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PREFACIO: la vida es movimiento, el movimiento es vida.

El movimiento es la mas evidente manifestaciéon de vida. Para realizar
cualquier tipo de movimiento se requiere de un buen funcionamiento
de la estructura que sostiene el cuerpo. Si esa estructura se ve alterada,
todas las actividades cotidianas, desde las mas sencillas hasta las mas

complejas se ven afectadas.

La capacidad de moverse eficientemente depende, en gran parte, de la
salud de las articulaciones; son ellas las que permiten a los huesos
distintas posibilidades de movimiento y de su salud depende, en gran
medida, la capacidad funcional general del individuo, no solo en el

plano fisico sino también en el plano laboral, deportivo, social...

Es por eso que, desde el afio 2007, en el que empecé mi andadura
profesional en el Establecimiento de Tejidos de Leén, vy el Dr. Javier
Iglesias me planteé la posibilidad de encargarme de la linea de
investigaciéon en el &rea de Cirugia Ortopédica y Traumatologia, se
abrié ante mi un mundo de posibilidades dificil de abarcar con un solo

proyecto.

En la que, sin saberlo, se convertiria en la primera fase de una dilatada
linea de investigacién, de la mano del Dr. Luis Ramos y el Dr. Andrés
Saldafia, comenzamos estudiando la posibilidad de regenerar lesiones
6seas mediante el empleo de células madre mesenquimales de tejido
adiposo (ADMSC) y distintos formatos de injerto éseo en un modelo
ovino. Tras mucho esfuerzo y superando no pocas dificultades,
conseguimos optimizar la técnica de obtencién de ADMSC, lo que llevd
a la solicitud de una patente (N® de publicacién: ES2372239B2).
Ademas conseguimos entrever, puesto que los resultados de este tipo de
proyectos experimentales, y especialmente en sus comienzos, no suelen

ser definitivos, que podiamos favorecer la regeneracién de lesiones



6seas empleando ADMSC y heteroinjerto éseo, y que el plasma era un
buen vector para la aplicaciéon localizada de técnicas de terapia celular.
También pudimos apreciar las dificultades afiadidas que supone el

empleo de grandes animales de experimentacién como la oveja.

En el siguiente proyecto, de nuevo colaborando con el Dr. Luis Ramos y
con la incorporacién al equipo del Dr. Ricardo Mencia y la futura
doctora Ana Fernéndez, volvimos al laboratorio para crear un sustituto
cartilaginoso mediante técnicas de ingenieria tisular. Empleando
ADMSC embebidas en geles de plasma y &cido hialurénico dimos con
un disefio sencillo y adecuado para su empleo en clinica, lo que
nosotros denominamos “la receta de la condrogénesis”, que nos llevé a
conseguir el premio al mejor péster cientifico en el 48 Congreso de la

Sociedad Espafiola de Cirugia Ortopédica y Traumatologia.

En 2011, de nuevo nos embarcamos en un proyecto de experimentacién
animal, esta vez empleando conejos, que aunque mas baratos y
manejables que las ovejas utilizadas anteriormente, no por eso menos
laborioso resulté su cuidado, como mi compafera la Dra. Jennifer
Ramos puede corroborar. Esta vez colaboramos con el Dr. Antonio
Pérez-Caballer y el Dr. Javier Cervero en un proyecto que pretendia
evaluar la capacidad regeneradora de ADMSC, plasma y é&cido
hialurénico aplicados mediante inyeccién intra-articular en rodillas de
conejos para regenerar lesiones osteocondrales  producidas

quirargicamente.

La principal conclusién de ese proyecto experimental, que ha sido
publicado en la revista British Journal of Surgery, fue que la aplicacién
de terapias inductivas ayudaba a mejorar la capacidad autorreparativa
del cartilago articular a corto plazo, pero que para que la regeneracién
cartilaginosa fuera eficaz y completa se hacia indispensable restablecer

correctamente la arquitectura del hueso subcondral.



Con el conocimiento adquirido en estas experiencias, planteamos un
proyecto de investigacién en el que intentariamos regenerar lesiones
osteocondrales en su totalidad, restituyendo completamente la
estructura del tejido lesionado, esto es, su fraccidbn &sea y su
componente cartilaginoso. Y éste es, finalmente, el estudio realizado en
la presente tesis doctoral, que trata de analizar la eficacia de técnicas de
ingenieria tisular aplicadas a la regeneracién de lesiones articulares,
empleando aloinjerto 6seo para la regeneraciéon del hueso subcondral,
y ADMSC o condrocitos embebidos en un hidrogel de plasma y &cido

hialurénico para la regeneracién del tejido cartilaginoso.

Asi pues, muchos caminos hemos explorado antes de llegar a plantear
este proyecto de tesis doctoral, y de todo lo que en ellos nos hemos
encontrado, hemos aprendido, de lo bueno y de lo malo, de lo que nos
entusiasmé y de lo que nos decepciond, moviéndonos por los senderos

de la ciencia, porque la ciencia, como la vida, también es movimiento.
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OP e, Cultivo celular primario.
1P, 2P............. Subcultivos celulares.
ACl.ccoerreeeenne. Implante de condrocitos autélogos (Autologous

Chondrocyte Implantation)

ACI-C............. Implante de condrocitos autélogos con parche de
coldgeno  (Autologous  Chondrocyte  Implantation-
Collagen)

ACI-P.............. Implante de condrocitos autélogos con parche peridstico

(Autologous Chondrocyte Implantation- Periostium)

ADMSC .......... Células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo (Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells)

ADMSC-C....... ADMSC sometidas a induccién condrogénica

BMMSC.......... Células madre mesenquimales de médula o6sea (Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells)

BMP....cccceeeet Proteina morfogenética de hueso (Bone Morphogenetic
Protein)
DMEM ........... Medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbeco

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

EDTA ............. Acido etilendiaminotetraacético
(Ethylenediaminetetraacetic Acid)

GAG............... Glicosaminoglicanos

ISCR..ovees Sociedad internacional para la reparacién del cartilago
(International Society of Cartilage Repair)

ISCT s Sociedad internacional de terapia celular (/nternational
Society for Cellular Therapy)

MACI............. Implante de condrocitos autélogos en membranas
(Membran-assisted Autologous Chondrocyte
Implantatiom)
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MCA ... Medio de cultivo para ADMSC

MCG.............. Medio de cultivo condrogénico

MCO.............. Medio de cultivo para condrocitos

MSC....eee. Células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells)

PBS. oo Suero salino tamponado con fosfato (Phosphate Buffered
Saline)

PCL..cooeennnnn. Policaprolactona

PGA ...ccceeeeet Acido Poliglicélico (Polyglycolic acid)

PLA ................ AcidoPpoliléctico (Polylactic acid)

SATE ...cceeeeet Solucién Antibidtica para Tejidos

SEA it Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de
Salamanca

1Y =1\ WSS Microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron
Microscopy)

)Y/ S Fraccién del estroma vascular (Stromal Vascular Fraction)

TGF..ooees Factor transformante de crecimiento (7ransforming

Growth Factor)
UFC ..cueeeeene. Unidades Formadoras de Colonias

USAL.............. Universidad de Salamanca

26



INDICE DE ABREVIATURAS, FIGURAS Y TABLAS

INDICE DE FIGURAS

Figura-1- Condrocitos embebidos en la matriz cartilaginosa............cc....c...... 47

Figura-2- Sintesis e interaccién de los componentes de la matriz extracelular del

cartilago articular..........ccoooiiiiiiiiiiiii 50

Figura-3- Disposicién en capas de los principales elementos constituyentes del

cartilago articular..........ccoooiiiiiiiiiiii 54

Figura-4- Corte histolégico en el que se observan osteoblastos, osteocitos y

osteoclastos. Técnica T. GOIANEr ........uueeeieeiiiiiii e 57
Figura-5- Corte histolégico de hueso subcondral tefiido con V. Kossa.......... 59
Figura-6- Indicaciones generales para el tratamiento de las lesiones condrales68
Figura-7- Esquema representativo de la técnica de microfractura................. 69
Figura-8- Tallado e implante de un aloinjerto osteocondral ........ccc.....eeeee 72

Figura-9- Dibujo esquemético de un defecto condral tratado con la técnica ACI

de primera geNeracion ......ccouuu i eeiiieeeiiiiieee e ettt e e e e ettt e e e e e eeenaees 74
Figura-10- Procedimiento de ACI de segunda generacién o MACI ............... 76

Figura-11- Esquema representativo del principio bésico de las técnicas de

ingenieria tiSUlAr ........coooviiiiiiiiiii e 86
Figura-12- Aspecto de las muestras grasas tras la digestién enzimética ......... 103
Figura-13- Camara Neubauer.........cccccuveiiiiiiiiiiiiiniiiiciiiieeccceee s 105

Figura-14- Aspecto de las muestras cartilaginosas antes y después de la

disgregacion MECANICA .....eeeeiiiumueeee ettt e eeee et e e e eeeeeeeas 105

Figura-15- Obtencién de aloinjerto &seo triturado a partir de las epifisis Oseas

Figura-16- Estudios realizados en la Etapa-0-.........ccoevveieeieiiiiiiieiiieeeeeeeeee, 109

Figura-17- Estudios realizados para la caracterizacién de las poblaciones

celulares aisladas de cada muestra de tejido graso.......cceeeeeeuueeeeeeneenennnnneee 109

27



Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

Figura-18- Aspecto de una placa de cultivo sembrada para el estudio de la

Proliferacion CelUIAr........cevvviiiiiiieee ettt e e 106

Figura-19- Placa de 96 pocillos conteniendo los constructos tridimensionales en

cultivo y detalle de un hidrogel...........cccccviiiiiiiiiiiiiiiii, 114
Figura-20- Estudios realizados en la Etapa-1-.......ccccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiniiiinnnn, 17

Figura-21- Microscopio laser confocal y esquema del funcionamiento del

marcaje celular Live-Dead ..........cevvvuueiiiiiieeiiiiiiee et eeeeeeeeeeeee e e eeaaes 119

Figura-22- Microscopio electrénico de barrido y muestras desecadas y

recubiertas con oro listas para su visualizacion ........cce.ueeeiriiiiiiiniiieinneeeeeee. 120

