Filter.

2. Lisis celular

Anadir 350 pl del tampoén de lisis RA1 y 3,5 pl de B-mercaptoetanol

al agregado celular y agitar vigorosamente en un vortex.

3. Filtrar el lisado

Para reducir la viscosidad y clarificar el lisado por filtracion se
utilizan las unidades RNAspin Mini Filter: colocar RNAspin Mini Filter
(anillo violeta) en un tubo colector, echar la solucion y centrifugar
durante 1 minuto a 11000 x g.

Descartar el RNAspin Mini Filter: transferir el filtrado a un tubo
nuevo de microcentrifuga, tomandolo con cuidado para evitar aspirar

algiin agregado formado.
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4. Ajustar las condiciones de union de ARN

Anadir 350 pl de etanol (70%) para homogeneizar el lisado y mezclar
por agitacion 2 x 5 segundos. Después de la adicion del etanol se puede
tornar visible un precipitado fibroso. Esto no afectara al aislamiento del

ARN.

5. Union del ARN

Para cada preparacion, usar una columna RNAspin Mini (anillo azul
claro) colocado en un tubo de 2 ml de microcentrifuga. Pipetear el lisado
arriba y abajo 2-3 veces, y después colocar el lisado en la columna.
Centrifugar durante 30s a 8000 x g. Colocar las columnas en un tubo
colector nuevo.

La maxima capacidad de carga del RNAspin Mini Column es de
750 pl. Repetir el procedimiento si es necesario procesar volumenes

mayores.

6. Desalar la membrana de silica

Adicionar 350 pl MDB (Membrane Desalting Buffer) y centrifugar
a 11000 g 1 minuto. Eliminar el fluido filtrado y volver a poner la
columna en el tubo colector.

La eliminacion de sal hace que la digestion subsecuente de
DNAsa I sea mucho mas efectiva. Si la columna exterior ha estado en
contacto con el fluido que atraviesa la membrana por alguna razon,
eliminar el fluido filtrado y centrifugar otra vez durante 30 segundos a

11000xg.

7. Digestion del ADN

Preparar la mezcla de reaccion de la DNAsa en un tubo estéril de

microcentrifuga: para cada aislamiento, anadir 10 pl de DNAsa I
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reconstituido a 90 pl de tampon de reaccion de DNAsa. Mezclar girando
el tubo con cuidado. Aplicar 95 pl de la reaccion de la mezcla de la
DNAsa directamente en el centro de la columna de la membrana de

silica. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

8. Lavar y secar la membrana de silica

Tener la certeza que el tampon RA3 esta equilibrado a temperatura

ambiente.

1ler Lavado

Anadir 200 pl de tampon RA2 a la columna RNAspin Mini.
Centrifugar durante 1 minuto a 11000g. Colocar la columna en un tubo

colector nuevo.

2° Lavado

Adicionar 600 pl de tampoén RA3 a la columna RNAspin Mini
Columna. Centrifugar durante 1 minuto a 11000 x g. Eliminar el fluido

filtrado y colocar la columna en el tubo colector.
3er Lavado

Adicionar 250 pl de tampon RA3 a la columna RNspin Mini.
Centrifugar durante 2 minutos a 11000 x g para secar la membrana
completamente. Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de
1,5 ml libre de nucleasas.

9. Elucion del ARN muy puro

Eluir el ARN en 100 pl de H2O (RNase-free) y centrifugar a 11000

g durante 1 minuto.
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Este ARN debe ser inmediatamente colocado en hielo para
prevenir el potencial de degradacion. Mantener a -20°C y -80°C para

almacenamiento a corto y largo plazo, respectivamente.

A.4.3.- Cuantificacion de la cantidad y pureza del ARN

Nanodrop

La concentracion de ARN de las muestras se midié empleando un

espectrofotometro NanoDrop® (Nanodrop Technologies).

Experiontm RNA stdsens analysis kit

Para confirmar la concentracion y, fundamentalmente, para
analizar la pureza del ARN extraido se utilizo el Experiont™ RNA stdsens

analysis kit.

LIMPIEZA DE ELECTRODOS

Este procedimiento deberia realizarse diariamente. Si se sospecha
que ha habido contaminacion con RNasas debe realizarse entre cada
ejecucion. Si todavia se sospecha que hay contaminacion de los
electrodos, realizar el procedimiento “Electrode Manifold Deep Cleaning”
como se describe en el protocolo que se proporciona con el manual del

equipo.
NOTA: si el chip de limpieza (Cleaning Chip) se usa por primera vez,
tratar éste con el “Experion electrode cleaner” para eliminar cualquier

contaminacion con RNAsa antes de usarlo.

» Rellenar completamente el chip nuevo de limpieza (~800 pL) con

el “Experion electrode cleaner”.
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» Dejarlo actuar durante 5 minutos. Descartar la solucion.

» Llenar perfectamente el chip con agua DEPC (4-5 veces).

1. Llenar el chip de limpieza con 800 pL de “Experion electrode
cleaner”. Asegurarse de que no hay burbujas atrapadas dentro del
reservorio. Golpear suavemente un lado del chip para disipar
cualquier burbuja. Marcar este chip de limpieza como “Electrode
Cleaner Chip”.

2. Abrir la tapa de la estacion de electroforesis y poner el chip sobre
la plataforma.

3. Cerrar la tapa y dejar el chip en el equipo durante 2 minutos.

4. Llenar un chip de limpieza distinto con 800 pL de agua DEPC.
Marcar este chip de limpieza como “DEPC water chip”.

5. Abrir la tapa y quitar el chip de limpieza. Reemplazarlo por el chip
que contiene el agua DEPC.

6. Cerrar la tapa y dejar el chip en el equipo durante 5 minutos para
que enjuague los electrodos.

7. Repetir el paso de enjuagado con agua DEPC nueva durante 1
minuto.

8. Abrir la tapa y quitar el “DEPC water chip”.

9. Dejar la tapa abierta y esperar 1 minuto para que se evapore
cualquier resto de agua que quede sobre los electrodos.

10. Eliminar los liquidos de los chips de limpieza.

EQUILIBRADO DE LOS REACTIVOS DEL KIT

1. Sacar de la nevera (4°C) el colorante ARN (tapa azul), el tampon
de carga de ARN (tapa amarilla) y un tubo de gel ARN (tapa
verde). Equilibrar a temperatura ambiente durante unos 15-20
minutos.

NOTA: guardar el colorante cubierto con papel aluminio durante

todo el proceso para evitar su exposicion a la luz.
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NOTA: si se ha filtrado el gel previamente, sacarlo de la nevera y
equilibrarlo a temperatura ambiente.

2. Agitar en vortex el contenido de cada tubo y centrifugar
brevemente para que las soluciones queden en el fondo del tubo.
Asegurarse de que el DMSO en el colorante esta completamente

descongelado antes de seguir con el protocolo.

PREPARAR EL COLORANTE DEL GEL

NOTA: saltarse los pasos 1 y 2 si ya se tiene el gel filtrado.

1. Pipetear 600 pL de ARN gel (tapa verde) en el filtro puesto en un
tubo de centrifuga.

2. Centrifugar el gel a 1500 x g durante 10 minutos. Confirmar que
todo el gel ha pasado a través del filtro y luego descartar éste.
NOTA: usar el gel filtrado en el mes siguiente a su preparacion.
Tras este tiempo, el gel filtrado deberia ser re-filtrado de nuevo
antes de reutilizarse.

3. Pipetear 65 pL de gel filtrado en un tubo de microcentrifuga libre

de RNasas. Anadir 1 pL de colorante de ARN al tubo. Agitar
brevemente en vortex la solucion. Guardar la solucion gel-
colorante (GS) protegida de la luz mediante papel aluminio.
NOTA: hay suficiente solucion gel-colorante para 3 chips.
Aumentar la cantidad de colorante de gel, si es necesario, usando
una proporcion 65:1 de gel y colorante. Una solucion gel-
colorante nueva (fresh) deberia prepararse diariamente.

4. Tapar el colorante ARN correctamente, ya que el DMSO es muy

higroscopico, y guardar en oscuridad.

PREPARACION DE MUESTRAS Y MARCADOR DE ARN

NOTA: poner un termoblock a 70°C. Preparar un recipiente con

hielo.
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1. Sacar el marcador de ARN (ARN ladder, tapa roja) del congelador
(-20°C) y dejarlo que se descongele sobre hielo.

2. Determinar la cantidad de marcador de ARN que se necesita. Se
requiere un total de 1 pL de marcador de ARN para cada chip,
mas 1 pL extra para ajustar las variaciones de pipeteo.

Como ejemplo, cuando se usa 1 chip, se requieren 2 pL de
marcador; para 3 chips, deberian usarse 4 pL.

NOTA: el marcador de ARN puede alicuotarse en lotes de 3 pL
para usos individuales para prevenir la contaminacion con
RNasas.

3. Pipetear la cantidad necesaria de marcador ARN en un tubo de
microcentrifuga libre de RNasas.

4. Preparar las muestras pipeteando 2-3 pL de muestra en tubos de
microcentrifuga libres de RNasas.

NOTA: las muestras de ARN deberian estar disueltas en agua libre
de RNasas o tampon TE, ya que los tampones con alta fuerza
ionica afectaran la sensibilidad y la exactitud de la cuantificacion.

5. Desnaturalizar el marcador y las muestras durante 2 minutos a
70°C.

6. Enfriar el marcador desnaturalizado y las muestras poniéndolas
inmediatamente los tubos en hielo durante 5 minutos.

7. Centrifugar durante 3-5 segundos (pulso de centrifuga) el
marcador y las muestras para que queden en el fondo del tubo.

Guardar en hielo hasta que se usen.
PREPARACION (CEBADO) DEL CHIP
1. Abrir la estacion de cebado Experion, presionando hacia abajo la
palanca delantera.

2. Sacar un chip “Experion RNA StdSens” de su bolsa y ponerlo en la

plataforma, encajando la flecha del chip con la flecha de
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alineamiento de la plataforma. Un tope en el chip previene su
insercion en posicion incorrecta. No forzar el chip en su posicion.

. Pipetear 9 pL de solucion gel-colorante en el pocillo inferior
marcado como GS (gel priming well). Meter la punta de la pipeta
vertical hasta el fondo del pocillo al dispensar. No meter aire al
final del paso de pipeteo.

ADVERTENCIA: poner la punta de la pipeta en el borde del pocillo
o dejar que el gel se deslice hacia abajo por la pared del pocillo
puede conducir a la formacion de burbujas en el fondo del pocillo.
Es aceptable dejar 1-2 burbujas pequenas en la superficie. Sacar
las burbujas del fondo del pocillo con un a punta de pipeta limpia
o quitar el gel-colorante y rellenar el pocillo.

. Cerrar con cuidado la estacion de cebado presionando
suavemente hacia abajo la tapa. Esta deberia emitir un chasquido
(clic) cuando se cierre.

. Ajustar la presion en B y el tiempo en 1, como se especifica en el
codigo alfanumérico del chip. La opcion seleccionada en la
estacion de cebado tiene una letra y un numero en negrita sobre
fondo claro.

. Presionar el boton de inicio (Start). Se iluminara el mensaje
“Priming” en la pantalla LCD, la estacion de cebado se
presurizara, y comenzara una cuenta atras. El cebado completo
requiere unos 30 segundos. No abrir la estacion de cebado
durante la cuenta atras.

. Una senal audible indica que el cebado es completo, y aparecera
un mensaje de preparado (Ready) en la pantalla. Abrir la estacion
de cebado presionando hacia abajo la palanca delantera.

. Mirar el chip por debajo e inspeccionar los microcanales por si
hubiera burbujas o una evidencia de un cebado incompleto. El
cristal del chip aparecera opaco y los microcanales se veran con
dificultad si estan cebados adecuadamente. Si se detecta algun
problema, como burbujas o un cebado incompleto, usar un chip

nuevo.
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9. Poner el chip en una superficie limpia para cargar las muestras.

CARGA DE LAS MUESTRAS Y MARCADOR EN EL CHIP

1. Pipetear 9 pL de solucion gel-colorante en el otro pocillo marcado
como GS.

2. Pipetear 9 pL de gel filtrado en el pocillo marcado como G.

NOTA: cada chip requiere 18 pL de solucion gel-colorante y 9 pL
de solucion de gel.

3. Pipetear 5 pL de tampon de carga (tapa amarilla) en cada pocillo
de muestra (1-12) y en el pocillo del marcador, marcado como L.
Inspeccionar los pocillos para asegurarse de que no hay una
formacion excesiva de burbujas tras el pipeteo. Esto puede
hacerse colocando el chip sobre un fondo coloreado y mirando a
través de los pocillos.

NOTA: usar una punta de pipeta nueva para cada pipeteo para
prevenir la contaminacion del stock de buffer de carga. Como
alternativa, poner 70 pL de buffer de carga en un tubo libre de
RNasas y pipetear 5 pL en cada pocillo.

NOTA: asegurarse de que la punta de la pipeta esta centrada y
posicionada verticalmente hasta el final del fondo de los pocillos.
Evitar introducir burbujas en el fondo de los pocillos. Es
aceptable dejar 1-2 burbujas en la superficie.

NOTA: todos los pocillos deberian rellenarse con el tampdén de
carga, aun cuando haya menos de 12 muestras por ejecucion. El
chip no funcionara adecuadamente a no ser que estén llenas.

4. Pipetear 1 pL de marcador de ARN desnaturalizado en el pocillo
marcado como L.

Cada chip deberia tener marcador de ARN cargado en el pocillo
del marcador para precisar la cuantificacion de las muestras y
para alinear las mismas.

5. Pipetear 1 pL de muestra en cada uno de los 12 pocillos de

muestra.
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6. Si se ponen menos de 12 muestras, anadir 1 pL de tampon de
carga, TE o agua DEPC en los pocillos de muestra sin usar.

7. Poner el chip en el vortex Experion, asegurandose de que los clips
ajustan el chip correctamente (con fuerza).

8. Encender el vortex, que funcionara durante 60 segundos y luego
se apagara automaticamente. Quitar el chip cuando el vortex se
pare.

9. Comenzar la electroforesis inmediatamente (en menos de S
minutos) para prevenir una evaporacion excesiva y resultados

pobre o un error en la ejecucion del chip.

EJECUCION DE UN ANALISIS DE ARN

1. Encender la corriente de la estacion de electroforesis Experion
apretando el boton verde que esta en el centro del panel frontal.
Una luz (LED) verde estable sobre el botéon indica que la unidad
esta encendida.

2. Ejecutar el software Experion.

3. Abrir la tapa de la estacion de electroforesis. Poner el chip
cebado, cargado con las muestras, en la plataforma para chips.
Asegurarse de que el chip esta asentado apropiadamente y luego
cerrar la tapa con cuidado.

4. Seleccionar “New Run”. Seleccionar el protocolo RNA StdSens
(Eukaryotic total RNA, Prokaryotic total RNA, mRNA).

5. Seleccionar el numero de muestras a analizar. Presionar el icono
“Start” para que comience la electroforesis.

6. Después de que ha comenzado, el LED de color verde en el centro
del panel frontal de la estacion de electroforesis comenzara a
parpadear.

7. Cuando la ejecucion se complete aparecera un mensaje de “Run
complete”. Quitar el chip de la estacion de electroforesis. Para
prevenir la contaminacion de los electrodos, no dejar el chip en la

estacion durante un periodo largo de tiempo. Es una buena
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practica poner inmediatamente el chip “DEPC water” tan pronto
como se quite el chip de ARN para prevenir que las muestras y/o

buffers se sequen sobre los electrodos.

LIMPIEZA DE LOS ELECTRODOS TRAS UNA EJECUCION

No AW

. Llenar el chip marcado como “DEPC water” con 800 puL de agua

DEPC. Golpear suavemente un lateral para eliminar cualquier
burbuja atrapada en los pocillos.

Abrir la tapa de la estacion de electroforesis y poner el chip de
limpieza en la plataforma para chips.

Cerrar la tapa y dejarla cerrada un minuto.

Abrir la tapa y quitar el chip.

Dejar que los electrodos se sequen durante unos 30-60 segundos.
Cerrar la tapa.

Reemplazar el agua del chip de limpieza tras su uso para prevenir
su contaminacion.

Para guardarlo, eliminar el agua del chip de limpieza y guardarlo

en un lugar limpio.

A.4.4.- PCR

Formacion de la copia de ADN copia

Para la obtencion de ADN copia del ARN mensajero presente en

las muestras, se empled el kit “ThermoScript RT-PCR system” de

Invitrogen del modo siguiente:

- Por un lado se prepararon tubos que contienen 1 pl de Oligo

(dT)20, 7 pl de ARN, 2 pl de mezcla de dNTPs 10 mM y 2 pl de agua

tratada con DEPC. Estos tubos se incuban durante 5 minutos a 65°C y

se colocan en hielo.
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- Por otro lado se prepar6é en un tubo una mezcla de reaccion que
contiene 4 pl de Buffer de sintesis, 1 pl de DTT 0,1 M, 1 pl RNAsa OUT
(40 U/ pl), 1 pl de agua tratada con DEPC y 1 ul de Thermoscript RT

(15 units/ pl) por cada muestra analizada.

- Se anaden 8 pl de esta mezcla de reaccion a cada tubo en hielo.

- Se colocan los tubos en un termociclador Gene AMP PCR System
9700 (Applied Biosystems®, USA) precalentado y se mantiene 1
hora a 50 ° C. La reaccion se termina incubando S5 minutos a

85°C.

-Se anade 1 pl de RNAsa H y se incuba 20 minutos a 37°C.

Empleando el kit TagMan® Gene Expresion Assays (Applied
Biosystems,® USA) y los primers (Tabla 14).

- Se anaden 10 pl de TagMan® Universal PCR Master Mix Assays
(Applied Biosystems®, USA), 1 pl de TagMan® Gene expresion Assay
Mix para el gen correspondiente, 4 pl de agua tratada con DEPC y 5 pl
de ADN copia.

- Se coloca en un sistema de deteccion Gene AMP PCR System
9700 (Applied Biosystems ®, USA), y se somete a las siguientes
condiciones, 10 minutos a 95°C y los 50 ciclos siguientes consistentes

en 15 segundos a 95° y un minuto a 60°C.

Tabla 14- Primers utilizados.

Gene Primer directo Primer inverso

GAPDH AGGTCATCCACGACCACTTC | TGCTGTAGCCAAATTCGTTG

Agrecano | GTCAGGTACCCCATCCACAC | TGTAGCAGATGGCGTCGTAG

Colageno II | AGTCGCTGGTGCTGCTGAC GGGGTCCTTTAGGTCCTACG
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A.4.5.- Electroforesis en gel de agarosa

I. Tampon de carga 6x

Se compone de:

- 0,25% azul de bromofenol (Sigma®) 0,25g

- 0,25% Xilencianol (Sigma®) 0,25g
- 40% de sacarosa (Sigma®) 40 g
- Agua destilada Hasta 100 ml

II. Tampon Tris-Borato-EDTA (TBE)

Se prepar6 una concentracion stock Sx que contenia:

Trizma ® base (Sigma®) S4g
Acido bérico (Sigma®) 27,5g
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 2 ml
Agua destilada Hasta 11

El tampon TBE se utiliz6 a una concentracion 0,5x preparada en

el momento de su utilizacion.

III. Tampon Tris-EDTA (TE)

Esta compuesto por:

10 mM Trizma® base 1,21 g
1 mM EDTA, pH 8,0 0,42g
Agua destilada Hasta 1 L
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Realizacion de la electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa horizontal se utilizo para el
analisis cuantitativo del ADN. En todos los casos se empleé agarosa
comercial como matriz separadora, a concentraciones que oscilaron
entre el 1,5% y el 2%. Las concentraciones mas bajas de agarosa
permiten la separacion de los fragmentos mayores, en cuanto las
concentraciones altas, facilitan la separacion de fragmentos mas
pequenos (hasta 2 Kb).

Para la realizacion de la electroforesis, los geles sumergidos en el
tampon de electroforesis TBE 0,5x se introdujeron en las cubetas de
electroforesis (Biorad®), suministrando una corriente continua de 100
voltios.

El marcador de peso molecular (PM), utilizado fue el GeneRuler™,
con bandas de separacion de 1Kb.

La tincion de los acidos nucleicos se realizé6 mediante el agente
intercalante de bromuro de etidio (Sigma®) anadido a los geles de
agarosa a una concentracion de 0,5 pg/ml. Los geles se fotografiaron

mediante un sistema de video (Biorad®).
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B.- CELULAS TRONCALES DE Ratus norvegicus

B.1.- MATERIALES

Para la obtencion de células troncales, se ha empleado como
animal de experimentacion machos de rata (Ratus norvegicus) de la raza
Wistar. Estos animales, con edades comprendidas entre los 9 meses y
un ano, variando entre los 386 y los 603 g de peso, procedian del
Animalario de la Universidad de Ledén, en el cual se observan las

normas establecidas en relacion con la experimentacion animal.

Las ratas fueron anestesiadas mediante la administracion
intraperitoneal de 75 -100 mg/kg Ketamina y 5-10 mg/kg xilazina; para
proceder a la recogida de grasa abdominal y de la region inguinal
mediante biopsia de una muestra aproximadamente de 2 a 5 gramos.

La cantidad obtenida dependi6 del peso inicial del animal.

Una vez obtenidas las biopsias, se procedié seguidamente a una
serie de lavados con PBS estéril. Este proceso de lavados se realizaba en
condiciones estériles, bajo campana de flujo laminar (Telstar®) y
manteniendo las muestras en PBS (phosphate buffered saline) (Sigma®)
con una solucion antibidtica-antimicotica (Sigma®). Finalmente, el
tejido obtenido se seccion6 en fragmentos mas pequenos
(aproximadamente de 1 cm?2) para poder realizar la disociacion

posteriormente.
B.2.- TECNICAS DE CULTIVO

Para el cultivo de células troncales, se llevo a cabo la disociacion de
los fragmentos procedentes de las biopsias de grasa procedente de la
region abdominal e inguinal, colocandolos en un frasco de cultivo de 50

ml con 25 mL del siguiente medio de disociacion:
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e Medio de cultivo DMEM (Sigma®).
e 0,075 % de colagenasa tipo I (Sigma®).

Después se procede a la disociacion en agitacion durante 1 hora a
37°C. Para bloquear la actividad enzimatica se adiciona una soluciéon de
DMEM con 10% de SFB. La suspension celular resultante, fue
centrifugada a 1200 g durante 10 minutos con el fin de separar la grasa
del agregado celular. Las células se resuspendieron en el mismo medio

de cultivo (DMEM®).

Opcionalmente se pueden lisar las células sanguineas
resuspendiendo el agregado en 1,60 mM de NH4Cl e incubandolo 10

minutos a temperatura ambiente.

