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1.RESUMEN

Existen numerosas patologias cartilaginosas cuya frecuencia ha ido en incremento
a nivel mundial, generando un problema de salud y econdémico. Dentro de las
enfermedades que afectan el cartilago esta la osteoartritis (OA), responsable del 50%
de las patologias congénitas cronicas en la poblacién de avanzada edad, que consiste
en la degradacion del tejido cartilaginoso, el cual, al regenerarse pierde propiedades
biomecénicas esenciales; razén por la que se considera a la Ingenieria de tejidos como

una de las alternativas mas viables para la solucion de este problema.

El éxito de la ingenieria de tejidos depende del desarrollo de matrices en las que sea
posible la proliferaciéon y mantenimiento celular. En este proyecto sera comparada la
capacidad de dos matrices de Policaprolactona (PCL) y Acido poli-lactico (PLA) con y
sin Agrecano para reemplazo de cartilago.



2. INTRODUCCION

2.1 Ingenieria de tejidos

El dafio total o parcial de tejido y la pérdida de la funcion de un 6érgano se encuentran
entre los problemas mas graves y costosos de la salud humana. Inicialmente, esos
problemas se habian abordado mediante el trasplante de 6rganos vy tejidos alogénicos,
sin embargo, esta ya no es una opcion por la baja disponibilidad de donantes (Estrada,
Paz, & Lépez, 2006; Langer & Vacanti, 1993); como alternativa de solucién a estos
problemas, surge la ingenieria de tejidos, definida como "una ciencia interdisciplinaria
donde se aplican principios de ingenieria y las ciencias de la vida para crear sustitutos
biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcién de un tejido u 6rgano que ha
sido afectado" (Rincén, Rodriguez, Londofio, & Echevarria, 2007; Vunjak-Novakovic &
Freshney, 2006).

El éxito de la ingenieria de tejidos depende del desarrollo de matrices porosas
que proporcionen el soporte necesario a las células para su proliferacion y el
mantenimiento de sus funciones diferenciadas o sefiales biol6gicas requeridas para la
conservacion de la expresion especifica de los genes en el tejido (Ma & Wei, 2005, 2003,
Rincon, Rodriguez, Londofio, & Echevarria, 2007; Salgado, Coutinho, & Reis, 2004).

La ingenieria de tejidos o tisular puede considerarse lo mas novedoso en el
campo de la medicina y los biomateriales. Naci6é en 1987 (Lanza , Langer , & Vacanti,
2007; Colorado, Agueldo, & Moncada, 2013) y es un area multidisciplinaria que para
llevar a cabo sus objetivos involucra la participacion de ingenieros quimicos, ingenieros

mecanicos, bidlogos y médicos, entre otros (Narvaez, 2016).

2.1.1 Fundamento

La célula es la unidad minima fisiolégica, morfolégica y genética. Cuando las
células tienen funciones similares, estas se adhieren para formar un tejido. La
responsable de esta adhesion es la matriz extracelular, ademas es responsable del
transporte de las sefiales de desarrollo, nutrientes, productos de desecho y migracion

celular. Los componentes la matriz celular son, principalmente, colageno,



proteoglucanos y una variedad de glucoproteinas especializadas como fibrinectina y
laminina (Gilbert, 2005).

Al entender como responden las células a las sefiales, como interactiian con su
entorno y cdmo se organizan en tejidos, los investigadores han podido manipular estos
procesos para sanar los tejidos dafiados o incluso crear nuevos; este proceso comienza
con la construccion del andamio con biomateriales; a los que es posible introducir
células y factores de crecimiento o moléculas de sefializacion. Si el andamio es
dispuesto al entrorno adecuado, se desarollara un tejido nuevo capaz de reparar o sanar
las &reas afectadas (Figura 1) (Instituto Nacional de Bioingenieria e Imagenes
Biomédicas, 2013; Roa Ramirez & Quintian Ayala, 2016).

Figura 1: Roa, D. (2016). Proceso de elaboracion de un tejido artificial a partir de Ingenieria de

Tejidos.



2.1.2 Elementos de la Ingenieria de Tejidos

Los elementos basicos para la generacién de un tejido a partir de la Ingenieria
de Tejidos son las células especificas que forman el tejido deseado, el andamio, que
funciona como sostén para dichas células y los medios enriquecidos con factores de

crecimiento o moléculas de sefalizacion (Figura 2).

Andamio

TEJIDO
NUEVO

Entorno adecuado

Figura 2: Elementos basicos para la generacion de un tejido nuevo a partir de Ingenieria de

Tejidos.

2.1.2.1 Células

Las células ideales para la construccion de un tejido deben ser faciles de extraer
y expandir, deben conservar su fenotipo, y ser multipotenciales para diferenciarse o
transdiferenciarse a una variedad de células especializadas, especificas de tejidos u
organos y no deben generar respuestas inmunes (Yang, Leong, Du , & Chua, 2001,
Estrada, Paz, & Lépez, 2006), La edad del donante, el origen y el estado de
diferenciacion de las células son factores fundamentales, que pueden hacer variar los
resultados obtenidos (Gonzalez Fernandez, 2014; Buckwalter, Mankin, & Grodzinsky ,
2005; Vunjak-Novakovic & Freshney, Culture of cells of tissue engineering, 2006), los
factores anteriores han despertado gran interés en las células madre (Tabla 1)
(Pittenger, y otros, 1999).



Tabla 1:Células madre mas estudiadas para la generacidn de tejidos a través de la ingenieria de
tejidos. (Estrada, Paz, & Lopez, 2006; Lanza, Langer, & Vacanti, 2000; Pittenger, y otros, 1999;
Mauney, Volloch, & Kaplan, 2005; Alvarez Barreto, 2009).

Células madre

. . Células madre adultas
embrionarias

Médula 6sea (células madre hematopoyéticas, células progenitoras
endoteliales, células madre mesenquimales), tejido adiposo, células
madre pluripotentes inducidas.

Boton embrionario, fetales,
amnidticas, cordén umbilical.

Las células interactian con el material del andamio y responden a cualquier
estimulo del medio en el que se encuentran, ya sea in vitro o in vivo. Por lo tanto, la
eleccion del tipo y fuente celular adecuado afectara todas y cada una de las etapas de
produccion del implante (Tabla 2) (Alvarez Barreto, 2009; Colorado, Agueldo, &
Moncada, 2013; Lanza, Langer, & Vacanti, 2007).

Tabla 2: Clasificacion de implantes segun la fuente celular (Lanza , Langer , & Vacanti, 2007).

Autologo Sé utilizan células del paciente, por lo que no hay
reacciones inmunolégicas pero existe la posibilidad
de que exista baja disponibilidad de células

Alogénico Se utilizan células de otro paciente de la misma
especie, puede generar respuestas inmunoldégicas,
pero asegura la disponibilidad de la especie celular
requerida. Requiere tratamiento inmunoldgico
previo a la implantacion.

Xenogénico Se utilizan células de distintas especies, puede
contener virus por lo que la posibilidad de generar
respuesta imunologica es alta. Requiere
tratamiento inmunolégico previo a la implantacion.

2.1.2.2 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos solubles secretados para instruir la

respuesta especifica celular en el entorno bioldgico, (Kangwon, Eduardo, & David, 2010;



Cross & Dexter, 1991) estos pueden estimular la maduracion celular, actuar como
mitdgenos promoviendo la proliferacion de ciertos tipos de células como morfégenos
induciendo el cambio en el fenotipo de las células blanco (Tabla 3) (Estrada, Paz, &
Lépez, 2006; Alvarez Barreto, 2009).

Tabla 3: Factores de crecimiento populares en la ingenieria de tejidos (Kangwon, Eduardo, &
David, 2010)

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Ang Angiopoyetina
bFGF Factor béasico de crecimiento de fibroblastos
BMP Proteina morfogenética 6sea
EGF Factor de crecimiento epidermal
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos
HGF Factor de crecimiento de hepatocitos
IGF Factor de crecimiento similar a la insulina
NGF Factor de crecimiento nervioso
VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

TGF Factor de crecimiento transformante



La respuesta celular especifica generada por el factor de crecimiento resulta en
una amplia gama de reacciones celulares, que incluyen la supervivencia celular, control
de migracién, diferenciacién y proliferacion de distintos subconjuntos celulares.
(Kangwon, Eduardo, & David, 2010)

Estudios relativamente recientes han permitido identificar un importante nimero
de moléculas solubles producidas por las células madre, que una vez liberadas
provocan autoestimulacion en los sitios dafiados y actdan sobre las células sanas en un
microambiente apropiado. También se han sefialado las ventajas del uso de plaquetas
como fuente de factores regenerativos, teniendo en cuenta la cantidad de estos
elementos solubles que ellas contienen (Herndndez Ramirez, 2009; Lange, y otros,
2007).

Gran parte de las enfermedades que se pueden ver beneficiadas por la
ingenieria de tejidos se deben a trastornos en que interactian diferentes factores
celulares y no a la falta de una sola proteina, por lo que se ha considerado la posibilidad
de aportar moléculas activadoras y reguladoras producidas o inducidas por ellas, con
capacidad para favorecer la diferenciacion de las células implantadas y también la
estimulacion de las células propias del tejido receptor, lo que contribuiria a la fisiolégica
del tejido dafiado (Hernandez Ramirez, 2009; Estrada, Paz, & Lépez, 2006; What is
regenerative medicine? Emergence of applied stem cell and developmental biology.,
2004; Hernandez, 2006).

Actualmente, existen terapias de regeneracion basadas en los factores de
crecimiento que han tenido cierto grado de éxito. Muchos de estos tratamientos
consisten en inyectar una solucion del factor en la zona afectada. Esta forma de
aplicacion es ineficiente debido a la difusion de la solucion a otras areas del cuerpo y
puede causar efectos secundarios indeseados, como el alcance de concentraciones
localizadas de la sustancia superiores a la maxima segura; estos tratamientos implican
la necesidad de repetidas inyecciones haciendo de la terapia un procedimiento
altamente costoso. En los ultimos afios, se han buscado formas mas eficientes de
dosificar estos factores de crecimiento a través de técnicas de encapsulamiento,

logrando un perfil de administracién mas adecuado (DeFail, Chu, 1zzo, & Marra, 2006).

Tanto hidrogeles, andamios prefabricados y micro y nanoesferas, se han visto

enriquecidos con factores de crecimiento (DeFail, Chu, 1zzo, & Marra, 2006; Chung,



Tsai, Hsieh, & Tsai, 2006; Evangelista, y otros, 2007; Kempen , y otros, 2008; Lee, y
otros, 2006; Malaekeh-Nikouei, 2006; Zolnik, 2008). No obstante, debido a su proceso
de produccion y purificacién, los factores de crecimiento son altamente costosos y la
oportunidad de obtener una terapia practica y accesible para la poblaciéon en general

seria poco probable en términos practicos (Alvarez Barreto, 2009).