Figura-23- Campana de extraccién de gases en la que se realizaron las tinciones

NSEOIOGICAS ettt ettt ee e 121
Figura-24- Estudios realizados en la Etapa-2- ........cccccceviiimiininiciiiiniiinnnnn, 123

Figura-25-: Instalaciones para la estabulacién de los animales de

EXPErMENTACION c.ceeeeiiieiiieiiitiiee ettt ee et e e e et ttanaeeeeeeeeeennns 124

Figura-26-: Fases de la intervencién quirtrgica para la creacidon de las lesiones

osteocondrales e implante del constructo desarrollado /n vitro.................. 127

Figura-27- Rendimientos celulares medios obtenidos a partir de las biopsias

GTASAS ceeteunnnueeereeetttunuieeeeeetttaaaa e e eeetttanaa s eeettranaa st et et araanaeaeeeeeeeaans 141

Figura-28- Aspecto de las células en OP 48 horas tras la siembra antes y después

del lavado con PBS y tras 6 dias de cultivo 7in Vitro........eveeeeeeeeeeeneneeennnnns 142

Figura-29- Unidades formadoras de colonias, aspecto microscépico vy

macroscopico tras la tincidn con cristal violeta .......cooeueeeiiiiiiiiiiiiiiinnnnieee. 144
Figura-30- Porcentaje de UFC obtenidas en OP..........cceeeveviiiiiiiiiieniieennennn. 145
Figura-31- Nimero medio de UFC en OP por mg de tejido adiposo digerido145

Figura-32- Numero medio de UFC en OP por muestra de tejido adiposo

|27 Tel=17: Te - DO PSPPSR PPPRR P UPPRP PRI 145

28



INDICE DE ABREVIATURAS, FIGURAS Y TABLAS

Figura-33- Patrones proliferativos in vitro de las ADMSC aisladas a partir de

grasa abdominal y grasa de Hoffa en OP, TPy 2P........ccccceiiiiininniiinnnnee. 147

Figura-34- ADMSC derivadas de grasa abdominal e infrapatelar tras 7 dias de

induccidn adipOgénica ..........eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 149

Figura-35- ADMSC derivadas de grasa abdominal e infrapatelar tras 7 dias de

INAUCCION OStEOZENICA ... e eeeeiiieiieeee ettt ettt e e ee ittt e e e eeceeens 150

Figura-36- ADMSC derivadas de grasa abdominal e infrapatelar tras 7 dias de

INAUCCION CONAIOZENICA .. ueeeeeiieiiieeeeeeeeiitieee e ettt ee et e e e eeceeees 152

Figura-37- Aspecto macroscédpico de las matrices celulares al cabo de 2, 4y 6

$€mMANAS A CUITIVIO /17 VITO euneeeeeeeeeeeeeeeee et ea 155

Figura-38- Morfologia de los distintos tipos celulares en el interior de los
hidrogeles visualizados mediante microscopia confocal y marcaje fluorescente

con homodimero de etidio y calceing ........eeeeeeeeeeeeiiiee 156

Figura-39- Iméagenes de microscopia confocal de cada tipo celular estudiado en

el interior de los hidrogeles............cccoivimiiiiiiiiiiiiiiiiiincccce, 157

Figura-40- Detalle de la matriz tridimensional plasmética mediante microscopia

electrdnica de DarridO .. ...u.ceeee e aaa 158

Figura-41- Detalle de la matriz en el que se aprecia cémo las ADMSCs al cabo
de 4 semanas de cultivo in vitro se adhieren e interaccionan con el andamiaje

fa 138 119] 41 o T- VR 158

Figura-42- ADMSC diferenciadas condrogénicamente mediante cultivo en

hidrogel plasmético tras 2 semanas de induccion ..........ccoeeeeeiiiiiicceiineeeeeen. 158

Figura-43- Panordmica en la que se observan ADMSC diferenciadas
condrogénicamente dispersas por la superficie de la matriz tridimensional al

cabo de 6 semanas de CUltiVO /11 VFErO. .....ceueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennns 159

Figura-44- Semipanorédmica de un constructo celular que ilustra la formacién de

monocapas celulares sobre la matriz fibrilar..........ccceeveeiieeriiiiierieniieenennne. 159

Figura-45- ADMSC al cabo de 8 semanas de cultivo in vitro...................... 159

29



Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

Figura-46- ADMSC sometidas a induccién condrogénica al cabo de 6 semanas

Lo (a0 | LAV Lo N /s IR [ 1 o B 159

Figura-47- Detalle de la matriz en el que se advierte la presencia de un

condrocito articular inmerso en la red fibrilar formando una laguna en ella160

Figura-48- Detalle del andamiaje tridimensional en el que se observa la
superficie rugosa de un condrocito articular mantenido en cultivo durante 6

Y= 00T 10T L 160

Figura-49- Iméagenes de microscopia electrénica de barrido de cada tipo celular

estudiado en el interior de los hidrogeles...........cccovuumiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeeee. 161

Figura-50- Patrones proliferativos /n vitro de las distintas poblaciones celulares

en el interior del hidrogel plasm&tico ........uueeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiceeeeeeecee, 162

Figura-51- Morfologia comparada de los 3 tipos celulares estudiados en el

interior de los hidrogeles plasmaticos. Tincién Hematoxilina-eosina........... 164

Figura-52- Presencia de GAG en el interior de las matrices tridimensionales que

contienen los 3 tipos celulares estudiados. Tincién azul alcian.................... 165

Figura-53- Presencia de coldgeno tipo Il en el interior los constructos

tridimensionales para los 3 tipos celulares estudiados ........cccceeeuuuuuuuunnnnne. 166

Figura-54- Aspecto macroscédpico de los céndilos femorales del animal de

referencia tras la eutanasia del mismo a las 12 semanas......ccccceeveeveneennennnne. 169

Figura-55- Aspecto macroscédpico y radioldgico de los hemicédndilos femorales

de los animales del Grupo | a las 12 semanas de evolucién ....................... 170
Figura-56- Grupo | (hidrogel acelular). Gréfica indice ICRS modificado ...... 170
Figura-57- Grupo . Panoramica de lesién. Tincidn V. Kossa.....cccceeuuueeeeeeeee 172
Figura-58- Grupo |. Panorémica de lesién. Tincién V. Kossa..........cceeeenne.. 173
Figura-59- Grupo . Panorémica y detalle de lesion. Tincién T. Goldner.....173
Figura-60- Grupo l. Detalle de lesion. Tincién T. Goldner..............ccoeeeeen. 174

Figura-61- Grupo l. Detalle de lesion. Tincién T. Goldner. ............coeeennn. 174

30



INDICE DE ABREVIATURAS, FIGURAS Y TABLAS

Figura-62- Grupo |. Panordmica de lesion. Tincién T. Goldner................... 174
Figura-63- Grupo . Semipanoramica de lesion. Tinciéon T. Goldner............ 174
Figura-64- Grupo |. Panordmica de lesion. Tincién V. Kossa.........ccceeuveeen. 175
Figura-65- Grupo |. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. .................... 175
Figura-66- Grupo |. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. ..................... 175
Figura-67- Grupo |. Detalle de osteoclasto. Tincién V. Kossa.....cccceuuueeeeeeee 175

Figura-68- Grupo I. Detalle de la lesién observandose el marcaje fluorescente

I AT (=11 = Lo (el 1 o V- R 176

Figura-69- Grupo |. Detalle de la lesién observandose el marcaje fluorescente

Telo] g Wer=] (el =] 1  T- VORI 176

Figura-70- Grupo |. Detalle de la lesién observandose el marcaje fluorescente

1o A I=1 17214 [ - W 176

Figura-71- Aspecto macroscdpico y radiolégico de los hemicédndilos femorales

de los animales del Grupo Il a las 12 semanas de evolucién. ...........cc.u....... 178
Figura-72- Grupo Il (hidrogel con condrocitos). indice ICRS modificado. ...178

Figura-73- Grupo ll. Panoramica y detalle de la lesién. Tincién T. Goldner.180

Figura-74- Grupo ll. Panoramica de la lesién. Tincién T. Goldner. ............. 181
Figura-75- Grupo ll. Panoramica de la lesién. Tincién T. Goldner. ............. 181
Figura-76- Grupo ll. Detalle de lesién. Tincidn V. Kossa........ccceeeeeeeeeeeennn. 182
Figura-77- Grupo ll. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. .................... 182
Figura-78- Grupo ll. Panorédmica de la lesién. Tincién V. Kossa. ................. 182
Figura-79- Grupo ll. Semipanoramica de lesién. Tincién T. Goldner........... 182
Figura-80- Grupo Il. Detalles de lesién. Tincién T. Goldner ....................... 183
Figura-81- Grupo Il. Detalles de lesién. Tincidon V. Kossa. ......cceeeeeeeeeeeeennnn. 183
Figura-82- Grupo Il. Detalles de lesion. Tincion T. Goldner..............cceeee. 183

31



Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

Figura-83- Grupo Il. Detalle de la lesién observédndose el marcaje fluorescente

1<) A TR (=11 - T Lol 1o - NP 184

Figura-84- Grupo Il. Detalle de la lesién observdndose el marcaje fluorescente

1] W er=] (el =] 1 b= VR 184

Figura-85- Grupo Il. Detalle de la lesién observédndose el marcaje fluorescente

e A IE=1 1721 | - W USSTRTRN 184

Figura-86- Aspecto macroscdpico y radioldgico de los hemicdndilos femorales

de los animales del Grupo lll a las 12 semanas de evolucién. ..................... 186

Figura-87- Grupo lll (hidrogel con ADMSC). Gréfico indice ICRS modificado.

................................................................................................................ 186
Figura-88- Grupo lll. Panorémica de la lesién Tincién T. Goldner. ............. 188
Figura-89- Grupo lll. Detalle de la lesion. Tincidon V. Kossa. ........cccoeeeunnnnee 189
Figura-90- Grupo lll. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. ................... 189

Figura-91- Grupo lll. Semipanordmica de la lesién. Tincién T. Goldner. ..... 189

Figura-92- Grupo lll. Detalle de la porcién articular de la lesion. Tincién T.