B.2.1.- Cultivos en monocapa

A continuacion se lavan las células con PBS y se centrifugan otra
vez. Se filtran a través de una malla de nylon de 100 um para eliminar
los restos celulares. Se incuba toda la noche a 37 °C con 5 % de COz en

un medio control:

- DMEM
-10% SFB

-1% solucion antibidotica-antimicotica

Posteriormente, se realiza un lavado abundante con PBS para
eliminar los restos y las células sanguineas no adherentes. Las células
fueron cultivadas en monocapa hasta su confluencia, en frascos de
cultivo de 25 cm? a 37°C en una atmosfera saturada de vapor de agua y

un 5% de CO2, cambiando el medio de cultivo cada 2-3 dias.

Una vez alcanzada la confluencia en 5 a 7 dias de cultivo, se llevo a

cabo la tripsinizacion. Para ello se lavaron los frascos con PBS; a
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continuacion se anadié una solucion conteniendo 0’05 g de tripsina
1:250 (DIFCO®) y 0’02 g de EDTA (Sigma®) en 100 mL de PBS durante
de 5-10 minutos a 37°C. Una vez desprendidas las células del sustrato
plastico, se realizé6 un contaje en una camara de contaje celular y se
determino su viabilidad mediante una tincion de exclusion con azul
Trypan (Sigma®). Posteriormente se sembraron de diversas formas:
cultivos en monocapa, cultivos en agregacion y cultivos en micromasa.
A los cuatro dias de cultivo con estos productos, el portaobjetos
plastico (Thermanox®) utilizado fue extraido de cada pocillo para
realizar los estudios de inmunofluorescencia indirecta,
inmunohistoquimica, microscopia optica y microscopia electronica, tal y
como se detalla en los apartados correspondientes. Ademas, se llevo a
cabo un control diario de los cultivos mediante el microscopio de

contraste de fases.

B.2.2.- Cultivo en agregacion

Se realiz6 del mismo modo que se recoge en el punto A.2.2. del
material y métodos, pero utilizando células troncales procedentes del

tejido adiposo.

B.2.3.- Cultivo en micromasa

Las células cultivadas y amplificadas en monocapa fueron usadas
al final del cuarto pase para preparar agregados celulares. Las células
del tejido adiposo fueron subcultivadas hasta que alcanzaron una
confluencia de 70 a 80 %, con el fin de evitar favorecer la inhibicion del
crecimiento y la rediferenciacion espontanea. Los cultivos fueron
lavados con PBS, para eliminar el SFB que estaba presente en el medio.
El PBS se aspird, y se anadio 0,05% de tripsina-EDTA. Los cultivos
fueron recolocados en la estufa a 37°C, durante 5 a 10 minutos.
Cuando las células se despegaron, se anadié SFB, para inhibir la

tripsina. Las células se recogieron en un tubo de 15 ml, y fueron
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centrifugadas durante 10 minutos a 1200 g. El sobrenadante se
elimin6, y se anadi6 una solucion de DMEM, SFB vy
antibiotico/antimicético.

Las células fueron contadas en el hematocitometro y el volumen
de suspension se ajusto a la densidad final de 1,25 x 10° células/ml. La
solucion se agito lentamente para homogeneizarla. Se pusieron 10 pl de
esta solucion en placas de 24 pocillos y se mantuvieron en la estufa a
37°C durante 2 horas para lograr que se adhirieran al plastico. Al final

de estas dos horas se anadio el medio condrogénico.

B.2.4.- Cultivo en biomateriales

B.2.4.1.- Cultivo en poly-d-glicélico

Preparacién del biomaterial

Se wutilizé sutura sintética reasorbible SA90® (tamano O;
LorcaMarin s.a. ®), constituida por acido poliglicolico trenzado y
recubierto por policaprolactona y estereato de calcio.

Se trenzaron varios hilos para obtener un biomaterial de mayor

tamano.

Técnica de cultivo de las células

Se tripsinizaron las células y se contaron en el hematocitometro.
A continuacion se resuspendieron las células en 4 ml de medio de
cultivo en un tubo de 15 cm? y que contiene el biomaterial. Se
centrifugaron a 1200 g durante 10 minutos y se mantuvieron en estufa
con 5 % CO2 a 37 ° C.

Se observard el biomaterial en un microscopio de contraste de
fases. También se observd en un Ilupa estereoscopica (Nikon

Stereoscopie Zoom Microscopio SMZ 1500®).
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B.2.4.2.- Cultivo en agar

Para poder estudiar el comportamiento de estas células en agar se

realizo:

e Tripsinizar.

e Centrifugar 10 minutos a 1200 g, eliminar el sobrenadante
y diluir en 100 microlitros de DMEM.

e Preparar el agar a 2%.

e Dejar enfriar hasta justo antes de solidificar y adicionar las
células. A continuacion mezclar.

e Colocar durante 5 minutos en la nevera.

e Realizar cortes con la ayuda de una espatula y colocar en la

multiplaca con medio de cultivo.

B.2.4.3.- Colageno

Se anadio a los cultivos colageno tipo I (Sigma®), conjugado con

FITC 0,01 mg/ml de solucion.

B.2.5.- Congelacion celular

Con el fin de mejorar la eficiencia de los procesos, tuvimos que
optimizar el protocolo de congelacion de las células. De esta forma,

probamos dos soluciones distintas de congelacion.

1- Las células son tripsinizadas y lavadas con PBS.
2- Son centrifugadas a 1200 g durante 5 minutos.
3- Se decanta el sobrenadante.

4- Se descomplementa el SFB 1h a 60 ° C.

5- Estudiamos dos métodos distintos de congelacion celular:
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A) Con 10% de DMSO, 10% de medio y 80 % de Suero.
B) Con 10% de DMSO, 80 % de medio y 10% de Suero.

6- Por cada 7 x10 ¢ células usamos 350 microlitros de la solucién

de congelacion.
7- Poner en un contenedor de alcohol isoamilico 1 dia a -80°C.

8- Pasar las muestras a -196°C.

B.3.- TECNICAS DE DIFERENCIACION CELULAR

B.3.1.- Induccion de la condrogénesis

Se adicion6 a los cultivos en micromasa diversas soluciones con el

objetivo de probar su capacidad para la diferenciacion condrogénica.

Solucidén control - 90 % DMEM + 10 % SFB.
Solucion diferenciadora - 10 ng/ml de TGFB1+ 6,25 ug/ml ITS+
50 nM de Ascorbato-2-fosfato.

B.3.2.- Induccion de la neurogénesis

Se wutilizo el protocolo de Woodbury et al. (2000), para la
diferenciacion neurogénica. De esta forma, se realiz6 una preinduccion
con una solucion de 20% SFB en DMEM y 1mM de -mercaptoetanol
durante 24 horas. Después las células fueron lavadas con PBS y
transferidas a un medio de inducciéon, compuesto por DMEM sin suero,
antibidtico y con una concentracion entre 5 -10 mmol/ml de

mercaptoetanol, durante un tiempo maximo de 10 dias.
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B.4.- TECNICAS DE MICROSCOPIiA
B.4.1.- Técnicas de microscopia optica
En este apartado se siguieron los mismos pasos que se han

descrito previamente en los apartados A.3.1.1 y A.3.1.1.3 (Técnicas

generales de procesado de las muestras para microscopia 6ptica).

Para su observacion mediante microscopia optica, las células

fueron cultivadas sobre sustrato plastico y Thermanox®.

B.4.1.1.-Fijacion

B.4.1.2.- Inclusion en parafina

Las células troncales de tejido adiposo de rata incluidas en agar

fueran incluidas en parafina.

B.4.1.3.- Histoquimica.

Se realizaron distintas técnicas de histoquimica con el fin de
determinar la presencia en las preparaciones, de mucopolisacaridos,
sustancia de Nissl y lipidos. Para ello se utilizaron los siguientes
protocolos:

a. Hematoxilina/Eosina

b. Azul Alcian 8 GX (Sigma®)

c. Coloracion de van Nissl (Gabe, 1968)
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d. Oil Red O

Preparacion de la solucion de almacenamiento

- Diluir 0,5 g de Oil Red O (Sigma®) en 100 ml de

isopropanol.

Protocolo de tinciéon

- Lavar las placas con PBS.

- Fijar las células cobriendolas con PBS + 10 % de
formaldehido o con formalina disponible comercialmente.

- Dejar las células fijando al menos durante 15 minutos, o
toda la noche, a temperatura ambiente, alternativamente las
placas pueden mantenerse a 4°C, hasta que las multiplacas sean
recogidas.

-Preparar la solucion de trabajo de Oil Red O (hacer siempre
fresco porque la solucion de trabajo es muy instable, precipita con
facilidad) anadiendo 6 ml de solucion de almacenamiento en 4 ml
de agua ddH20. Mezclar y filtrar a través de un papel de filtro
Whatman #1. El proceso de filtracion tarda bastante tiempo, y no
se aconseja aplicar vacio porque tiene demasiadas impurezas
para filtrar. Hacer S ml por 10 cm de placa a tenir.

- Eliminar el agente fijador y anadir la solucion de trabajo
de Oil Red O.

- Esperar por lo menos 1 hora a temperatura ambiente.

- Lavar varias veces con cuidado, con agua destilada para
eliminar el exceso de tincion y algun precipitado que se forma.

- Mantener las células en agua.

- Quitar el agua destilada y permitir que las placas sequen
al aire.

- Observar las placas.
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B.4.1.1.4.- Inmunofluorescencia directa

Las muestras se fijaron como se indica en el punto A.3.1.1.1. La
inmunofluorescencia directa se realiz6 como explicamos en el punto
A.3.1.1.5 utilizando los anticuerpos monoclonales de hamsters Anti-
Rat CD29 conjugados con FITC (Pharmingen/BD Biosciences®) con la
dilucion de 1:1000.

B.4.1.1.5.- Inmunofluorescencia indirecta

Las muestras se fijaron como se recoge en el punto A.3.1.1.1. La
inmunofluorescencia indirecta se realiz6 de igual modo al descrito
A.3.1.1.5 utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal
purificado mouse Anti-Rat CD73 (Pharmingen/BD Biosciences®) con la
dilucion 1:1000. Como anticuerpo secundario se utilizo el anticuerpo
monoclonal Rat anti-mouse IgG: conjugado con FITC, con las diluciones

1:25 o 1:50.

B.5.- TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

En este trabajo se realizaron, asimismo, estudios mediante
microscopia electronica de transmision y de barrido.

El microscopio electronico de transmision JEOL 1010, se empleo
para la observacion de células troncales del tejido adiposo incluidas en
agar.

El microscopio electronico de barrido JSM-6480 de JEOL, se
utilizo para analizar muestras de cultivos de células troncales de tejido
adiposo en diversos pases y estas mismas células cultivadas en hilos de

poliglicolico.
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B.5.1.- Protocolo de microscopia electronica de transmision

Como se ha referido en el punto A.3.2.1. del material y métodos,

pero utilizando células troncales de tejido adiposo incluidas en agar.

B.5.2.- Protocolo de microscopia electronica de barrido

Esta técnica de microscopia electronica de barrido se utilizo para
observar células cultivadas en monocapa sobre portaobjetos de plastico
de 13 mm de diametro (Thermanox®) y para células cultivadas en hilo

de acido poliglicélico.

FIJACION

Los portaobjetos se mantuvieron 15-20 minutos a temperatura
ambiente en una solucion fijadora (Karnowsky: 2% Glutaraldehido y 5%
Paraformaldehido en PBS 0’1 M, pH 7’2). A continuacion se hicieron 3
lavados consecutivos con una solucion tampon de PBS 0’1 M a 4°C, con
un intervalo de 10 minutos entre cada uno de ellos.

A continuacion se llevaron a cabo los procesos de deshidratacion

y desecacion, siguiendo los protocolos habituales.

RECUBRIMIENTO

Las muestras ya desecadas fueron montadas sobre los porta-
objetos metalicos del microscopio electronico de barrido empleando
cinta de carbono conductora. Se realizo el recubrimiento metalico o
sputtering de las muestras mediante un sputter coatter SCD 004 de

Balzers obteniendo una capa de oro paladio de 300 A.

Las muestras se examinaron en un microscopio electronico de

barrido JSM-6480 de JEOL.
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B.6.-CITOMETRIA DE FLUJO

B.6.1.-Preparacion de muestras para su analisis

Para preparar las muestras, se lavaron los frascos de cultivo con
PBS; a continuacion se anadiéo una solucion conteniendo 0’05 g de
tripsina 1:250 (DIFCO®) y 0’02 g de EDTA (Sigma®) en 100 mL de PBS
durante 5-10 minutos a 37°C. Una vez desprendidas las células del
sustrato plastico, se realiz6 un contaje en una camara de contaje
celular y se determiné su viabilidad mediante una tincion de exclusion

con azul Trypan (Sigma®).

Se utilizaron técnicas distintas para los diferentes anticuerpos.

Inmunofluorescencia directa

1- Lavar las células disociadas al menos una vez con 1 ml de tampon

frio.

TAMPON:
PBS 7,4.
2% SFB 6 0,2 %.
0,1 % Azida sodica.

2- Resuspender las células en tampon frio.

3- Mientras tanto, anadir 50 microlitros de tampon y SO microlitros de
anticuerpo monoclonal (diluciéon 1:100) a los tubos.

4- Anadir 50 microlitros de la suspension celular a los tubos.

5- Agitar brevemente e incubar durante 30 minutos a 4°C en oscuridad.
6. Lavar dos veces con 0,5 ml de tampon, centrifugar a 250 g durante 5
minutos (2000 rpm durante 10 minutos).

7. Resuspender las muestras en 0,5 ml de tampon y mantenerlas a 4° C

en el frigorifico (o en hielo), antes del analisis.
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Inmunofluorescencia indirecta

1-5 Procesar las muestras celulares como se describe previamente,
utilizando una diluicion 1:1000 de trabajo del anticuerpo monoclonal

sin marcar (no fluorescente).

6.- Resuspender el agregado celular en 100 microlitros de la dilucion de
trabajo del anticuerpo secundario marcado con fluoresceina con la

dilucion 1:50.

7.- Agitar brevemente e incubar 20 minutos en el frigorifico.

8.- Lavar dos veces con 1 ml de tampon, centrifugar a 250g durante 5

minutos.

9.- Resuspender las muestras en 1 ml de tampon y mantenerlas a 4 ° C

en el frigorifico (o en hielo) protegido de la luz antes del analisis.

B.6.2.- Adquisicion y analisis

En el presente trabajo se utilizo un citometro de flujo modelo
FACSort (Becton Dickinson ®) equipado con un laser de argon Cryonics
de 15 mW y operando a una longitud de onda de 488 nm (Fig. 4). La
senal SSC fue detectada por un fotomultiplicador IP28. La emision
fluorescente verde fue recogida por el canal fotodetector FL1 con un
filtro 530/30 y un fotomultiplicador FMT R1477.

Para poner a punto el método citometrico se procedio a la
calibraciéon del citémetro. Esta se realiz6 segiin los parametros
establecidos por el fabricante con el Kit facilitado para tal efecto (Color
Lyse/Wash FACSComp, BD Bioscience®) y el software propio
(FACSComp 4.1., BD Bioscience®).
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Figura 4 - Esquema general de funcionamiento del citometro de flujo.

Se analizaron siempre que fue posible, 10.000 células por
muestra. Los datos fueron analizados y adquiridos a través del
programa CellQuest®. Se creo un primer grafico de adquisicion de datos
en el que se representaron las particulas detectadas segin senales FSC
y SSC. Después de obtener este grafico, se utilizaron diversas muestras
celulares marcadas y no marcadas, con el fin de localizar la poblacion
celular, escogiendo la region de estudio. El resto de las particulas
detectadas se consideraron residuos contaminantes de la muestra. Las
particulas que representan a las CTDTA se trasladaron a otro grafico
representando la senal FL1.

Para cada muestra marcada se utilizé una muestra de células no
marcadas que nos va a servir como referencia (cero o fondo), para

calcular la autofluorescencia de estas células.
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Los resultados fueron analizados en ordenador personal
utilizando el programa Win MDI®, version 2.8. Los dados fueron
tratados en programa Microsoft Office Excel 2003. Para la comparacion
de las medias de tamano y complejidad se utilizo el test t de Student y,
para la comparacion de proporciones se utilizo el test Z (Variable

normal estandardizada).
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C.- CELULAS TRONCALES DE Eqqus caballus

C.1.- ANIMALES

Para la obtencion de células troncales se ha empleado como animal
de experimentacion el caballo (Equus caballus) de 410 kg de peso y de
39 meses de edad, castrado. Este animal, procedia de la Facultad de
Veterinaria de Nantes, en el cual se observan las normas establecidas
en relacion con la experimentacion animal.

El caballo fue sedado mediante la administracion intravenosa de
romifidina 0,1 mg/kg y butorfanol 0,2 mg/kg. A continuacion fue
anestesiado mediante la administracion intravenosa 50 mg/kg de
gliceril guayacol éter (25 gramos en 500 ml solucion fisiologica) y
ketamina 2,1 mg/kg. Posteriormente se coloco el animal con anestesia
inhalatoria con isofluorano y se procedio a la recogida de la grasa
infrapatelar.

Una vez obtenida la biopsia, se procedié seguidamente a una serie
de lavados con PBS estéril. Este proceso de lavados se realizaba en
condiciones estériles, bajo campana de flujo laminar y manteniendo las
muestras en PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma®), con una
solucion antibiética-antimicética (Sigma®). Finalmente, el tejido
obtenido se seccion6é en trozos mas pequenos (aproximadamente de 1

cm?) para disociarlos posteriormente en los cultivos celulares.
C.2.- AISLAMIENTO DE LAS CELULAS

- El tejido adiposo previamente aislado (cerca de 30 ml), fue
reducido a pequenos fragmentos con la ayuda de pinzas, tijera y
bisturi estéril.

- Se lavan varias veces con PBS o HBSS para eliminar la sangre.

- Se digiri6 con colagenasa a 0.025% (Sigma®, collagenase crude

type I A C2674).
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Para 15mL de tejido:
» 5Smg de colagenasa.
* 20mL de HBSS.
- Incubar 1H a 37°C., en agitacion (se obtiene un producto
Cremoso).
- Anadir 10 % de SFB a un volumen de DMEM, para parar la
reaccion.
- Dejar decantar algunos minutos sobre la campana, obtenemos 2
fases:
- La fase superior conteniendo la grasa y los adipocitos.
- La fase inferior conteniendo la fraccion estromal.
- Centrifugar 5 minutos a 1200 rpm.
- Aspirar la fase adipocitaria superior.
- Resuspender la fase inferior y filtrarla sobre un filtro de 70um.
- Centrifugar 8mn a 1200 rpm.
- Aspirar el sobrenadante.

- Resuspender las células en el DMEM.

Lisis de los eritrocitos:

- Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm.

- Aspirar el sobrenadante.

- Anadir 1mL de red blood cell lysis buffer hybri-max (Sigma
R7757) por cada 100 millones de células.

- Agitar durante 1 minuto.

- Anadir 15 a 20 mL de medio por mL de red blood cell lysis buffer
hybri-max anadido.

- Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm.

- Aspirar el sobrenadante.

- Resuspender las células en DMEM.

Sembrar 3 frascos de 75 cm? con aproximadamente 48000 células/cm?

en 6.5 mL de la solucion.
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C.3.- CULTIVO DE CELULAS

El medio de cultivo utilizado es DMEM alta glucosa, SFB 10%,
penicilina/estreptomicina 1% (P/E), L-glutamina 1%. Se mantiene en

cultivo 10 dias antes de congelar.

C.3.1.- Protocolo de cultivo de células en frascos de 75 cm?

- Retirar el medio del frasco de 75 cm? por aspiracion.
- Introducir 5 mL de tripsina/EDTA precalentada a 37°C.
- Colocar 2 minutos en la estufa a 37°C, 5 % COa.
- Durante este tiempo, preparar un frasco de 50 mL con 10 ml de
medio.
- Verificar que las células estén bien despegadas e individualizadas.
- Recoger los 5 mL de tripsina/EDTA y lavar el tapete celular.
- Introducir los 5 mL de tripsina/EDTA en el frasco de 50 mL
contiendo los 10 ml de medio.
- Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm.
- Aspirar el sobrenadante del frasco.
- Resuspender el sedimento en 10mL de medio.
- Hacer el contaje de las células por coloracion con azul trypan y
contaje en camara de Newbauer.

- Sembrar 10.000 células/cm?.

C.3.2.- Protocolo de siembra en cell stack

- Retirar el medio de 10 F75 por aspiracion.

- Introducir 5 mL de tripsina/EDTA precalentada a 37°C.

- Colocar 2 minutos en la estufa a 37°C, 5 % COa.

- Durante este tiempo, preparar 2 frascos de 50 mL con 25 ml de
medio.

- Verificar que las células estén bien despegadas e individualizadas.

- Recoger 5 mL de tripsina/EDTA y lavar el tapete celular.
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- Anadir los 5 mL de tripsina/EDTA (repetir la etapa precedente con

la F75 N°2) en el frasco de 50 ml, conteniendo los 20 ml de medio.

Repetir esta etapa con los F75 N°3, 4 y 5 para el frasco N°2)

- Centrifugar los tubos 8 minutos a 1200 rpm.

- Recoger el sobrenadante del tubo, y resuspender el sedimento en

25mL de medio.

- Hacer el contaje de las células por coloracion con azul trypan y

contaje en camara de Newbauer.

- Sembrar 10. 000 células/cm?

C.4.- CONGELACION DE LAS CELULAS

Aspirar el medio de los frascos.

Introducir 5 mL de tripsina/EDTA precalentada a 37°C.

Colocar 2 minutos en la estufa a 37°C, 5 % COa.

Durante este tiempo, preparar un tubo de 50 mL con 10 ml de
medio.

Verificar que las células estén bien despegadas e individualizadas.
Recoger los 5 mL de tripsina/EDTA y lavar el tapete celular.
Anadir los 5 mL de tripsina/EDTA a un frasco de 50 mL
conteniendo los 10 ml de medio.

Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm.

Recoger el sobrenadante del tubo.

Resuspender el sedimento celular en 10mL de medio.

Hacer el contaje en camara de Newbauer de las células con
coloracion por azul trypan.

Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm.

Resuspender el sedimento celular en 6,5 mL de SFB.

Introducir S00uL de la suspension en cada criovial.

Anadir 500uL de SFB a 20% de DMSO (agente criopreservante)

para obtener una concentracion final en DMSO del 10%.
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C.5.

Congelar durante la noche a -80°C en un contenedor de
isopropyleno, que permite una disminucion lenta de la
temperatura (1°C por minuto).

Después de 24h introducir las células en nitrogeno liquido
anotando el canister y la cana.

El resto de las células en suspension (5.000.000 de células) son
centrifugadas durante 8 minutos a 1200 rpm, siendo lavadas a
continuacion en PBS.

Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm. Aspirar el sobrenadante y

congelar a -80°C.

- PROTOCOLO DE DESCONGELACION DE CELULAS

Las células son conservadas en DMSO (Criopreservante), en
nitrogeno liquido.
Introducir 10 mL de medio de cultivo atemperado a 37°C en un

tubo Falcon de 50 mL.

- Colocar el criovial conteniendo las células al bafio maria.