2.1.2.3 Andamios o scaffolds

Son matrices tridimensionales que proporcionan a las células el apoyo necesario
para su adhesion, proliferacion, migracion celular y el mantenimiento de sus funciones
diferenciadas y las sefiales biologicas requeridas para la conservacion de la expresion
génica especificay, ademas, definen la arquitectura del tejido (Tabla 4) (Kim, E., & Atala,
2000; Estrada, Paz, & Lopez, 2006; Alvarez Barreto, 2009; Lanza, Langer, & Vacanti,
2000; Saltzman, 2000).

Las células interactian con estos dispositivos de manera activa en el proceso
de regeneracion del tejido, lo cual induce la liberacién de factores de diferenciacién y
crecimiento, mientras que sintetizan su propia matriz extracelular, que proporciona un
ambiente y arquitectura especificos del tejido, y sirve como reservorio de agua,
nutrientes, citocinas y factores de crecimiento, entre otros (Agrawal & Ray, 2001;
Kuboki, y otros, 1993; Laurencin, Ambrosio, Borden, & Cooper, 1999; Langer & Vacanti,
1993; Estrada, Paz, & Lépez, 2006).

Tabla 4: Clasificacion de andamios segun su estructura. Basada en Alvarez Barreto, 2009 y Gomes,

2005

Inyectables (hidrogeles) Son introducidos en forma liquida a la lesién, llevan
a cabo un entrecruzamiento in situ, por lo que la
forma del tejido a reemplazar no es un obstaculo
para este tipo de andamio.

Son poco invasivos y pueden resultar citotoxicos.
Sus propiedades mecanicas son inferiores a las de
andamios prefabricados

Pre-fabricados Se construyen antes de ser implantados.

Poseen mejores propiedades mecanicas, por lo
gue se usan en zonas de alta carga.

Biomiméticos Pueden presentar caracteristicas bioquimicas del
tejido.

Actualmente, se encuentran en desarrollo.



Las matrices para Ingenieria de tejidos deben satisfacer varios criterios (Falke &

Atala, 2000; Cassinelli & Morra, 2003; Salgado, Coutinho, & Reis, 2004; Shieh & Vacanti,
2005; Mauney, Volloch, & Kaplan, 2005; Ikada, 2006; Estrada, Paz, & Lépez, 2006;
Garzon, 2006; Barrére & al., 2008; Meyer, Meyer, Handschel, & Wiesmann, 2009;
Alvarez Barreto, 2009; Velasco Pefia & Garzén Alvarado, 2010; Roa Ramirez & Quintian

Ayala, 2016; Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular., s.f.):

Biocompatibilidad: Permite la integracion adecuada al tejido del hospedero sin

presentar efectos citotoxicos, genotdxicos o respuesta inmune

Biodegradabilidad: Se refiere a la capacidad de descomposicion y resorcion del
andamio mediante hidrélisis. La masa del andamio debe disminuirse por accién
del organismo, la meta es no tener un implante al final del proceso, sino un tejido

nativo nuevo.

Bioactividad: Es la cualidad de promover interaccion con los tejidos del huésped

Porosidad: Deben tener poros abiertos e interconectados, necesarios para la
difusion de nutrientes y gases y para la remocion de desechos metabélicos como
resultado de la actividad celular. El tamafio ideal del poro para la ITO varia entre
200 y 900 pm.

Propiedades quimicas y topogréficas: Pueden afectar la adhesién celular y a la

migracion celular.

Propiedades mecénicas: Depende del lugar de implantacion y de las fuerzas
mecanicas a las que se vera expuesto el implante. Las propiedades mecanicas
como el médulo de elasticidad, la resistencia a la traccién, a la fractura, a la fatiga
y porcentaje de elongacion, entre otros, deben ser lo mas cercanas posibles a

las del tejido que se reemplaza.



2.1.2.3.1 Biomateriales

Un biomaterial se define como: "un material ideado para interaccionar con los
sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o substituir cualquier tejido, érgano o
funcién del cuerpo" (Second Consensus Conference on definitions in Biomaterials,
1992).

La ingenieria de tejidos estudia las propiedades fisicas y biolégicas asi como las
aplicaciones de materiales sintéticos o naturales que son usados para estar en contacto
con sistemas bioldgicos. Estos materiales, denominados biomateriales, son
especialmente usados en aplicaciones médicas, aunque su uso se ha extendido a
aplicaciones biolégicas y de diagnostico en laboratorio clinico (Gonzalez Fernandez,
2014; McDermott & Amis, 1990). La variedad de materiales utilizados en ingenieria de
tejidos aumenta de dia en dia para mejorar la regeneracion y recuperacion del tejido in

vivo y durante el cultivo in vitro.

La clasificacion de los biomateriales depende de su comportamiento o de su
naturaleza quimica, aunque en el disefio final pueden combinarse varias categorias
(Figura 3) (Lizarbe, 2007; Binyamin, Shafi, & Mery, 2006; Williams, 1999).

Implantes cartilaginosos,
6seos y epiteliales

Orgénicos

Implantes dentales, hueso y
componentes de valvulas
cardiacas

Biosensores y microelectrodos Semiconductores Ceramicos
implantables

Biomateriales

Metalicos Poliméricos

Implantes dentales, sistemas Implantes oculares, epiteliales,
de fijacién y clavos para cartilaginosos y dseos.
ortopedia

Figura 3: Clasificacion y aplicaciones de los biomateriales, basado en Lizarbe, 2007 y Velasco Pefia
& Garzén Alvarado, 2010.



2.1.2.3.1.1 Orgdnicos

Los biomateriales organicos son los utilizados en los autoinjertos, aloinjertos y

Xenoinjertos. Su inconveniente radica en el costo y complejidad de los procedimientos

quirdrgicos requeridos para obtener el tejido como implante, ademas de las

complicaciones postoperatorias propias de cirugias invasivas. Los aloinjertos requieren

de tratamientos como liofilizacion, irradiacion, lavado con &cidos, entre otros para evitar

el rechazo por parte del receptor y eliminar posibles infecciones en el tejido a implantar.

Los xenoinjertos, también presentan el inconveniente de enfermedades contagiosas
(Velasco Pefia & Garzén Alvarado, 2010).

Existen algunas proteinas procedentes del tejido conjuntivo; que en el organismo

forma los tendones, los huesos, la piel, los ligamentos y diversas membranas; capaces

de ser utilizadas como biomateriales (Tabla 5) (Lizarbe, 2007).

Tabla 5: Proteinas usadas como biomateriales, basado en Colorado, Agueldo, & Moncada, 2013;
MacNeil, 2008; Auger, y otros, 1998; Kon'kov, Pustovalova, & 1., 2010y Boucard, y otros, 2007

Colageno

Fibroina

Quitosano

Utilizado en diversas formas para aplicacion en ingenieria de tejido ya que permiten un
fuerte anclaje celular, tiene un excelente potencial de vascularizacién. Su uso se ha
extendido a la produccion de otros tejidos, como vasos sanguineos, ligamentos y
bronquios.

Seda de origen natural altamente biocompatible que se biodegrada lentamente. La seda
fibroina se utiliza para apoyar la adhesion de las células madre, la proliferacién y
diferenciacion in vitroy para promover la reparaciéon de una amplia gama de tejidos in
vivo como cartilagos artificiales, fragmentos de tejido éseo, vasos sanguineos, tejido
epitelial y tejido nervioso 6seos .

Polisacéarido lineal cuyas propiedades le permiten aplicaciones en encapsulacion de
células, transporte de principios activos a través de las superficies epiteliales, cultivo
celular, reparacion de cartilago y reconstruccion de huesos.

2.1.2.3.1.2 Cerdmicos

Incluye carbones, utilizados para implantes vasculares, ceramicas porosas, pero

de baja resistencia mecéanica, ceramicas de superficie bioactiva o reactiva, utilizadas



frecuentemente para la preparacion de implantes que induzcan y posibiliten la formacién

de estructuras Oseas, y sus mezclas (Lizarbe, 2007).

2.1.2.3.1.3 Poliméricos

Las propiedades fisicas y estabilidad quimica de este grupo de biomateriales,
dependen de un conjunto de variables tales como la composicion quimica del polimero
y de su grado de entrecruzamiento. Una de las ventajas que presentan es que se les
puede dotar de una amplia variedad de propiedades por introduccion de aditivos
quimicos, macromoléculas o segundas fases. Los biomateriales poliméricos pueden
dividirse en tres grandes grupos, los elastomeros; altamente flexibles, los plasticos, de
estructura es mas rigida y de comportamiento térmicos variado; y los hidrogeles, una
mezcla de los dos grupos anteriores con gran afinidad al agua (Lizarbe, 2007)

2.1.2.3.1.4 Metdlicos

Los metales han sido muy utilizados como biomateriales con dos propositos:
fabricacion de prétesis para reemplazar una parte del cuerpo o implantes utilizados en
la estabilizacion y ayuda al proceso normal de reparacion de un tejido. Entre los metales
mas utilizados se encuentran diversas clases de aceros inoxidables, aleaciones
metalicas de cobalto, cromo, molibdeno y niquel, titanio y distintas aleaciones a base de

titanio, aluminio y vanadio (Lizarbe, 2007; Singh & Dahotre, 2007).

2.1.2.3.1.5 Semiconductores

Es el grupo menos extendido de los biomateriales, se encuentran en desarrollo
y son utilizados en el disefio de aquellos implantes que requieren de biosensores
(Lizarbe, 2007).

2.2 Articulaciones

Las articulaciones son aquellos puntos donde confluyen dos huesos, sin importar

qgue puedan moverse 0 no; estos puntos hacen del sistema 6seo en un todo funcional.



Las articulaciones se clasifican de acuerdo a la manera en que los huesos se unen entre
si (Saladin):

Articulaciones 6seas (sinostosis): Carecen de movimiento, se forman cuando la
separacion entre dos huesos se osifica. Pueden formarse por la osificacion de

articulaciones fibrosas o cartilaginosas.

Articulaciones fibrosas (sinartrosis o articulacion sinartrodial): Es un punto en que
los huesos adyacentes estan unidos por fibras de coldgeno que surgen de un
hueso (Figura 4).

Figura 4: Saladin, K. (s.f.) Articulaciones fibrosas.

Articulaciones cartilaginosas (anfiartrosis o articulacion anfiartrodial): Los dos

huesos estan unidos por cartilago hiliano o fibrocartilago.

Articulaciones sinoviales (diartrosis o articulacion diartrodial): Es el tipo mas
familiar de articulacién, poseen una estructura compleja con mayor posibilidad
de desarrollar disfunciones (Figura 5).
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Figura 5: Sladin, K. (s.f.) Estructura de una articulacion sinovial simple.