€T e] [a =] SR PP PPRPPTRN 189
Figura-93- Grupo lll. Detalle de la lesién. Tincién V. Kossa. .........ccceeennnn.. 190

Figura-94- Grupo lll. Semipanoramica de la lesiéon. Tincién T. Goldner. .....190

Figura-95- Grupo lll. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. ................... 190
Figura-96- Grupo lll. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. ................... 191
Figura-97- Grupo lll. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. ................... 191
Figura-98- Grupo lll. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. ................... 191

Figura-99- Grupo lll. Detalle de la lesién observandose el marcaje fluorescente

Il ] AT =11 = L Lol 1o - 192

Figura-100- Grupo lll. Detalle de la lesién observandose el marcaje fluorescente

<o g W =] (a1 1 b= PO USRS TUUPRRUIINt 192

32



INDICE DE ABREVIATURAS, FIGURAS Y TABLAS

Figura-101- Grupo lll. Detalle de la lesién observandose el marcaje fluorescente

1o A T 1 17214 1o - W 192

Figura-102- Aspecto macroscépico y radiolégico de los hemicéndilos femorales

de los animales del Grupo IV a las 12 semanas de evolucién. ..................... 194

Figura-103- Grupo IV (hidrogel con ADMSC-C). Indice ICRS modificado. ...194

Figura-104- Grupo IV. Panorédmica de lesién. Tincién T. Goldner. .............. 196
Figura-105- Grupo IV. Detalles de lesién. Tincién T. Goldner..................... 196
Figura-106- Grupo IV. Detalles de lesién. Tincién V. Kossa. .....ccceeeuuueeeeeees 196
Figura-107- Grupo IV. Panorémica de la lesiéon. Tincién T. Goldner. .......... 197
Figura-108- Grupo IV. Panorémica de la lesiéon. Tincién T. Goldner. ......... 197
Figura-109- Grupo IV. Semipanorémica de la lesién. Tincién V. Kossa. ....... 197
Figura-110- Grupo IV. Detalle de la lesién. Tincién T. Goldner. .................. 197
Figura-111- Grupo IV. Detalles de lesion Tincién V. Kossa..........cceevvvecnnnnnes 198
Figura-112- Grupo IV. Detalles de lesién Tincion V. Kossa ........ccccceveecnnnnnnes 198
Figura-113- Grupo IV. Panoramica de la lesién T. Goldner. ........ccccoouunnneee 198

Figura-114- Grupo IV. Semipanordmica de la lesién. Tincién V. Kossa. Tincién

AV (o117 T TSP 198

Figura-115- Grupo IV. Detalle de la lesion observandose el marcaje fluorescente

I AT (=11 = Lo Lol 1 o Y- R 199

Figura-116- Grupo IV. Detalle de la lesién observdndose el marcaje fluorescente

Tl g W er=] (el =] 1 b= O 199

Figura-117- Grupo IV. Detalle de la lesién observdndose el marcaje fluorescente

1o A T=1 17214 1 o - W 199

33






INDICE DE ABREVIATURAS, FIGURAS Y TABLAS

iNDICE DE TABLAS

Tabla-1- Condiciones de estudio de la multipotencialidad de las ADMSC..... 111
Tabla-2- Distribucién de los grupos experimentales.........ccceeeeeeeeeeeeeeeennnnnnn. 124
Tabla-3- Fluorocromos administrados al animal de experimentacion.......... 126

Tabla-4- Modificacién de la escala ICRS para la evaluacién macroscdpica de la

reparacion de 1as 1@SIONES. .....cceeveieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 128

Tabla-5- Protocolos de tincién empleados sobre los cortes histolégicos de los

fEMUIES @ CONEJO. wuuniiriieieiiiee e et e eteeeeete e e e e e e ereaeeeeraaeeeeannseennannnns 130

Tabla-6- Caracteristicas de visualizacién de los fluorocromos empleados. ..132

35






ll- RESUMEN/SUMMARY







RESUMEN/SUMMARY

RESUMEN

La limitada capacidad regenerativa del tejido cartilaginoso junto con la
elevada incidencia de las patologias articulares en la poblacién presente
y futura, han hecho que en las ultimas décadas haya cobrado gran
importancia el desarrollo de técnicas de ingenieria tisular aplicadas a la
regeneracién osteocondral. En este contexto, el presente estudio trata
de comprobar la utilidad de aloinjerto éseo y poblaciones celulares de
tipo condrocitico derivadas de cartilago articular o tejido adiposo
cultivadas en un hidrogel plasmético, para la regeneracién de lesiones

osteocondrales creadas en cdndilos femorales de conejo.

Para ello, en un estudio preliminar se compard el comportamiento /in
vitro de las poblaciones celulares obtenidas a partir de dos fuentes de
tejido adiposo disponibles en el conejo (grasa abdominal e
infrapatelar), con objeto de elegir la fuente 6ptima para el desarrollo de
los sustitutos tisulares a emplear en las etapas posteriores del estudio. A
partir de la grasa infrapatelar se obtuvo un mayor namero de células
madre mesenquimales con capacidad proliferativa y multipotencialidad

similares a las derivadas de tejido subcuténeo.

En una primera etapa se analizé el comportamiento /n vitro de
poblaciones celulares condrociticas derivadas de tejido graso
infrapatelar y de cartilago hialino en el interior de matrices
tridimensionales elaboradas con plasma sanguineo y acido hialurénico.
Se comprobé que dichas matrices o hidrogeles permitian no solo la
proliferacién de ambas poblaciones celulares en su interior si no
también la re-diferenciacién de los condrocitos articulares expandidos

en monocapa, asi como la adquisicién de caracteristicas condroides por
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parte de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

in vitro.

En la segunda etapa del estudio, se crearon lesiones osteocondrales en
los condilos femorales de conejos adultos y se emplearon los
constructos elaborados in vitro en la anterior etapa para la
regeneraciéon de la fraccién condral de las lesiones, reconstruyendo
previamente el lecho 6seo con aloinjerto éseo triturado. Los resultados
mostraron que la aplicacién de condrocitos articulares embebidos en el
hidrogel plasmético promovia la formacién de cartilago hialino in vivo,
mientras que las células madre derivadas de tejido adiposo vy
diferenciadas condrogénicamente producian un tejido cartilaginoso

atipico.

Asi pues, la metodologia empleada en este estudio parece adecuada
para el tratamiento de lesiones osteocondrales, aunque seria necesario
comprobar la evolucién a largo plazo de las lesiones tratadas y
profundizar en el comportamiento condrogénico de las células madre

de tejido adiposo.
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SUMMARY

Articular cartilage has low regenerative ability that along with high
incidence of articular pathologies in present and future population has
caused that in recent decades the development of tissue engineering
techniques applied to the osteochondral regeneration has become very
important. In this context, this study aims to test usefulness of
chondrocyte-like cell populations derived from articular cartilage or
adipose tissue, cultured in a plasma hydrogel to regenerate cartilage

fraction of osteochondral lesions created in rabbit femoral condyles.

Therefore, in a preliminary study, the Jin vitro behavior of cell
populations obtained from two sources of adipose tissue in rabbits
(abdominal and infrapatellar fat) were compared in order to choose the
optimal source for the development of tissue-substitutes to be used in
later stages of the study. A greater number of mesenchymal stem cells
were obtained from infrapatellar fat pad, with proliferative capacity

and multipotentiality similar to those derived from abdominal tissue.

In a first stage of the study, the in vitro behavior of chondrocyte cell
populations derived from infrapatellar fat and hyaline cartilage inside
three-dimensional scaffolds made up with hyaluronic acid and plasma
was analyzed. Those matrices were found to allow proliferation of both
cell populations therein, but also promote re-differentiation of articular
chondrocytes expanded in monolayer and acquisition of chondroid
characteristics by mesenchymal stem cells derived from adipose tissue in

vitro.

In a second stage of the study, osteochondral lesions were created in

femoral condyles of adult rabbits. Constructs processed in vitro in the
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previous stage were used for regeneration of chondral fraction of the
osteochondral lesions. Lesion’s bone fractions were previously
reconstructed by applying bone allograft. Results showed that
application of articular chondrocytes embedded in a plasma-hialuronic
scaffold promoted the formation of hyaline cartilage /n vivo, while
stem cells derived from adipose tissue condrogenically diferenciated

produced an atypical cartilage tissue.

Therefore, methodology used in this study seems suitable for the
treatment of osteochondral lesions, although it would be necessary to
check long-term evolution of treated lesions and deepen the

chondrogenic behavior of stem cells from adipose tissue.
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INTRODUCCION

La ausencia de tratamientos plenamente satisfactorios para la resolucién
de patologias osteocondrales ha promovido la bisqueda de alternativas
terapéuticas que reproduzcan o favorezcan los procesos enddgenos de
reparacién tisular del organismo. El mayor conocimiento de la
composiciéon y el funcionamiento de los tejidos implicados, junto con
los avances de las técnicas de ingenieria tisular, han motivado el
desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas en el campo de las

terapias avanzadas.

En la presente Introduccién se repasardn las caracteristicas de los
principales tejidos implicados en las patologias articulares, asi como de
la etiologia y clasificacidén de las lesiones osteocondrales. Finalmente, se
abordarén las diferentes opciones terapéuticas disponibles en la
actualidad asi como las nuevas perspectivas para el tratamiento de las

lesiones osteocondrales.

ESTRUCTURA DE LA ARTICULACION

Las diartrosis o articulaciones méviles constituyen la conexién funcional
entre los huesos del esqueleto, permitiendo el desplazamiento de los
mismos y haciendo asi posible el movimiento. La integridad articular
depende del estado de todos los elementos que constituyen la
articulacién, principalmente el cartilago articular y el hueso subyacente,

pero también el liquido sinovial y los tejidos blandos peri-articulares!.

El hueso y el cartilago son tejidos conectivos muy especializados con
una estructura y composicién Unicas que garantizan el correcto

comportamiento biomecénico de la articulacién?.
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EL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular es una variedad de tejido conectivo altamente
especializado. Cada superficie articular estd revestida por cartilago
hialino, que se adhiere intimamente al hueso subyacente, fusiondndose
con él y permitiendo el deslizamiento de los huesos implicados en la
articulaciéon de manera fluida, pese a las presiones a las que se ve

sometido, y garantizando la capacidad de movimiento del individuo?3.