- Recoger las células y transferirlas a 10 mL de medio de cultivo.

- Centrifugar 8 minutos a 1200 rpm.

- Colocar 5 mL de medio en un falcon de 75 marcado.

- Retirar el sobrenadante por aspiracion.

- Resuspender las células con 10 mL de medio (15 mL totales por un

Falcon de 75).

-Verificacion de la presencia de células por observacion al

microscopio.

- Incubar a 37°C, sobre atmosfera huumeda, a 5% de COa..

- Modificar el medio de cultivo después de 24 horas.
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C.6.- DIFERENCIACION CONDROGENICA DE CELULAS TRONCALES
DE TEJIDO ADIPOSO (GRASA INFRAPATELAR) DE CABALLO

C.6.1.- Medio condrogénico normal

Condiciones probadas:

- 3 dimensiones (Agregados).
- Medio control versus medio condrogénico.
- Normoxia versus hipoxia.

- D3, 15, 30 y 40.

DO D3 D15 D30 D40

Introducir en
hipoxia y medio
condrogénico

Preparacion de los cultivos tridimensionales (96 tubos):

0 Mezclar bien 500.000 células/mL.

0 Repartimos la suspension siguiendo el esquema que

mostramos a continuacion (Fig. 5).

Normoxia CT
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Normoxia CH

Hipoxia CT

Hipoxia CH

Figura 5- Representaciéon esquematica del experimento en tres dimensiones.

0 Centrifugamos los tubos 8 minutos a 1.200 rpm.
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Medio condrogénico probado:

- DMEM, 1% P/E; 1% L-Glutamina.
- TGF-f1 10ng/ml.
- Insulina 6.25ug/ml.

- Acido ascérbico 50nM.

Preparacion de medio condrogénico:

Preparar 250 ml de DMEM, con 1% penicilina/estreptomicina, 1% L-
glutamina e ITS (6.25 ug/ml de insulina; 6.25ug/ml de transferrina;
6.25 ng/ml de selenite de sodio).

- 242 ml de DMEM.

- 2.5ml de P/E.

- 2.5ml de L-glutamina.

- 3.125 ml de ITS a 500ug/ml.

Este medio sirve de base y se mantiene a 4°C. En adelante, antes
del cambio de medio, se junta la concentracion final de TGF-f de 10
ng/ml y de acido ascorbico 50nM final (los stocks de TGF-f son

preparados y alicuotados).
El acido ascorbico debe ser preparado justo antes de su utilizacion:
- Solucién a 1M
0 Pesar 1.98 g de acido ascorbico.
0 Diluir en 10 ml de medio base (DMEM, 1% P/E, 1% L-

glutamina).

- Solucién a 1mM

0 Pipetar Sul de solucion a 1M.
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0 Diluirlos en 5 ml de medio de base (DMEM, 1%P/E, 1% L-

glutamina).

- solucioén a 1uM
0 Pipetar Sul de solucion a ImM.
0 Diluirlos en 5 ml de medio de base (DMEM, 1%P/E, 1% L-
glutamina y ITS).

Para 50 ml de medio:
- Recoger 10ul da solucion stock de TGF-3 a S0ug/ml.

- Recoger 2 ml de solucion de acido ascorbico a 1uM.

Medio control

—>
Normoxia 3D 500 000
células/agregado Medio
(x6) — condrogénico

ATSC Total (GIP)
Caballo
39 millones de
células

> Medio control
Hipoxia 3D 500 000

> células/agregado

condrogénico

C.6.2.- Medio condrogénico con dexametasona

Condiciones probadas:

- 3D (agregados) versus 2D.
- Medio control versus medio condrogénico + Dexametasona.
- Normoxia versus hipoxia.

- D3, 15, 30 y 40.
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DO D3 D15 D30 D40

Introducir en hipoxia
y medio
condrogénico con
Dexametasona

Preparacion de la placa de cultivo de 6 pocillos:

- 3 pocillos control y 3 en medio condrogénico.
- Para cada tiempo de cultivo una placa en hipoxia y otra en

normoxia (Fig. 6).

Dia 15 NCH Dia 15 NCH

& X )
066 066

Dia 30 NCH Dia 30 NCH

000 900

Figura 6- Representacion esquematica del experimento de diferenciaciéon condrogénica en dos

dimensiones.

Preparacion de los cultivos tridimensionales (96 tubos):

0 Mezclar bien 500.000 células/mL

0 Repartimos la suspension siguiendo el esquema (Fig. 7) que

mostramos a continuacion:
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Normoxia CT

Normoxia CH

Hipoxia CT
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Hipoxia CH

X6 X6

Figura 7- Representacion esquematica del experimento en tres dimensiones.

0 Centrifugamos los tubos 8 minutos a 1.200 rpm.

Medio condrogénico probado en 2D y 3D

- DMEM, 1% P/E; 1% L-Glutamina.
TGF-B1 10ng/ml.
ITS (6.25 pg/ml de insulina; 6.25ug/ml de transferrina; 6.25ng/ml

de sodio selenite).

Acido ascoérbico 50nM.

Dexametasona (Sigma D4902): 10-8 M.

Toda la preparacion de los cultivos 3D y del medio condrogénico se
realiza de la misma manera que hemos descrito en el apartado C.5.1,

anadiendo dexametasona preparada como indicamos a continuacion.

Preparacion de la solucion madre de dexametasona a 1X104 M
(51 ml):
Pesar 2 mg en un tubo de 50 ml en la campana.
Anadir 51 ml de etanol (con la ayuda de una jeringa) y
agitar hasta lograr su disolucion completa.

Congelar a -20°C, estable durante 12 meses.
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. Preparacion de la solucion de dexametasona a 1X106 M (51 ml):
Anadir 0.5 ml en un tubo de 50 ml estéril en la campana.
Completar hasta 50 ml (adicion de 49.5 ml) con PBS estéril.
Aliquotar en cantidades de 5 ml.
Congelar a -20°C, estable seis meses o hasta la fecha de

expiracion de la solucion madre.

Para 50 ml de medio:
- Recoger 10yl de la solucion stock de TGF-3 a SOug/ml.
- Recoger 2 ml de la solucion de acido ascorbico a 1uM.
- Recoger 500 uL de solucion de dexametasona a 1X10-°M.

- Entre 47,5 mL de medio.
C.7.- TECNICAS HISTOLOGICAS (Gabe, 1968)
Se llavaron a cabo las siguientes técnicas histologicas:
C.7.1.-Hematoxilina-eosina

C.7.2.-Azul de Alcian
C.7.3.-Tricromica de Masson (TM)
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4.- RESULTADOS
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4.1.- INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA
DIFERENCIACION DE LOS CONDROCITOS AURICULARES
DEL CONEJO

4.1.1.- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR in situ

Para conocer mejor las caracteristicas de la matriz extracelular
auricular de conejo y sus relaciones con las células, realizamos estudios
in situ, mediante técnicas de microscopia Optica, microscopia
electronica inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y biologia

molecular.

Caracterizacion morfologica

Microscopia 6ptica

En el cartilago auricular de conejo, teniido con la coloracion
Hematoxilina y Eosina (H/E), se observaron 3 regiones o zonas
morfologicamente distintas: una zona pericondral, una zona limitrofe y
una zona central. En la zona pericondral las células presentan un
fenotipo tipicamente fibroblastico. En la zona limitrofe, que se localiza
adyacente al pericondrio, las células tienen un citoplasma mas
abundante. La zona central contiene condrocitos de gran tamano,
redondeados, totalmente diferenciados.

También se puede observar una diferencia significativa de tincion
entre la matriz interterritorial (que aparece mas clara) y la matriz
territorial que se nota mas intensamente tenida. Se puede observar,
asimismo, que existen varios condrocitos circundados por la misma
matriz territorial, que pertenecen, por lo tanto, al mismo grupo isoégeno

(Fig. 9A).
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Microscopia electrénica de transmision

Por microscopia electronica de transmision, estudiamos las
distintas regiones del cartilago auricular. Las células de la zona
pericondral presentaron contornos irregulares, mostrando numerosas
depresiones y extensiones digitiformes; estas caracteristicas se
observaron también, en las otras zonas. La matriz de la zona
pericondral esta formada fundamentalmente por fibrillas de colageno,
pudiendo aparecer fibras elasticas maduras.

La zona limitrofe por su parte, contiene células con un citoplasma
mas abundante rico en organelas: mitocondrias, complejo de Golgi,
reticulo endoplasmatico granular con cisternas moderadamente
dilatadas. Se pueden observar pequenas vesiculas de contenido denso,
acumulado predominantemente en la zona del aparato de Golgi y
vesiculas de mayor tamano similares a los lisosomas. En el citoplasma
aparecen cantidades variables de glicogeno formando granulos. En la
zona mas profunda, los condrocitos contienen una o mas gotas
citoplasmaticas de lipidos. En la region mas periférica, las células se
encuentran envueltas por una capsula de matriz pericelular, rica en
fibras.

La zona central contiene condrocitos grandes, redondeados,
totalmente diferenciados, normalmente con una unica gota lipidica
citoplasmatica de gran tamano (10-20 pm). La gota lipidica ocupa la
mayor parte de la célula, de forma que desplaza al citoplasma y el
nucleo hacia la periferia (Fig. 8A). Se observan pocas mitocondrias y un
reticulo endoplasmico rugoso bastante desarrollado (Fig. 8B). Junto a la
membrana plasmatica aparecen bastantes vesiculas, conteniendo
precursores de la matriz extracelular (Fig. 8C). Al igual que
describiamos en la region limitrofe, la capsula de matriz pericelular es
ocupada por fibrillas de colageno (Figs. 8D y 8E). En la matriz
interterritorial puede observarse la elastina como un componente

amorfo separado y dividido por microfibrillas (Fig. 8F).

149



Resultados

Figura 8- Microfotografias del cartilago auricular de conejo obtenidas por microscopia electronica de transmision.
A.Condrocito auricular presentando una vacuola lipidica de gran tamano(l) con nucleo aplastado en forma de
rinén(2); B.Se puede observar RER bastante desarrollado (3); C. Membrana plasmatica liberando componentes de la
matriz presentando microvilosidades (4); D. Imagen de la capsula pericelular (5) envolviendo el condrocito;

E.Vesiculas en la matriz pericelular; F. Fibras elasticas (6) en la matriz interterritorial.
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Caracterizacion de la distribucion de los componentes de la

matriz extracelular e integrinas de membrana

Constatamos por el método de van Gieson, que en la matriz
territorial e interterritorial, se pueden observar con relativa facilidad las
fibras elasticas (Fig. 9B).

Cuando estudiamos la presencia de proteoglicanos constatamos
una fuerte tincion en la region de la matriz territorial (Fig. 9C).

Utilizando técnicas de inmunofluorescencia indirecta se ha
demostrado que el cartilago auricular expresaba colageno tipo II. Se
observo una fuerte expresion de este tipo de colageno en la matriz
pericelular, una menor tincién en la matriz territorial e interterritorial y

no fue observada coloraciéon alguna en el pericondrio (Fig. 9D).

Figura 9- Estructura del cartilago adulto A. Apariencia general con Hematoxilina y Eosina (x100);

B.Coloraciéon de van Gieson para las fibras elasticas (x100); C. Coloraciéon con Azul de Alcian (x50);

D.Inmunofluorescencia indirecta para el colageno tipo II (x25).
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También utilizamos técnicas de inmunofluorescencia directa para
determinar la expresion de integrinas en el cartilago auricular, siendo
observada por microscopia confocal. Se constaté la presencia de
fluorescencia positiva del cartilago auricular de conejo para las
integrinas probadas, concretamente: las subunidades beta 1, la a5, la

B3 y para el heterodimero av33 (Figs. 10 A-D).

Figura 10- Expresion de integrinas en el cartilago auricular adulto, observado en microscopio confocal.
A.Marcacién positiva para la subunidad f (x180); B. Marcacion positiva para la subunidad a5 (x100);

C.Marcacién positiva para la subunidad 3 (x120); D. Marcacién positiva para el heterodimero av33 (x130).

La fluorescencia positiva para estas integrinas se observo
principalmente en la membrana de los condrocitos y en el anillo
pericelular, mientras que en la matriz interterritorial no se observa

tincion significativa.
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Inicio de 1la biosintesis de los componentes de la matriz

extracelular

Después de la realizacion de la extraccion de ARN, evaluamos la
cantidad y pureza de las muestras a analizar mediante los siguientes

métodos:
Cantidad y pureza del ARN por electroforesis automatica- Experion®
Por electroforesis automatica observamos que la cantidad y

calidad del ARN obtenido era adecuada. El ratio entre la subunidad

18S/28S era buena (Fig. 11 y Tabla 15).
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Figura 11- Electroforesis automatica de muestra obtenida a partir de cartilago auricular de conejo.
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Tabla 15- Datos cuantitativos obtenidos por electroforesis automatica.

Fragmento Nombre T Inicio T Final Area % del Area
Total
1 18S 40.25 42.60 8.54 7.54
2 28S 46.90 49.55 12.71 11.22

Area de ARN- 113.31
Concentracion de ARN -33.62 ng/ul
Ratio [28S/18S]-1.49

Por RT-PCR semicuantativa se estudi6o la expresion de colageno
tipo II y agrecano en el cartilago auricular de conejo (Fig. 12). Se utilizo
la expresion de estos genes como marcador es de diferenciacion del
cartilago. Observamos una expresion positiva para el agrecano y

colageno tipo II. Como control positivo se usé la GAPDH y negativo el

agua.

Figura 12 — RT-PCR semi-cuantitativa de ARN obtenido de oreja de conejo. X. ADN Ladder; 1.Agua; 2y
3.Cartilago de conejo GAPDH; 4 y 5. Cartilago conejo col2al; 6 y 7. Cartilago de conejo Agcl.
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4.1.2.- CULTIVO, OBTENCION Y CARACTERIZACION DE CELULAS
CARTILAGINOSAS

4.1.2.1.- Cultivos de condrocitos

A) Células cultivadas sobre superficies pldsticas

Los condrocitos auriculares en primer lugar fueron digeridos para
aislarlos de su matriz extracelular, y posteriormente cultivados,
observandose que las células se mantenian en suspension las primeras
48 horas. A continuacion, comienzan a adherirse al sustrato plastico
perdiendo su forma redondeada caracteristica, tomando una forma
fibroblastica, desarrollando filipodios y adquiriendo forma de huso (Fig.
13A). En este momento, las células empiezan a interactuar entre ellas
formando condensaciones (Fig. 13B). Las células del centro de las
condensaciones se redondean, produciendo matriz refringente, sin
embargo, las células de la periferia mantienen una apariencia
fibroblastica. Cuando forman una monocapa completa, las células se
redondean y aparecen poligonales (Fig. 13C).

En los pases siguientes los condrocitos auriculares demostraron
tener una buena capacidad de proliferacion, pero con una capacidad
limitada de produccion de matriz, por lo que parece que se encuentran
en un estado mas desdiferenciado. Cuando las células se someten a
varios pases empiezan a aumentar su tamano, aparecen diversas
prolongaciones y disminuye su capacidad de proliferacion, tomando
una forma pleomoérfica caracteristica (Fig. 13D). Estas células tienen
cierta dificultad para formar wuna monocapa, y no originan

condensaciones.
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Figura 13- Cultivos de condrocitos auriculares de conejo en diferentes momentos. A.Células después de 48
horas en cultivo, con apariencia fibroblastica (x50); B. Inicio de la formaciéon de condensaciones (x25);

C.Células empezando a alcanzar la confluencia(x50); D.Células pleomorficas después de varios pases (x50).

B) Células cultivadas en agregacion

Cuando estas células desdiferenciadas fueron cultivadas sobre
agarosa durante diferentes periodos de tiempo formaban agregados. Se
observdO que estos agregados aumentaron de tamano por
hiperproduccion de matriz extracelular refringente (Fig. 14a).
Comprobamos que las células de la parte central del agregado
presentaban una forma mas redondeada, mientras que las células de la

periferia mostraban una forma mas fibroblastica.
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4.1.2.2.- Distribucion de las proteinas de la matriz e integrinas

Con el fin de caracterizar la composicion de esta matriz
extracelular, investigamos la presencia de colageno tipo II,
proteoglicanos y fibras elasticas en monocapa después de tres pases
(P3) y en agregados formados con el mismo tipo celular (P3). Las células
P3 en monocapa no mostraron sintesis de colageno tipo II, ni
proteoglicanos, ni fibras elasticas.

Por su parte, el agregado (Fig. 14A) demostr6é tener una mayor
expresion de colageno tipo II en la zona central de las condensaciones
(Figure 14B). Observamos que estos agregados producian grandes
cantidades de matriz extracelular, concretamente proteoglicanos en la
region pericelular (Fig. 14C) y también algunas fibras elasticas en la

matriz extracelular que se tinen por lo método de van Gieson (Fig. 14D).

gﬂ' 20
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Figura 14- Imagenes de los estudios de la composicion de la matriz extracelular en los agregados. A.Imagen
de HE (x25); B. Expresion del colageno tipo II por immunofluorescencia indirecta (x25); C. Azul de Alcian de

los agregados(x50); D. Localizacion de las fibras elasticas van Gieson(x25).
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Andlisis de la biosintesis de componentes de la matriz extracelular

Después de la extraccion de ARN, evaluamos la cantidad y pureza

de las muestras a analizar por biologia molecular.
Cantidad y pureza del ARN por electroforesis automatica- Experion®
Por electroforesis automatica observamos que la cantidad y

calidad del ARN obtenido era bueno. El ratio entre la subunidad

18S/28S era buena (Fig. 15 y Tabla 16).
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Figura 15- Electroforesis automatica de una muestra obtenida a partir de células cultivadas en monocapa y

agregados de cartilago auricular de conejo.

Tabla 16- Datos cuantitativos obtenidos por electroforesis automatica.

Fragmento Nombre T Inicio T Final Area % del Area
Total

1 18S 40.20 42.25 17.42 10.49

2 288 46.50 48.90 21.26 12.80
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Area de ARN- 166.09
Concentracion de ARN- 49.28 ng/ul
Ratio [28S/18S]-1.22

Se estudio por RT-PCR, la expresion de colageno tipo II y de
agrecano en células cultivadas durante 3 pases y de agregados
formados a partir de células igualmente cultivadas durante 3 pases. Se
evidencio que existia una expresion positiva para el colageno y agrecano
en ambos casos, siendo evidente una amplificacion mayor en los

agregados (Figs. 16y 17).

P3

Figura 16 - RT-PCR de P3. X. ADN ladder; 1. Agua; 2.Gapdh; 3.Colageno tipo II; 4.Agrecano.
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P3 Agregados

Figura 17- RT-PCR de P3 agregados. X.ADN ladder; 1.Agua; 2.Gapdh; 3.Colageno; 4. Agrecano.

4.1.2.3.- Expresion de las integrinas en células en monocapa

Para evidenciar la presencia de las subunidades 1 y B3 en
monocapas de condrocitos, utilizamos técnicas de inmunohistoquimica.
Se observo la elevada expresion de estas integrinas en la membrana
celular (Figs. 18 Ay C).

Para complementar los resultados anteriormente obtenidos,
realizamos inmunofluorescencia directa para determinar la expresion de
integrinas, que observamos después en microscopia de fluorescencia y
confocal. Por estos métodos se ha demostrado una expresion positiva,
en los condrocitos cultivados para las integrinas avp33, a5, Bl y B3 (Figs.
18 B, D, E y F). Observamos que la expresion de la integrina av33 fue

relativamente menor, con menos células marcadas.
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Figura 18- Imagenes de los estudios de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para las integrinas.
A.B1 por inmunohistoquimica en monocapa (x25); B.p1 por inmunofluorescencia directa (x50); C. B3 en
monocapa por inmunohistoquimica (x25); D. B3 por inmunofluorescencia directa (x50); E. a5 por

inmunofluorescencia directa y microscopia confocal (X90); F.avf3 por inmunofluorescencia directa (x50).
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4.2.- CARACTERIZACION DE CELULAS TRONCALES
OBTENIDAS A PARTIR DEL TEJIDO ADIPOSO DE RATA

4.2.1.- OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS MULTIPOTENTES

4.2.1.1.-Cultivo de células multipotentes sobre superficies plasticas

Microscopia éptica

La disociacion de la grasa abdominal, debe realizarse a 37° C, y
en agitacion continua, ya que la grasa flota; de tal manera que la mayor
parte de los adipocitos maduros, al acumular lipidos en su interior
flotan, permitiendo, de esta forma, su separacion por centrifugacion en
lo que denominamos fraccion estromal vascular celular (FEV).

Al microscopio 6ptico podemos observar que la fraccion estromal
vascular, es una poblacion heterogénea. Podemos distinguir claramente
los eritrocitos del resto de células nucleadas.

Cultivamos la fraccion estromal vascular y constatamos que la
mayor parte de las células de esta fraccion no se pegan. Concretamente,
los eritrocitos, que se reconocen por ser células de tamano menor y de
forma discoidal, no se adhieren al sustrato. Las células de mayor
tamano son las que se adhieren a las superficies plasticas.

Tras cuatro horas de cultivo, las células empiezan a adherirse a
las superficies plasticas y adoptan distintas morfologias, presentando
dos formas distintas: algunas ligeramente redondeadas y con vacuolas
(pre-adipocitos) y otras células de apariencia fibroblastica y triangular
con prolongaciones. Este ultimo tipo celular es el mas abundante (Figs.
19 A-D).

Con el objetivo de comprobar si entre las células cultivadas existia
una presencia elevada de adipocitos, realizamos en varios pases la
tincion Oil red O (especifica para tenir células adiposas), observamos
una baja tasa de células positivas por pocillo en el pase inicial, pasando

a ser negativa al aumentar el numero de pases (Figs. 19 E y F).
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Figura 19- Cultivo de las células adherentes del tejido adiposo. A y B. Células pegadas de aspecto
triangular, se puede observar en suspension los eritrocitos, y otros tipos celulares (x50); C. Cultivo con 120
horas, células de apariencia fibroblastica, alguna célula redonda (x25); D.Células después de alcanzar la
confluencia, algunas presentan vacuolas (x50); E.Adipocito en una monocapa concluyente (x100); E. Tincion

negativa al azul de Alcian(x100).
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Con el aumento del numero de pases las células presentaron una
morfologia similar, transformandose en una poblacion homogénea.

Con la finalidad de intentar observar el comportamiento de estas
células en distintas superficies celulares, las cultivamos sobre
superficies plasticas tratadas con IBIDI y poli-d-lisina. Cuando las
células son cultivadas en placas revestidas con poli-d-lisina, se pegan
inmediatamente manteniendo una forma redonda, y con el tiempo
emiten prolongaciones. La buena adhesion de las células a estas
superficies se reveld6 importante para las técnicas de
inmunofluorescencia, ya que estas superficies no emitian fluorescencia.

Se realizo tambien la tincion de azul de Alcian (para poner de
manifiesto la presencia de proteoglicanos), que apareciéo negativa en

todos los pases.