2.2.1.1 Tejido cartilaginoso

El tejido cartilaginoso es un tejido muy abundante en los vertebrados, se caracteriza
por ser un tejido conjuntivo, avascular, alinfatico y sin inervacion. Este tejido tiene
varias funciones fundamentales en el organismo, tales como actuar de molde para
el crecimiento y desarrollo de huesos largos, formar parte del esqueleto fetal, esta
presente en las superficies articulares de los huesos proporcionando movimientos
de baja friccion y actda también como soporte en algunos érganos del cuerpo
(Gonzalez Fernandez, 2014; Antunes Colago, 2008).

Los componentes de este tejido comprenden entre un 65-80% de agua y una serie
de tipos celulares, en una proporcion del 1-2% del volumen total (condroblastos,
condrocitos, condroclastos y fibrocondrocitos) incluidos en una matriz, que
representa entre el 70- 80% del peso total (Figura 6) (Stockwell, 1967) (Gonzalez

Fernandez,



2014). Los condrocitos secretan continuamente moléculas extracelulares
incluyendo colagena, glicosaminoglicanos (GAGS) y elastina; las cuales se relacionan
con las caracteristicas biomecanicas del tejido (Raya Rivera , Esquiliano Rendon, &
Gonzélez Pérez).

Componentes de la matriz extracelular del tejido
cartilajinoso

% ,

Figura 6: Componentes de la matriz extracelular del tejido cartilaginoso. El grupo del colageno, esta
principalmente formado por colageno tipo Il. Los proteoglicanos (PGs) estdn conformados por
glicosaminoglicanos (GAGS), como sulfato de dermatano, sulfato de condroitina, sulfato de heparano,
gueratosulfato y &cido hialurénico, que provee viscosidad al tejido; unidos covalentemente. Entre las
proteinas no colagenas podemos encontrar fibras elasticas y reticulares, fibronectina, laminina,
tenascina, trombospondinas y la proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa. Basado en Raya
Rivera, Esquiliano Rendon, & Gonzalez Pérez; Gonzalez Fernandez, 2014; Alberts, y otros, 1989;
Stockwell, 1967; Moreland, 2003y Buckwalter & Rosenberg, 1988.

La fase acuosa de la matriz extracelular del cartilago permite la difusion de
nutrientes, metabolitos y hormonas entre sangre y tejidos. Las fibras de proteina no
colagena brindan elasticidad y resistencia a la tension. Las largas fibras de colageno
refuerzan y contribuyen a organizar la matriz; estas se encuentran estructuradas en
forma helicoidal de 3 hebras (Raya Rivera , Esquiliano Rendén, & Gonzalez Pérez).



Los proteoglicanos responsables de la resistencia a la compresion del cartilago,
son macromoléculas compuestas que estadn constituidas por un filamento proteico
central al cual se unen, por medio de los enlaces covalentes, una serie variable de
cadenas lineales de GAGs y oligosacaridos. La molécula tipica es el agrecano, en su
forma completa, la porcion proteica de la molécula posee tres dominios globulares (G1,
G2, G3), que estan separados por dos dominios lineales. El dominio globular G1, al lado
del extremo N-terminal, posee una fuerte afinidad por el &cido hialurénico y ciertas
glicoproteinas. EI dominio G2 no posee afinidad con el acido hialurénico y las proteinas
de unién, aunque su estructura se asemeja a la del dominio G1. En su posiciéon C-
terminal se encuentra el dominio globular G3 (Figura 7) (Raya Rivera , Esquiliano

Rendén, & Gonzélez Pérez).
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Figura 7: Lamoreux (2007). Esquema del agrecano.

Los proteoglicanos (PGs), debido a su carga negativa, atraen cationes de sodio
(Na+) y moléculas de agua, hidratando la matriz del cartilago hasta un 80%, confiriendo
la resistencia caracteristica frente a las fuerzas de compresion. Ademas, las cadenas
laterales de GAGs forman enlaces electrostaticos con el colageno, de esta forma, la
sustancia basica y las fibras de la matriz forman una estructura molecular cruzada
resistente a las fuerzas de tensiéon. Los GAGs son largas cadenas de polisacaridos no
ramificadas, compuestas por unidades repetidas de disacaridos, estos tienen una
intensa carga negativa debido a la presencia en muchos de los residuos de azucar de

grupos carboxilo (Figura 8) (Raya Rivera , Esquiliano Renddn, & Gonzalez Pérez)



AGREGADO DE PROTEOGLICANOS (COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR)

Figura 8: Buckwalter, J. A. (1995) El colageno y los PGs interactian conformando la matriz

extracelular del cartilago, capaz de retener grandes cantidades de agua.

La matriz extracelular del cartilago presenta variaciones de composicion en los estratos
de cartilago articular: en el superficial hay escasos PGs debido a que sufren una
degradacién mas rapida y se sintetizan en menor cantidad, poco colageno y la mayor
concentracion de fibronectina y agua; en el de transicion hay una concentracion superior
de PGs y menor de agua; en el medio o radial se encuentran las fibras de colageno de
mayor didmetro, la concentracion de PG es la méas elevada y la de agua la menor;
finalmente, en el estrato de cartilago calcificado la matriz extracelular se encuentra
calcificada (Poole, y otros, 2001; Buckwalter & Mankin, 1998; Vega Alavarez, Garcia-
Suérez, Fernandez Monijil, & Del Valle Soto, 2016). Por otro lado, la zona pericelular
esta constituida fundamentalmente por PG sulfatados, biglicanos, hialuronato,
glicoproteinas y moléculas de adhesion tales como fibronectina y laminina; asi como
colageno de tipo VI. La matriz territorial posee una alta concentracion de PG ricos en
sulfato de condroitina. Por dltimo, la matriz interterritorial se caracteriza por su alta
concentracion en PG ricos en queratosulfato (Figura 9) (Vega Alavarez, Garcia-Suarez,
Fernandez Monjil, & Del Valle Soto, 2016)



Rivera , Esquiliano Rendon, & Gonzalez Pérez.
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Figura 9: Vega, A. et al (2016) Esquema de los estratos y zonas del tejido cartilaginoso.

Segun su histologia, el cartilago se clasifica en tres grandes grupos (Tabla 6).

Tabla 6: Clasificacién de los tejidos cartilaginosos. Basado en H. Ross & Pawlina, 2008 y Raya

Hace parte de los
discos intervertebrales
y de la insercién de
tendones o ligamentos
en los huesos

Resiste  fuerzas de
deformacién externa

Condrocitos,
fibroblastos

Colageno |y I,
versicano



2.2.1.1.1. Las células del tejido cartilaginoso

Durante el periodo de desarrollo embrionario el esqueleto es sobretodo
cartilaginoso, siendo gradualmente sustituido por tejido éseo. 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,
ademas de esta transformacion, estos tejidos interaccionan entre ellos, influenciando
mutuamente su diferenciacion (Antunes Colaco, 2008; Collins, 1995; Hickok, Hass, &
Tuan, 1998). 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 (Figura 10) (Noden & Delahunta, 1990).
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Figura 10: Safonts, C. (2015) Histogénesis del cartilago

2.2.1.1.1.1 Condroblastos

Los condroblastos son células precusoras presentes en los lugares de formacion
inicial del cartilago, o centros condrogénicos del embrion y se mantienen en el adulto en
el pericondrio, una capa de tejido conjuntivo que cubre el cartilago hiliano (Murillo
Garcia, 2015). Los condroblastos forman a su alrededor un halo de matriz basdéfila

adyacente, compuesta por una red de fibras de colageno de los tipos Il, 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 endoplasmético
rugoso (RER)) y un complejo aparato de Golgi, teniendo un papel fundamental en el
crecimiento cartilaginoso (Figura 11) (Antunes Colago, 2008; Eurell & Sickle, 1998;
Junqueira, Carneiro, & Kelley, 1998).

Condroblasto = |

Lacunado __|
condrocito

Pericondrio

Figura 11: Caseres, C. (2011). Pericondrio, condroblastos y condrocitos.

2.2.1.1.1.2 Condrocitos

El condrocito es la célula por excelencia del cartilago (Figura 12). Los condrocitos
tienen las mismas funciones que los condroblastos, pero con un nivel de actividad mas
reducido. Los condrocitos son consideradas células menos activas que los
condroblastos, siendo estos Ultimos responsables del mantenimiento de la matriz que
los rodea, sintetizando coldgeno, principalmente del tipo I, glicoproteinas,
proteoglicanos y acido hialurénico, quedando incluidos en cavidades de la matriz
denominadas lagunas. (Antunes Colaco, 2008)
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Figura 12: Kihnel, W (2003). Condrocitos del cartilago hiliano de la traquea con inclusiones
lipidicas almacenadas en el citoplasma, el cual contiene mitocondrias pequefias, particulas de
glucdgeno y haces de filamentos. La capsula del condrocito esta formada por matriz extracelular.

Los condrocitos son células redondas o poligonales de alrededor de 5 a 15 ym
de didmetro (Errington, Fricker, Wood, Hall, & White, 1997; Sanchez Naranjo, 2008),
con un nucleo esférico y con uno o més 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 & Sickle, 1998;
Goldring, 2006).

Su morfologia varia dependiendo de la zona del cartilago de la cual se aislen: en
las capas mas superficiales tienden a ser elipticos, mientras que en las capas mas
profundas van adquiriendo una forma mas esférica. Tienen capacidad de deformacion
adaptativa en respuesta a fuerzas mecanicas (Ghadially, Lalonde, & Wedge, 1983).
Estan usualmente agrupados en las denominadas lagunas, pero no se han demostrado
conexiones entre ellos; es decir, cada célula esta completamente rodeada de matriz
extracelular, en intima relacién con ésta (Figura 13) (Schmal, y otros, 2006). Este hecho
facilita la suplencia de oxigeno y nutrientes, la cual debe realizarse por difusion a través
de la matriz, puesto que el cartilago es un tejido avascular (Wilkins, Browning, & Ellory,
2000). Esto también significa que los condrocitos estan expuestos a una baja presion
parcial de oxigeno constante (10% en la superficie y 1 % en lascapas mas profundas)
(Archer & Francis-West, 2003).
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Figura 13: Serrano, A (2015). Condrocitos en lagunas, condroblastos y pericondrio.

La carga mecénica tiene efectos de tipo dinamico y de tipo estatico (Browning,
Saunders, Urban, & Wilkins, 2004) (Urban, 1994). Los de tipo dindmico incluyen los
cambios en la presion hidrostatica, generados por la disminucion de la cantidad de agua
presente en el tejido inducida por la carga, y la deformacién del cartilago consecuencia
directa de los cambios de presion mecanica, los cuales pueden inducir cambios en la
tension de la membrana del condrocito, que a su vez puede afectar una multitud de
mecanismos de transporte, los cuales pueden afectar el metabolismo de la matriz (Elder
SH, 2006). Desde el punto de vista estatico, el movimiento de agua genera cambios en
la osmolaridad local, lo cual afecta el equilibrio osmético entre el condrocito y su medio
extracelular, efecto que induce cambios en los mecanismos de transporte de membrana
para poder compensar los flujos de agua que en otro caso alterarian significativamente

el volumen intracelular (Sanchez Naranjo, 2008).