A pesar de tratarse de un tejido stper-especializado, su composicién es
relativamente sencilla. Estd& compuesto por un Unico tipo celular, el
condrocito, y una matriz extracelular altamente hidratada formada
principalmente por coldgeno y proteoglicanos. Se trata ademés de un
tejido aneural, avascular y alinfatico, cuyas células son précticamente
incapaces de dividirse, por lo tanto, el tejido cartilaginoso presenta una
limitada capacidad de regeneracién tras sufrir cualquier tipo de

alteracién vy las lesiones destructivas son irreversibles*.

Componente celular del cartilago articular

El condrocito y su forma inmadura, el condroblasto, de origen
embriolégico mesodérmico, son los Gnicos componentes celulares del
cartilago hialino, representando solamente el 1-10% del volumen tisular
total. Es la célula encargada de la sintesis de la matriz cartilaginosa, asi
como de su mantenimiento, mediado por la respuesta a estimulos

mecénicos, factores de crecimiento y hormonas®.

Durante su desarrollo a partir de las células mesenquimatosas, los
condroblastos estdn estrechamente adosados entre si, conformando
grupos denominados centros de condrificacién. Realizan una intensa

actividad de sintesis, para lo que poseen un nicleo grande con un
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nucléolo aparente y un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmaético

rugoso muy desarrollados, con abundantes vesiculas de secreciéné.

A medida que los condroblastos quedan rodeados de la matriz
extracelular que ellos mismos producen, se van separando, quedando
incluidos en el interior de pequefas lagunas o condroplastos. En su
estado natural, las células llenan los condroplastos y se conectan
directamente con la matriz cartilaginosa, pero tras procesarse mediante
técnicas histoldgicas habituales, dada la alta hidratacién del tejido, se

produce una retraccién celular que permite la visualizaciéon de las

lagunas’ (Figura-1-).

Figura-1- Condrocitos embebidos en la matriz
cartilaginosa. Puede observarse el
condroplasma o laguna condrocitaria en la
que las células estan situadas dentro de la
matriz extracelular.

Tincién safranina-O, microscopia Sptica de
campo claro.

Cuando madura, la actividad metabdlica de la célula disminuye y por lo
tanto también lo hace el volumen de su citoplasma. Ademas, se reduce
su capacidad de divisién, pero no desaparece totalmente. En el cartilago
adulto pueden observarse parejas o grupos de condrocitos,
denominados grupos iségenos, que provienen de una misma célula que

ha sufrido mitosis’.

El condrocito maduro presenta comunicaciones directas de su

membrana con la matriz extracelular que le rodea. Mediante ese
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contacto, la célula detecta estimulos mecénicos y bioquimicos que
activan su divisiéon y/o su capacidad de sintesis®. Los ultimos estudios
sugieren que, ademdas de comunicarse directamente con la matriz
extracelular, los condrocitos se conectan fisicamente también entre si
mediante finas prolongaciones del citoplasma, y la comunicacién célula-
célula se produce a través de canales conexinas (uniones Gap). Estos
canales conforman una red de comunicacién celular que permite el
acoplamiento metabdlico y el intercambio de informacién,
favoreciendo la aparicién de una respuesta coordinada y uniforme ante

cualquier estimulo o dafio®.

La matriz cartilaginosa

El condrocito es, por tanto, el encargado del mantener la integridad de
la matriz extracelular en la que estd inmerso y, a su vez, esta matriz es la
que lo sustenta, proporciondndole un entorno adecuado, permitiendo
la difusién de nutrientes y constituyendo el medio a través del cual llega

al condrocito cualquier estimulo quimico o mecanico8°,

La matriz cartilaginosa es un tejido altamente hidratado. El agua
representa un 60-80% de su peso, y su composicién la completan
principalmente 2 tipos de moléculas: el coldgeno, que representa un 10-
30% del peso, y los glicosaminoglicanos (GAG), que constituyen otro

3-10%?°.

El coldgeno es la proteina mayoritaria en el cartilago articular,
constituyendo un 40% de su peso seco. Aunque pueden encontrarse
pequefas cantidades de coldgeno tipo VI, IX, X y Xl, el tipo de
coldgeno mayoritario del cartilago articular sano es el colédgeno tipo I,

que representa un 90-95% del coldgeno total".
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La organizacién de las fibras de coldgeno forma un entramado
tridimensional a modo de malla orientado para descargar las fuerzas de
traccién y cizallamiento y proporcionar asi resistencia a la tensién. En el
cartilago articular, las fibras de las zonas mas profundas se disponen de
forma vertical conformando columnas que se extienden hasta la unién
del cartilago con el hueso, mientras que las fibras de la zona mas

externa estén orientadas paralelamente a la superficie.

Los tipos de coldgeno IX y X se unen covalentemente al coldgeno tipo
Il, pasando a formar parte de la estructura de esta malla fibrilar,
contribuyendo a darle forma y estabilidad y a conectarla con los
proteoglicanos. El coldgeno tipo VI se localiza principalmente en el
espacio pericelular del condrocito, manteniendo unida la célula a la
matriz. El coldgeno tipo X aparece solamente en la zona cercana a las
células de la matriz calcificada, lo que sugiere que participa en la

mineralizacién del cartilago®.

En la red fibrilar constituida por coldgeno se encuentran atrapadas
macromoléculas de glicosaminoglicanos. Los GAG son polisacaridos
largos sin ramificaciones constituidos por repeticiones de una unidad de
disacéridos. Los GAG presentes en el cartilago articular son el condroitin
sulfato y el queratédn sulfato (que se unen a proteinas para formar

proteoglicanos), y el &cido hialurénico™°.

Los proteoglicanos estdn compuestos por una proteina central de la que
irradian cadenas de disacaridos (GAG como el condroitin sulfato y el
queratan sulfato) con una configuracién de tipo cepillo. El extremo
globular de la molécula de proteoglicano estd unido a una larga
molécula de &cido hialurénico mediante una proteina de enlace®

(Figura-2-).
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CONDROICITOS: células
del cartilago

coldgeno

Proteoglucanos

Colageno tipo Il

Agregado de proteoglicanos

Figura-2- Sintesis e interaccién de los componentes de la matriz extracelular del
cartilago articular. Tomado y modificado de Buckwalter JA, Martin J. Degenerative
joint disease. Clinical symposia (Summit, NJ : 1957). 1995 Jan;47(2):1-322.

El &cido hialurénico es el Unico GAG no sulfatado y que no se
encuentra unido covalentemente a wuna proteina como un
proteoglicano. Los polimeros de &cido hialurénico son de gran tamafio
(con pesos moleculares entre 105 y 107 daltons), y se asocian a entre 80
y 200 unidades de proteoglicanos por medio de proteinas de enlace,
formando agregados lo suficientemente grandes como para quedar

atrapados en la trama de fibras de coldgeno de la matriz cartilaginosa.

Cada disacérido contiene al menos un grupo carboxilo o sulfato
cargado negativamente, por lo que los GAG constituyen largas filas de
cargas negativas que repelen otras moléculas cargadas negativamente y
atraen cationes, presentando un comportamiento hidréfilo. A través de

este mecanismo, los proteoglicanos de la matriz pueden atrapar un gran
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volumen de agua, la mayor parte de la cual queda alojada en los

intersticios de la trama fibrilar de coldgeno™.

La capacidad del cartilago para resistir y recuperarse de las fuerzas de
compresién estd intimamente relacionada con la disposicion del agua en
su matriz. Cuando el cartilago articular es sometido a una fuerza
compresiva, el agua se desplaza en su matriz alejandose de las regiones
con carga eléctrica de los proteoglicanos. Esto hace que las cargas
negativas de los grupos carboxilo y sulfato se aproximen y las fuerzas
de repulsiéon de las mismas permiten resistir la compresién. Al
desaparecer la presién, el agua retorna a las regiones con carga eléctrica
de los proteoglicanos y devuelve el estado de hidratacién normal de la

matriz, restableciéndose la estructura natural del cartilago™.

Asi pues, el entramado fibrilar de coldgeno mantiene la configuracién
del tejido y aporta resistencia a las fuerzas de tensién, mientras que los
agregados de proteoglicanos embebidos en la matriz coladgena
proporcionan un gel hidratado y firme que absorbe las fuerzas de

compresion'™,

Organizacién del cartilago articular

La distribucién de los elementos que conforman el cartilago articular no
es homogénea y varia de la zona maés superficial a la méas profunda,
distinguiéndose 4 capas o zonas cuyos limites no estdn perfectamente

definidos'®" (Figura-3-).

1. Capa superficial o tangencial:

La capa mas superficial, adyacente a la cavidad articular, tiene unos 40

um de grosor. Estd constituida por finas fibras coldgenas que se
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disponen paralelamente a la superficie para soportar las fuerzas de
cizallamiento durante el movimiento articular. La matriz de esta capa
superficial es pobre en proteoglicanos respecto a otras zonas del
cartilago, y los condrocitos en ella inmersos muestran una morfologia
ovoide o alargada, dispuestos de forma paralela a la superficie y con

escasa actividad metabdlica.

2. Capa intermedia o de transicidon:

Con unos 500 um de grosor, esta zona presenta fibras de coldgeno més
gruesas dispuestas de manera dispersa, en los tres planos del espacio, y
tiene una mayor concentracién de proteoglicanos. Los condrocitos
presentes en esta capa tienen una morfologia redondeada, se disponen
irregularmente y presentan una mayor actividad metabdlica que los de

la capa superficial.

3. Capa profunda o radial:

De unos 1000 um de grosor, esta capa posee fibras coldgenas maés
gruesas, distribuidas radialmente formando arcos perpendiculares a la
superficie articular. Posee la mayor concentracién de proteoglicanos y
menor contenido en agua. Los condrocitos de esta zona son esféricos,
con una elevada actividad de sintesis proteica, y adoptan una
disposiciéon columnar perpendicular a la superficie, a menudo en grupos

de 2 a 8 células.

4. Capa calcificada:

Capa adyacente al hueso subcondral, con unos 300 um de grosor y
separada de la capa radial o profunda por una linea baséfila de unos 5
um de grosor denominada linea de calcificacién o tidemark, por su

semejanza a la linea o huella de la marea.
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Las fibras coldgenas se disponen perpendicularmente a la superficie
anclando el cartilago articular al hueso subyacente, aunque no guardan
continuidad con las fibras coldgenas del hueso subcondral. En esta zona
estdn ausentes los proteoglicanos y existe una escasa celularidad, con
unos condrocitos de menor tamafio que los de la zona radial. La matriz
estd calcificada, presentando depdsitos de hidroxiapatita entre las fibras

colagenas.