Microscopia electrénica de barrido

Con el fin de lograr una mejor caracterizacion del fenotipo de
estas células, realizamos pruebas de microscopia de barrido en varios
pases. Se observo que las células en los primeros pases presentaban un
aspecto fibroblastico caracteristico (Figs. 21 A y B). Después de varios
pases se observa un incremento en el numero de prolongaciones

celulares (Figs. 21 Cy D).
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Figura 20- Células P4 y P7 con aumento de prolongaciones. A. Células P4 con algunas vacuolas y aumento
de prolongaciones(x120); B.Células cultivadas en placas IBIDI (x50); C.P4 Tincion Oil red O negativa(x25);
D.P4 azul de Alcian (x50); E.Cultivos de P7 Oil Red (x50); F -Cultivos P7 azul de Alcian negativo(x50).
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Figura 21-Imagenes de microscopia electronica de barrido. A y B.Células adherentes de la fraccion estromal

vascular; Cy D. Células después de 7 pases.
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4.2.1.2.- Cultivos en agregacion

Para poder estudiar detalladamente el comportamiento de las
células multipotentes obtenidas a partir del tejido adiposo, las
cultivamos sobre superficies a las cuales no pudieran adherirse,
concretamente sobre el agar al 2% y en tubos falcon de 50 ml.

En estas condiciones el fenotipo experimenté modificaciones
claras, transformandose en células redondeadas, y se mantuvieron en
suspension. A partir de las 24 horas inician el proceso de agregacion,
formando grupos con 4 a 6 células. Al final del segundo dia tenemos
agregados celulares de dimensiones medias. Observamos que estas
células producen gran cantidad de matriz extracelular con relacion a las
cultivadas en monocapa (Figs. 22 A y B). Cuando comparamos con la
matriz producida por cultivos primarios de condrocitos en las mismas
condiciones, observamos que la cantidad de matriz producida es
sensiblemente inferior.

Cuando estos agregados se cultivan sobre superficies plasticas,
no tienen un comportamiento uniforme, algunos de ellos se adhieren
formando pequenas colonias, diferenciadas en el centro y rodeadas por
células pleomorficas, mientras que otros, se mantienen en suspension
produciendo matriz extracelular, incluso cuando permanecian en
cultivo durante varias semanas, debido posiblemente a las grandes
cantidades de lipidos contenidas en su interior (Figs. 22 C y D).

Cuando se sometio a pruebas histoquimicas, la matriz se mostro
positiva al Oil red O, principalmente en cultivos prolongados. Cuando
quisimos identificar la presencia de proteoglicanos mediante azul de
Alcian, observamos que, en agregados cultivados durante tres dias no
hubo tincion alguna, pero cuando los cultivos se mantenian durante
tiempos prolongados, presentaron una tincion ligeramente azulada,

pero poco significativa (Figs. 22 F y G).
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Figura 22- Varias imagenes de agregados formados a partir de CTDTA. A.Agregados formados en agar al
cabo de 5 dias (x50); B. Agregados formados en agar con 1 semana y media (x50); C y D. Agregados
adheridos en superficies plasticas (x100); F.Azul de Alcian en agregados con 3 dias (x25); G.Oil red

positivas(x25).

168



Resultados

4.2.2.- EVALUACION Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
OBTENIDAS

4.2.2.1.- Proliferacion y viabilidad

Se utilizaron animales con una media de edad de 10 */. 0,7
meses, con un peso medio 511,4 */. 83,7 gramos, de los cuales se
recogio 2,95 */. 1,7 gramos de tejido adiposo.

Después de disociar el tejido adiposo, se contaron las células
nucleadas, para saber el numero de células de las que partiamos. El
numero medio de células inicial era de 300.000 */. 284.663 células
nucleadas, con una viabilidad del 75 %. Las células fueron cultivadas
con una densidad de 4.800 células por cmZ2. Se observé una correlacion
lineal entre el peso de animal y la cantidad de grasa recogida de 0,95
(p<0,05; n=9).

Tras 48 horas en cultivo, las células comienzan a proliferar, de tal
manera que en 5-8 dias alcanzan la confluencia. El nimero de células
aumenta durante estos 8 dias cerca de 26,9 veces. La multiplicacion se
lleva a cabo a buen ritmo, aumentado varias veces su numero,
duplicando la poblacién en cerca de 50 horas. Estas células presentan
una viabilidad siempre superior al 90 %. Estas células fueron
mantenidas en cultivo hasta seis meses consecutivos, manteniendo

elevadas tasas de proliferacion celular.
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4.2.2.2.- Caracterizacion de las células a través de marcadores de

superficie celular

Para poder caracterizar estos tipos celulares presentes en cultivo,
realizamos técnicas de fluorescencia con marcadores de superficie

celular y de multipotencia.
4.2.2.2.1.- Inmunofluorescencia directa
Observamos por inmunofluorescencia directa la expresion

positiva para el marcador CD29 en células troncales de grasa, cuando

eran cultivadas durante 4 pases (Figs. 23 A-D).

Figura 23- Expresion de CD29 por inmunofluorescencia directa. A.Microscopia optica de contraste de fases
(x50); B y C. CD29 se advierte un aumento de la fluorescencia de la membrana, inmunofluorescencia en

células cultivadas sobre placas IBIDI (x50); D. Inmunofluorescencia directa en células en suspension (x50).
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4.2.2.2.2.- Inmunofluorescencia indirecta

Observamos por inmunofluorescencia indirecta la expresion
positiva para el marcador CD73 en células troncales de grasa, cuando

se cultivan durante 4 pases (Figs. 24 Ay B).

Figura 24- Inmunofluorescencia indirecta para el marcador CD73, con células troncales de grasa de rata.

A. Células individualizadas(x50); B. En agregacion (x50).
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4.2.2.2.3.- Citometria de flujo

Realizamos estudios por citometria de flujo, con el fin de intentar
cuantificar si tienen lugar modificaciones en las células a lo largo del
periodo de cultivo, concretamente en la expresion de los marcadores de
superficie celular CD29, CD61 y CD73. Para ello se localizo la poblacion
celular de estudio tal y como se ha descrito en el capitulo

correspondiente al material y métodos.

4.2.2.2.3.1.- Tamano y complejidad

Pretendiamos averiguar se existia una variacion de tamano y
complejidad en las células en el transcurso del tiempo de cultivo, ya que
este hecho estaria asociado con cambios morfologicos significativos.

Por comparacion directa de los Dot Blot de la fraccion estromal
vascular y P4 (Fig. 25), conseguimos concluir que las células de mayor
tamano presentes en la fraccion vascular son las que proliferan. Estos
datos son coincidentes con que en esta fracciéon nos encontraramos con

una poblacion mas heterogénea.
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Figura 25- Dot Blot de CTDTA en diferentes pases. En el grafico de la izquierda observamos en el Dot Blot

las células FEV, y en el de la derecha las células en el P4.
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Observamos un aumento de la media del tamano a lo largo de los
pases (Fig. 26). Utilizando el test t de Student constatamos que el
aumento de la media del tamano de las células, es estadisticamente
muy significativo (p<0,001). Se nota un aumento de tamano bastante
acentuado entre la FEV y los otros pases. Las diferencias entre los
pases finales son menores, demostrando una uniformidad mayor de la

poblacion a partir de P2.
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Figura 26- Grafico que representa los aumentos de tamano con los pases. Las diferencias son muy

significativas (p<0,001) y con excepcion de P3 y P4 que diferen a nivel mas elevado (p<0,01).

Con relacion a la complejidad se advierte también una gran
diferencia entre la media de la fraccion estromal vascular y los otros
pases (Fig. 27). Las diferencias entre los pases no presentaron un
patron definido, sin embargo, las diferencias eran estadisticamente
significativas (p<0,001), con la excepcion de P2 y P3. Se nota alguna

uniformidad también a partir de P2.
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Figura 27- Grafico que representa la complejidad con los pases. Las diferencias son muy significativas

(p<0,001), con excepcion de la diferencia entre el P2 y P3, que no es significativa.
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4.2.2.2.3.2.- Expresion de CD29, CD61 y CD73
A. Identificacion de la expresion de los marcadores por citometria de flujo

Antes de empezar con la cuantificacion de los marcadores
propiamente dichos, se procuré hacer un barrido por citometria, para
confirmar y cuantificar los resultados obtenidos previamente por
inmunofluorescencia. Identificamos por citometria de flujo, marcadores
de células estromales en células PO y de multipotencia, concretamente
el CD29 (integrina Beta 1) y CD 73, que se expreso significativamente
por inmunofluorescencia directa y citometria de flujo (Fig. 28). También
determinamos la presencia de CD61 (Integrina Beta 3), que no se

expreso.
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B. Variaciones de los marcadores CD29 y CD73 en los distintos pases

En este apartado intentamos cuantificar por citometria de flujo, la
expresion de los marcadores que previamente habiamos encontrado
positivos (CD29 y CD73) en diversos pases. Observamos un aumento
significativo en la expresion de los marcadores CD29 de la FEV, para el
PO y para el P1, siendo que a partir del P2 la casi totalidad de las
células expresaba el marcador (Tabla 17). En cuanto al marcador CD73
se observo un aumento constante y también muy significativo a lo largo
de los pases. Utilizando el test Z para la comparacion de proporciones,
identificamos diferencias siempre estadisticamente muy significativas

(p<0,001).

Tabla 17- Expresion de marcadores de células troncales a lo largo de los pases.

Pases CD29 CD73
FEV 39,20% 28,70%
PO 67,10% 47,00%
Pl 91% 67,20%
P2 98,20% 87,70%
P3 98,60% 96,80%
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4.2.3.- PRUEBAS DE MULTIPOTENCIA DE LAS CELULAS
OBTENIDAS A PARTIR DE LA GRASA

4.2.3.1.- Diferenciacion en fenotipo neurogénico con f-

mercaptoetanol

La exposicion de las células troncales de grasa a los medios de
preinducciéon e induccion usados provocan cambios morfolégicos en las
células.

En la preinduccion, se pone de manifiesto que las células
comienzan a presentar largas prolongaciones, una retraccion
citoplasmatica y un caracteristico engrosamiento de la membrana

nuclear, iniciando la formacion del cuerpo celular (Figs. 29 A-C).

Figura 29- Pre-induciéon neurogénica con mercaptoetanol. A. Imagen de contraste de fases (x50); B. Imagen
de microscopia electrénica a las 24 horas; C. Imagen de la retraccion citoplasmatica y engrosamiento de la

membrana nuclear, con el consecuente inicio de la formacién del cuerpo celular.
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Al cabo de dos-tres dias, las células inducidas presentan un
fenotipo neurogénico y se tinen con la técnica de van Nissl. Estas
células tienen cuerpos celulares grandes y numerosas prolongaciones
largas (Figs. 30 A-E).

No se demostraron diferencias significativas entre el usode Sy 10
mmol/ml, siendo, sin embargo algo mas rapida la diferenciacion con 10
mmol/ml, pero las modificaciones morfolégicas producidas son

similares.

Figura 30- Inducién neurogénica con mercaptoetanol.
A. Microscopia de contraste de fases, 7 dias en cultivo
(x100); B. Microscopia electréonica de barrido, 7 dias en
cultivo; C. Microscopia de contraste de fases, 10 dias
en cultivo (x100); D. van Nissl, 5 dias en cultivo (x25);

E. van Nissl, 10 dias en cultivo (x50).
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4.2.3.2.- Diferenciacion en adipocitos

Se anadieron agregados de células producidos en agar al 2%, a
una monocapa de células troncales con diez pases. Los agregados se
adhirieron a la monocapa y éstos fueron capaces de diferenciar las
células de la monocapa en adipocitos positivos al Oil Red O (Figs. 31 A-
D).

Figura 31 - Representacion de la diferenciacion en adipocitos. A.Adicion del agregado formado a una
monocapa indiferenciada, observar que las células en los agregados toman la forma redonda (x25);
B.Células redondas mayor ampliacién (x50); C. Agregado positivo al Oil Red (x25); D. Células positivas al Oil
Red O (x50).

Para ver si la diferenciacion era producida por la adhesion célula
a célula o por los efectos de la matriz, se hicieron agregados en agar y
se encapsularon en agar al 2%. Posteriormente se adicionaron a una
monocapa de células troncales. Se observé que apenas habia
diferenciacion cuando los agregados contactaban directamente con las

células (Figs. 32 A-C).
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Figura 32- Tentativa de inducioén adipogénica sin contacto celular. A. Imagenes de cultivo de agregados en
agar, sobre monocapas de células troncales (x25); B. Imagen de la monocapa después del cocultivo durante
10 dias (x100); C. Oil red de la anterior (x100).
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4.2.3.3.- Induccion de la condrogénesis

Para diferenciar las células multipotentes en condrocitos,
realizamos cultivos en micromasa en multiplaca, con una solucion
control y una solucion diferenciadora.

Observamos que las células control se pegan y se mantienen
indiferenciadas, mientras que las células en solucion diferenciadora
empiezan a formar nodulos al cabo de 24 horas, y producen gran

cantidad de matriz, principalmente a partir del dia 14 (Figs. 33 A-C)

Figura 33 - Estudio de la diferenciacién condrogénica. A.Solucién control al cabo de 14 dias (x50);
B.No6dulo formado al cabo de 14 dias con solucion condrogénica (x25); C.Agregado con medio condrogénico

cultivado 14 dias, tefiido con azul de Alcian lupa estereoscépica (x32).
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4.2.4.- METODOS DE PRESERVACION

4.2.4.1.- Preservacion del tejido antes de la disociacion

Uno de los problemas practicos con que esta tecnologia se puede
encontrar, es el transporte desde el lugar de obtencion de la muestra
hasta el laboratorio que pueda procesar la muestra. Pudimos observar
que cuando la grasa era mantenida en hielo, durante 24 horas en medio
de transporte (DMEM, 10 % SFB y solucion antibi6tica/antimicética) en
la nevera, las células disociadas se mantenian viables, pero en menor

cantidad, y se adherian sin problemas a los frascos de cultivo.

4.2.4.2.- Criopreservacion de las células

4.2.4.2.1.- Técnicas de criopreservacion después de Ila

amplificacion

Para congelar las células se utilizaron distintos protocolos
descritos en la bibliografia, con el fin de evaluar cual era el método de
congelacion mas adecuado. Las células preservadas con 80% de SFB
demostraron tener mejor viabilidad que las conservadas con 80 % de

DMEM.

4.2.4.2.2.- Impacto de la criopreservacion en los marcadores de

superficie de las células troncales

Debido a las dificultades inherentes a la recogida y procesamiento
de las muestras de CTDTA, el almacenamiento de estas células en
nitrégeno liquido hasta que se pueda hacer el analisis por citometria de
flujo puede ser una ventaja. Dado que la exposicion al criopreservante,
como el DMSO y el procedimiento de congelacion puede inducir
determinada lesion celular, decidimos investigar si el procedimiento de

criopreservacion altera la expresion de las proteinas de superficie. El
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nivel de expresion fue analizado en células en fresco y congeladas,
recogidas del mismo animal y mantenidas los mismos dias en cultivo.
Los resultados obtenidos demostraron que las células troncales
criopreservadas y no criopreservadas muestran un patron similar de
reactividad de membrana (Fig. 34). Utilizando el test Z para la
comparacion de proporciones, identificamos diferencias siempre
estadisticamente muy significativas (p<0,001). A pesar de ello,
evidenciamos una pequena diferencia de expresion del CD73, con

valores algo mas elevados que en las congeladas (Fig. 35).
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Figura 34 - Expresién del CD29 en células frescas y congeladas. Se nota una expresiéon similar a lo largo de

los pases. La diferencia mayor se observa a nivel de la fraccién estromal vascular.
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Figura 35 - Expresion del CD73 en células frescas y congeladas. Se observa una mayor expresion en células

congeladas que las frescas, principalmente en los primeros pases, después se nota una mayor uniformidad.
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4.2.5.- INCLUSION DE LAS CELULAS EN BIOMATERIALES

4.2.5.1.- Inclusion de células troncales de tejido adiposo en

biomateriales

4.2.5.1.1.- Biomateriales naturales

4.2.5.1.1.1.- Agar

Las células incluidas en el agar presentan una forma redondeada,
independientemente del tiempo que se mantuvieron en cultivo. En
microscopia de contraste de fases, podemos observar desde el primer
dia que las células presentaban esta morfologia redondeada. En las
preparaciones tenidas con H/E vistas al microscopio optico, se pone de
manifiesto una distribuicion mas o menos uniforme por todo el
biomaterial. Por microscopia electréonica podemos confirmar el fenotipo
redondeado, algunas de las células presentaban dos nucleos, senal de
mitosis, y de la posibilidad de division en este biomaterial. Se observan
también vesiculas de pinocitosis, senal de que las células se estan

nutriendo a través del biomaterial (Fig. 36).
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Figura 36- Células troncales del tejido adiposo incluidas en gel de agarosa. A. Microscopia optica de
contraste de fase (x50); B. MO en parafina tenido con H/E (x50); C.Imagen de microscopia de transmision
de células incluidas en agar, podemos observar células con dos nucleos (x12000); D. Aspecto de la

membrana plasmatica (x30000).

4.2.5.1.1.2.- Adicion de colageno tipo I

Cuando fueron cultivadas las células con colageno tipo I
proveniente de bovino, marcado con FITC, las células formaron nodulos
de gran tamano, adhiriéndose al colageno, y produciendo grandes
cantidades de matriz (Fig. 37). Estos mnoédulos eran visibles

macroscopicamente.

-

Figura 37 — Nodulos formados por células tratadas con colageno tipo I. A. Imagen de contraste de fase (x25);

B.Imagen de microscopia de fluorescencia (x25).
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4.2.5.1.2.- Biomateriales sintéticos

Acido Poliglicélico

Las células troncales obtenidas a partir de tejido adiposo se
cultivaron durante 10 dias en hilo de sutura de acido poliglicélico. En el
microscopio de contraste de fases se observo una buena adhesion de las
células durante los 10 dias. Observamos en microscopia electronica que
las células no soélo se adhieren, sino que también se expanden,
demostrando, de esta forma, una buena capacidad de adherencia a este

material (Fig. 38 A-D).

Figura 38- Cultivo de CTDTA en hilo de acido poliglicélico. A y B. Imagenes obtenidas con lupa

estereoscopica, 1 dia y seis dias (x5); C. Células pegadas al hilo de poliglicélico, desdiferenciadas; D. Una

célula pegada desdiferenciada y otras pegadas a ella todavia con la forma redondeada.
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4.3.- DIFERENCIACION CONDROGENICA DE CELULAS
TRONCALES DE TEJIDO ADIPOSO (GRASA
INFRAPATELAR) DE CABALLO

4.3.1.- OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS MULTIPOTENTES

Las células troncales obtenidas a partir de la grasa infrapatelar
de caballo demostraron tener en cultivo, un comportamiento similar a
las troncales de grasa inguinal de rata, presentando una poblacion
adherente de morfologia fibroblastica. Estas células fueron obtenidas
por artroscopia, y se procediéo a la lisis de los eritrocitos. Las células

fueron cultivadas en cell stacks para lograr una mayor amplificacion.

4.3.2.- DIFERENCIACION CONDROGENICA DE CTDTA DE CABALLO

Se indujo la diferenciacion condrogénica en células de un soélo
animal, para ello utilizamos cultivo en pellet en medio con TGF- 1. Las
células fueron tripsinizadas y centrifugadas para formar los pellets,
como se ha descrito previamente en el capitulo de material y métodos.
Al cabo de tres dias observamos la formacién total de los pellets. Estos
fueron cultivados sometidos a diferentes tensiones de oxigeno, hasta un
maximo de 40 dias. La condicion de hipoxia con 5 % de oxigeno y la de
normoxia con 20 % de oxigeno. De esta forma teniamos en este
experimento cuatro condiciones distintas: Normoxicondrogénico (NCH),
Normoxicontrol (NCT), Hipoxicontrol (HCT), Hipoxicondrogénico (HCH).

Con la tincion de hematoxilina y eosina (Figs. 39-41) observamos
al dia 15 que los pellets control se presentaban como una estructura
fibrosa y eran muy pequenos, comparados con los cultivados en medio
condrogénico. En el dia 30 y principalmente el 40, los pellets control
disminuian bastante de tamano y se evidenciaba un sufrimiento

celular, estando, posiblemente en estados apoptoéticos.
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Los pellets cultivados en medio condrogénico, presentaron un
cambio morfolégico, aumentando las células de tamano y con una
apariencia un poco mas redondeada. En este caso se observa una
mayor cantidad de matriz extracelular. La disminucion del tamano de
los pellets del dia 30 al dia 40 no fue muy evidente. Las diferencias
morfolégicas no son significativas entre los pellets mantenidos en
medios condrogénicos con diferentes tensiones de oxigeno.

Con la tinciéon azul de Alcian (Figs. 42-44), se observo que la
acumulacion de proteoglicanos en la matriz extracelular presenta un
incremento notable hasta el dia 30. Podemos observar que al dia 15, los
pellets NCH y HCH ya presentaban tincion positiva, apareciendo en la
condicion de hipoxia una expresion ligeramente superior que en la
NCH. En el dia 30 aparecia una tincion exuberante en las condiciones
condrogénicas, siendo mas positivo el NCH. Los pellets control, se
presentan de pequefio tamano, y negativos para el azul de Alcian.

Para la tincion de TM (Figs. 45-47) podemos observar, en pellets
en condiciones condrogénicas, que las células de la periferia producian
mas tempranamente (dia 14) grandes cantidades de colageno (Fig.
TMx100), siendo evidente un anillo periférico. Enseguida, las células del
centro empiezan a producir colageno en gran cantidad (dia 30) (Fig TM
x100). Esto puede tener que ver con que el aporte de algunos nutrientes
sea limitante. De esta forma, se observa en los pellets condrogénicos y
principalmente en hipoxia una zona periférica rica en colageno, y una
zona central con escasa produccion. En el dia 15 los pellets NCH y HCH
ya presentaban tincion positiva, y en el dia 30 en las mismas
condiciones presentaban una tincion muy intensa. Al dia 30, los pellets

control, se presentan de pequenio tamano, y negativos para el TM.
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Figura 39- Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloraciéon HES (x50).
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Figura 40 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloraciéon H/E (x 100).

191




Resultados

NCT

NCH

HCT

H CH

D30 Ly

D40

Figura 41- Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloraciéon H/E (x 400).
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Figura 42 - Cortes histolégicos de los agregados CTDTA de caballo coloracién azul de Alcian (x 50).
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Figura 43- Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracién azul de Alcian (x 100).
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Figura 44 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloraciéon azul de Alcian (x 400).
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Figura 45- Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo Tricrémica de Masson (x 50).
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Figura 46- Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo Tricrémica de Masson (x 100).
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Figura 47 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo Tricromica de Masson (x 400).
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4.3.3.- DIFERENCIACION CONDROGENICA HIPERTROFICA DE
CTDTA DE CABALLO

En este punto se estudiaron los efectos de la dexametasona, en la
condrogénesis. Para ello se anadié al medio condrogénico de cultivo del

experimento anterior dexametasona, en cultivos en 2 y 3 dimensiones.