Los condrocitos son células altamente glicoliticas, metabolizan la glucosa
principalmente por glicélisis anaerodbica, lo que presenta efectos Pasteur negativos;
requiriendo un aporte regular de glucosa para una Optima produccién de ATP en la
homeostasis celular (Lee & 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 (Antunes Colaco, 2008).

Los condrocitos maduros y diferenciados son la primera eleccion para la
regeneracion cartilaginosa por ser la poblacion celular nativa del cartilago y sintetizar
los componentes propios de la matriz (Freed, y otros, 1998). Los condrocitos se aislan
facilmente, pero es complicado obtener un nimero apropiado de células con capacidad
para regenerar el cartilago completo (Huckle, Dootson, & Medcalf, 2003) y cuando se
cultivan sobre superficies plasticas, pueden desdiferenciarse en células de tipo
fibroblastico (Gonzélez Fernandez, 2014).

2.2.1.1.1.3 Condroclastos

Los condroclastos estan presentes especialmente durante los estadios de
desarrollo. Esta célula gigante multinucleada, que resulta de la fusiébn de macrofagos,
es responsable de la renovacion de la matriz cartilaginosa y de las células (Nordahl,
Andersson, & Reinholt, 1998). Estas células se reconocen facilmente por sus numerosas

mitocondrias y vacuolas (Figura 14) (Takuma, 1962; Banks, 1992)
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Figura 14: Zapata, J. (2014) Condroclasto.

2.2.1.1.1.4 Fibrocondrocitos

Son considerados como una combinacion entre los condrocitos y los fibroblastos

(Sweigart, AufderHeide, & Athanasiou, 2003). Estas células presentan una morfologia



redonda y estan protegidos por una matriz territorial, como los condrocitos, pero
producen colageno tipo | como los fibroblastos (Benjamin & J.R., 2004). Existen dos
poblaciones morfolégicamente distintas de fibrocondrocitos: una de células ovales o
fusiformes con pocas prolongaciones celulares situada en la capa més superficial, y otra
con células redondas o poligonales, con mas prolongaciones y localizada en las capas
méas profundas (Figura 15) (Ghadially, Lalonde, & Wedge, 1983).

Figura 15: Martinez, C. (2007) Fibrocondrocito.

2.3 Generacion del andamio para reemplazo de cartilago

2.3.1 Técnica de electrohilado o electrospinning para la sintesis de los

andamios de PCL-PLA

La técnica de electrohilado o electrospinning consiste en generar micro y
nanofibras empleando fuerzas eléctricas variables (Doshi, 1995; Gamboa, Mantilla, &
V., 2007) (Figura 16). Estas fibras transfieren al andamio caracteristicas Unicas, entre
las que se encuentra: un area superficial muy grande en relacion al volumen (Tong,
Zhang, & Wang, 2012) (en el caso de las nanofibras, esta relacion puede ser un
aproximado de 103 veces mas que una microfibra) (Huang, Zhang, Kotaki, &
Ramakrishna, 2003), flexibilidad en la superficie, alta porosidad (Li, Caterson, Tuan, &
Ko, 2002; Li, Vepari, Jin, Kim, & Kaplan, 2006), poros interconectados (Jiang, y otros,
2005) y un alto rendimiento mecénico (Duque Samchez, Rodriguez, & Marcos, 2013).



La técnica de electrohilado permite encapsular o atrapar materiales en las fibras

matrices; puede encapsular proteinas y células. (Gamboa, Mantilla, & V., 2007).

Figura 16: Equipo de electrohilado en el "'Instituto de Investigaciones en Materiales" de la
"Universidad Nacional Autdnoma de México"

El electrohilado consiste en hacer girar soluciones de polimero a través de altos
campos eléctricos, se basa en aplicar suficientes fuerzas eléctricas que superen las
fuerzas de la tension superficial en la solucion de polimero cargado, de esta forma a un
voltaje determinado, finos chorros de solucién son expulsados desde el capilar hasta el
plato colector. Posteriormente el chorro se mueve en la direccion del campo eléctrico, el
disolvente se evapora y los segmentos de fibras son depositados al azar en un plato

colector. (Chew, Wen, Dzenis, & Leong, 2006).

El tipico montaje para la ejecucion de la técnica de electrospinning consta de un
capilar a través del cual debe ser expulsada la solucién polimérica; una fuente de alto
voltaje que posee dos electrodos los cuales deben conectarse uno al lugar de salida de
la solucion (capilar) y otro directamente al plato colector (pantalla metalica) (Figura 17)
(Huang, Zhang, Kotaki, & Ramakrishna, 2003; Sill & Von Recum, 2008; Fang, Niu, Lin,
& Wang, 2008). El producto obtenido es una manta de fibra no-tejida compuesta de
fibras con diametros entre 50nm y 10 pm.
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Figura 17: Gamboa, W. (2016) Esquema bésico de la técnica de electrohilado.

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical segun se desee (Figura
18), el principal inconveniente al trabajar en posicion vertical es la posible salida de gotas
de solucion desde el capilar hacia el plato colector las cuales pueden caer sobre las
fibras depositadas haciendo defectuosa la superficie de las mismas e interrumpiendo el
proceso (Duque Samchez, Rodriguez, & Marcos, 2013; Gamboa, Mantilla, & V., 2007).
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Figura 18: Duque, L. (2013) A) Configuracion horizontal para un sistema de electrohilado B)
Configuracion vertical para la técnica de electrohilado

Para el inicio del proceso, el polimero debe estar diluido completamente con el
fin de evitar taponamiento del capilar y para promover la obtenciéon de fibras
homogéneas (sin beads) (Figura 19). La solucién debe ser dielectrica para cambiar su
posicion ligeramente en respuesta al campo eléctrico externo, lo que explica por qué
ocurre el estiramiento de la solucién en el proceso. Una vez que se tiene la solucién
dentro del capilar y se inicia la aplicacion de alto voltaje, las cargas se acumulan
promoviendo la formacién de una gota en la punta del capilar, a medida que la intensidad
del campo eléctrico se incrementa, la gota se alarga para crear una forma cénica
conocida como cono de Taylor (Taylor, 1969; Ramakrishna, Fujihara, Teo, Lim, & Ma,
2005). La fuerza del campo eléctrico supera las fuerzas de cohesion de la solucion,
generando un chorro de solucién de polimero desde la punta del capilar hasta el plato

colector; en su viaje, el disolvente se evapora y finalmente, las fibras se solidifican a su



llegada al plato colector (Lannutti, Reneker, Ma, Tomasko, & Farson, 504). Luego de ser
extraidas del plato colector algunos autores sugieren mantener las fibras en vacio para
eliminar el disolvente remanente (Jiang, y otros, 2005; Zhao P, 2007; Ravichandran, y
otros, 2012; Duque Samchez, Rodriguez, & Marcos, 2013)

Figura 19: Sugimoto Lab (2013). A) Polimero con beads, estos se forman por la presencia de
solvente en las fibras del polimero y por el taponamiento del capilar.
B) Polimero con fibras regulares.

2.3.2 Caracteristicas de los polimeros
2.3.2.1 Policaprolactona

La policaprolactona resulta de la incorporacion de segmentos largos de unidades
de caprolactona (e-caprolactona). La caprolactona es un polimero de alto peso
molecular que presenta una temperatura de fusion de 61°C y por su baja temperatura
de transicién vitrea, -60°C, posee una gran capacidad para preparar polimeros y co-
polimero con propiedades muy diferentes, desde sistemas rigidos a muy flexibles tipo
elastobmeros. En su forma como co-polimero con acido lactico o acido glicolico
proporcionan un sensible aumento de la flexibilidad y de su capacidad para formar fibras
de adhesién y proliferacion celular (Raya Rivera , Esquiliano Rendén, & Gonzalez

Pérez).

2.3.2.2 Acido poli-ldctico

La lactida es el dimero ciclico del acido lactico, que existe en forma de dos
isdbmeros opticos, el D y el L. EIl monémero ciclico tiene dos carbonos asimétricos por lo
gue es factible preparar polimeros con diferentes tacticidades. La L-lactida es la que
contiene el estereoisomero natural, mientras el D-lactida esta formado por los dos
estereoisémeros. El homopolimero derivado del monémero natural, L-lactico (L-PLA),
tiene alta resistencia a la tension y baja elongacién, lo que hace al polimero muy
adecuado para aplicaciones que tienen que soportar una carga como son las suturas y

fijaciones ortopédicas. Térmicamente, se caracteriza por tener un punto de ebullicién



elevado (175-178°C) y una temperatura de transicion vitrea comprendida entre 60-65°C

(Raya Rivera , Esquiliano Renddn, & Gonzalez Pérez).

2.4 Procedimientos a utilizar para la evaluacion de viabilidad del polimero
2.4.1 Viabilidad por MTT

La medicion de la viabilidad y proliferacion celular es la base de numerosos
ensayos in vitro. La reduccion de sales de tetrazolio es un método comudn para la

medicion de la proliferacion celular (American Type Culture Collection).

El tetrazolio amarilo MTT Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol es un colorante amarillo palido, soluble en agua (Escobar M., Rivera, &
Aristizabal G., 2010) que se reduce por la actividad metabdlica de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa (Figura 20). El resultado de este ensayo es la generacion de
cristales de formazan purpura insolubles en agua dentro de la célula (Figura 21)
(Pontino, y otros, 2006). La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazéan producido (American Type Culture Collection; de Castro de Pardo, 2006).
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Figura 20: Teijon, J. (2006) Reacciones del Ciclo de Krebs. (1) Citrato sintasa. (2) Aconitasa.
(3) Aconitasa. (4) Isocitrato deshidrogenasa. (5) Complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa.
(6) a-cetoglutarato deshidrogenasa. (7) Succinil CoA sintetasa. (8) Succinato deshidrogenasa.
(9) Fumarasa. (10) Malato deshidrogenasa. Los atomos del acetil-CoA aparecen en color naranja.
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Figura 21: Riss, T. (2016) Estructura del MTT y de formazan. EI mecanismo exacto de la reduccion
del MTT a formazéan incluye la reaccién de NADH o moléculas reductoras similares que transfieren
electrones al MTT.