La composicidn, organizacién y funcién de la matriz extracelular varia
también segun la distancia a la célula, siendo posible distinguir tres
regiones: la regién pericelular, la regién territorial y la regién
interterritorial'®.

Las regiones pericelular y territorial corresponden a la parte de la matriz
maés cercana a las células. Estas regiones son ricas en proteoglicanos y
coldgeno tipo VI y se encargan de proteger a los condrocitos del dafio
durante la carga y la consiguiente deformacién del tejido cartilaginoso.
Ademas, regulan el trénsito de moléculas y metabolitos desde la matriz
al condrocito y viceversa.

La matriz interterritorial constituye la mayor parte del volumen de la
matriz del cartilago y contiene fibras coldgenas de mayor didmetro que
no se organizan alrededor del condrocito si no que cambian su
orientacién, de paralela a perpendicular en funcién de la profundidad,

como se ha descrito anteriormente.
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Figura-3- Disposicién en capas de los principales elementos constituyentes del
cartilago articular. Tomado de Matsiko A, Levingstone T, O’Brien F. Advanced
Strategies for Articular Cartilage Defect Repair. Materials. 2013 Feb 22;6(2):637-

Nutricién del cartilago articular

Dado que el cartilago es un tejido avascular, los nutrientes que necesita
provienen principalmente del liquido sinovial y, en menor medida, del
hueso subcondral®4. Asi pues, los condrocitos obtienen todos sus
nutrientes y eliminan sus desechos por mecanismo de difusién a través

de la matriz".

El liquido sinovial es un dializado de plasma que se produce por
filtracion wvascular en el tejido sinovial. Contiene pocas células vy
proteinas, pero es rico en acido hialurénico, que es segregado por los
sinoviocitos de la membrana sinovial y que le confiere una elevada
viscosidad. Esa viscosidad es la responsable de la capacidad del liquido

sinovial de actuar como lubricante articular y amortiguar impactos®.

La superficie del cartilago articular, aparentemente lisa, esté en realidad

llena de ondulaciones y crestas que atrapan el liquido sinovial. Este
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forma una fina capa sobre el cartilago articular y su infiltracién en la
matriz cartilaginosa se ve estimulada por las fases de compresion-
descompresién durante el movimiento articular'. El agua y los solutos
de pequefio tamafio (principalmente glucosa) son los Unicos capaces de
atravesar la matriz. Su transporte se realiza por mecanismo de difusién

en el curso de los movimientos articulares.

Una cualidad destacable del cartilago articular es que se trata de uno de
los pocos tejidos que funcionan en hipoxia. Hay un gradiente hipdxico
que varia del 10% de concentracién de oxigeno en la capa superficial
(proporcionado por el liquido sinovial), al 1% en la zona més profunda
del cartilago. El condrocito articular estd, por tanto, expuesto a
tensiones muy bajas de oxigeno, haciendo de la glucosa su principal

sustrato energético mediante glucolisis anaerdbica.

EL HUESO

Tanto el tejido 6seo como el cartilaginoso son tejidos conjuntivos que
se caracterizan porque sus células estdn rodeadas de una matriz
intercelular sélida y relativamente rigida. En casi todos los demés

aspectos el tejido 6seo difiere considerablemente del cartilaginoso.

Componente celular: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos

Al contrario que en el cartilago, en el tejido 6seo existe una gran
actividad celular. Este tejido se renueva continuamente gracias a la

actividad coordinada de sus células (Figura-4-).

— Los osteoblastos son las células formadoras de hueso. Son de origen
mesenquimal y se encargan de sintetizar matriz &sea. Se sitGan

sobre la superficie 6sea y secretan la fraccién orgénica de la matriz,
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conformando el osteoide. También participan en la mineralizacién
de la sustancia intercelular mediante secrecion de vesiculas ricas en
calcio, fosfato y la enzima fosfatasa alcalina'. Los osteoblastos
son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo
endoplasmético rugoso desarrollados”. Depositan hueso por
aposicién y poco a poco quedan embebidos en la matriz que ellos
mismos sintetizan, pasando a formar parte del hueso neoformado y
convirtiéndose en osteocitos.

— Los osteocitos se encuentran inmersos en la matriz &sea vy
constituyen el componente celular mayoritario del hueso. Poseen
forma estrellada y un citoplasma pequefio y se sitdan en el interior
de lagunas extendiendo prolongaciones citoplasmaéticas que se
proyectan en la matriz a través de finos canaliculos. Los osteocitos
también participan en la sintesis y mineralizacién de la matriz
osteoide, aunque se cree que su funcién principal es la de controlar
el remodelado &seo, detectando las variaciones mecénicas de las
cargas, fendbmeno denominado mecanotransduccién'’.

— Los osteoclastos son las células encargadas de la reabsorcién 6sea.
Se trata de células de origen hematopoyético, grandes (100 um),
multinucleadas, con citoplasma acidéfilo y ricas en mitocondrias y
vacuolas. Se adhieren directamente al hueso mediante una zona de
ribete en cepillo y secretan &cidos y enzimas proteoliticas
solubilizando la matriz &sea para reabsorber el hueso por

endocitosis.

La actividad coordinada de estas células permite que el hueso sea uno
de los tejidos més dindmicos del organismo, constituyendo una reserva
de calcio para el individuo y demostrando una gran capacidad de

regeneracién tras sufrir una alteracién’e.
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Figura-4- Corte
histolégico en el que se
observan  osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos.
Técnica T. Goldner,
microscopia 6ptica de
campo claro.

La matriz &sea

La matriz 6sea es la responsable de las propiedades biomecéanicas del
tejido &seo. Estd constituida por una fase orgénica y una fase inorgénica

o mineral?’.

La matriz organica del hueso estd formada por colégeno,
principalmente de tipo |, ademds de otras proteinas especificas del
hueso como son la osteocalcina, la osteonectina y la osteopontina,

relacionadas con la calcificacién del componente fibrilar.

Los componentes orgénicos son sintetizados y secretados por los
osteoblastos, y constituyen una malla densa denominada osteoide que
sirve de base para el depdsito del componente mineral. Ademés, la
fraccién orgénica dota al hueso de su forma y contribuye a su capacidad

de resistencia a la traccion.

La fraccién inorgénica o mineral de la matriz &sea estd formada
principalmente por fosfato célcico depositado en forma de cristales de

hidroxiapatita (Caio[PO4]¢[OH].). La formacién de sales minerales esta
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regulada por la fosfatasa alcalina (enzima de la membrana de los
osteoblastos). Estas sales salen de la célula por exocitosis en vesiculas
que posteriormente liberan los cristales que son fijados sobre las fibras

colagenas.

El componente mineral del hueso le otorga su caracteristica dureza,
resistencia a la compresién y lo convierte en una reserva natural de

calcio para el organismo.

El hueso es un tejido anisétropo en el que la resistencia varia segin la
orientacién de la carga aplicada, porque su estructura no es uniforme.
La organizacién tipica de un hueso largo consiste en una estructura
cilindrica de hueso cortical compacto cuyos extremos estan cubiertos de
cartilago articular y rellenos de un andamiaje interno de hueso

esponjoso’®.

El hueso estd cubierto de una membrana de periostio en su superficie
externa (excepto en las superficies articulares y las zonas de insercién de
tendones y ligamentos), y limitado por el endostio en sus superficies

internas (cavidades vasculares, medulares y superficies trabeculares)2°.

Macroscépicamente, los huesos largos se dividen en 4 regiones
principales: epifisis, fisis, metéfisis y diéfisis. Las placas de crecimiento o
fisis se sitian cerca de los extremos del hueso y separan las epffisis,
localizadas bajo la superficie articular, de las metéfisis, que conectan las

fisis con las diéfisis o zona media del hueso'.

A nivel microscépico, el hueso maduro se organiza en estructuras
funcionales denominadas osteonas: circulos lamelares concéntricos de
tejido &seo alrededor de canales centrales (conductos de Havers), que
contienen capilares sanguineos y fibras nerviosas dispuestas

paralelamente al eje longitudinal del hueso?'.

58



INTRODUCCION

El hueso esponjoso de las epifisis y metéfisis estd compuesto de
trabéculas que forman una malla porosa que soporta el hueso cortical y

el hueso subcondral bajo el cartilago articular.

En la mayoria de tejido 6seo normal, maduro, las fibras de coldgeno
tienen una orientacién lamelar que es paralela al contorno de la
superficie 6sea. Pero en el hueso inmaduro, recién formado, como el
presente en la placa de crecimiento de los huesos jévenes o en el callo
6seo de fracturas o lesiones en fase de remodelado, las fibras de
coldgeno observadas con luz polarizada estdn orientadas al azar. Este
hueso se forma rédpidamente pero no es tan fuerte o resistente como el

lamelar.

El hueso subcondral

El cartilago articular descansa sobre una porcién de hueso situada
inmediatamente por debajo de él, cuya integridad es fundamental para

garantizar la congruencia articular: el hueso subcondral®? (Figura-5-).

Figura-5- Corte histoldgico tefiido
con V. Kossa en el que se observa
el hueso subcondral de color
negro inmediatamente por
debajo del cartilago articular y en
contacto con él. Microscopia
Optica de campo claro.

El hueso subcondral se define como la placa de hueso que soporta al

cartilago, pero con frecuencia se refiere también al hueso trabecular
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subyacente?3. Desempefia un importante papel en la distribucién de
fuerzas mecénicas que se ejercen en la articulacion, de manera que la
arquitectura del hueso subcondral responde a los cambios que tienen

lugar en el cartilago articular?.

Ambas estructuras estdn intimamente ligadas histolégica vy
funcionalmente. El hueso subcondral separa el hueso epifisiario
esponjoso y rico en médula, del cartilago articular, dando un apoyo
estable y resistente al cartilago, y aislando el ambiente sanguineo vy
vascular propio del hueso del entorno avascular del cartilago, para

evitar su osificacion.