4.3.3.1.- Cultivos en dos dimensiones

Se ha evaluado la capacidad para diferenciar monocapas en dos
dimensiones, con un medio condrogénico conteniendo ITS, TGF-B1 y
dexametasona en las mismas condiciones de atmosfera del experimento
anterior (Figs. 48A-F). Al final de una semana de cultivo, se empezo a
observar que las células empiezan a tomar formas mas redondas y a
formar agregados. A los 15 dias, tenemos nodulos completamente
formados, con bastante produccion de matriz. Los nédulos aumentan
de tamano y la cantidad de matriz producida hasta el dia 30. En este
momento, los agregados se levantan del plastico debido a la enorme
cantidad de matriz y células que incorporan. La formacion de los
agregados es mas intensa y mas rapida en la condicion de hipoxia
condrogénica, formando noédulos de mayor tamano. Las células
mantenidas en medio control, no formaron nodulos, manteniendo su
fenotipo fibroblastico en monocapa. Estos ndédulos se mostraron muy
similares a los que obtuvimos del cultivo de condrocitos auriculares de
conejo, cuando eran sembrados en agar.

Haciendo las pruebas de azul de Alcian en las monocapas y
nodulos, observamos una fuerte tincion azul de los nodulos, siendo que
las células periféricas no producian matriz, por lo tanto, no aparecian
tenidas. Las células control se manifestaron completamente negativas
para la tincion de azul de Alcian. La condicion de HCH fue la que mas
intensamente se tiné con azul de Alcian. En este caso, en el dia 30

teniamos pellets perfectamente visibles macroscopicamente.
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Figura 48 - Diferenciacion condrogénica en dos dimensiones. A.Células mantenidas en medio
control(x50); B. En normoxia con medio condrogénico con Dexametasona (14 dias) (x 50); C. En
normoxia con medio condrogénico con Dexametasona (30 dias) (x 50); D. Azul de Alcian en normoxia
con medio condrogénico NCH (dia 14) (x50) E.Azul de Alcian en normoxia con medio condrogénico
NCH (30 dias) (x25); F- Azul de Alcian en hipoxia en medio condrogénico (Aspecto macroscépico).

4.3.3.2.- Cultivos en tres dimensiones

Con el objetivo de intentar obtener un modelo de hipertrofia de
condrocitos, se repitio el experimento anterior en las mismas
condiciones de atmosfera, pero anadiendo dexametasona durante
periodos prolongados (hasta 40 dias).

Con la tincion de Hematoxilina/Eosina (Figs. 49-52), podemos
observar que existe un gran aumento del tamano de las células

cultivadas en medio condrogénico comparado con el medio control.
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Podemos también, observar desde el dia 14, que las células cultivadas
con dexametasona presentan hipertrofia, con wuna abundante
estructura vacuolar en el citoplasma y con el nucleo aplastado. Este
hecho no era observable cuando las células se cultivaban en medio
condrogénico sin dexametasona. Los pellets condrogénicos con
Dexametasona, presentan mayor tamano y mejores condiciones de las
células que los que fueron cultivados en medio condrogénico sin
dexametasona. Parece, por tanto, que la dexametasona permite una
mejor viabilidad de los pellets.

Con la tincion de azul de Alcian (Figs. 53-56), se observo en las
condiciones condrogénicas tincion positiva de la matriz celular a partir
del dia 15. En las condiciones de dia 30 y dia 40 en medio
condrogénico, parecen aumentar ligeramente la expresion de
proteoglicanos.

Con la tincion de TM (Figs. 57-60), se observd, tal como en el
experimento anterior, un aumento de la intensidad de coloracion en la
periferia, y mas acentuado en las condiciones de hipoxia. De esta forma,
en la tincion de TM, en la condicién HCH, podemos observar claramente

en los dias 15, 30 y 40 un anillo en region periférica del pellet.
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Figura 49 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracién H/E (X50).
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Figura 50 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion H/E (X100).
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Figura 51 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion H/E (X200).
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Figura 52 - Cortes histolégicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion H/E (X400).
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Figura 53 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion azul de Alcian (x 50).
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Figura 54 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion azul de Alcian (x 100).
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Figura 55 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracién azul de Alcian (x 200).
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Figura 56 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion azul de Alcian (x 400).
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Figura 57 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion TM (x 50).
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Figura 58- Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloraciéon TM (x100).
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Figura 59 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracién TM (x200).
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Figura 60 - Cortes histologicos de los agregados CTDTA de caballo coloracion TM (x400).
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Con el fin de facilitar una visualizacion rapida de la
condrogénesis, utilizamos una tincion de azul de Alcian, sobre el pellet
entero (Fig. 61). Observamos una diferencia significativa entre las
condiciones control y condrogénica para los dias 15 y 30. En las
condiciones condrogénicas, se vio una tincion positiva al azul de Alcian,
mientras que esa expresion era negativa, para las condiciones control.
Estas diferencias son mas acentuadas en el dia 30. A nivel
macroscopico se pueden evidenciar conclusiones sobre las diferencias

existentes entre las condiciones de hipoxia y normoxia.

NCT NCH HCT HCH

Figura 61 - Coloraciones histologicas de los agregados CTDTA de caballo azul de Alcian (x4).
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5.-DISCUSION
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La ingenieria de tejidos es un amplio campo de la ciencia, que
busca el potencial de proporcionar soluciones permanentes para tejidos
danados (Langer y Vacanti, 1999). Esta ciencia tiene como principios
basicos el uso de células, biomateriales y factores de senalizacion soélos
o combinados (Andersson y van den Berg, 2004).

Uno de los principales retos de este campo es el de encontrar una
fuente celular ideal. Esta debe cumplir una serie de requisitos como son
el que debe ser aislada facilmente, capaz de ser expandida y poder ser
cultivada, para que pueda expresar y sintetizar moléculas cartilaginosas
especificas (ej. colageno tipo Il y agrecano) (Chung y Burdick, 2008). Se
han estudiado diferentes abordajes celulares, siendo las utilizadas con
mas éxito, los condrocitos y las células troncales de distintos origenes
(Galois et al., 2005).

Los condrocitos son la eleccion mas sencilla, ya que se
encuentran en el cartilago nativo y se han estudiado ampliamente, con
el fin de descubrir su papel en producir, mantener y remodelar la matriz
extracelular cartilaginosa. Sin embargo, estos condrocitos son células
adultas que presentan el problema de tener una escasa proliferacion y
que cuando se cultivan sobre superficies plasticas se desdiferencian en
células fibroblasticas. Cuando utilizamos los condrocitos nos
encontramos con la necesidad de llevar a cabo una proliferacion previa
y una posterior rediferenciacion de estos condrocitos.

Trabajos recientes se han enfocado a la utilizacion de células
troncales multipotentes, que pueden ser aisladas de una amplia
cantidad de tejidos. Estas células progenitoras pueden ser expandidas
durante varios pases sin pérdida del potencial de diferenciacion.
Adicionalmente, todas las células pueden ser modificadas
genéticamente para inducir y mejorar la condrogénesis (Chung y
Burdick, 2008).

Para la realizacion de este trabajo, escogimos condrocitos
auriculares y células troncales de grasa, con el objetivo de obtener
cartilago in vitro. A pesar de los avances obtenidos, los progresos

practicos de esta tecnologia han sido bloqueados por la falta de
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capacidad para controlar el potencial de diferenciacion de las células

(Martin et al., 2004).

5.1.- INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA
DIFERENCIACION DE LOS CONDROCITOS AURICULARES
DEL CONEJO

La respuesta fisiologica de los condrocitos para el mantenimiento
de la matriz y respuesta a los estimulos, implica probablemente, la
senalizacion de diversas fuentes incluyendo citocinas solubles,
estimulacion mecanica y senalizacion de la matriz extracelular

Las interacciones célula-matriz son importantes reguladoras de
las funciones celulares, incluyendo aqui la sintesis de matriz,
proliferacion y diferenciacion. Los condrocitos son un buen ejemplo por
su caracteristico fenotipo labil, que se pierde en cultivo en monocapa.
Este fenotipo se puede estabilizar en cultivo en suspension bajo las
condiciones apropiadas (Goessler et al., 2006a).

En este trabajo caracterizamos los condrocitos auriculares de
conejo y su matriz extracelular circundante, prestando especial
atencion a las relaciones entre ellos. La mayor parte de los estudios
realizados acerca de las caracteristicas de la matriz extracelular, se han
realizado sobre el cartilago hialino, no existiendo muchos estudios en
otros tipos de cartilago.

El conejo es un modelo muy adecuado para realizar analisis
histologicos, bioquimicos y biomecanicos in vitro e in vivo en la
reparacion osea y cartilaginosa (Floman et al., 1980; Setton et al., 1993;
Sah et al., 1997; LeRoux et al.,, 2000). Ademas existen otros factores
que nos llevaron a escoger el cartilago auricular de conejo, como son la
facilidad de obtencion de grandes cantidades de condrocitos sin
comprometer la vida y las condiciones biologicas del animal, lo que
permite su posterior utilizacion para efectuar implantes autéogenos sin

problemas. Algunos datos de estudios previos concluyen que el fenotipo
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de este cartilago y el curso de su diferenciacion son muy estables (Park
y Ward, 1995), incluso en condiciones experimentales muy atipicas,
como su transplante a la camara anterior del ojo o al rinon
(Bradamante et al., 1991). Existen varios estudios dirigidos a la
produccion de cartilago auricular por técnicas convencionales de
ingenieria de tejidos, y se ha visto que su implantacion autogena dio
resultados muy prometedores (Park y Ward, 1995; Britt y Park, 1998;
Cao et al.,, 1998a; Cao et al., 1998b; Saim et al., 2000; Arévalo-Silva et
al., 2001).

Los condrocitos auriculares ganaron importancia en los ultimos
anos, debido a sus innumerables aplicaciones. De estas aplicaciones
podemos destacar la reparacion de tejido auricular (microtia) (Shieh et
al., 2004), la correccion del septum nasal (Yanaga et al, 2006), el
recubrimiento de las superficies luminales de las proétesis del sistema
cardiovascular (Scott-Burden et al., 2002), reparacion de los nucleos
pulposos (Gorensek et al.,, 2004), y el tratamiento de la deficiencia
intrinseca del esfinter vesical (Bent et al, 2001). Este tipo celular
demostré tener como principal ventaja, con relacion a otros tipos de
condrocitos, poseer elevadas tasas de proliferacion y baja morbilidad en
el lugar de recogida de la biopsia (van Osch et al., 2004). La utilidad de
los condrocitos auriculares, por lo tanto, excede a la sustitucion del

cartilago elastico, siendo util en varios campos.

5.1.1.- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR in situ

Dentro de los diferentes tipos de cartilago en los mamiferos, el
cartilago elastico auricular de la rata, raton y murciélago tienen una
estructura Unica (Baecker, 1928; Schaffer, 1930). Puede ser definida
como celular (escasa matriz extracelular), elastica (fibras elasticas
presentes en la matriz intercelular), y adiposa (transformacion adiposa
en los animales adultos) (Bradamant et al.,, 1991). Existen pocos

estudios de la ultraestrutura del cartilago elastico, existiendo algunos
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estudios en cartilago epiglotico de rata (Nelson, 1976; Nielson y Bitzer,
1979), otros en cartilago auricular de rata y raton (Kostovic-Knezevic et
al., 1981; Bradamant et al., 1991), no existiendo ningun estudio en
cartilago auricular de conejo.

La percepcion de la morfologia del cartilago normal es
fundamental, para tener un medio de comparacion posterior que

permita evaluar la calidad de las células obtenidas in vitro.

5.1.1.1.- Caracterizacion morfologica

Los estudios que realizamos a través de microscopia electronica
de transmision vinieron a confirmar y esclarecer los resultados
observados por microscopia optica. Existe una clara diferencia de
morfologia entre las células de la zona periférica (con morfologia
fibroblastica) y las células de la zona central, que tienen una morfologia
redonda, con una Unica vesicula lipidica de gran dimension que aplasta
el nucleo hacia el margen de la célula, presentando estos condrocitos
una gran similitud con los adipocitos.

Las vesiculas de lipidos en los condrocitos fueron descritas
previamente en condrocitos auriculares y cartilago hialino. En cartilago
auricular, Sheldon en 1964, describi6 la presencia de una gran vesicula
o varias pequenas vesiculas lipidicas en las células. Ishihara et al. en
1973, mencionaron que algunos condrocitos contienen vesiculas de
lipidos. Anderson en 1964, no observo la presencia de lipidos en el
contenido del cartilago de animales jovenes, mientras que en los adultos
aparecia una gran vacuola lipidica central, como wuna de sus
caracteristicas mas evidentes. Algunos autores (Anderson y Sadjera,
1971) demostraron la presencia de algunas vesiculas de lipidos en
células del cartilago hialino, mientras Thyberg y Friberg en 1971,
encontraron lipidos en la zona hipertrofica del cartilago epifisario y, mas
frecuentemente, en la zona de calcificacion que en otras zonas de la

placa epifisaria. Thyberg et al. en 1973, no encontraron lipidos en las
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células periféricas del cartilago costal, sin embargo, observaron un
aumento en el contenido lipidico de las células intermedias y centrales.

El contenido de lipidos aumenta cuando nos acercamos hacia la
zona central, hasta que el condrocito parece estar completamente lleno
por una Unica vesicula de gran tamano (Anderson, 1964).

Al contrario de lo observado por Nielson en 1976, constatamos
que el RER esta bastante desarrollado, estas diferencias se pueden
deber a que este estudio se desarrollo en cartilago de epiglotis de rata.

En el cartilago auricular de conejo, la matriz territorial y la matriz
interterritorial tienen una menor dimension y estan recubiertas por
fibras elasticas espesas, al contrario de lo que ocurre en el cartilago
articular (Poole et al, 1984; Hunzinker et al., 1984; Hunzinker y
Schenk, 1984; Hunzinker et al., 1997). Comparativamente con el
cartilago auricular de rata, el de conejo parece tener algo mas de

cantidad de matriz intercelular.

5.1.1.2.- Caracterizacion de la distribucion de los componentes de

la matriz extracelular e integrinas

Los resultados de la reparacion y estudios in vitro, usualmente se
correlacioanan con el tejido cartilaginoso nativo y se centran en
observaciones morfologicas, pruebas biomecanicas y analisis
bioquimicos. Se han constatado, entre los diferentes subtipos de
cartilago, diferencias en la matriz extracelular y biomecanicas
(Naumann et al.,, 2002). De esta forma, es importante caracterizar la
expresion en el cartilago auricular in situ, de los componentes de la
matriz y sus receptores, para que puedan ser comparados con otros
experimentos in vivo e in vitro. Debido a su relevancia economica,
muchos de los estudios se han realizado sobre cartilago hialino
humano, siendo pocos los trabajos en otras especies y con otros tipos
de cartilago (Woods et al., 1994; Salter et al.,, 1995; Ostergaard et al.,
1998).
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El cartilago auricular de conejo demostro expresar cantidades
significativas de colageno II, en la region pericelular y menores
cantidades en la matriz territorial y matriz interterritorial. El hecho de
tener una mayor tincion en la region pericelular que en el resto de la
matriz es caracteristico del cartilago nasal y auricular (Naumann et al.,
2002). El colageno tipo II no se expresa en el pericondrio, confirmando
el estado indiferenciado de estas células. Estos resultados son
coincidentes con los realizados por otros autores en el cartilago
auricular de conejo (Madsen et al., 1984; Naumann et al., 2002). La
expresion de colageno tipo II en la matriz territorial e interterritorial
parece ser comun a todos los tipos de cartilago, existiendo pequenas
diferencias cuantitativas de su expresion. El cartilago nasal y articular
parecen tener una mayor expresion de colageno II en la matriz
pericelular e interterritorial respectivamente (Naumann et al., 2002).
Confirmando los resultados anteriores por RT-PCR, podemos observar
que el cartilago auricular de conejo expresaba colageno tipo II y
agrecano. Curiosamente observamos menores cantidades de expresion
de colageno II que de proteoglicanos.

En la tincion de azul de Alcian observamos una tincion fuerte
azul en la region pericelular, sinonimo de la presencia de grandes
cantidades de proteoglicanos. Estudios demostraron que en el cartilago
articular, los proteoglicanos de la region pericelular podrian ser:
queratan-sulfato, acido hialuronico (Mason, 1981), proteoglicanos
sulfatados (Pool et al., 1984), perlecano (SundarRaj et al., 1995),
agrecano (Pool et al., 1984) y biglicano (Miosge et al., 1994).

Complementando la informacion que habiamos recogido por
microscopia electronica, observamos expresion de las fibras elasticas en
la matriz territorial e interterritorial. Comparando con otros tipos de
cartilago, vemos que los cartilagos elasticos son los que tienen mayor
expresion de estas fibras en la matriz territorial e interterritorial. El
cartilago nasal, expresa también gran cantidad de fibras elasticas en la

region pericelular (Naumann et al., 2003).
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El control de la funcion condrocitica es fundamental para
mantener la estructura y organizacion de este tejido. En un tejido poco
celular como el cartilago, las interacciones célula matriz son
potencialmente importantes en la regulacion del metabolismo
condrocitico (Salter et al, 1992). Existen varios estudios sobre la
expresion de integrinas en cartilago hialino (Salter et al., 1992; Woods
et al., 1994; Ostergaard et al, 1998), siendo el nuestro, el primer
estudio realizado sobre la expresion de las integrinas en cartilago
auricular. Este estudio demostr6 una fuerte expresion de las
subunidades 1, B3, a5 y el heterodimero avP3, en este tipo de
cartilago.

La subunidad B1 se expresa de forma bastante significativa al
igual que ocurre en el cartilago articular (Woods et al., 1994). Esta
subunidad parece tener un papel importante en la conexion al colageno,
especificamente al de tipo II. La co-localizacion de la subunidad B1 y el
colageno tipo II, que observamos, permiten suponer que existe relacion
entre ellos, confirmando, de esta forma, la teoria de que las integrinas
alPBl, a2p1l e alOB1 son los receptores del colageno tipo II (Loeser,
2002).

Se observé un aumento en la expresion de la subunidad 1 en el
cartilago osteoartritico (OA) cuando se compar6 con el cartilago normal.
El mayor aumento relativo, tanto en cultivos como en OA fue para la
integrina alf31 (Loeser et al., 1995).

Observamos que el cartilago auricular expresa cantidades
elevadas de las subunidad a5 en la region pericelular. La subunidad a5
esta presente en diversidad de tejidos, concretamente en células
epiteliales, endoteliales, leucocitos y fibroblastos (Hemler et al., 1987;
Adams y Watt, 1990).

La co-localizacion de las subunidades a5 con la Bl nos lleva a
sospechar de la presencia de la integrina a5B1, receptor para la
fibronectina (Loeser, 2000). La fibronectina en el cartilago parece estar
localizada en la region pericelular, coincidiendo las dos subunidades,

dando fuerza a esta suposicion (Burton-Wurster et al., 1988; Danen et
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al., 2002). Salter et al en 1992, realizaron estudios de
inmunohistoquimica en cartilago articular adulto humano, donde
demostraron que la integrina aS5B1 era la que presentaba la expresion
mas abundante en este tejido, mientras que las integrinas alf1l y la
a3B1 tenian una expresion menor y variable.

Kurtis et al. en 2003, obtuvieron resultados que demuestran que
en condrocitos articulares humanos la a5f1, tiene un papel importante
en la adhesion y mantenimiento de los condrocitos en el lugar del
defecto después de procedimientos clinicos de trasplante de
condrocitos.

En células aisladas de cartilago articular humano, la matriz
extracelular favorece la supervivencia de los condrocitos via receptores
de la fibronectina. La implicacion de la integrina aSB1 en prevenir la
muerte celular, puede ser particularmente importante en los momentos
precoces en cultivo, cuando tiene lugar la neoformacion de la matriz
extracelular (Pulai et al., 2002).

La presencia de la av3 puede relacionarse con la presencia de
trombospondina, aunque esta proteina no esté descrita todavia en el
cartilago auricular. La presencia de este receptor y el hecho de estar
presente en el cartilago articular, especificamente la trombospondina-1,
nos lleva a pensar en su posible presencia, siendo posiblemente, un
factor de adhesion de los condrocitos. Usando la combinacion de la
inmunohistoquimica, de la inmunofluorescencia indirecta Woods et al.
en 1994, verificaron en cartilago articular humano adulto, que el
heterodimero av33 era notablemente mas reactivo en los condrocitos en
las capas localizadas junto a la superficie articular. Las integrinas que
contienen a la integrina av, se conectan a la vitronectina, ostepontina y
pueden ser una alternativa para los receptores de la FN (Yang y Hynes,
1996).

De esta forma, constatamos que existe una co-localizacion de
estas integrinas con el colageno, fibronectina, trombospondina vy
proteoglicanos, teniendo certeza de que existe una influencia

importante de estos componentes sobre el comportamiento de los
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condrocitos. Aunque debemos ser cautelosos en la interpretacion de los
resultados de estos estudios. El tipo de fijacion y procesamiento asi
como el potencial de enmascarar los epitopos por las proteinas de la

matriz, pueden afectar a los resultados immunohistoquimicos (Loeser,

2000).

5.1.2.- CULTIVO Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
CARTILAGINOSAS

5.1.2.1.- Caracterizacion de las células cartilaginosas en cultivo

En la busqueda de un sustituto cartilaginoso, se han encontrado
varios problemas, siendo el principal, la dificultad de obtener células
cartilaginosas en cantidad suficiente, para recubrir el defecto
cartilaginoso (Jackson et al, 2001). La ingenieria de tejidos, con el
objetivo de intentar obviar este problema, multiplica las células
obtenidas por biopsia in vitro y posteriormente se implantan in vivo.

Constatamos que los condrocitos auriculares de conejo, cuando
se cultivaban sobre superficies plasticas se desdiferenciaban. El
fenomeno de desdiferenciacion fue descrito por Holtzer, en 1960, y en
1977, von der Mark, sugiri6 que este proceso tendria, posiblemente,
origen en las interacciones establecidas entre la matriz extracelular
(concretamente el colageno) y los condrocitos.

El cartilago auricular contiene como principales componentes de
la matriz extracelular la elastina (el mayor componente), el colageno tipo
II y los proteoglicanos. Aunque esté demostrado que los condrocitos
recién aislados del cartilago, sintetizan elastina (Moskalewski, 1976),
nosotros en monocapas de cultivos de tres pases no observamos
histologicamente fibras elasticas, colageno tipo II ni proteoglicanos. Es
decir, las células desdiferenciadas en monocapa, no expresan
significativamente elementos caracteristicos de la matriz del cartilago.