El reactivo de MTT es preparado en solucion fisioldgica y es agregado al medio
de cultivo, usualmente a una concentracion de 0.2 - 0.5 mg/mL y es incubado entre 1y
4 horas. El formazan presumiblemente proporcional al nimero de células viables es
leido a una absorbancia de 540 nm. Una longitud de onda de 630 nm puede ser usada
como referencia, pero su uso no es indispensable para la mayoria de ensayos, pues la
lectura obtenida generalmente es despreciable (Figura 22) (Riss, y otros, 2013). Para
poder llevar a cabo la lectura del formazan se utilizan diversos solventes que ayudan a
estabilizar en color, evitar la evaporacion y reducen la interferencia de rojo fenol y otros
colorantes en los medios de cultivo (Tada, Shiho, Kuroshima, & al., 1986; Hansen,
Nielsen, & Berg, 1989; Denizot & R., 1986). Algunos de estos solventes con alcohol
acido (isopropanol acido), DMSO, dimetilformamida, SDS y combinaciones de
detergentes y solventes organicos (Mosmann, 1983; Tada, Shiho, Kuroshima, & al.,
1986; Hansen, Nielsen, & Berg, 1989; Denizot & R., 1986). La sefial generada para la
lectura depende de la concentracion del MTT y el tiempo de incubacion por lo que estos

parametros deben ser estandarizados (Riss, y otros, 2013).
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Figura 22: Riss, T. (2016) Correlacién directa entre el formazan y la absorbancia en un
experimento de adaptacion celular con hibridomas. Gracias numerosos estudios como este se ha
concluido que a mayor tiempo de incubacion mayor serd la intensidad del color, lo que aumenta la
sensibilidad del método, sin embargo, el tiempo de incubacién esta limitado por la naturaleza
citotdxica del reactivo de deteccion.

2.4.2 Inmunohistoquimica

La Inmunohistoquimica es de vital importancia para el marcaje selectivo de proteinas y
otros elementos que pueden estar presentes, tanto en las membranas celulares,
citoplasma, y demas compartimientos citoplasmicos, asi como también en la matriz
extracelular. Es de gran utilidad en la identificacion de las estirpes celulares de los
tejidos basicos, de receptores de membranas, proteinas citosoélicas, y de cualquier otra
estructura para la cual se halla desarrollado un anticuerpo especifico. Su aplicacion es
de indiscutible valor en anatomia patolégica en el diagnéstico de lesiones tumorales y
su prondstico y en la investigavion en general, sobre todo en la definicion del

inmunofenotipo de las células de los tejidos.

La técnica de Inmunohistoquimica se fundamenta en la reaccion Antigeno —
Anticuerpo (Lacave & Caballero, 2014). La reaccion antigeno - anticuerpo en la técnica
inmunohistoquimica es incolora y para hacerla evidente, se utilizan algunos métodos
como la fluorescencia, las reacciones enzima-sustrato que convierte al cromégeno sin
color en un compuesto coloreado que permite identificar el lugar donde se depositaron

los anticuerpos utilizados (Universidad de los Andes, 2014).



Una inmunohistoquimica consiste en aplicar un anticuerpo fabricado para
reconocer la proteina que buscamos. Enseguida se afiade un segundo anticuerpo que
reconoce al anticuerpo previamente colocado, este contiene un complejo de Avidina-
Biotina. Finalmente, se emplea una reaccién quimica que transforma una sustancia
soluble e incolora en otra insoluble y de color marrén. Dicha sustancia es la
diaminobencidina (DAB), que se afiade como Ultimo paso. Alli donde encuentre
complejo Avidina-Biotina, precipitara y dara color (Figura 23) (Borras Murcia, 2012).
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Figura 23: Borras, M (2012). Esquema de la técnica de inmunohistoquimica.

El anticuerpo primario (2) se adhiere al antigeno buscado (1). Sobre él se afiade un anticuerpo
secundario (3) y, para agrandar toda la estructura, se afiade un complejo Avidina-Biotina (4).
Finalmente se induce un viraje cromatico mediante una reaccion quimica catalizada por
peroxidasa.

2.4.2.1 Kit DAKO

Para la preparacion de muestras se utilizo el kit DAKO EnVision Systems+HRP
para anticuerpos primarios de ratén que contiene reactivo para bloqueo de peroxidasa
(Peroxidase block), polimero marcado-HRP- anti- ratén (Labelled polymer-HRP- anti-
mouse), DAB+ Buffer Substrato (DAB+ Substrate buffer) y DAB+ Cromégeno (DAB+
Chromogen) (Figura 24).



Figura 24: Kit DAKO EnVision+ System-HRP (DAB) para uso con anticuerpos primarios de ratén

El kit DAKO EnVision+ System, HRP es usado para la identificacion cualitativa de
antigenos mediante microscopia de tejidos embebidos en parafina, tejidos criostaticos

0 preparaciones celulares (Dadabayev R., 2004).

Los reactivos de este kit se basan en lo siguiente (DAKO’S LAB, 1998; Dadabayev R.,
2004; Agilent Technologies, 2016):

e Peroxidase block: Suprime la fosfatasa alcalina y la peroxidasa endégena. No

bloguear estas enzimas puede dar lugar a falsos positivos.

e Labelled polymer-HRP- anti-mouse: Este sistema se basa en un polimero
marcado con peroxidasa que se encuentra conjugado con anticuerpos

secundarios.

e DAB+ Substrate buffer y DAB+ Chromogen: La tincion se completa con 3,3'-
diaminobencidina (DAB) + cromodgeno de sustrato. La DAB al oxidarse da como

resultado un precipitado de color marrén en el sitio del antigeno.

3. JUSTIFICACION

La frecuencia de patologias cartilaginosas ha ido en incremento a nivel mundial,
generando un problema de salud y econémico. Dentro de las enfermedades que afectan
el cartilago encontramos patologias congénitas, traumaticas, de origen reumatoide,
neoplasias y degenerativas. Entre las patologias degenerativas podemos encontrar la



osteoartritis, responsable del 50% de las patologias congénitas crénicas en la poblacion

de avanzada edad (Gonzalez Fernandez, 2014).

La osteoartritis (OA), también llamada artrosis u osteoartrosis, caracterizada por
cambios en el metabolismo del condrocito que culmina en la degradacién de la
matriz. En 1998, La National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)
encontré que la prevalencia de osteoartritis de rodilla se incrementa desde 0,1% en
personas de 25-34 afios hasta 10-20% en personas de 65-74 afos. Estudios de
Frammighan encontraron porcentajes mas elevados, de 30% para personas de 65-74
afos (Chavez C., 1998). En México, existen pocas evidencias acerca de la prevalencia
e incidencia global de la enfermedad. La encuesta nacional de salud (ENSA II) de 1998
la ubica como la segunda causa de morbilidad con 14% en personas mayores de 60
afios de edad. La incidencia de OA de cadera es 88/ 100,000 personas por afio, la de
rodillas 240/100,000 personas por afio. La incidencia de OA de rodillas es 1% por afio
en mujeres entre 70 a 89 afos de edad (Lavalle Montalvo, 2010). Estudios en
poblaciones especificas de México han reportado una frecuencia de OA que va desde
2,3 % hasta 17,3 %(Arellano Pérez Vertti, Argliello Astorga, Herndndez Teran, & Garcia
Salcedo, 2013). Segun la OMS, afecta a un 9,6% de los hombres y al 18% de las

mujeres con edades superiores a los 60 afios.

Con las estadisticas existentes, se considera a la Ingenieria de tejidos como una

de las alternativas mas viables para la solucién de estos problemas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Comparar la viabilidad de una matriz polimérica de PCL-PLA y una matriz

polimérica de PCL-PLA-Ag para reemplazo de tejido cartilaginoso

4.2 Objetivos paticulares

e Extraer una muestra de cartilago de Oryctolagus cuniculus (conejo Nueva

Zelanda).



e Cultivar el tejido cartilaginoso.

e Evaluar la especie celular cultivada por medio de una inmuhistoquimica.

e Sembrar el cultivo en los polimeros.

e Valorar la viabilidad de los polimeros a través del método de MTT.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion del tejido cartilaginoso

La cirugia para la toma de muestra de tejido cartilaginoso fue llevada a cabo por
la Dra. Raya Rivera Atlantida Margarita y el Dr. Esquiliano Rendén Diego Ricardo,
investigadores del “Departamento de Urologia y Ginecologia” y jefes del “Laboratorio de
Ingenieria de tejidos” con apoyo del M.V.Z. Raul Castro Luna y Marco Antonio Ochoa
Arias, encargados del “Laboratorio A de Bioterio” en el “Hospital Infantil de México

Federico Gomez”, (Figura 25).

Se tomaron biopsias de cartilago articular de 3 conejos machos raza Nueva
Zelanda. Los conejos se tranquilizaron con una inyeccion intramuscular de
Acepromacina (1-3 mg/Kg) y Ketamina (44-50 mg/Kg), posteriormente se anestesiaron
con una inyeccién intramuscular de Ketamina/Acepromacina (75 mg/Kg y 5 mg/Kg) y
una inyeccion intravenosa de Pentobarbital (28 mg/Kg). Bajo condiciones asépticas se
tomaron las biopsias de ambas rodillas de los conejos de aproximadamente 1 cm?, las
cuales fueron transportadas al laboratorio de Ingenieria de Tejidos con PBS frio para

ser procesadas (Figura 26 y Figura 27).



Figura 25: La cirugia para la toma de biopsias fue llevada a cabo en el “Bioterio” del “Hospital

Infantil de México Federico Gomez”.

Figura 26: Area de la cual fueron obtenidas las muestras de cartilago articular.



Figura 27: Extraccion de cartilago articular.

5.2 Cultivo celular de tejido cartilaginoso

En una campana de flujo laminar bajo condiciones estériles, las biopsias de
cartilago fueron lavadas con PBS para retirar el exceso de sangre y se colocaron por
separado en cajas petri de 100mm x 20mm para disgregarlas mecanicamente en trozos
de aproximadamente 2 mm los cuales se colocaron en 10 ml de Tripsina 0.05% - EDTA
(0.53 mM) durante 30 minutos en agitacion continua a 37 °C. Posteriormente se dejo
sedimentar y se reservo el tejido; los sobrenadantes se centrifugaron a 2000 r.p.m.
durante 10 minutos para obtener los botones celulares los cuales se lavaron 1 vez con
PBS y se sembraron en una caja petri de 10 mL en medio de cultivo F12 suplementado
con SFB al 10%, antibiético-antimicotico. A los sedimentos tisulares se les agregaron 10
ml de la solucién de Colagenasa tipo Il y se mantuvieron en agitacién continua a 37 °C,



las siembras celulares se recogieron cada 15 minutos hasta la disgregacién total del
tejido de la siguiente manera: cada 15 minutos el tejido se dejé sedimentar y los
sobrenadantes obtenidos se resuspendieron con 5 ml de medio suplementado durante
30 segundos y posteriormente se centrifugaron para obtener el boton. Las células
obtenidas (Figura 28) se sembraron en cajas petri de 10 mL en medio de cultivo F12
suplementado con SFB al 10%, antibiético-antimicotico y se mantuvieron en incubacion
a 37°C, en una atmosfera de CO; al 5 % y humedad saturada (condiciones de cultivo
estandar).