En una articulacién sana, el hueso subcondral atenuda las cargas recibidas
al absorber entre un 30-50% de la carga, mientras que el cartilago
Unicamente absorbe un 1-3%?25. Asi pues, la salud del hueso subcondral
es fundamental para garantizar un &éptimo comportamiento

biomecénico de la articulacién2.

Ante una sobrecarga epifisidria por insuficiente proteccién del cartilago
lesionado, se activa el mecanismo de remodelacién ésea subcondral
provocando la compactacién o esclerosis del hueso esponjoso en las

zonhas con mas exigencia mecanica?-23.

Cuando el hueso subcondral se esclerosa, disminuye su capacidad de
absorcién hasta un 50%, y ello supone un aumento de la energia
disipada al resto de la articulacién, incluido el cartilago, con el

consiguiente deterioro de éste?3.

Asi pues, el hueso subcondral desempefia un importante papel en la
progresién de la patologia condral, dado que un hueso denso o
esclerosado, con un elevado nivel de remodelacién y de mineralizacién,

es menos competente mecdnicamente?2:25.23,
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PATOLOGIA DEL CARTILAGO ARTICULAR

La carga mecénica es necesaria para mantener la integridad articular. De
hecho, el grosor y la calidad de la matriz cartilaginosa se ven reducidos
en articulaciones inmovilizadas. Incluso en una articulacién normal se
observan variaciones entre las zonas de carga y las no sometidas a
carga: en las regiones sujetas a carga mecénica el cartilago articular es
normalmente méas grueso y tiene un contenido mé&s alto en
proteoglicanos, siendo mas resistente mecanicamente?624. Asi pues, la
fuerza mecénica que recibe una articulacién regula las actividades

metabolicas del cartilago articular in vivo?.

Sin embargo, existen situaciones en las que la capacidad de respuesta
del cartilago se ve superada por las solicitaciones que debe soportar,
bien sea por el desgaste que conlleva su uso, por traumatismos
articulares, o por patologias que afectan al hueso subcondral. Estas
circunstancias conducen hacia un proceso destructivo que el organismo

es incapaz de reparar por si mismo.

ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Las patologias del cartilago articular son frecuentes y su etiologia es
multifactorial. Pueden ocurrir de manera lenta y progresiva o de forma

aguda.

Existen factores que predisponen a la degeneracién del cartilago
articular, como son el proceso de envejecimiento natural de los tejidos
vivos, la extirpacién quirlrgica del tejido meniscal, alteraciones en la

alineacién de las extremidades, o danos en el hueso subcondral como la
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osteocondritis disecante o la necrosis avascular. Sin embargo, la mayoria
de las lesiones del cartilago articular estdn relacionadas con la
sobrecarga mecénica, sea ésta aguda (debida a traumatismos articulares)

o crénica (degeneracién artrésica)?e.

Diferentes estudios sefialan que entre el 10 y el 20% de la poblacién
padece algln trastorno osteoarticular, siendo la artrosis la enfermedad
articular més frecuente, con una prevalencia de 16,6% en los mayores
de 20 afos. De ellos, el 10,3% presenta artrosis de rodilla. Si nos
centramos en los pacientes con sintomatologia dolorosa de la rodilla,

entre el 40 y el 60% presentan lesiones condrales?°.

Las enfermedades osteoarticulares son la primera causa de bajas
laborales permanentes, lo que da una idea de la importancia de esta
enfermedad, no sélo a nivel socioecondmico, sino también en lo que se
refiere a consumo de recursos del sistema sanitario y gasto
farmacéutico. Ademés, la prevalencia de estas enfermedades va en
aumento debido al aumento de la vida media de la poblacién y a las
patologias degenerativas asociadas a lesiones por sobrecarga durante el
ejercicio, con la correspondiente prevision de aumento del coste

humano, social y econémico3°.

Patologia articular debida a traumatismos

Las lesiones deportivas o las debidas a accidentes son la causa mas
frecuente de las lesiones osteocondrales traumaticas. Se producen por
un impacto directo o por la aplicacién de fuerzas de cizallamiento sobre
la superficie articular por un mecanismo de accién indirecto (por
ejemplo, la luxacién de la rétula o la rotura del ligamento cruzado

anterior de la rodilla que ocasiona una contusién &sea). La fuerza del
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impacto provoca una fractura a través de la matriz del cartilago vy, en

ocasiones, a través del hueso subcondral.

Los impactos en el cartilago articular conllevan la pérdida de
macromoléculas, la rotura de la matriz cartilaginosa y, finalmente, la
rotura de la matriz &sea. La respuesta reparadora que se activa desde el
hueso subcondral produce un tejido fibroso que para nada mantiene las
propiedades biomecénicas del cartilago hialino y es, por lo tanto,
incapaz de soportar las solicitaciones a las que se ven sometidas las
articulaciones de carga. Las lesiones articulares traumaéticas no tratadas
evolucionan hacia una degeneracién de la superficie articular, pudiendo

desencadenar un proceso artrésico3'.

Patologia articular asociada al desgaste

La causa de las lesiones degenerativas del cartilago articular es el
desgaste por fatiga como resultado de la acumulacién de presiones
repetidas que se traducen en un dafio microscépico (que también
pueden ser iniciado por un traumatismo)©. Esta fatiga puede aparecer
tanto por la aplicacién breve de cargas elevadas, como por la
aplicacién prolongada de cargas ligeras. El proceso degenerativo
artrésico altera la integridad estructural de la articulacién, provoca
dafio enziméatico y mecénico de la matriz extracelular y puede llevar a
la degeneracién del cartilago articular, exposicion del hueso subcondral,

formacién de osteofitos e inflamacidon de la membrana sinovial™.
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CLASIFICACION DE LAS LESIONES

Para establecer el grado de las lesiones condrales, se considera como
criterio béasico la profundidad de las mismas. La /nternational Society of

Cartilage Repair (ISCR) establece 4 grados de dafio tisular3233:

- Grado 0: cartilago intacto.

- Grado I: lesién condral superficial (fisuras o grietas).
A causa de un impacto intenso o de multiples traumatismos de
menor energia se pueden producir microfracturas en la matriz
cartilaginosa con la consiguiente muerte celular, lo que repercute
de forma negativa en la matriz extracelular. La matriz se degrada
en sus constituyentes: se produce un descenso en la concentracién
de proteoglicanos, un aumento de la hidratacién tisular y una
alteracién de la organizacién fibrilar del coldgeno. Estos cambios
conducen a una reduccién de la rigidez del cartilago y al aumento
de su permeabilidad y pueden aumentar la vulnerabilidad de la
matriz extracelular ante nuevas lesiones. Este tipo de lesiones
superficiales son a menudo asintométicas y dificiles de detectar. Se
desconoce también el margen reparativo del cartilago en estas

situaciones.

- Grado ll: lesién condral de menos de la mitad del espesor del
cartilago articular.
Se trata de lesiones parciales del cartilago articular. En este caso los
traumatismos son de mayor energia que en las lesiones
microscopicas del cartilago articular. Inmediatamente después de

producirse la lesién, los condrocitos préximos a ella comienzan a
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necrosarse, con la consiguiente activacién del proceso de
degradacién de la matriz extracelular. Después, las células que aun
son viables muestran cierta actividad mitética y activan la
producciéon de proteinas de la matriz. Pero las tentativas de
reparaciéon celular son infructuosas, puesto que el incremento en la
actividad metabdlica es transitorio e insuficiente para cicatrizar la
lesion. Con el tiempo, en las zonas adyacentes a la lesidon suele

apreciarse fibrilacién vy fisuras del cartilago.

Grado lll: lesién condral de més de la mitad del espesor del
cartilago articular que puede llegar a la capa calcificada.

Se trata de lesiones profundas que no llegan a afectar al hueso
subcondral. El comportamiento de este tipo de lesiones es similar a
las de grado ll, aunque en este caso las lesiones muestran algin
revestimiento fibroso y un mayor acimulo celular. No obstante,
este proceso reparativo es limitado y no es capaz de rellenar y
reparar la lesién. Ademas, los defectos condrales de mayor entidad
pueden conducir a cambios degenerativos del resto de la
articulacién. La lesién de gran parte del cartilago acaba implicando
al hueso subcondral, que se engruesa y calcifica en exceso, con el
consiguiente adelgazamiento del cartilago articular, lo cual puede
suponer el punto de inicio de un proceso artrésico. Por otra parte,
las manifestaciones clinicas de las lesiones condrales (grados Il y Il1)
son variables: dolor, crepitaciéon, derrame articular, incluso bloqueo
articular u otros signos mecénicos si se liberan fragmentos de

cartilago a la articulacién.
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Grado 1V: lesién cartilaginosa con extensién al hueso subcondral
(lesién osteocondral)

Se trata de lesiones de espesor total que afectan a la capa condral y
al hueso subcondral, de manera que se produce compromiso
vascular y la médula 6sea subyacente queda expuesta en mayor o
menor grado. El hematoma post-traumético activa una respuesta
inflamatoria en la que la formacién del coagulo de fibrina va
seguida de la migracién de las células progenitoras de la médula
6sea a la zona de la lesién para iniciar el proceso de reparacién. El
tejido que se produce es de tipo fibrocartilaginoso, que difiere del
cartilago hialino en su composicién quimica y en sus propiedades
biomecénicas. La remodelacién de ese tejido fibroso en el cartilago
se produce entre las 6 y las 12 semanas después de la afectacién del
hueso subcondral. Por encima de los 3 meses el proceso reparador
no continda. Por el contrario, algunas zonas del cartilago con
aspecto similar al hialino degeneran, convirtiéndose en tejido
fibroso.

Comparado con el cartilago articular hialino normal, el
fibrocartilago tiene caracteristicas biomecanicas inferiores, esta
pobremente organizado, contiene cantidades grandes de coladgeno
tipo | y es susceptible a la rotura, lo cual, con el tiempo y la carga,
conduce a la artrosis y compromete el futuro de la fisiologia
articular.

En la parte 6sea de la lesion se producen fenémenos de
remodelado &seo con gran actividad osteoclastica y osteogénica
generando un tejido &seo inmaduro que posteriormente es

reemplazado de forma gradual por tejido maduro lamelar.
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ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

El tratamiento de las lesiones del cartilago articular sigue hoy dia
suponiendo un reto para el especialista ya que no existe ninguna técnica
ampliamente aceptada para la reparacion satisfactoria de las lesiones

condrales.