Se piensa que la modificacion de las interacciones célula-matriz
pueden ser la razéon de la pérdida del potencial condrogénico (Chen et
al., 1995). Las interacciones célula-matriz estan mediadas por

receptores especificos, por ejemplo, las integrinas (Durr et al., 1993;
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Enomoto et al.,, 1993; Shakibaei et al.,, 1997; Shakibaei et al.,, 1999;
Mobasheri et al., 2002). Las integrinas desempenan un papel en la
diferenciacion precoz del cartilago, una vez que la presencia de
anticuerpos anti-integrinas es capaz de inhibir la diferenciacion de
células del blastema en condroblastos (Shakibaei, 1998).

En nuestro trabajo observamos la expresion de 31 en condrocitos
cultivados en monocapa. Shakibaei et al. en 1997, comprobaron que la
influencia en el comportamiento celular, de las interacciones
condrocito/colageno tipo II, es dependiente de la accion de la
subunidad B1. Goessler et al. en 2005b, observaron en cartilago del
septo nasal de humanos, que la expresion de 1 aumentaba a medida
que los condrocitos se desdiferenciaban.

La deleccion mediada por Cre/loxP del gen de la subunidad 1,
aparece en la condrodisplasia severa, con elevada tasa de mortalidad.
Esta condrodisplasia se caracteriza por tener condrocitos con forma
anormal, cuya organizacion en columnas en la placa de crecimiento
esta alterada, aparece un reducido numero celular y una red anormal
de fibrillas de colageno (Aszodi et al., 2003).

El cartilago auricular también expresa cantidades elevadas de a5,
que conjuntamente, con los resultados de la subunidad 31, nos lleva a
pensar en una elevada expresion de la integrina a5B1 en los condrocitos
en monocapa. Previamente se describio, que en condrocitos primarios,
la integrina mas abundante es el receptor para la fibronectina a5p1
(Shakibaei et al, 1999). Las subunidades Bl y a5 pueden ser
marcadores de la actividad sintética, su presencia aumenta a medida
que los condrocitos intentan generar matriz extracelular necesaria para
su supervivencia (Spiteri et al., 2008).

Durante la desdiferenciacion de los condrocitos, se activan los
componentes del receptor de la fibronectina a5p1. Conjuntamente con
esta activacion del receptor de la fibronectina, se pone de manifiesto la
sobreregulacion de la fibronectina en el curso de la desdiferenciacion.
Un hecho curioso es que por un lado, el receptor de la fibronectina

puede ser marcador para células indiferenciadas (Fukumoto et al,
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2002) y por otro lado, este receptor puede auxiliar el proceso de
desdiferenciacion (Goessler et al., 2006a; Goessler et al., 2006b).

Tuckwell et al. en 1994, describieron que la a5B1 media la
adhesion al colageno desnaturalizado por un puente de fibronectina.
Estudios demostraron que la regulacion de la produccion de las
MMP13, era influenciada por la a5f1, desempenando, esta integrina,
un papel fundamental en la osteoartritis (Forsyth et al.,, 2002; Loeser et
al., 2003).

Los receptores para la vitronectina y osteopontina (avf33) o
laminina (a6 1) se han descrito en el cartilago articular (Enomoto et al.,
1993; Durr et al, 1993). En los condrocitos auriculares, a pesar de que
observarmos marcaje en algunas células, vemos que la expresion del
avP3 no se altera significativamente con el proceso de desdiferenciacion.

Otros receptores, no estudiados por nosotros, que parecen tener
influencia en la desdiferenciacion son al y a3. Durante la
desdiferenciacion en cultivos en monocapa y también en cartilago en
envejecimiento, los condrocitos pasan de producir colageno tipo II a
producir colageno tipo I y sintetizan receptores de la superficie celular
(integrinas) la a3 para al (Shakibaei et al.,, 1993; Shakibaei et al.,
1995). Durante la condrogénesis inicial, existia un cambio del tipo I de
colageno hacia el tipo II, y de la subunidad al hacia la a3 (Shakibaei et
al., 1995).

Los resultados de la expresion de las integrinas in vitro, parecen
presentar diferencias variadas entre los diversos estudios. Los niveles
de integrinas medidos en los condrocitos pueden verse afectados por las
condiciones proteoliticas necesarias para disociar las células de la
matriz, por el estado de diferenciacion de las células, adicion de suero o
factores de crecimiento, tiempo de cultivo y origen de las células
(Loeser, 1997; Loeser et al. 2000; Knudson y Loeser, 2002; Kim et al.,
2003; Fukumoto et al., 2002; Goessler et al., 2005a).
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5.1.2.2.- Rediferenciacion por agregacion

Se sabe, y fue constatado también por nosotros, que los
condrocitos auriculares sufren alteraciones morfologicas cuando se
cultivan sobre superficies plasticas. Se ha demostrado que este cambio
fenotipico se acompana de un aumento, relativamente rapido, en la
produccion de colageno I y por una disminucion gradual de la
produccion de colageno tipo II (Zaucke et al, 2001; Schnabel et al.,
2002).También, a lo largo de los pases, las cantidades de proteoglicanos
van disminuyendo.

Esta descrito que se pueden rediferenciar los condrocitos por
diferentes sistemas; por una parte cultivo en alginato (Bonaventure et
al.,, 1994; Hauselmann et al.,, 1994; Liu et al.,, 1998), en cultivos 3D y
cultivos en superficies recubiertas por agar (Villar-Suarez et al.,, 2004),
entre otros.

Los contactos célula a célula parecen desempenar un papel
importante durante la primera fase de la diferenciacion condrocitica, en
una fase conocida como condensacion celular (Denker et al.,, 1999; Loty
et al., 2000). Esta fase parece ocurrir en los momentos precoces de
cultivos de elevada densidad. La rediferenciacion de condrocitos
desdiferenciados en cultivos de elevada densidad es similar a la
diferenciacion condrocitica primaria de las células mesenquimales.

En nuestros trabajos de cultivos de condrocitos en agar,
constatamos la formacion de agregados con mucha produccion de
matriz extracelular. Observamos que las células del centro del agregado
presentan una morfologia redonda y las de la periferia una morfologia
mas fibroblastica. La expresion de colageno tipo II y proteoglicanos, fue
mas significativa en el centro del agregado, confirmando que las células
rediferenciadas se encuentran en la zona central de las formaciones
cartilaginosas. Se sabe que los condrocitos Ulnicamente manifiestan
una gran proliferacion cuando las tensiones de oxigeno son bajas, y
tienden a desdiferenciarse en un ambiente normoxico y rediferenciarse

en condiciones de hipoxia in vitro (Domm et al.,, 2002; Malda et al.,
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2004). La hipotesis que planteamos es que las células del centro del
agregado, como estan sujetas a menor tension de oxigeno, se
rediferencian, mientras que las que estan en la periferia, debido a su
exposicion al oxigeno permanecen mas desdiferenciadas.

Escogimos células de monocapa en P3, porque varios estudios
refieren que células desdiferenciadas provenientes de monocapas P5-P8,
no son capaces de rediferenciarse ni en cultivos de elevada densidad, ni
en cultivos en alginato. Estas células se mantuvieron fibroblasticas y no
produjeron ningun marcador cartilaginoso especifico, ni en monocapa
ni en cultivos en alginato (Schulze-Tanzil et al., 2002).

El colageno tipo Il y el agrecano son importantes marcadores para
evaluar el grado de diferenciacion celular. Los resultados que obtuvimos
por RT-PCR en las monocapas de P3 y en los agregados de P3,
confirman las diferencias fenétipicas que observamos en los cultivos. No
obstante, aunque ambos tipos celulares expresaron marcadores de
diferenciacion condrocitica, observamos una amplificacion bastante
mas significativa en los agregados, demostrando que el cultivo en
agregacion, promueve la rediferenciacion.

Estudios realizados en condrocitos articulares evidenciaron que, a
pesar de que las células se desdiferenciaban fenotipicamente a partir
del primer pase, los marcadores de diferenciacion condrogénica soélo
desaparecen totalmente al cabo de 16 semanas, quedando claro que es
mas complicado rediferenciar las células cuanto mayor es el numero de
semanas en cultivo (Zaucke et al., 2001).

Ademas de ésto, otros marcadores pueden ser estudiados en el
futuro para poder juzgar mejor el potencial de rediferenciacion,
concretamente la proteina oligomérica cartilaginosa (COMP) y el
colageno IX, ya probados como marcadores sensibles y precoces para el
estado de diferenciacion de los condrocitos articulares primarios
(Zaucke et al., 2001; Darling y Athanasiou, 2005).

Se observo que factores de crecimiento como el FGF-2 y BMP-2

pueden inducir la rediferenciacion (Denker et al.,, 1999; Martin et al.,
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1999) aumentando la expresion del factor de transcripcion Sox9

(Enomoto-Iwamoto et al., 1998; Healy et al., 1999).
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5.2.- CARACTERIZACION DE CELULAS TRONCALES A
PARTIR DEL TEJIDO ADIPOSO DE RATA

La ingenieria de tejidos ofrece la posibilidad de reparacion o
sustitucion de tejidos enfermos o danados. El componente celular de
esta aproximacion regenerativa desempena un papel fundamental en el
desarrollo de esta tecnologia (Strem et al., 2005). Las células troncales
derivadas del tejido adiposo ofrecen una alternativa prometedora,
siendo una fuente abundante y asequible de células troncales (Gimble y
Guilak, 2003; Frazer et al., 2006).

A pesar de las ventajas de estas células, el progreso en su utilidad
en ingenieria de tejidos se ha visto limitado por la dificultad para ejercer
el control sobre su diferenciacion. Las células troncales tienen una
mayor capacidad proliferativa que los condrocitos articulares adultos,
pero no tienen la habilidad intrinseca para diferenciarse en condrocitos,
si no se les proporcionan estimulos especificos (Huckle et al., 2003).

En este trabajo, en primer lugar obtuvimos y cultivamos células
troncales derivadas del tejido adiposo de la region abdominal e inguinal
de rata. A continuacion evaluamos y caracterizamos las células
obtenidas y comprobamos su capacidad para diferenciarse en
adipocitos, condrocitos y células neuronales in vitro. Finalmente,
estudiamos la criopreservacion de estas células y comprobamos su
capacidad de adhesion a varios biomateriales susceptibles de ser

utilizados en ingenieria del tejido cartilaginoso.

5.2.1.- OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS MULTIPOTENTES

Especie, lugar y método de recogida del tejido

La especie escogida para la realizacion de este trabajo cientifico
fue Ratus norvegicus por ser uno de los animales probados en la
reparacion experimental del cartilago, dentro de los animales de

experimentacion es uno de los que tiene una amplia gama de
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marcadores comerciales disponibles y tiene un rapido ciclo biologico,
que permite con facilidad una rapida evaluacion de los resultados in
vivo en futuros trabajos (Djian et al., 1983; Tholpady et al., 2003;
Dausse et al., 2003; Anraku et al.,, 2008). Pretendemos también, con
esta eleccion, establecer la rata como un modelo celular de CTDTA. Para
probar la capacidad regenerativa de las células troncales de humanos,
es necesario utilizar un raton atimico y modelos animales
immunocompetentes. A pesar de que la reparacion y regeneracion de
tejidos con CTDTA humanas deban ser estudiadas en modelos atimicos,
para evitar el rechazo, estos modelos tienen limitaciones. Los modelos
inmunodeprimidos son propensos a infecciones y enfermedades
sistémicas, o presentan dificultades que pueden afectar o retrasar el
proceso de regeneracion. Ademas se asume (aunque no esta
comprobado), que la regeneracion tiene lugar de forma similar en ratas
atimicas y en animales normales. Los animales imunocompetentes, no
tienen estos problemas y pueden imitar con una mayor similitud, la
biologia de los humanos, con ventajas significativas (Tholpady et al.,
2003).

En cuanto al lugar de recogida de tejido, escogimos la grasa
subcutanea abdominal e inguinal, por ser una fuente de facil acceso y
con minima morbilidad para el animal. Kern et al. en 2006, compararon
las células troncales del cordon umbilical, tejido adiposo y medula 6sea
y observaron que el tejido adiposo era el que tenia mayor cantidad de
células troncales. Para Ratus norvegicus se ha descrito la biopsia de
tejido adiposo en la grasa visceral (Tholpady et al, 2003), grasa
perirenal (Djian et al., 1983), epididimal (Greenwood y Hirsch, 1974;
Bjorntorp et al.,, 1979; Djian et al., 1983) y subcutanea (Yoshimuri et
al., 2006).

Existen en la bibliografia varios métodos para la obtencion de
tejido adiposo, como son la reseccion por biopsia (Yoshimura et al,
2007; Mehlhorn et al., 2000), lipoaspiracion por ultrasonidos y
lipoaspiracion tumescente (Erickson et al.,, 2002; Aust et al.,, 2004).

Nosotros empleamos el método de reseccion por biopsia, porque
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Oedayrajsingh-Varma et al. en 2006, demostraron que las células
obtenidas por este método tienen una mayor viabilidad, frecuencia y

capacidad de replicacion.

Meétodo de aislamiento

Usamos con éxito el método de digestion enzimatica descrito por
Rodbell en 1964, para la separacion por centrifugacion diferencial in
vitro de adipocitos maduros y sus progenitores a partir de grasa
epididimaria. El sobrenadante resultante de esta centrifugacion
diferencial, contenia adipocitos maduros, mientras que el pellet celular
resultante contenia componentes de un color rojizo, la fraccion estromal
vascular (FEV).

Observamos que la fraccion estromal vascular inicialmente
obtenida en cultivo, consiste en una poblacion heterogénea constituida
por dos grandes grupos, el de las células no nucleadas y el de células
nucleadas, resultados que coinciden con trabajos previos (Van et al.,
1976; Zuk et al.,, 2001). Las células no nucleadas son eritrocitos, de
menor tamano y de aspecto discoidal. Estas células no se pegan a la
superficie plastica, de tal manera que con los lavados realizados en los
diferentes pases desaparecen. En el microscopio optico pudimos
observar, que en la fraccion estromal vascular, la mayoria de las células
nucleadas eran de mayor tamano. Boquest et al. 2005, describieron que
esta fraccion heterogénea esta constituida por una poblacion
heterogénea que incluye preadipocitos, fibroblastos, células del musculo
liso, pericitos, eritrocitos y células endoteliales.

En trabajos realizados recientemente se ha intentado purificar esta
fraccion estromal vascular, de forma que la contaminacion por células
indeseadas sea minima. De esta forma, se han utilizado métodos
comparados de aislamiento de las CTDTA. Se han probado métodos
enzimaticos, por gradiente de percoll y se ha recurrido a camas
imunomagnéticas recubiertas con CD45-CD31- Stro-1+, CD34+31- o

CD105 (Boquest et al., 2005; Sengenes et al., 2005; Rada et al., 2007).
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Todos los métodos de aislamiento de las células fueron capaces de
obtener una diferenciacion osteoblastica, siendo la ultima técnica la que
presenta mejores resultados (Rada et al., 2007).

Aunque algunos grupos hayan centrado su atencion
exclusivamente en el minimo procesamiento de la fraccion estromal-
vascular (Festy et al, 2005), otros han trabajado en expandir la
subpoblacion de células troncales derivadas del tejido adiposo
adherente en varios estadios de pases diferentes (Estes et al., 2006b).
La primera tiene como ventaja el minimo procesamiento, y
consecuentemente, menores alteraciones celulares en el cultivo, el
segundo abordaje tiene como principal ventaja el mayor numero de
células obtenidas debido a su expansion in vitro y una mayor

homogeneidad celular.

Cultivo de las células multipotentes sobre superficies plasticas

Las CTDTA cultivadas sobre superficies plasticas toman una
forma fibroblastica caracteristica y constante a lo largo de los pases.
Con los pases, las células aumentan de tamano y presentan mayor
numero de prolongaciones. Las diferencias de tamano se cuantifican
facilmente en microscopia electronica. Es obvio que existe una
uniformizacion celular con los pases.

Conseguimos cultivar  durante 6 meses, totalmente
indiferenciadas, las CTDTA en un total de 30 pases. Todavia no esta
claro si las células mantienen propiedades de células troncales después
de 25-30 duplicaciones, existiendo pocos estudios de los efectos de los
pases sucesivos de CTDTA y sus efectos en las caracteristicas de
multipotencia de esta poblacion celular. Estes et al. 2006b, afirmoé que
las CTDTA mostraron una mayor expresion de genes condrociticos
después de nueve pases comparado con 4 y O pases (Estes et al,
2006b). Se recogen datos contradictorios en diversos estudios que
examinan los efectos de diversos pases en una poblacion celular similar

pero distinta, las CTMO. Diversos grupos demostraron que las CTMO
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mantenidas en cultivo durante bastante tiempo y varios pases,
experimentaron un decrecimiento en el potencial de diferenciacion,
tasas proliferativas bajas, acortamiento de los telomeros, pérdida del
potencial de diferenciacion condrogénico, adipogénico y osteogénico
(Bruder et al., 1997; Banfi et al., 2000; Baxter et al., 2004; Parsch et al.,
2004; Vacanti et al., 2005).

Las cualidades que hacen estas células tan atractivas para la
medicina, especialmente la capacidad para replicar ad infinitum,
también abren la puerta hacia otros problemas. Existen evidencias que
sugieren que pueden ser una fuente de células mutantes que dan
origen a tumores (Marx, 2003). Se ha constatado la posibilidad de
transformacion tumoral de estas células, a lo largo de los pases (Rubio
et al., 2005).

Otra evidencia que nos sugiere que distintos canceres se pueden
originar de las células troncales, provienen de estudios de la
maquinaria biologica que permite la autorenovacion. Ceélulas troncales
normales y carcinogénicas demostraron similitudes admirables (Marx,
2003). Recientemente, distintos investigadores demostraron que los
genes Bmi-1 y Wnt, causan cancer cuando son mutados, y son también
necesarios para la autorenovacion en células normales y cancerigenas.

Para intentar maximizar el potencial de las células, evitando los
problemas mencionados anteriormente, se han sugerido muchas
alternativas, concretamente la utilizacion de células en los primeros
pases (maximo hasta el cuarto pase), hacer la purificacion selectiva in
vitro y sucesiva proliferacion y utilizar los protocolos de diferenciacion

que eviten este tipo de problemas (Heng et al., 2004).
Cultivos en agregacién

Se observo que el cultivo en confluencia de CTDTA conducia a
una rediferenciacion espontanea de las células. De esta forma,

intentamos observar lo que pasaria con las células si las cultivasemos

sobre agar. Observamos que las CTDTA de PO, cuando se cultivan en
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agar forman agregados con una elevada produccion de matriz. Estos
agregados fueron positivos para el Oil Red O. Estos resultados pueden
explicarse por el hecho de que existen preadipocitos presentes en la
FEV, que pueden llevar a la diferenciacion de las CTDTA adyacentes.
Estos agregados son bastante compactos y, debido a su contenido en
lipidos flotan. Las células de estos agregados se presentan
fenotipicamente redondas, perdiendo la forma fibroblastica que
presentaban en los cultivos sobre sustrato plastico.

Esta técnica puede ser innovadora para ser utilizada en aquellos
estudios descritos que incluyen la adicion de insulina, dexametasona,
isobutilmetilxantina e indometacina como factores de diferenciacion
condrocitica (Zuk et al.,, 2001; Aust et al.,, 2004). Pensamos que seria
mas sencillo hacer la rediferenciacion mediante cultivo en agregacion
porque implicaria una intervencion menor de factores externos a las
células, evitando, de esta forma, alteraciones indeseadas. Aunque son
necesarios mas estudios, como cuantificar el grado de rediferenciacion
conseguido utilizando cultivo en agregacion y compararlo con los

referentes al anadir factores de crecimiento.
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5.2.2.- EVALUACION Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
OBTENIDAS

5.2.2.1.- Namero, proliferacion y viabilidad celular

Con este método y lugar de recogida utilizado conseguimos
obtener cantidades bastante aceptables de grasa, cerca de 2,95 */. 1,7
gramos de grasa, obteniendo de media un total de 300.000 */. 284.663
células nucleadas por animal. Observamos una correlacion lineal entre
el peso y la grasa recogida. Existen diversos estudios que intentan
averiguar el numero de células nucleadas adherentes, y su variacion
con la alteracion de diversos parametros. El numero de células
nucleadas primarias en la FEV, es de media de 404.000 células por ml
de lipoaspirado, en una poblacion con 44 anos de media edad y con la
media de indices de masa corporal entre 24-26 (Aust et al., 2004).

Aunque son necesarios estudios mas pormenorizados, parecen
existir trabajos que encontraron correlaciones negativas entre el IMC
(indice de masa corporal) y la cantidad de células obtenidas por ml, en
otro estudio se observaron correlaciones negativas entre la edad y el
numero de células (van Harmelen et al., 2003; Aust et al, 2004).
Ademas existen resultados contradictorios en estos trabajos debido,
posiblemente, a la eleccion de diferentes métodos, lugares de recogida y
falta de wuniformidad de la muestra, asi como muestras poco
representativas. Esta ultima se debe a que las muestras provienen de
pacientes de cirugia de lipoaspiracion, que son normalmente personas
con mas de 30 anos y del sexo femenino.

La proliferacion de estas células, es una de sus caracteristicas
mas apreciadas, habiéndose demostrado que su proliferacion es
superior a las CTMO (Lee et al., 2004b). Las tasas de expansion de
cultivos primarios de CTDTA de raton fueron hasta 5 veces mas rapidas
en los primeros 5-7 dias comparados con CTMO de la misma especie
(Cowan et al., 2003). También se ha demostrado que las CTDTA de la

grasa subcutanea tienen mayor capacidad proliferativa que la grasa
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omental de los mismos pacientes. Todavia no se observaron diferencias
significativas en la capacidad de diferenciacion entre los dos tipos de
grasa (van Harmelen et al., 2004).

Es también importante hacer notar que la variabilidad individual
de la cuantificacion de estos parametros, puede llevar a diferentes
niveles de beneficios terapéuticos en aplicaciones futuras. EI
conocimiento de factores demograficos del donante como IMC, edad,
sexo, estado de salud, deposicion de grasa, pueden ayudar a estimar el
potencial de estas células para un determinado paciente (Estes et al,
2006D).

5.2.2.2.- Caracterizacion de las células a través de marcadores de

superficie celular

Antes de que estas células puedan ser utilizadas rutinariamente
como terapia celular, es necesario describir parametros que definan e
identifiquen la poblacion celular (Aust et al., 2004). El fenotipo de las
hCTDTA es similar a las observadas en las hCTMO y comparten gran
parte de las moléculas y receptores de adhesion (Kuznetsov et al.,
1997; Pittinger et al., 1999; Gronthos et al., 2001).

La expresion positiva para los marcadores CD29 y CD73 son
coincidentes con los resultados previos, obtenidos en otros estudios con
este tipo celular en humanos (Zuk et al.,, 2002; Dicker et al., 2004). El
CD 29, también conocido como la subunidad 1, se expresa en CTDTA
en varios estudios (Gronthos et al.,, 2001; Erickson et al.,, 2002; Zuk et
al., 2002; De Ugarte et al.,, 2003; Aust et al., 2004; Dicker et al., 2005;
Strem et al., 2005, Lee et al., 2004b, Guilak et al., 20006).