Figura 28: Condrocitos de conejo a 40X.

5.3 Cambio de medio de cultivo

En campana de flujo laminar bajo condiciones estériles se llevd a cabo el cambio
de medio de cultivo F12 suplementado con SFB al 10%, antibidtico-antimicético una vez
por semana. El medio fue succionado con micropipeta y expulsado suavemente sobre
la superficie del plato para ayudar a desprender sustancias excretadas y adheridas en
el fondo. Posteriormente, el medio fue retirado y desechado para ser reemplazado con

medio fresco a 37°C. Las muestras continuaron bajo condiciones de cultivo estandar.



5.4 Pase celular

Cuando una placa llega al 80% de su capacidad es necesario llevar a cabo este
procedimiento, el cual consiste en despegar las células de una placa y resembrarlas en
dos 0 més para disminuir la cantidad de las mismas y promover su proliferacién en
monocapa.

En campana de flujo laminar bajo condiciones estériles se realizaron los pases
necesarios en una relacion 1:2 hasta obtener la cantidad necesaria de células para los
ensayos experimentales. El medio de cultivo contenido en la placa fue retirado y
desechado. El cultivo fue lavado con PBS antibiético-antimicotico 1X, succionandolo y
expulsandolo suavemente sobre la superficie del plato para finalmente ser desechado.
Posteriormente fueron afiadidos 10mL de PBS-EDTA, las placas fueron incubadas con
esta solucion durante 5 minutos a 37°C, bajo condiciones de cultivo estandar.

Al terminar la incubacion, se observo la placa en el microscopio invertido para
asegurar que el EDTA reaccioné con el cultivo, esto es apreciable cuando las células
cambian su morfologia inicial a una mas voluminosa o esférica. Subsiguiente a la
observacion, se desecho la solucion.

Como se menciona anteriormente, uno de los objetivos de este procedimiento,
es despegar las células del fondo de la placa, para lograr esto, se adicionaron 7 mL de
tripsina a 37°C, las placas fueron incubadas con este reactivo durante 3 minutos bajo
condiciones de cultivo estandar. Al termino del tiempo de incubacién, nuevamente fue
observado el cultivo en el microscopio invertido para verificar que las células no se
encontraran adheridas a la placa; en caso contrario, las placas fueron golpeadas
suavemente contra una superficie firme. Al lograr la separacién de las células, estas
fueron succionadas y colocadas dentro de un tubo estéril para llevar a centrifugar con
10 mL de F12 suplementado con SFB al 10%, antibiético-antimicotico.

Para la resiembra se agregé 1mL de F12 suplementado con SFB al 10%,
antibiético-antimicético al tubo con el sedimento por cada placa trabajada y se
resuspendid, para llevar a cabo un segundo lavado. Finalmente se agregd 1 mL por
cada placa nueva a sembrar, se homogeniz6 el contenido del tubo y se coloc6 1mL de
la suspensién en cada placa nueva. Se agregaron 9 mL de F12 suplementado con SFB
al 10%, antibiético-antimicético y las placas fueron incubadas bajo condiciones de cultivo

estandar.



5.5 Siembra y fijacién en laminillas LabTech para Inmunihistoquimica

La siembra de laminillas consistié en adicionar 8L de la suspension concentrada
obtenida durante el pasaje celular y 500uL de medio por pozo, esta laminilla fue

incubada durante dos dias en las condiciones ya conocidas.

Posterior al tiempo de incubacion, el medio fue retirado y la laminilla se lavé con
200uL de PBS 1X atemperado; la lamina se agité con suavidad y se permitié reposar
durante 5 minutos con el PBS 1X para después ser retirado. Este procedimiento se llevo

a cabo una vez mas.

La fijacion celular se llevé a cabo con 100uL de Metanol-Acetona 1:1 frio, sin
dejar caer a chorro, esta se dejo reposar durante 3 minutos. Finalmente, se llevaron a

cabodos lavados mas con PBS 1X.

Para almacenar la laminilla se adicionaron 400uL de PBS 1X y se sell6 con
parafilm para refrigerar a 4°C (Figura 29).

Figura 29: Laminillas LabTech fijadas y selladas con Parafilm. El tamafio de las cAmaras puede
generar microturbulencias capaces de desprender las células en la base, por lo que es importante
que los liquidos resbalen por las paredes de la cAmara antes de la fijacion.

5.6 Inmunohistoquimica
5.6.1 Preparacion del Anticuerpo

Se seleccionaron los anticuerpos a utilizar con base a la bibliografia, cuidando
gue estos fueran anti-ratén con la finalidad de asegurar su compatibilidad con el kit
Dako. Se prepararon en una dilucién 1:100 con albumina por las recomendaciones del
fabricante (Anexo 3y 4).



5.6.2 Preparacion de muestras

Antes de comenzar el procedimiento, la laminilla fijada fue lavada dos veces con
500 pL de PBS 1X. Cuando aseguramos la limpieza de la laminilla se agregaron 2 gotas
de Peroxidase block y se permitié su reaccion durante 10 minutos para posteriormente
retirar el reactivo. La laminilla fue lavada con detergente Triton X-100 al 1%, para facilitar
el acceso de los anticuerpos al interior del tejido, por duplicado y le fue retirado el exceso
de liquido. Se agregaron las diluciones de los anticuerpos primarios cuidando cubrir en
su totalidad la monocapa fijada en la lamina, estos se dejaron incubar durante 30
minutos, consecutivamente fueron retirados y la laminilla nuevamente se sometio a
lavado y secado. A continuacion, se adicion6 Labelled polymier-HRP-anti-mouse hasta
cubrir la monocapa y la laminilla fue incubada, lavada y secada nuevamente bajo las
mismas condiciones para poder colocar la mezcla de DAB-sustrato+ DAB cromégeno
(1000 pL-50puL) hasta cubrir la monocapa, dicha mezcla se dejo incubar durante 7

minutos y fue lavada dos veces con agua inyectable.

Finalizando el uso del kit Dako, se afiadieron 100 uL de hematoxilina de Mayer,
como contracolorante nuclear para el DAB+ cromégeno, a cada pozo y se permitio
reaccionar durante 1 minuto, esta fue lavada con agua inyectable y se procedio a la
deshidratacién de la muestra usando alcohol al 50, 70, 80 y 96%. Finalmente se agrego
alcohol-xilol durante 5 minutos y se monté de forma permanente (Figura 30) la muestra

para ser llevada al microscopio para su observacion.



Figura 30: Procedimiento para la fijacion de inmunohistoquimica en laminilla Labtech.
A) Para montar permanentemente la muestra, se separo6 la base de la laminilla utilizando el
dispositivo otorgado por el fabricante.
B) Se coloco una gota de resina y con ayuda del alcohol-xilol esta fue repartida de manera
homogénea en toda la laminilla.
C) Se coloco el cubreobjetos y se dejo secar para sellar el perimetro con esmalte de secado rapido.

5.7 Siembra en polimero

Los andamios de PCL-PLA y PCL-PLA-Ag se esterilizaron y se hidrataron
durante 2 horas a 37°C en 13 mL de F12 suplementado con SFB al 10%, antibi6tico-
antimicético (Figura 31). Posteriormente se colocaron por separado en cajas de 6 pozos.
Se obtuvieron suspensiones celulares a una concentracion de 20x10° cel/mL (Anexo 2)
de los 6 cultivos celulares de condrocitos correspondientes a cada rodilla de conejo. Los
andamios hidratados se impregnaron con dichas soluciones y se mantuvieron durante
3 horas en incubacion bajo condiciones de cultivo estandar. Posteriormente se
agregaron 2 ml de medio de cultivo F12 suplementado con SFB al 10%, antibiotico-



antimicoético. Los andamios se mantuvieron en incubacién durante 24 horas bajo
condiciones de cultivo estandar y se cambié el medio de cultivo agotado por medio
fresco, se mantuvieron durante 7 dias mas en incubacién hasta lograr la conformacion

de los neo-cartilagos.

Figura 31: Andamios de PCL-PLA y PCL-PLA-Ag sumergidos en medio de cultivo F12

suplementado con SFB al 10%, antibidtico-antimicético para su hidratacion



5.7 Proliferacion / Viabilidad De Células Cartilaginosas en el polimero

Transcurridos los 7 dias de la incubacién para la formacién de los de los neo-
cartilagos, se llevé a cabo el ensayo de MTT para viabilidad celular dentro de campana
de flujo laminar y en ausencia de luz (Figura 32). Se retiraron 200 uL de medio de cultivo
contenido en cada pozo, se reemplazé el volumen extraido por 200 pL de reactivo de
MTT. La placa de 6 pozos fue forrada con aluminio y se llevé a incubacion durante 4
horas en condiciones de cultivo estandar. Al terminar el tiempo de incubacion se retird
el contenido liquido de los pozos. Para evidenciar la reaccion del MTT se adicionaron
200 pL de acido isopropanol 0.4%. Las placas forradas de aluminio fueron llevadas a
agitacion suave durante 10 minutos. Terminada la agitacion, el 4cido isopropanol 0.4%
fue colocado en placas de 96 pozos para la lectura de las muestras.

Figura 32: Preparacién de muestras para el protocolo de ""Viabilidad celular por medio del reactivo
de MTT"

La lectura de muestras fue llevada a cabo en el departamento de “Patologia
experimental” dentro del “Hospital Infantil de México Federico Gomez”, se utiliz6
un equipo para lectura de pruebas de ELISA Multiskan Ascent Labsystem vy el

software Multiskan Ascent V1.24 con longitud de onda ajustada a 540 nm.



6. RESULTADOS

6.1 Inmunohistoquimica

Se colocaron los anticuerpos COL2A1 y COL-1 conforme la Figura 33. Las fotografias

obtenidas se muestran a continuacion (Figura 34Figura 35).

COL2A1 COL2A1 COL2A1 COL2A1
1 2 3 4

CoL-1 CcoL1 coL-1 CcoL-1
) 6 7 8

Figura 33: Diagrama de laminilla LabTech con los anticuerpos correspondientes a cada pozo
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Figura 34: Células tratadas con Anticuerpo COL2A1. Los nucleos se han tefiido en color azul, el
colageno tipo 11 es visible en tonos pardos.
A) y B) Muestras con un aumento de 40X.
C) y D) Muestras con un aumento de 63X.



’

Figura 35: Células tratadas con COL-1. Los nucleos se han coloreado de azul, la ausencia de
colageno tipo | es notable.
A), B), C) y D) Muestras con un aumento de 40X.