Los procedimientos quirlrgicos estédn indicados en pacientes en los que,
tras un tratamiento previo conservador, no hay una remisién de la
clinica dolorosa. De entre ellos, el reemplazo articular es el que mejores
resultados proporciona en la poblacién anciana, relativamente
sedentaria, aunque con los riesgos y complicaciones que le son propios.
En el mejor de los casos, tras una media de 15-20 afios se produce el
aflojamiento protésico, que obliga al correspondiente recambio, a
menudo dificil y con peores resultados que la cirugia primaria. Por todo
ello, en general, se acepta que el reemplazo total de la articulacién no

es una opcién de tratamiento realista en pacientes jévenes34.

Existen 3 tipos de procedimientos quirdrgicos para el tratamiento de las
lesiones del cartilago articular antes de valorar el implante protésico: los
basados en la reparacién, los basados en la reconstruccién y los que lo
hacen en la regeneracién del tejido%. La eleccién del tratamiento
depende de la edad del paciente, de su nivel de actividad, de la
etiologia y del grado de la lesién. Se han propuesto diferentes
algoritmos de tratamiento, uno de los mas utilizados es el propuesto

por Cole3¢ (Figura-6-).
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ESTRATEGIA TRATAMIENTO ACTUAL

TAMANO, PROFUNDIDAD Y GRAVEDAD DEFECTO

<2 cm? 2-3 cm? focal 4 cm? Estadio final
l multiples defectos degeneracion
| i |
.
e = B/

% / - by @/ B N ‘ {

Prétesis parcelares
Proétesis uni
Proétesis totales

Aloinjertos

microfracturas  mosaicoplastia ACI/MACI Sintéti
intéticos

Figura-6- Indicaciones generales para el tratamiento de las lesiones condrales.
Tomado de Alvarez, E. Ripoll, P. Restrepo, A. Forriol F. Revisién de la
Reparaciéon del Cartilago. Posibilidades y resultados. Trauma Fund MAPFRE.
2010;21(2):117-343>.

METODOS REPARADORES

Estos métodos buscan preservar o restaurar la funcién articular, aliviar

el dolor y frenar la progresién hacia la artrosis.

Desbridamiento artroscépico

El desbridamiento artroscépico consiste en regularizar las superficies
articulares y eliminar cuerpos libres evitando dafiar el cartilago sano y
exponer el hueso subcondral. Consigue eliminar elementos
mecénicamente irritantes de la cavidad articular y obstaculos para la
movilidad de la articulacién. Estd indicado cuando hay sintomas
meniscales y lesiones condrales parciales, pero su efecto es paliativo y
nunca curativo. El alivio de los sintomas producido por el
desbridamiento es inicialmente bueno, con el 80% de mejoria durante

el primer afio, pero los resultados se deterioran con el tiempo°.
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Técnicas de estimulaciéon medular

Se trata de un conjunto de técnicas que incluye perforaciones,
artroplastia de abrasién y microfracturas que buscan estimular el hueso
subcondral del fondo de la lesibn para provocar su activacion
metabdlica y/o sangrado, con la consiguiente formacién de un coagulo
que ocupa la lesidn y le aporta células progenitoras provenientes de la

médula 6sea3> (Figura-7-).

El estimulo del hueso subcondral logra generar un tejido cartilaginoso
que rapidamente degenera y evoluciona a fibrocartilago. Este tejido
reparado no posee las propiedades mecénicas y la durabilidad del

cartilago hialinos.

Fo N
‘/
[ Chonedreal Fibrin

/ij \ Defect ot

Bone Marrow

Figura-7- Esquema representativo de la técnica de microfractura. Las mudltiples
perforaciones en el hueso subcondral hacen accesible el flujo sanguineo desde la
médula dsea, con la correspondiente formacién del codgulo de fibrina y el acceso de
las células reparadoras de la médula 6sea. Tomado de Cole B, Pascual-Garrido C,
Grumet R. Surgical management of articular cartilage defects in the knee. The Journal
of Bone & Joint. 2009;91(7):1778-903.

METODOS RECONSTRUCTIVOS

Ante lesiones que afectan al hueso y al cartilago, parece légico plantear
estrategias terapéuticas que traten de reparar ambas estructuras. En este
sentido, los métodos reconstructivos tratan de reestablecer la unidad

funcional cartilago hialino-hueso subcondral en la zona de la lesién.
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Suelen utilizarse uno o varios cilindros de tejido osteocondral que
pueden ser de origen autdlogo u homdlogo, asi como cilindros

sintéticos.

Autoinjertos

El trasplante osteocondral autélogo es un método eficaz para
reconstruir lesiones articulares de espesor completo. La técnica consiste
en seccionar cilindros osteocondrales, que incluyen cartilago intacto y
hueso subcondral sano y son obtenidos de zonas articulares de no
carga, y transferirlos al &rea afectada de la articulacién. La técnica puede
realizarse por via artroscdpica, en el caso de lesiones de pequefio

tamano, o a través de artrotomia cuando el defecto es mayor3é.

Pueden emplearse uno o varios cilindros (mosaicoplastia), segin el
tamano de la lesién, siempre teniendo en cuenta que en los espacios
que queden entre los diferentes cilindros no se formara cartilago. Asi
pues, para garantizar un buen resultado, lo ideal es colocar un solo
cilindro osteocondral, si el tamafio de la lesién lo permite, incorporado
a presién para garantizar el contacto con el tejido circundante y la
congruencia articular, sin olvidar que los impactos dafan el cartilago

articular y disminuyen la viabilidad de sus células3>.

Las principales ventajas de esta técnica son su bajo coste, la posibilidad
de realizarse en un solo acto quirlrgico y el hecho de que el tejido de
reparaciéon es duradero, mostrando resultados histolégicos y clinicos
satisfactorios3¢37.  Sin embargo, existen importantes limitaciones
asociadas a la técnica, como son la morbilidad en el sitio donante3837, y
la limitada cantidad de tejido disponible, lo que restringe el tamafo de
los defectos que pueden ser tratados a 1-4 cm? 39, Ademads, la

mosaicoplastia estd asociada con dificultades técnicas como la pobre
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integracidn tisular, la muerte celular por la impactacién y la pérdida de
la topografia articular, las cuales pueden limitar la calidad e integridad

de la reparaciéns.

Aloinjertos u homoinjertos

El trasplante de aloinjertos osteocondrales constituye una alternativa
terapéutica para el tratamiento de grandes defectos condrales. La
disponibilidad de tejido de origen cadavérico en los bancos de tejidos
hace posible obtener cartilago articular y hueso subcondral sanos,

6ptimos para su uso en clinica.

Las principales ventajas del aloinjerto con respecto al autoinjerto son su
disponibilidad y su adaptabilidad, dado que se pueden disefiar injertos
adecuados para el tamafio y curvatura especificos de la lesién a tratar,
obtenidos de zonas de carga y en ausencia de morbilidad del sitio
donante3> (Figura-8-). Ademas, los resultados clinicos muestran buenos

resultados a medio plazo#034.

Una de las principales limitaciones de la técnica, ademés de la dificultad
del procedimiento y la posibilidad de reacciones inmunolégicas o
transmisién de enfermedades, es la muerte celular que ocurre durante la
criopreservacién del injerto. Al tratarse de un tejido avascular, el
cartilago homdlogo implantado no recuperard su viabilidad?. Para
favorecer la supervivencia de las células cartilaginosas y promover asi la
recuperacion de la integridad articular, el aloinjerto puede ser
preservado durante cortos periodos de tiempo (unos 20 dias) a 4°C o
mantenido en condiciones de cultivo a 37°C#0:3¢, Esto aumenta la
viabilidad de las células presentes en el cartilago, pero también la
dificultad técnica del procedimiento al tener que coordinar el proceso

de donacién-preservacién-implante.
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Figura-8- Tallado (A, B) e implantacién (C) de un aloinjerto osteocondral.
Tomado de Cole B, Pascual-Garrido C, Grumet R. Surgical management of
articular cartilage defects in the knee. The Journal of Bone & Joint.
2009;91(7):1778-903¢.

Cilindros sintéticos

El empleo de cilindros osteocondrales sintéticos constituye una atractiva
alternativa a los sustitutivos bioldgicos, puesto que permite obtener un
injerto perfectamente adaptado a la lesién en grosor y longitud, de
manera logisticamente sencilla (por su disponibilidad inmediata en
quiréfano y el acortamiento del tiempo quirdrgico), y biolégicamente
segura (sin riesgo de transmision de enfermedades ni rechazo

inmunoldgico)3>41.

Los cilindros estdn compuestos por fibras de acido poli-lactico, acido
poli-glicélico y copolimeros de estos acidos. Presentan un disefio bicapa
y una configuracién porosa que permite la invasién por parte de las
células nativas, ejerciendo asi un papel osteoconductor en la
recuperacién de la lesién. Se insertan en la lesién y proporcionan una
matriz estable tedricamente capaz de favorecer la regeneracién del
hueso subcondral y el cartilago articular. Ademas, pueden combinarse

con células o factores de crecimiento2.

Sin embargo, su eficacia clinica no estd totalmente demostrada y son
necesarios estudios controlados a largo plazo para confirmar el
potencial de estas técnicas. De momento, no parece que puedan

sustituir a los auto o aloinjertos*-35,
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METODOS REGENERATIVOS

Los métodos regenerativos pretenden aplicar técnicas de cultivo celular
e ingenieria tisular para promover la formacién de cartilago hialino en
el defecto condral. Los procedimientos mas utilizados se basan en el
empleo de condrocitos autélogos expandidos in vitro aplicados, bien
en forma de solucién directamente en el defecto (ACl- Autologous
Chondrocyte Implantation- 1 generacién), bien fijados en membranas
colagenas (ACI 22 generacion o MACI), o bien incluidos en matrices

tridimensionales (ACI 32 generacién)+344,

El trasplante autélogo de condrocitos viene utilizdndose desde 1987
para tratar lesiones articulares y ya son miles de pacientes los que han
recibido este tipo de terapia en todo el mundo. Estd indicado en
pacientes jévenes, activos, con lesiones femorales localizadas de tamafio
superior a 2 ¢cm? que no afectan al hueso subcondral y que no han
respondido bien a tratamientos reparadores o reconstructivos previos.
La salud del hueso subcondral es importante en este tratamiento, puesto
que sélo trata el cartilago articular. En el caso de defectos que afecten
de manera importante al hueso subcondral es importante tratar
previamente la lesién &sea, por ejemplo con aloinjerto éseo, antes de

aplicar la técnica ACI*5.