El CD73 es una ecto-5-nucleotidasa (5-NT), una proteina de 68
kDa, con actividades enzimaticas. La 5-NT cataliza la desfosforilacion
extracelular del nucleésido monofosfato 5’ en una forma que pueda
entrar en las células. El CD73 puede representar un factor comun entre
el desarrollo estromal y linfocitico. Es considerado un marcador

relevante para identificar células troncales por el Mesenchymal and
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Tissue Stem Cell Commitee for the International Society for Cellular

Therapy (Barry et al.,, 2001b; Dicker et al., 2005).

5.2.2.3.- Citometria de flujo

A) Tamano y complejidad

Los resultados obtenidos en relacion con el tamano, confirmaron
lo que observamos en el microscopio de contraste de fases y
microscopia electronica, un ligero aumento de tamano entre los pases
sucesivos. Observamos un aumento muy significativo del tamano entre
la FEV y resto de los pases. Esto se explica fundamentalmente por la
presencia de los eritrocitos en la FEV, que por su pequeio tamano
bajan el promedio de tamano de la FEV.

Observamos también, un aumento muy significativo en la
complejidad entre la FEV y el resto de los pases celulares. Esto es
debido a la presencia de eritrocitos, que al no tener nucleo bajan el
promedio de complejidad. En cuanto a las diferencias de complejidad
entre el resto de pases, no existe una tendencia definida, ya que la
diferencia entre los distintos pases puede ser debida a la mayor o menor
confluencia de las células en el frasco de cultivo, con presencia de mas

o menos vesiculas, vacuolas y metabolismo celular especifico.

B) Expresion de los marcadores CD29 y CD73 en los distintos pases

Constatamos un aumento progresivo de la expresion de CD29 y
CD73, a lo largo de los pases. Se observo en trabajos en tejido adiposo
humano, que la fraccion estromal vascular mostraba bajos niveles de
expresion de marcadores estromales (CD29, CD73), mientras que en
pases mas tardios se observaba un aumento significativo de estos
marcadores (Mitchell et al., 2006; Yoshimura et al, 2006). Estos

cambios también se verifican en las células troncales de médula osea
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(Pittinger, 1999). Se nota por tanto, que con los pases existe una mayor
uniformizacion de la poblacion celular.

Aunque en general los resultados sean coincidentes con diversos
autores, existen algunas diferencias entre los porcentajes,
probablemente debido a diferentes métodos de aislamiento celular, el
tiempo que las células son cultivadas antes del analisis, el uso de MABs
para detectar diferentes epitopos de la misma proteina de superficie,
diferencias de sensibilidad entre los métodos de inmunohistoquimica y
citometria de flujo. En otros estudios se constato, que la presencia de
antibiotico y antimicotico no influenciaba el inmunofenotipo de estas

células (Aust et al., 2004).

5.2.3.- MULTIPOTENCIA DE LAS CTDTA

Realizamos  experimentos de diferenciacion neurogénica,
adipogénica y condrogénica con la intencion de demostrar la capacidad

de multipotencia de estas CTDTA.

5.2.3.1.- Neurogénesis

Las CTDTA mostraron tener capacidad para cambiar la morfologia
a través del uso de mercaptoetanol, y aparecieron positivas a la tincion
de van Nissl. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos
previamente (Safford et al., 2002; Raposio et al., 2006). En cualquier
estudio de diferenciacion celular multipotente, la integridad de las
conclusiones obtenidas esta limitada por la especificidad con que
definimos diferenciacion. Para confirmar la diferenciacion neurogénica,
tendriamos que buscar marcadores tempranos de diferenciacion
neurogénica, mas especificamente la proteina de neurofilamento,
nestina, enolasa especifica neuronal (NSE), o la proteina nuclear
especifica neuronal (neuN).

A lo largo de los ultimos anos, algunos autores han cuestionado
la neurogénesis quimica obtenida in vitro, sugiriendo que no se trata de

una verdadera diferenciacion, sino que representa una expresion
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desordenada de genes con alteraciones morfologicas concurrentes,
como una respuesta a un estimulo toxico (Neuhuber et al.,, 2004; Lu et
al., 2004).

Pero varios autores refutaron esta teoria afirmando que las
CTDTA tratadas con insulina, indometacina e IBMX expresaban NSE,
NeuN, NGFr y demostraron la capacidad de transmision de estimulos
(Zuk et al., 2002; Ashjian et al., 2003; Safford et al., 2002; Safford et al,,
2004; Kingham et al., 2007). Ning et al., en 2007, revelaron que el IGF
mediaba la diferenciacion neurogénica de las CTDTA inducidas por el
IBMX.

Para probar el potencial de las CTDTA en la diferenciacion de
células neuronales, éstas fueron administradas en modelos de infartos
isquémicos en pequenos animales, detectandose mejoras de los déficits

neurologicos (Kang et al., 2003).

5.2.3.2.-Adipogénesis

Estudios realizados en Ratus norvegicus demuestran que las
CTDTA tienen un potencial adipogénico superior a células troncales
procedentes de otros origenes (Yoshimura et al., 2007; Sakaguchi et al.,
20095). La presencia de preadipocitos en la fraccion estromal vascular,
constatado por nosotros en la poblacion adherente del FEV, puede ser
la razén de tal capacidad.

En este trabajo decidimos realizar el cultivo en agregacion de esta
poblacion heterogénea, mimetizando el fenémeno de rediferenciacion
espontanea descrita por muchos autores, cuando se conseguia la
confluencia (Van et al., 1976; Zuk et al., 2001).

Dentro de las células obtenidas de la fraccion estromal vascular
del tejido adiposo, existen preadipocitos, que se diferencian en
adipocitos maduros. La diferenciacion adipogénica proviene,
basicamente, del compromiso de algunos preadipocitos, que en
condiciones tridimensionales inducen, probablemente, a las CTDTA a

diferenciarse (Dicker et al., 2005). Se sabe que solamente unas pocas
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células del FEV son preadipocitos, y nosotros obtuvimos un numero de
células diferenciadas en adipocitos muy superior.

De esta forma, estudiamos la capacidad de estos agregados
diferenciados y positivos al Oil Red de diferenciar monocapas de células
troncales indiferenciadas. Observamos que los agregados se adherian
rapidamente a la monocapa y las células circundantes empezaron a
presentar vacuolas que demostraron ser positivos al Oil Red O. Es dificil
saber si las células se diferencian directamente por contacto con el
agregado, si provienen del propio agregado o si inducen la
diferenciacion por factores de crecimiento. Observamos también, por
experimentos en los cuales incluimos agregados en agar, que era
necesario el contacto directo entre las células y los agregados para que
la diferenciacion tuviese lugar. Deberian realizarse otros estudios para
verificar coémo actian estos fenomenos de diferenciacion, pero
constatamos que el niumero de células positivas al Oil Red O, supera en
gran cantidad el numero de células presentes en los agregados, lo que
nos lleva a pensar que las células se diferencian por el contacto célula a
célula.

Concluimos que la presencia de células precursoras de los
adipocitos en la FEV, permite obtener con mayor facilidad la

diferenciacion adipogénica.

5.2.3.3.- Condrogénesis

Se ha demostrado la escasa o nula capacidad del cartilago para la
reparacion intrinseca después de estar lesionado, ésto condujo a los
investigadores a desarrollar nuevas modalidades para lograr la
regeneracion (Erickson et al., 2002).

Observamos que las CTDTA obtenidas de grasa subcutanea
abdominal e inguinal son capaces, en cultivo en micromasa y en
presencia de mediadores solubles especificos (TGF-B1, Ascorbato, ITS),
de expresar proteinas de la matriz cartilaginosa, dando positivo al azul

de Alcian. Se obtuvieron la formacion de nodulos a partir de los 3 a 4
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dias en cultivo, alcanzando la produccion maxima de matriz a los 14
dias. Estos resultados, conjuntamente con estudios previos, sustentan
el potencial condrogénico de estas células (Zuk et al., 2001; Tholpady et
al., 2003; Yoshimura et al., 2007).

Nuestros resultados demostraron que la morfologia celular
redondeada es necesaria para promover el fenotipo condrocitico en
CTDTA de rata. Cuando cultivamos las CTDTA con TGFB1, ascorbato,
dexametasona, expresan marcadores bioquimicos caracteristicos de
condrocitos articulares (Zuk et al.,, 2001; Awad et al., 2003; Erickson et
al., 2002; Wickham et al., 2003). Un requerimiento importante para la
diferenciacion condrogénica parece ser el mantenimiento de una forma
celular redondeada con un sistema de cultivo tridimensional, como por
ejemplo, el cultivo en micromasa (Barry et al.,2001a), o como células
individuales suspendidas en una matriz de gel como el alginato o
agarosa (Awad et al., 2003; Erickson et al., 2002). Cuando se mantienen
en cultivos de pellet o encapsuladas en “camas” de alginato (alginate
beads) y cultivadas con 10 ng/ml de TGFB1, las CTDTA expresan un
fenotipo condrocitico y sintetizan colageno tipo II, agrecano, proteina de
conexion y condroitin sulfato de forma dependiente del tiempo
(Erickson et al., 2002). Cuando los condrocitos se cultivan en
suspension, en presencia de ascorbato, las células forman clusters.
Esta agregacion es dependiente de la integrina 1 y del colageno tipo II
(Enomoto et al., 1993).

La capacidad de diferenciacion parece estar interconectada con el
ambiente del cultivo celular. Los factores utilizados en expansion en
monocapa, entre otros factores, parecen tener una influencia
significativa en la proliferacion y el mantenimiento de la influencia
sobre la capacidad para proliferar y la capacidad condrocitica (Estes et
al., 2008). Aumentar el numero de pases en presencia de EGF, bFGF y
TGFB1 tiene un efecto marcado en el potencial de diferenciacion
condrogénica de las células hADAS (Estes et al., 2006D).

Varios estudios, dirigidos a determinar el potencial condrogénico

de las CTMO y CTDTAs, obtuvieron resultados no congruentes entre si,

243



Discusion

algunos recogian el mejor potencial condrogénico de las CTDTAs (Zuk et
al., 2002; Erickson et al.,, 2002; Gimble y Guilak, 2003; Awad et al.,
2004; Estes et al., 2006a), con respecto a las CTMO (Zuk et al., 2001;
Hui et al., 2005 ), mientras que otros concluyeron que las CTMOs son
superiores a las CTDTAs ( Winter et al.,, 2003; Im et al.,, 2002; Huang et
al., 2005; Sakaguchi et al., 2005; Afizah et al., 2007).

Estas diferencias parecen tener su origen en diferentes
respuestas a los factores de crecimiento. La diferenciacion condrogénica
de las CTDTA puede inducirse en cultivos en micromasa solamente con
la influencia del TGFB1, mientras que las CTMO requerian de los
efectos sinérgicos del TGFB1l y dexametasona para que ésta tuviera
lugar (Estes et al, 2006a).Las CTDTA necesitan de protocolos
especificos de diferenciacion condrogénica para que se pueda sacar el

maximo partido de todas sus potencialidades.

5.2.4.- PRESERVACION

La médula o6sea se ha criopreservado con éxito desde 1955
(Barnes y Loutit, 1955; Debelak-Fehir et al.,, 1975; English et al., 1979;
Stiff et al., 1987), y se han utilizado métodos similares, también exitosos
para preservar células troncales derivadas de sangre periférica (Jackson
et al.,, 1992; Warkentin et al, 1994).

También fueron criopreservadas células troncales embrionarias
incluyendo raton (Robertson,1987), cerdo (Shim et al.,, 1997), humanos
(Reubinoff et al, 2001) y primates (Fujioka et al., 2004), utilizando
dimetilsulféxido (DMSO) como crioprotector. En un estudio reciente, se
desarrollo un método o6ptimo de criopreservacion de células troncales
hematopoyéticas progenitoras; con el fin de eliminar las caracteristicas
toxicas de elevadas concentraciones de DMSO, consistente en la
utilizacion de bajas concentraciones de trealosa (Buchanan et al,

2004).
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5.2.4.1.-Preservacion del tejido antes de la disociacion

A nivel practico la preservacion del tejido adiposo, tiene bastante
utilidad. La mejoria de las técnicas de preservacion, permiten la
posibilidad del almacenamiento de tejido adiposo humano, lo cual
permite reducir los costes por paciente, la incomodidad y el tiempo
asociado a diversos procedimientos de obtencion. Atik et al. en 2006,
demostraron que congelando grasa en nitrogeno liquido a -35°C
durante 6 meses, permite el mantenimiento del tejido viable. Lidagoster
et al. en 2000, probaron diversas formas de preservacion, incluyendo la
refrigeracion y la congelacion a -16°C, observaron una disminucion del
numero de células viables obtenidas y senales de inflamacién cuando el
tejido era reimplantado. Ullmann et al., almacenaron grasa durante 7
meses a -18°C, siendo los resultados obtenidos en la reimplantacion
inferiores para la grasa congelada cuando eran comparados con la
fresca.

Los resultados de Macrae, en 2004 demostraron que la grasa,
cuando se almacenaba a temperaturas bajo cero, mantenian su
actividad metabdlica mitocondrial en comparacion con la grasa

almacenada en una incubadora a 32° C.

5.2.4.2.- De las células

5.2.4.2.1.- Técnicas de criopreservacion después de la

amplificacion

No existen muchos estudios sobre criopreservacion de CTDTA, y
existian en la bibliografia dos métodos distintos de criopreservacion
distintos, el primero (80% SFB+10% DMEM+10% DMSO)(Goh et al.,
2008) y el segundo (80% DMEM+10% DMSO+10% SFB) (Thirumala et
al., 2005a y Thirumala et al., 2005b). Observamos que el método que

mejores resultados dio para las células troncales de rata fue el primero.
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Kim et al., describieron un método para criopreservar células con 90%

de SFB y 10% de DMSO, con buenos resultados.

5.2.4.2.2.- Impacto de la criopreservacion en los marcadores de

superficie de células troncales

El objetivo fundamental de este punto fue caracterizar el impacto
de la criopreservacion en la expresion de dos importantes marcadores,
CD29 y CD73. Gonda et al, en 2008 observaron que no habia
alteraciones en los marcadores de la superficie celular después de 6
meses de criopreservacion de CTDTA sin pérdida de la capacidad de
diferenciacion o proliferacion. Diaz-Romero et al. en 2005, observaron
el mismo patron de expresion en los condrocitos criopreservados y no
criopreservados.

Nosotros observamos la misma distribucion a lo largo de los
pases, en la expresion del CD29 y CD73 en las células congeladas
cuando se compararon con células frescas. La diferencia mayor se
observo para los dos anticuerpos en la fraccion estromal vascular, que
parece deberse a la menor resistencia de los eritrocitos al proceso de
congelacion. En los otros pases, las diferencias son menores y pueden
explicarse por la presencia de un mayor numero de células muertas en
las células congeladas que observamos en el azul de trypan, este hecho

fue constatado por Diaz-Romero et al. en 2005.

5.2.5.- BIOMATERIALES

Mucha de la investigacion de las células troncales se ha enfocado
a controlar la diferenciacion usando unicamente factores quimicos
solubles (como factores de crecimiento) y/o manipulando las senales a
las cuales las células estan expuestas; se ha dado una menor
importancia a las matrices como factor en la regulacion de la
diferenciacion y el crecimiento tisular (Awad et al.,, 2002; Hunzinker et

al., 2002).
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Se ha demostrado que las hCTDTA pueden diferenciarse en un
fenotipo condrogénico bajo unas condiciones de cultivo bien definidas
(Ericksson et al., 2002; Awad et al., 2003). Awad et al. en 2003,
demostraron que las propiedades del tejido cartilaginoso varia con las
condiciones, tiempo de cultivo y eleccion del biomaterial.

El biomaterial también tiene influencia en la diferenciacion de las
CTDTA y las propiedades funcionales de la construccion del tejido,
cuando se mantiene en condiciones de cultivo in vitro con un medio de
diferenciacion condrogénico basal consistente en TGF (1, ascorbato y
dexametasona (Awad et al., 2004).

En este trabajo pretendemos ver la posible adhesion y
comportamiento de las células troncales del tejido adiposo a distintos
biomateriales, que ya demostraron ser viables en ingenieria del tejido
cartilaginoso a partir de células cartilaginosas y CTMO, concretamente

el acido poliglicolico, el colageno tipo I y el agar.

Acido Poliglicélico

Las células que se adherian mayoritariamente al acido
poliglicédlico, presentaron un fenotipo heterogéneo, con una parte
significativa de las células con apariencia fibroblastica. Lee et al. en
2004a, demostraron que en cultivos sin suero fetal, la adhesion al
poliglicélico recubierto de arginina esta mediada por la subunidad B1 y

es de extrema importancia en el periodo inicial de la adhesion celular.

Colageno tipo I

La utilizacion de este biomaterial tuvo como base los estudios
previos de Schuman et al. en 1995, que demostraron que cultivando
condrocitos articulares de bovino en distintos geles de colageno, el de
colageno tipo I de piel de bovino, era lo que tenia una tasa mas baja de

desdiferenciacion (10 a 20%).
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En nuestros estudios el colageno tipo I, demostr6 ser un buen
biomaterial, permitiendo una buena adhesion celular, con una
distribucion uniforme de las células en el biomaterial, presentando las
células una forma redondeada. Se formaron grandes agregados
celulares, compactos que pudieron ser observados macroscopicamente.

Con este estudio podemos concluir que el colageno tipo I de
bovino diluido en acido acético 0,01 M, permite la adhesion de células
troncales del tejido adiposo, siendo, por tanto, un buen candidato para

intentar realizar la diferenciacion condrocitica.

Agarosa

La inclusion de las células en gel de agar, llevo a que las células
presentasen una morfologia celular esférica, con buena distribucion en
el biomaterial. La agarosa mantiene durante los 28 dias cultivados la
misma dimension sin contracciones, ni cambios en la textura y
densidad.

La capacidad de algunas matrices de interactuar con las células,
pueden explicar algunas de las diferencias en el comportamiento de
éstas dependiendo del biomaterial. Este trabajo permiti6 hacer una
seleccion de los posibles biomateriales en que los tipos celulares tenian
adhesion. En trabajos futuros, se realizaran en nuestro laboratorio
estudios, concretamente con colageno y acido poliglicolico anadiendo
medios condrogénicos.

En conclusion, podemos afirmar que existen diferencias
significativas en el comportamiento celular relacionadas con el tipo de

biomaterial usado.

5.2.6.- PERSPECTIVAS DE ESTA TECNOLOGIA

El tejido adiposo es abundante y facilmente accesible comparado

con la mayor parte de tejido viable, presentandose como una fuente
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potencial de células troncales para aplicaciones en medicina
regenerativa (Guilak et al.,, 2004; Strem y Hedrick, 2005).

Existen un conjunto de dificultades basicas y aplicadas que
hacen que esta tecnologia no tenga una mayor aplicacion,
concretamente la funcionalidad, su seguridad y el coste efectivo de las
células.

Con el fin de intentar obviar las alteraciones normales que tienen
lugar durante el cultivo de las células, éstas pueden utilizarse en
ensayos clinicos sin ser necesaria su expansion in vitro, debido a la gran
cantidad de células obtenidas en el lipoaspirado. Normalmente, la
utilizacion de células con la menor manipulacion posible puede llevar a
procedimientos mas seguros y eficaces. Pero para poder usar la
implantacion de estas células a la propia fraccion estromal vascular hay
que estudiarla con mas detalle.

En estudios in vivo realizados por Cowan et al. en 2004, se
utilizaron estas células para tratar defectos de grandes dimensiones en
raton. El transplante de las CTDTA en el raton mdx, un modelo animal
de la distrofia muscular de Duchenne, da lugar a una substancial
expresion de la distrofina (Rodriguez et al., 2005b). Datos preclinicos,
obtenidos en modelos animales pequenos y grandes demostraron
mejorar la funcion cardiaca después de sufrir un infarto de miocardio
(Strem y Hedrick, 2005). La inyeccion intraventricular de CTDTA
transfectadas con un retrovirus que sobrexpresa el gen de la telomerasa
humana, demostré6 aumentar la recuperacion funcional en estos
animales (Jun et al., 2004).

Esta tecnologia esta ya siendo comercializada en E.E.U.A. para
caballo por la empresa Vet Stem Cell. Para ello se esta recogiendo grasa
del inicio de la cola, con el objetivo de utilizar estas células en terapia
regenerativa de tendones, ligamentos y articulaciones. En este caso no
existe expansion celular, apenas se obtiene el aislamiento de la FEV, se
inyecta directamente en la zona de la lesion, para aplicar el tratamiento.
La misma empresa esta implementando este servicio para el

tratamiento en perros de las patologias articulares.
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La aplicacion de las células troncales adultas en la ingenieria de
tejidos ha demostrado ser un campo realmente prometedor en el futuro
(Rodriguez et al., 2005a). A pesar de los muchos avances y de los éxitos
recientes, existen pocas aplicaciones clinicas utilizando como base las
células troncales. Los trabajos iniciales se han enfocado en métodos de
ensayo-error, y existe la necesidad de equilibrar estas técnicas con una
ingenieria mas conservadora para el disefio y producciéon del producto.
Ademas, otras tecnologias emergentes, especialmente biomateriales,
quimica y diseno de biorreactores, pueden tener un impacto

significativo en tecnologias de células troncales.
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5.3.- DIFERENCIACION CONDROGENICA DE CELULAS
TRONCALES DE TEJIDO ADIPOSO (GRASA
INFRAPATELAR) DE CABALLO

Se realizaron estudios iniciales generales en el campo de la
regeneracion de cartilago, utilizando modelos animales de pequeno
tamano. Sin embargo, es necesario desarrollar modelos animales de
mayor tamano como perros, cabras y caballos, ya que éstos reproducen
mejor las condiciones de los pacientes humanos (Reinholz et al., 2004).
Por otra parte la importancia clinica y econémica que representa en
Veterinaria el mundo del caballo hace imprescindible el desarrollo de
estos modelos aplicables en animales de gran tamano. Antes de
ejecutarse ensayos clinicos en humanos, las terapias basadas en
células troncales para enfermedades que no sean mortales, deben ser
evaluados tanto en seguridad como en eficacia, utilizando modelos
animales con enfermedades espontaneas y no solamente en modelos de
animales de laboratorio con lesiones inducidas (Koch y Betts, 2007).

El caballo es el candidato ideal para aplicaciones clinicas de
problemas articulares, por ser un animal de competicion con
enfermedades articulares asociadas a esta actividad (Boyde y Firth,
2004; Doube et al., 2007) y tener una gran relevancia econoémica. Se ha
utilizado el caballo como modelo para ensayos clinicos de tratamiento
de problemas articulares (Barnewitz et al., 2006; Litzke et al., 2004). Sin
embargo, los estudios que utilizan los equinos como modelos de
enfermedad experimental son muy caros, en comparacion con aquellos
que emplean pequenos animales. Por ello, la industria equina y la
comunidad veterinaria deberia implicarse en el proceso de
investigacion, disminuyendo los costes de investigacion (Koch y Betts,
2007).