6.2 Viabilidad por MTT

Los datos obtenidos de la lectura de viabilidad por medio del método de MTT fueron
tratados como se indica en el Anexo 5, obteniendo los siguientes resultados (Figura 36):



Absorbancia MTT

1.600
1.400
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H Ctrl (-) s/a

Absorbancia

0.600 Ms/a

0.400
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Figura 36: Resultados de la lectura de MTT a 540nm. El control negativo del polimero con
agrecano obtuvo una absorbancia promedio de 0.124 con una desviacion estdndar de +0.024,
mientras que el control negativo del polimero sin agrecano obtuvo una absorbancia promedio de
0.173 con una desviacion estdndar de £0.035. La absorbancia promedio del polimero con agrecano
con muestra celular logré un valor de 1.305 con una desviacion estdndar de £0.046. El polimero sin
agrecano con muestra celular obtuvo una absorbancia promedio 0.233 puntos por debajo del
polimero con muestra y agrecano, sin embargo, logré una desviacion estdndar menor, con un valor
de +£0.038.

7. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Inmunohistoquimica

La toma de muestras de tejido articular para la obtencién de condrocitos puede
implicar algunas dificultades. La contaminacion por fibroblastos de la superficie o fondo
de la articulacion es una de ellas; este problema es resuelto gracias la digestién con
tripsina, sin embargo, el cultivo de condrocitos presenta dificultades durante la
propagacion in vitro, puesto que tienden a desdiferenciarse (Monfort-Faure, 2016),
cambiando su fenotipo redondeado o poligonal al de los fibroblastos, por lo que es
importante asegurar mediante la inmunohistoquimica la especie celular que se sembré

en el andamio.

En la Figura 34 A) y B) podemos notar la presencia de células que han dado
positivo al anticuerpo COL2AL. En la Figura 34 D) y C) podemos apreciar mejor la
expresion de la colageno tipo Il gracias al aumento utilizado y a la baja densidad celular.

En la Figura 35 podemos observar la presencia de células, pero no expresan actividad



para COL-1. Sabemos que los fibroblastos tienen gran cantidad de fibras de colageno

tipo | (Universidad Central de Venezuela, 2013), a diferencia de los condrocitos.

7.2 Viabilidad por MTT
Gracias a la Figura 36 podemos confirmar que es posible la propagacién de

condrocitos en ambos polimeros, ya que estos presentan una absorbancia mayor a la
generada por los andamios que fungieron como controles negativos.

Los resultados obtenidos entre los polimeros sembrados con condrocitos fueron
los pronosticados. Se esperaba que el proteoglicano liofilizado en las fibras del polimero
de PCL-PLA fuera reactivado con el agua contenida en el medio de cultivo F12 y
promoviera la proliferacion celular de los condrocitos por la naturaleza de los mismos,
ya que como se menciond con anterioridad, la matriz extracelular del tejido cartilaginoso
contiene alto porcentaje de agrecano.

Los datos obtenidos tienen una dispersion muy baja, los coeficientes de variacion
de los polimeros que contenian células fueron del 3.5%, lo que hace confiables los
resultados.

8. CONCLUSIONES

e Se logré un cultivo puro de condrocitos.

e Los polimeros elaborados a base de PCL-PLA son adecuados para el
reemplazo de tejido cartilaginoso, siendo mas efectivos cuando estos contienen

agrecano.

9. PERSPECTIVAS PARA LA INVESTIGACIONES

e Considerando la desdiferenciacion de los condrocitos durante su cultivo,
resulta conveniente realizar una inminhistoquimica del polimero después

de haber sido inoculado.

e Por su alta especificidad como marcadores para el perfil fenotipico
diferencial entre fibroblastos y condrocitos se propone hacer uso de los

siguientes anticuerpos (Tabla 7).



e Se recomienda comenzar con los estudios in vivo, estos consisten en la
implementacion del polimero con cultivo celular en los conejos Nueva
Zelanda.

Tabla 7: Anticuerpos recomendados para la diferenciacion de condrocitos y fibroblastos. Basado en
(Battaglia, Lucero, Morhac, & Koziner; Dang, Torimoto, Schlossman, & al., 1990)

CD26
Dipeptidil peptidasa IV presente en la membrana de los fibroblastos

Agrecano + -
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ANEXOS



Anexo 1: Reactivos utilizados en el laboratorio de ingenieria de tejidos
PBS

ElI PBS es una solucion tampdn en la investigacion bioldgica. Se encuentra como
solucidon acuosa y salina que contiene cloruro sodico, fosfato sédico, cloruro de potasio
y fosfato de potasio. Mientras que los grupos fosfato mantienen el pH estable, la

osmolaridad coincide con la del cuerpo humano (Fernandez Diaz, 2013).

La adicién de Anti-Anti (Antibidticos penicilina y estriptomicina) al PBS para
lavados tiene como finalidad evitar la contaminacion bacteriana de los cultivos. La
importancia del uso de EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) durante el pasaje reside
en su capacidad quelante, que secuestra al ion calcio, del cual depende la adherencia
celular (Segretin).

Dispasa

La dispasa es una metaloproteasa neutral utilizada para recuperar células sin
digerir uniones entre queratinocitos y de desprender células de forma grupal y no
individual (Rendal Vazquez, y otros, 2013; L6épez Obregén, 2013). La dispasa es mas
suave y efectiva que la tripsina, el colageno u otras enzimas proteoliticas; no dafia las
células recolectadas y se puede usar para la disociacion de tejido (Instrumentacion
Cientifico Técnica, 2015).

Tripsina

La tripsina es una proteasa, es decir, es capaz de los enlaces entre aminoacidos
de las proteinas (The National Academies of Sciences, 2003). Durante un pasaje celular,
la tripsina digiere a las proteinas que median la adhesién de las células al plato y entre
ellas. Al final de su uso durante el procedimiento de pasaje celular, la tripsina es

inactivada con medio de cultivo para evitar que esta dafie a las células (Segretin).

Colagenasas

Las colagenasas son proteinas que hidrolizan coldgeno en condiciones
fisioldgicas, generando la rotura enzimatica de las cuerdas de Dupuytren, compuestas
principalmente de colageno intersticial de tipos | y Ill, Las colagenasas dividen
eficazmente el coldgeno intersticial, pero en diferentes lugares de la molécula. Los
estudios sugieren que tras la inyeccion las colagenasas actian de forma sinérgica
provocando la hidrdlisis del colageno, con lo que se debilita la cuerda contracturada y

mejora la elasticidad y la movilidad (Figura 37).



Dentro del laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Hospital Infantil de México,

Federico Gomez; se utiliza solo colagenasa clase | y 1.

Escinde preferentemente
los extremos terminales
de la cadena de colageno

Dominio de la triple hélice de colageno

Cuerda de Dupuytren

N-terminal

Escinde preferentemente
los dominios centrales
de la cadena de colageno

Figura 37: Accion de la colagenasa clase 1 y 11 sobre la triple hélice de colageno. Editada de

“Colagenasa de Clostridium hitolyticum”, (Xiapex Pfizer, 2011)

F12 suplementado con SFB al 10%, antibiotico-antimicotico

Este medio se ha utilizado en diversos ensayos de mantenimiento celular para
hepatocitos y epitelio de préstata de rata (Laboratorio Microvet, s.f.). Para este protocolo
se utilizé6 medio F-12 nutrient mixure (HAM) que contiene 531.3 g/pkg de L-glutamina,
no contiene bicarbonato de sodio, se maneja en un pH de 7.2, este es ajustado con HCI
y se esteriliza por filtracion (filtro de 0.2um) (Alberts, y otros, 1989; Sigma-Aldrich, 2016).
Finalmente se le adiciona el suero fetal bovino (SFB) y el antibiético-antimicotico

La adiciébn de Anti-Anti (Antibidticos penicilina y estreptomicina) tiene como

finalidad evitar la contaminacion bacteriana de los cultivos.

El SFB es un subproducto derivado del faenamiento de vacas prefiadas. El SFB
es el Unico medio universal aplicable para el cultivo y proliferacién in vitro y en la
produccion bioldgica de células animales (Probiotek, 2014). Aunque la composicion, los
efectos y las interacciones exactas de todos los componentes de SFB tienen todavia
que ser esclarecidas, los componentes principales pueden ser resumidos como sigue
(QuimiNet, 2016):

e Proteinas necesarias para la adherencia de las células a la matriz de soporte



Enzimas y Hormonas proteicas

Factores especificos de promocion del desarrollo celular

Factores de inhibicion del desarrollo celular

Hormonas no proteicas

Lipidos esenciales para el desarrollo, diferenciacién y multiplicacién celular
Minerales

Metabolitos y nutrientes

Substancias con capacidad de tampoén (buffer)

Inhibidores de proteasas

Ligantes

Inactivantes de materiales téxicos



Anexo 2: Conteo celular con cdmara de Neubauer
El conteo celular comienza con la preparacion de 1mL de una suspension
homogénea de células 1:10 con medio de cultivo, consecutivamente, esta preparacion

es mezclada con azul de tripan 1:2, con esta mezcla se carga la camara de Neubauer

(Figura 38).
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Figura 38: L cuenta se lleva a cabo en microscopio, enfocando la cuadricula central.
A) Las areas marcadas en azul son aquellas que se utilizaran para llevar a cabo la cuenta.
B) Sélo se contabilizan las células claras turgentes.

C) Orden que debe llevar el recuento celular, en forma de greca.

Para el calculo de células se aplica la siguiente ecuacion:

Numero de células
Volumen [ml]

Concentracion =

Donde el niumero de células son todas las contadas en los cuadros, el volumen

se refiere al volumen total de los cuadros donde se hizo el recuento.
Como el volumen de 1 cuadro grande es:

0.1 cm % 0.1 cm = 0.01cm? de superficie

0.01cm? de superficie * 0.01cm de profundidad = 0.0001cm3® = 0.0001mL

La formula para recuento con cuadros grandes en cdmara de Neubauer es:

Numero de células = 10,000
Numero de cuadros

Concentracion =

En el caso de que hayamos aplicado una dilucién, deberemos trasformar la

concentracion obtenida durante el recuento celular en la concentracion de la muestra

original.



Numero de células = 10,000

Concentracion = — —
Numero de cuadros * Dilucion

Con este método, existen un porcentaje de error del 20 al 30% debido al pipeteo,

errores estadisticos por ser una muestra poco representativa entre otros (celeromics).