Un elevado numero de caballos de carreras deben ser retirados
debido a problemas articulares y la industria ha puesto en marcha

diversos programas de donacion y reubicacion, con el fin de reducir el
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numero de caballos de carreras eutanasiados después de abandonar la
pista. Estos caballos podrian ser una excelente fuente de material de
investigacion para problemas articulares (Koch y Betts, 2007).
Planteamos este estudio con el objetivo de determinar la
capacidad de diferenciacion condrogénica de las células de grasa
infrapatelar de caballo, e intentar desarrollar un modelo capaz de

reproducir la hipertrofia de los condrocitos.

5.3.1.- OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS MULTIPOTENTES

La morfologia celular de las células de la FEV en -cultivos
primarios es diversa, debido a su naturaleza heterogénea, con una
distribucion uniforme por todo el frasco, sin formar colonias. La
morfologia dominante es la fibroblastica, aunque una pequena parte de
las células presentaba una morfologia distinta. Con los pases la
poblacion se volvio morfolégicamente mas uniforme, estos datos son

coincidentes con los presentados por Vidal et al., 2007.

5.3.2.- DIFERENCIACION CONDROGENICA DE CTDTA DE CABALLO

El cartilago articular demostro tener un escaso o ningin potencial
para la reparacion intrinseca de la lesion, llevando a los investigadores
a buscar nuevas estrategias para potenciar la regeneracion de los
tejidos.

Este proceso parece estar influenciado por un determinado
numero de factores, incluyendo la presencia de factores de crecimiento
apropiados y condiciones atmosféricas adecuadas (Grimshaw y Mason,

2000).

Efectos de los factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son citocinas, con funciones

reguladoras en el tratamiento del sistema musculoesquelético. Varios
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estudios describen que los efectos combinados de distintos factores de
crecimiento tienen efectos significativos en la inducciéon condrogénica de
las células troncales y en el tratamiento de lesiones articulares
(Martinek et al., 2003).

Se realizaron varios trabajos, relacionados con la obtencion y
diferenciacion condrogénica de células troncales de médula osea y de
cordon umbilical equino (Fortier et al., 1998; Hoynowski, 2007; Wilke et
al., 2007). Vidal et al. en 2007, demostr6é la capacidad osteogénica y
adipogénica de las CTDTA, pero no su potencial condrogénico. Hasta el
momento no se ha descrito en la bibliografia la diferenciacion
condrogénica de CTDTA de caballo.

Nuestros resultados demuestran que la diferenciacion
condrogénica de las CTDTA de caballo tiene lugar en presencia de
medio condrogénico, implicando una rapida biosintesis de
glucosaminoglicanos y colageno, acompanandose la deposicion de la
matriz extracelular, por una clara alteracion en la morfologia celular.
En los cultivos a los que no se les adiciono factor de crecimiento, los
pellets obtenidos eran de pequeno tamano, con poca evidencia de
acumulacion de matriz. Observamos que el cultivo en medio control, a
partir de los 28 dias conduce al sufrimiento celular.

La induccion de la condrogénesis en CTDTA cultivadas in vitro
requiere la suplementacion con mediadores especificos solubles. Las 3
isoformas de TGFp tienen la capacidad de inducir esta respuesta, y bajo
determinadas condiciones de cultivo se hace evidente la produccion de
componentes de la matriz extracelular de cartilago en 24 horas (Barry et
al., 2001a). En las CTMO se demostro que el TGFB2 y 3 son mas
efectivos en inducir la condrogénesis, provocando un aumento de hasta
dos veces en la produccion de glicosaminoglicanos y una deposicion de
colageno tipo II precoz y mas amplia (Barry et al, 2001a). En las
CTDTA, el TGFB1 parece tener igual o mayor potencial de induccion que
sus isoformas (Estes et al., 2006a).

El factor de crecimiento TGFB1 es un factor clave en la regulacion

de la proliferacion celular y puede llevar a la diferenciacion
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cartilaginosa (Izumi et al., 1992). Nuestros resultados demostraron que
el TGFB1 en combinacion con otras sustancias de suplementacion,
llevan a las CTDTA de equino a producir marcadores cartilaginosos,
similares a los encontrados en células mesenquimales derivadas de la
médula 6sea en las mismas condiciones (Johnston et al.,, 1998).

Otros factores de crecimiento parecen desempenar un papel
importante en la induccion de la condrogénesis de las CTDTA,
concretamente el BMP-6 e IGF-1. En contraste con los efectos
osteogénicos de la BMP-6, en diversos tipos celulares, los efectos de la
BMP-6 en CTDTA en cultivos tridimensionales son bastante
condrogénicos, siendo uno de los mas potentes reguladores de la
condrogénesis (Estes et al, 2006a). El IGF-1 no parece tener un fuerte
efecto en promover el sinergismo con TGF 3 y BMP-6; de hecho, la
adicion de IGF-1 y TGF B3 al BMP-6 provoca la inhibicion parcial de la
respuesta condrogénica de las células al BMP-6. Estos resultados
sugieren que la respuesta de las CTDTA difiere considerablemente de la
respuesta de otras células progenitoras derivadas del mesénquima
(Estes et al., 2006a).

Constatamos que con el tiempo, las tasas de biosintesis de
proteoglicanos y colageno en condiciones condrogénicas disminuyen.
Estudios previos demostraron que las moléculas propias de la matriz
extracelular son potentes modificadores del metabolismo celular. Por
ejemplo, un aumento en las concentraciones extracelulares de
proteoglicanos causan una reduccion de la tasa de sintesis por los
condrocitos, debido a un mecanismo de feedback negativo en el cual
esta implicado el CD44 (Aguiar et al., 1999).

Estas observaciones demuestran el potencial relevante de los
factores de crecimiento en el futuro de la ingenieria de tejidos de

equinos y terapias médicas regenerativas.

254



Discusion

Influencia de las distintas condiciones controladas

Las variaciones de las condiciones atmosféricas del cultivo
desempenan un papel importante en la regulacion del equilibrio entre el
crecimiento celular y la actividad biosintética. El uso potencial de la
tension de oxigeno como un interruptor metabdlico tiene implicaciones
significativas tanto in vivo como in vitro, en el contexto de la ingenieria
de tejidos con respecto a la condrogénesis y otras lineas de
diferenciacion (Strehl et al., 2002).

La reducida tension de oxigeno lleva al aumento de la produccion
de acido lactico por las CTDTA humanas, en cultivos control y
condrogénicos. Este aumento sugiere un aumento de la glicolisis
anaerobia, que no requiere oxigeno (Shapiro et al., 1991). Este
mecanismo de produccion de ATP existe también en los condrocitos
articulares, siendo el producto final el acido lactico (Spencer et al.,
1990; Otte, 1991). Es interesante destacar que la adicion de acido
lactico exogeno, puede favorecer la diferenciacion condrogénica de
fibroblastos dérmicos, sugiriendo que los metabolitos celulares
relacionados con la glicolisis anaerobia puede tener un efecto autocrino
o paracrino en la diferenciacion celular (Shapiro et al., 1991; Nicoll et
al.,, 2001). La glucosa es el sustrato para que la glicolisis ocurra y la
concentracion de glucosa en el medio puede afectar el desarrollo de
células mesenquimales precartilaginosas (Leonard et al.,, 1989). En
muchos tipos celulares, el ATP es generado via fosforilacion oxidativa
dependiente de oxigeno, que es un mecanismo de produccion de ATP
mas eficiente. Si la tension de oxigeno soélo se reduce al 5%, es
probable que la produccion de ATP ocurra a través de la fosforilacion
oxidativa. Por esta razén, utilizamos medios con elevadas
concentraciones de glucosa, aunque también probamos la
diferenciacion con medios con baja glucosa y la diferenciacion fue
bastante mas complicada.

Observamos que los pellets, cuando se cultivaban en condiciones

de hipoxia, en general eran mas pequenos, pero como no hicimos
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amplificacion in vitro, en condiciones de hipoxia no podemos sacar
conclusiones objetivas sobre la proliferacion celular en diferentes
condiciones atmosféricas.

Nuestros resultados estan parcialmente de acuerdo con otros
estudios, concretamente con los trabajos de Rempel y Abrahamsson,
que en 2001 observaron que una reducida tension de oxigeno inhibia la
proliferacion celular de los explantes sinoviales de conejo, Nevo et al.,
1988 demostraron que tensiones de oxigeno mas bajas favorecen la
proliferacion de CTDTA humanas, condrocitos embrionarios de pollo,
fibroblastos humanos (Taylor et al., 1974), células progenitoras
humanas (Bradley et al., 1978; Maeda et al., 1986; Koller et al., 1992) y
células troncales de la médula 6sea (Lennon et al., 2001).

Ademas existen estudios de células del ligamento cruzado
anterior (ACL) derivado de fibroblastos. Mostraron el maximo grado de
proliferacion al 10 % de oxigeno, teniendo tasas moderadas de
proliferacion al 21% de oxigeno, y tasas mucho mas bajas al 0% de
oxigeno (Fermor et al.,, 1998). Este ultimo estudio sugiere que el grado
de reduccion de la tension de oxigeno desde niveles atmosféricos, puede
también determinar si la célula prolifera o produce proteinas de la
matriz extracelular. Esas diferencias en los efectos de la tension de
oxigeno en la proliferacion celular puede estar potencialmente
influenciada por diferencias en el tipo celular, la madurez, asi como las
condiciones de cultivo.

Nuestros resultados apuntan a que la hipoxia tiene un efecto
condrogénico muy potente a corto plazo, con una expresion mucho mas
elevada del colageno y proteoglicano en el dia 14 que en condiciones de
normoxia. En tiempos mas ptolongados se observa que los pellets en
normoxia producen mas proteoglicanos e igual cantidad de colageno.
Estos datos indican que la baja tension de oxigeno (5%) y las
condiciones condrogénicas pueden aumentar significativamente la
sintesis del colageno total y glicosaminoglicanos sulfatados de las
CTDTA a corto plazo. La hipoxia parece desempenar un papel mas

marcado en la biosintesis del colageno que en los proteoglicanos.
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Wang et al. en 2005, sugieren que la reduccion en la tension
atmosférica puede alterar significativamente el metabolismo celular in
vitro. En estudios anteriores, una baja tension de oxigeno demostro
restaurar el fenotipo condrogénico en condrocitos articulares de bovino
cuando eran cultivados en monocapa (Murphy y Sambanis, 2001).
Comparando una tension de oxigeno del 20 % O», con una baja tension
(5%), se observa que aumenta significativamente la expresion de
colageno tipo II y proteina de agrecano, moléculas tipicamente
expresadas por los condrocitos, pero no tienen ningun efecto en la
expresion de colageno tipo I, que esta generalmente asociado con la
desdiferenciacion condrocitica en un fenotipo fibroblastico (Murphy y
Sambanis, 2001).

La hipoxia parece tener un efecto muy relevante en la expresion
de colageno tipo II e importante, aunque en menor medida, en el
agrecano en condrocitos articulares humanos. Después de la exposicion
de los condrocitos a la hipoxia durante 7 dias, se produce un aumento
en la expresion de Sox-9. Estos datos en conjunto muestran que la
hipoxia actia como regulador del fenotipo condrocitico (Lafont et al.,
2007).

Antes que el oxigeno pueda ser utilizado como una potente
herramienta en la condrogénesis, es necesario desarrollar mas trabajos
para entender como las diferentes tensiones de oxigeno pueden afectar
a la condrogénesis. Alteraciones en las tensiones de oxigeno pueden
promover la diferenciacion y la actividad biosintética. Wang et al. en
2005, sugieren que la manipulacion del ambiente de cultivo mediante la
alteracion de las condiciones fisico-quimicas, como la tension de
oxigeno, puede proporcionar medios adicionales de crecimiento

controlado y metabolismo de células indiferenciadas.
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5.3.3.- DIFERENCIACION CONDROGENICA HIPERTROFICA DE
CTDTA DE CABALLO

La identificacion de las senales externas, que son criticas para el
mantenimiento y control de la diferenciacion de wuna linea de
precursores multipotentes, constituye un gran desafio en la biologia de
células troncales. A pesar de que se han hecho muchos progresos en los
ultimos anos en el desarrollo del cartilago y su reparacion, la
contribucion relativa de cada uno de los factores en la diferenciacion
cartilaginosa esta aun por descubrir (Zou et al.,, 1997; Enomoto-
Iwamoto et al., 1998; de Crombrugghe et al., 2001).

La influencia de varios factores de crecimiento y mediadores de
condrogénesis de las CTDTA pueden ser aditivos o sinérgicos,
dependiendo de la concentracion y tiempo de exposicion. Por ejemplo, la
combinacion de un substituto del suero, el ITS (insulina, transferrina y
selenio) con TGF 1 pueden aumentar la proliferacion de las CTDTA de
una forma aditiva en “camas de alginato” (alginate beads) en relacion
con los cultivos control. De forma similar, las tasas de sintesis proteica
se ven aumentadas por la combinacion TGFP1 y dexametasona en la
presencia de ITS o SFB. El TGFB1 aumenta significativamente la
sintesis de proteoglicanos, sin embargo, este efecto es suprimido por la
dexametasona (Awad et al., 2003). E1 BMP-6, parece inhibir la expresion
de colageno tipo X, y consecuentemente el fenotipo condrocitico
hipertrofico en cultivo (Estes et al., 2006b).

El proceso de diferenciacion hipertrofica del cartilago esta
regulado por multitud de vias de senalizacion, incluyendo la proteina
relacionada con la hormona paratiroides (PTHrP), Indian Hedgehog (Ihh)
y las proteinas morfogenéticas oseas (Vortkamp et al., 1996; Chung et
al., 1998). Semevolos en 2006, revel6 que la expresion de las moléculas
reguladoras parecen estar mas afectadas en las transiciones prenatal a
posnatal y prepuberal a puberal.

En este trabajo estudiamos el potencial de induccion hipertrofica

por parte de la dexametasona.
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Influencia de las condiciones de cultivo

En este estudio probamos dos condiciones de cultivo para inducir
la diferenciacion condrocitica, concretamente cultivos en dos y tres
dimensiones, con medio combinando TGFB1 con dexametasona.

Un hecho interesante que observamos in vitro, es que células
estromales derivadas del tejido adiposo sembradas en monocapa y
mantenidos en presencia de medio condrogénico formaron esférulas
después de 7 dias de cultivo.

Este fenomeno se observo previamente en otras células en cultivo
con medio conteniendo TGFB1 y el fenotipo de las esférulas era similar
al del cartilago (Delise et al.,, 2000). Este proceso es necesario para que
las células produzcan colageno tipo II. Estos resultados combinados
proporcionan evidencias de que la bioquimica y biofisica de las
condiciones de cultivo desempenan un papel crucial en el fomento del
fenotipo condrocitico.

Se han descrito resultados contradictorios sobre la posibilidad de
diferenciacion condrogénica en cultivos en dos dimensiones, ya que
algunos autores, al contrario de los resultados obtenidos por nosotros,
afirman que no existe diferenciacion en dos dimensiones (Solursh,
1991).Un trabajo demostr6 que las CTMO no eran capaces de
diferenciarse en condrocitos si eran cultivados en monocapa (Yoo et al.,
1998) apoyando el papel relevante de la forma celular y un medio
tridimensional en el favorecimiento del fenotipo condrocitico.

En cultivos en dos dimensiones conseguimos obtener
diferenciacion condrocitica en condiciones de normoxia y de hipoxia. Se
observo una gran produccion de matriz, pero no conseguimos observar
células hipertroficas. Estos resultados nos hacen pensar que son
necesarios cultivos tridimensionales para lograr alcanzar in vitro la
diferenciacion terminal, con la consecuente hipertrofia.

En los cultivos tridimensionales conseguimos obtener condrocitos

hipertroficos, con vacuolas de gran dimension. En un sistema
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condrogénico de pellet de CTMO, la proliferacion celular ocurre entre el
dia O y 7 unicamente, mientras que la apoptosis tiene lugar
continuamente. La ausencia de proliferacion celular coincide con la
aparicion de marcadores de diferenciacion condrogénica (Sekiya et al.,

2001).

Induccién de la hipertrofia en medio con dexametasona

Varios estudios in vitro demostraron que la dexametasona tiene el
potencial para inducir maultiples fenotipos (Grigoriadis et al., 1990;
Shalhoub et al, 1992). La dexametasona no es un diferenciador
especifico condrogénico, aunque varias publicaciones demostraron que
la dexametasona facilita la diferenciacion condrogénica de células
mesenquimales. La dexametasona indujo la condrogénesis en cultivos
de células embrionarias de raton (Zimmermann y Cristea, 1993) y en
células progenitoras del mesodermo (Poliard et al., 1995). Tanaka et al.
observaron que la dexametasona estimulaba la expresion de mARN del
colageno tipo IIA pero no el tipo IIB. Por otro lado, Locker et al. en 2004,
demostraron que la adicion de la dexametasona, lleva a un aumento de
la expresion de Sox9.

La afirmacion de que la dexametasona puede inducir la
diferenciacion no soé6lo de células del craneo fetal (Grigoriadis et al,
1998), sino también de cultivos en micromasa de células troncales de la
médula oOsea, sustentan la hipotesis de que algunas células
progenitoras son objetivos diana de la accion de la dexametasona.
James et al. en 2007, observaron que el receptor de los glucocorticoides
es un potencial regulador de la hipertrofia condrocitica.

Las células se cultivaron en nodulos tridimensionales, intentando
imitar las condensaciones precondrogénicas in vivo. La exposicion
continua a dexametasona, conduce a las células multipotentes a la
diferenciacion condrogénica, y posteriormente las convierten en
condrocitos maduros. Pero los estudios de Oshina et al. en 2007,

revelan que la dexametasona ademas de inducir la diferenciacion,
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también induce la apoptosis de las CTMO. Pusimos de manifiesto que
las células a las cuales anadimos dexametasona, presentan un mayor
tamano y vesiculas de gran tamano, coincidentes con condrocitos
maduros, que producen colageno y proteoglicanos. La diferenciacion
hipertrofica es visible en algunas células en el dia 14, pero es mas
acentuada a partir del dia 30 y 40. No parece haber grandes diferencias
entre la hipoxia y normoxia, pero para tener una informacion mas
certera se deberia realizar RT-PCR.

Grigoriadis et al. en 1998, observaron que el tratamiento con
dexametasona, potenciaba la diferenciacion condrogénica y que
concentraciones elevadas de dexametasona pueden también estimular
la proliferacion de precursores condrociticos. Los efectos de los
glucocorticoides en la proliferacion condrocitica varian dependiendo del

sistema de cultivo y las especies utilizadas.
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El cartilago auricular de conejo presenta una
colocalizacion entre las proteinas de la matriz y las

integrinas 1, a5, avp3, B3.

Los condrocitos auriculares de conejo se desdiferencian

en cultivo en superficies plasticas.

Los cultivos en agregacion indujeron la rediferenciacion
de los condrocitos auriculares de conejo in vitro, con
expresion de marcadores de diferenciacion como el

colageno tipo II y el agrecano.

El grado de rediferenciacion es mayor en el centro del
agregado que en la periferia, probablemente debido a la

influencia de la hipoxia.

Las células en cultivo expresan las integrinas 1, a5,
avB3, B3, pero en menor grado que las células adultas
pudiendo desempenar un papel en la desdiferenciacion

que tiene lugar en las superficies plasticas.

Las CTDTA abdominal e inguinal de rata tienen la
capacidad de diferenciacion en adipocitos, condrocitos y
neuronas. Estas células mostraron expresion de
marcadores de células troncales, concretamente CD29 y

CD73.

El tamano de las CTDTA aumentaba a lo largo de los
pases, sin embargo su complejidad no mostré un patron

definido.
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10.

11.

12.

13.

14.

La expresion de los marcadores CD29 y CD73
aumentaba a lo largo de los pases, siendo mas del 98%

en el ultimo pase analizado.

El medio de criopreservacion constituido por 80% de
suero fetal bovino +10% de Dimetisulfoxido +10% de
DMEM demostro ser el mas eficaz en la criopreservacion

de las células.

La criopreservacion de las células parece no influenciar
significativamente la tendencia de expresion de los
marcadores CD29 y CD73, influenciando sin embargo su
grado de expresion, siendo siempre mas elevada en las

congeladas.

Las CTDTA tienen una buena adherencia al agar,
colageno tipo I y acido poliglicolico, pudiendo ser
utilizados en un futuro en ingenieria de tejidos. De todos
ellos el que demostré tener mejores resultados fue el

acido poliglicolico.

Las CTDTA de caballo tienen potencial para diferenciarse
en condrocitos, produciendo componentes propios de la
matriz extracelular adulta, concretamente el colageno y

proteoglicanos.

Las condiciones de hipoxia favorecen la expresion precoz
de colageno y proteoglicanos, desempenando un papel

mas relevante en el colageno.
La adicion de dexametasona, conjuntamente con el TGF-

B1, ITS y ascorbato puede llevar a la creacion in vitro, de

un modelo de condrocitos hipertroficos.
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1. The rabbit auricular cartilage presents a colocalization

between the protein matrix and the integrins B1, a5, avp3,

B3.

2. Rabbit auricular chondrocytes dedifferentiate in culture on

plastic surfaces.

3. The rabbit dedifferentiated chondrocytes culture in
aggregation promotes the redifferentiation of auricular
chondrocytes in vitro, with the expression of differentiation

markers like collagen type II and aggrecan.

4. The redifferentiation degree is bigger in the pellet center
than in the surroundings, probably because of the hypoxia

influence.

5. The cells in culture expressed the integrins B1, a5, avp3,
B3, but in a lower degree than the adult cells, so they can

play a role in the dedifferentiation on plastic surfaces.

6. The ADSC obtained from rat abdominal and inguinal fat,
have the capacity to differentiate in adipocytes, chondrocytes
and neurons. These cells have expressed stem cell markers,

namely CD29 and CD73.

7. The size of adipose derived stem cells has increased
between the passages, but the complexity did not

demonstrate a defined pattern.
8. The expression of the markers CD29 and CD73 has

increased along the passages, being higher than 98% in the

last passage analyzed.
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9. The cryopreservation medium composed by 80% calf serum
+ 10% Dimethyl sulfoxide + 10% of medium demonstrated to

be the most effective in cell cryopreservation.

10. The cell cryopreservation does not seem to have
significant influence on the tendency to markers CD29 and
CD73 expression, but influences the markers expression

percentage, being always higher in the frozen ones.

11. The ADSC adhered well to agar, to collagen type I and
poliglycolic acid, allowing its future use in tissue engineering.

The best results seem those obtained with polyglicolic acid.

12. The horse ADSC have the potential to differentiate in
chondrocytes producing extracellular matrix components

namely collagen and proteoglycans.

13. The hypoxic conditions favored the early expression of
collagen and proteoglycans, playing a more important role in

the collagen synthesis.

14. The addition of dexamethasone with TGF-f1, ITS and
ascorbic acid permits in vitro, the creation of a hypertrophic

chondrocytes useful model.
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