Anexo 3: Memoria de cdlculo “Preparacion de disolucion de anticuerpos”
Anticuerpo COL2A1 (M2139)

1. Se definié la concentracion de la dilucion a utilizar y el volumen final de la
misma, considerando que por cada pozo se agregarian 100 uL de dilucion y se

utilizaria para 4 de los 8 pozos (Figura 33), por lo que el volumen final de cada
dilucion seria de 400 pL

Entonces:

Presentacion inicial: 100 Lo

mL

Dilucién a utilizar: 1: 100

Presentacioén inicial

Concentracion final = ——— —
Dilucion a utilizar

10057 kg
Concentracion final = T ™

La concentracion final de la dilucion fue 1 ug/mL

2. Para obtener el volumen del vial con anticuerpo a utilizar:

1V = GV,
Donde:
C1 = Concentracion del vial C, = Concentracion deseada
V1 = Volumen a tomar del vial V, = Volumen final de la disolucion
Entonces:
_ Hg GV,
C,{ =100 - V= C,
“g
R “g
Co=1_5 (159)04amL
Va= ig
100 &<

V, =400 uL = 0.4 mL mL



V, =0.004 mL = 4ul
Se utilizaron 4 ulL del vial de 100 ug/mL
3. Para obtener el volumen de albumina a utilizar:
Viinat =Vap +Van
Donde:

Vap Vap = Volamen de albumina

= Volumen del vial de Anticuerpo
Entonces:
Vfinar = 400 uL
Vap =4 uL
Vinal = Vab = Vaw
400 uL — 4ul = Vyy
400 uL — 4ul = 396 ulL

Se adicionaron 396 ulL de albimina



Anexo 4: Fichas técnicas
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ANTI-COLLAGEN TYPE | MONOCLONAL ANTIBODY

CERTIFICATE OF ANALYSIS

CATALOG NUMBER: MAB3391 QUANTITY: 100 pg

LOT NUMBER: CONCENTRATION: 1 mg/mL

ALTERNATE NAMES: coLl EPITOPE: C-terminus 1a

CLONE NAME: 5D8-G9 HOSTASOTYPE: laG1k

BACKGROUND: Collagen occurs in many places throughout the body. The 29 types of collagen have thus
far been identified and described in literature. Over 90% of the collagen in the body,
however, are of type I, I, Ill, and IV. Collagen | is the most abundant collagne of the

human or animal body. It is present in scar tissue, tendons, skin, artery walls, the
endomysium of myofibrils, fibrocartilage, and the organic part of bones and teeth.
Collagen | primary structure consists of a trimer of three interwound, self assembling
chains. Two alpha-1 and one alpha-2 chains wound together is a long, fibrillar structure.

SPECIFICITY: Antibody is specific to collagen type | by immunoblotting when used after non-denaturing
acidic PAGE. There is no evidence for cross reactivity with Collagen Types Ill, V and V1.
The specificity towards collagen types and various connective tissues proteins was also
examined by a standard ELISA and by a competitive ELISA. The antibody did not cross-
react with the non-collagenous proteins human fibronectin, bovine elastin or mouse
laminin. Examination of the antibody specificity by immunoblotting after SDS/PAGE gave
no response indicating that the clone requires the native triple-helical conformation, and
thus the clone will NOT work in traditional reduced westerns.

IMMUNOGEN: Purified human type | collagen emulsified win Freund's complete adjuvant.

APPLICATIONS: Immunohistochemistry: fresh frozen or acetone fixed sections only
Native immunoblotting: see Ramshaw,J et al 1987 Electrophoresis and electroblotting of
Mative Collagens. Analytical Biochemistry 168:82-87 for method on native, acidic PAGE
gels. Such gels are required for antibody reactivity in western blotting for this clone.
ELISA: 10 pg/mL detection in direct ELISA.
FACS : 1:100 per 10,000 cells {Harle J et al (2001) Ultrasound in Med. & Biol. 27(4):579-
586.

SPECIES REACTIVITY: Human, Bovine, Ovine, Porcine, Caprine and Canine> Does not react with mouse, rat,
guinea pig, squirrel, horse, kangaroo, or chicken collagen | proteins.

PRESENTATION: Protein G purified immunoglobulin in 50 mM Tris Acetate, 150 mM NaCl, 0.1% Bronidox.

STORAGE/HANDLING: Store antibody in aliquots, tightly sealed at 2° to 8° C; avoid multiple warm and chill cycles.
Store product up to expiration date on vial label.

Unless otherwise stated in owr catalog or other company documentation accompanying the product{s), our products are intended for research use only and are not to be used for any other
purpose, which includes but is not lmited o, ursuthorized commercial uses, i vitro diagnostic wses, ex vivo or in vivo therapeulic uses or any type of consumption or application 1o humans or
animmals.
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[BACKGROUND | |STORAGE

The extensive family of COL gene products (collagens| is composed of several Store at 4° C, **D0 NOT FREEZE**. Stable for one year from the date of
chain types, including fibril-forming interstitial collagens (types |, Il Il and V) shipment. Mon-hazardous. No MSDS required.

and basement membrane collagens {type IV), each type containing multiple
isoforms. Collagens are fibrous, extracellular matrix proteins with high tensile | DATA
strength and are the major components of connective tissug, such as tendons
and cartilage. All collagens contain a triple helix domain and frequently show A B
|ateral self-association in order to form complex connective tissues. Several
collagens also play a role in cell adhesion, important for maintaining nomal
tissue architecture and function. In cartilage, Collagen Type Il constitutes the MBK-

bulk of the fibril. Sensitization with Collagen Type Il induces an erosive poly- ‘.- ]:u_m
arthritis in rats, mice and higher primates which can resemble rheumatoid
arthritis and relapsing polychrondritis.

|REFERENCES | CoL2A1 (2129 552650, Western blot analyss of
COLZAT expressicn in HISM {A] and CCO-10643k (B)
1. Bateman, .J.F., et al. 1996. Collagen superfamily. In Comper, W.0., ed. whole cell lymates.
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2. McCarthy, JB., et al. 1396. Cell adhesion to collagenous matrices. I Matsumgra, K., etal 2010. PI:I_l"p'ﬂI'I1|:I|'I:I|'g"bES as cryoprotective agents for
Biopolymers 40: 371-381. mammalian cell cryopreservation. Cell Transplant. 19: 691-699.
2. Garcia, M.A., et al. 2011. The chemotherapeutic drug S-fluorouracil
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mapping to 15 F1. 3. Lacerda, CM., et al. 2012. Static and cyclic tensile strain induce my<oma-
tous effector proteins and serotonin in canine mitral valves. J. Vet. Cardiol.
[SOURCE | e

COLZAT (M2139) is a mouse monoclonal antibody raised against the

4. Stacey, M., et al. 2013, Atomic fo i haracterization of
collagen || J1 epitope [triple helical position 551-564) of mouse origin. e, eLa TIC TOTES MICOSCOpy ClFracianaaiion @

collagen “nanostraws” in human costal cartilage. Micron 44: 483-487.

| PRODUCT | 5. Lépez-Ruiz, E., et al. 2013. Chondrocytes extract from patients with
ostegarthritis induces chondrogenesis in infrapatellar fat pad-derived stem
cells. Ostecarthritis Cartilage 21: 246-258.

6. Lecointre, M., et al. 2014. The efficiency of glutamate uptake differs

Each vial contains 100 pg lgG;y, in 1.0 ml of PES with < 0.1% sodium azide
and 0.1% gelatin.

| APPLICATIONS | between neonatal and adult cortical microvascular endothelial cells. J.
COL2AT {M2139) is recommended for detection of Collagen Type 1l of mouse, Cereh. Blood Flow Metab. 34: 764-747.
rat, human and avian origin by Westemn Blotting {starting dilution 1:200, dilu- 7.Cao, B., et al. 2014. Effects of spreading areas and aspect ratios of single
tion range 1:100-1:1000), immunoprecipitation [1-2 pg per 100-500 pg of total cells on dedifferentiation of chondrocytes. Biomaterials 35: G871-6881.

protein (1 ml of cell lysate]], immunofluorescence (starting dilution 1:50, dilu-
tion range 1:50-1:500) and immunohistochemistry (including paraffin-embed-
ded sections) (starting dilution 1:50, dilution range 1:50-1:500).

COL2AT (M2139) is also recommended for detection of Collagen Type Il in

8. 0w, G., et al. 2015. Osthole inhibits proliferation and induces catabolism
in rat chondrocytes and cartilage tissue. Cell. Physiol. Biochem. 36:
2480-2443.

additional species, including bovine. | RESEARCH USE
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or ECY304 cell lysate: sc-2269.
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Anexo 5: Memoria de cdlculo “Prueba de viabilidad por el método de MTT”

1. Se obtuvieron las lecturas a 540 nm en el siguiente orden (Tabla 8Tabla 9):

Tabla 8: Orden de muestras en la placa “96-Wells-COSTAR-3596” para lectura.
*Ctrl (-) = control negativo del polimero

*M#=muestra del conejo nimero

*c/a= con agrecano
*s/a= sin agrecano

1 2 3 4 5
A | Blanco | Ctrl(-)c/a | M1c/a | Ctrl(-) s/a | M1 s/a
B | Blanco | Ctrl(-)c/a | M2 c/a | Ctrl(-) s/a | M2 s/a
C | Blanco M3 c/a M3 s/a
Tabla 9: Lecturas obtenidas con el lector de ELISA a 540nm

1 2 3 4 5
A|0.097(0.237|1.452|0.294 | 1.157
B [0.096|0.2031.361|0.244|1.138
C|0.096 1.391 1.211

2. Se obtuvo el promedio de las lecturas de “Blanco”

l _ Y1Blanco
B ancopromedio - n

0.097 + 0.096 + 0.096
3

Blancopromedio =

Blancopromedio = 0.096

3. A cada lectura se le rest6 el valor de “Blanco promedio”, obteniendo los

resultados en la Tabla 10:

Tabla 10: Lecturas de MTT considerando el valor de "'Blanco promedio™
2 3 4 5

A | 0.141 | 1356 | 0.198 | 1.061
B | 0.107 | 1.265 | 0.148 | 1.042
C 1.295 1.115

p.ej. para la muestra del conejo 1 en polimero con agrecano:

Muestra,.q = Muestra — Blanco,,omedio

Muestrareallg — 1.452 — 0.096

Muestrareallg = 1.356



4. Se obtuvo el promedio de cada muestra y de cada control, estos valores fueron

utilizados para la elaboracion del grafico.

p.ej. para las muestras en polimero con agrecano:

c Cc c
M1=-+M2-4+ M3=
— a a a
Mc/apromedio - 3
1.356 + 1.265 + 1.295
M1 c/a promedio = 3
M1 c/apmmedl.o = 1.305

5. Se obtuvo la desviacion estdndar de cada muestra y control estos valores
fueron utilizados para la elaboracién del gréfico.:

p.ej. para las muestras en polimero con agrecano:

s (MiS—m1E :
;;=1(Mtﬂ hflﬂ;wam;n’-.:.)
TuM cfa™=
'\ n
; _ (1356 —1.305)" + (1.265 — 1.305)° + (1.295 — 1.305)°
M efa ™

". 3

Ty cra = 0.046

6. Se obtuvo el coeficiente de variacion de las muestras.

p.ej. para las muestras en polimero con agrecano:

CV% = 7 * 100
apromedio
CV% = — 6 100
= £
®~1.305

CV% = 3.5%