ACI 12 generacién

Esta técnica consiste en la obtencién de pequefias biopsias de cartilago
articular del propio paciente y la posterior expansién in vitro de las
células aisladas del tejido. Una vez conseguida la cantidad adecuada de
células, mediante artrotomia, se limpia la zona de la lesién dejando
margenes de cartilago sano y respetando el hueso subcondral. A

continuacién, la poblacién celular obtenida en el laboratorio es
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implantada en el defecto condral y éste se recubre con una membrana
de periostio que se sutura al cartilago sano y se sella con fibrina (ACI-

P)#> (Figura-9-).

Reparacion condrogénica dual
P 8 Condrocitos

del perlgstlo

Placa de hueso subcondral

Figura-9- Dibujo esquemético de un defecto condral tratado con la
técnica ACl de primera generacién. Tomado y modificado de
Brittberg M. Autologous chondrocyte implantation. Technique and
long-term follow-up. Injury. 2008 Apr;39(1):40-944.

El uso del parche peridstico, ademéas de contribuir a aumentar la
complejidad intrinseca de la técnica, puede provocar hipertrofia del
injerto. Para sellar el implante se pueden utilizar también membranas de
colageno tipo I/1ll (ACI-C), que han demostrado reducir la incidencia de
hipertrofia asociada al parche de periostio con resultados similares a

nivel de regeneracién de la lesidn#6:47:48,

Diversos estudios han demostrado la seguridad y eficacia clinica del
trasplante de condrocitos autélogos*. La técnica ofrece buenos
resultados a nivel de recuperacién de la funcionalidad de la articulacién
a corto y medio plazo cuando se aplica en los pacientes adecuados:

sintomatologia inferior a 3 afios, con lesiones condrales de espesor
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completo en el céndilo femoral, con bordes de cartilago sano, sin
afectacién de hueso subcondral y sin otras afectaciones articulares*. Sin
embargo, la lesién ideal es casi una excepcién en la préctica clinica. La
mayoria de las lesiones de rodilla se dan con patologia concomitante,

lo que dificulta la técnica y reduce las probabilidades de éxito.

Otro de los inconvenientes del uso de condrocitos autélogos en técnicas
de terapia celular es el bajo nimero de células presentes en las muestras
de cartilago, lo que obliga a realizar expansién /n vitro durante la cual
las células sufren un proceso denominado desdiferenciacién, por el que
los condrocitos en cultivo adoptan una morfologia fibrobléstica y su
capacidad para sintetizar coldgeno tipo Il y proteoglicanos se ve
disminuida, lo que podria favorecer la formacién de fibrocartilago en el
defecto en vez de cartilago hialino®. Esto podria explicar la naturaleza
fibrocartilaginosa del relleno del defecto observada en algunos

estudioss!.

Ademaés, diversos estudios han puesto de manifiesto que esta técnica no
produce mejores resultados a largo plazo que otras técnicas de menor

coste, como la microfractura o la mosaicoplastia®2.

Para tratar de minimizar las limitaciones de la técnica ACI, se ha
desarrollado una variante del procedimiento que emplea membranas
coldgenas para cultivo y aplicacién de los condrocitos, tratando asi de
minimizar la dificultad de la técnica y el proceso de desdiferenciacién

celular durante la expansién /n vitro (MACI o ACI 22 generacién).

ACI 22 generacién

El ACI de segunda generacion o MACI se basa en el cultivo de los
condrocitos articulares sobre una membrana, generalmente colégena,

que permite su adherencia y proliferacion. La expansién celular sobre la
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membrana pretende preservar el potencial metabdlico y la estabilidad
fenotipica de los condrocitos, limitando su desdiferenciacion vy

preservando asi su capacidad para sintetizar cartilago hialino®3.

Para su implante, la membrana que contiene las células, puede ser
recortada y adaptada a la forma y tamafno del defecto. Posteriormente
se deposita sobre el lecho subcondral y se fija mediante pegamento de
fibrina (Figura-10-). Esta técnica garantiza la retencién del implante,
evitando la fuga de la suspensién celular. Ademas, permite su aplicacién
artroscdpica®* y evita el tener que utilizar un parche>, por lo que se
reduce la morbilidad de la técnica y la posibilidad de reaccién
hipertréfica asociada al parche de periostio®®>7, con resultados similares

a nivel de recuperacién funcional y regeneracién de la lesién®8-59.

Figura-10- Procedimiento de ACI de segunda generacion o MACI:
preparacién de la lesidon (a) estimacidn del tamafio y forma del defecto
(b), preparacién del lecho con pegamento de fibrina (c) y colocacién de
la matriz celular (d).

Tomado de Falah M, Nierenberg G, Soudry M, Hayden M, Volpin
G.Treatment of articular cartilage lesions of the knee. International
orthopaedics. 2010 Jun;34(5): 621-30%°.
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La técnica MACI, por tanto, reduce la complejidad y el tiempo
quirargico respecto a la primera generacién de ACI®°. Ademas, acelera
la recuperacion tras la intervencién®. Sin embargo, no existen estudios a
largo plazo con un namero suficiente de pacientes tratados y grupos
control que permitan defender con rotundidad la superioridad de esta
técnica en cuanto a la calidad del tejido reparado®? y que justifiquen su

elevado coste>’.

ACI 32 generacién

Durante los Gltimos afos se ha trabajado mucho en el desarrollo de
andamiajes tridimensionales que puedan suponer una mejora en la
técnica ACl y sus resultados. Estos andamiajes o matrices tratan de
proporcionar un ambiente tridimensional que reproduzca, en la medida
de lo posible, las condiciones y estimulos a los que los condrocitos se
ven expuestos en el organismo vivo, promoviendo asi su capacidad de
sintetizar la matriz cartilaginosa durante su expansién /in vitro. Ademas,
el empleo de estos constructos evitaria el uso de parches para sellar la
lesion, permitiria su aplicacién artroscédpica y  disminuiria

considerablemente el tiempo y la complejidad de la técnica ACI“8.

Los andamiajes disefiados para este fin deben ser biocompatibles,
biodegradables, no  inmunogénicos, estables  mecénica vy
estructuralmente y deben promover la proliferacién y maduracién de
los condrocitos articulares /in vitro, asi como garantizar la distribucién
homogénea de las células en el defecto condral. Las matrices empleadas
pueden ser naturales (coldgeno, &cido hialurénico, fibrina, alginato,
agarosa, quitosano) o sintéticas (acido polilactico o poliglicdlico)®3-6. En
la préctica clinica se han empleado principalmente matrices de

colageno, &cido hialurénico y fibrina con similares resultados.
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Sin embargo, el uso de condrocitos cultivados en matrices
tridimensionales es todavia escaso y la evidencia clinica a su favor es
relativa. A pesar de favorecer el mantenimiento del fenotipo
condrocitico de las células en cultivo y facilitar el implante celular, no se

han demostrado ventajas significativas con respecto al ACI¢e.
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NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LAS LESIONES
OSTEOCONDRALES

En cualquiera de sus versiones (1%, 22 o 3% generacién), el implante

autélogo de condrocitos presenta 3 inconvenientes principales:

1-  Son necesarias un minimo de dos intervenciones quirargicas: una
para obtener la biopsia cartilaginosa y otra para el implante de
las células cultivadas.

2- El nimero de células obtenidas es limitado, lo que obliga a su
expansiéon /in vitro, con el consiguiente fendmeno de
desdiferenciacion celular.

3- El ndmero, la capacidad proliferativa y la actividad metabdlica

de los condrocitos disminuye con la edad.

Todo ello ha hecho que durante los udltimos afios hayan aparecido
numerosas lineas de investigacién centradas en encontrar tratamientos
basados en la ingenieria tisular empleando MSC como alternativa a los

condrocitos articulares.

CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las MSC constituyen una atractiva alternativa al empleo de condrocitos
en el tratamiento de lesiones articulares dado que se trata de células
autorrenovables y multipotenciales, siendo capaces, por tanto, de dar
lugar a poblaciones celulares de tipo condroblastico aptas para reparar
adecuadamente las lesiones osteocondralesé”-68. Ademads, presentan una

baja expresiéon del complejo de histocompatibilidad, lo que las hace
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inmunogénicamente inactivas y, por tanto, las candidatas idéneas para

el desarrollo de terapias alogénicas.

A pesar de su potencial, la aplicacién clinica de estas células se ve en
parte frenada precisamente por la falta de conocimiento que todavia
hoy, méas de medio siglo después de su descubrimiento, tenemos sobre
la propia identidad de las MSC. Es decir, por la ausencia de marcadores
especificos que permitan aislar poblaciones homogéneas de MSC vy
hacer asi comparables los resultados de los diversos estudios clinicos y
preclinicos que se estén llevando a cabo. Por este motivo, la sociedad
internacional de terapia celular (ISCT -/nternacional Society for Cellular
Therapy-) propone unos criterios minimos para definir una poblacién

de MSC humanas®. Estos criterios son:

1. Deben tener capacidad de adherencia al plastico cuando se

mantienen en condiciones estandar de cultivo.

2. Deben expresar determinados marcadores (CD105, CD73 vy
CD 90) y no expresar otros marcadores especificos de diversas
lineas hematopoyéticas, como CD45 (panleucocitario), CD34
(células progenitoras hematopoyéticas), CD14 o CDl1lb
(monocitos), CD79alfa o CD19 (linfocitos B); ni tampoco
expresar moléculas de clase 1l del complejo mayor de

histocompatibilidad (HLA-DR).

3. Deben mostrar multipotencialidad /n vitro, siendo capaces de
diferenciarse, al menos, hacia células maduras de linaje

osteoblastico, adipocitico y condroblastico.

Estas células pueden ser aisladas de diferentes tejidos en el individuo
adulto (médula 6sea, tejido adiposo, hueso, musculo, dermis,...)70-72,
siendo la médula &sea la fuente de referencia, puesto que fue el primer

tejido en el que se descubrié la presencia de MSC y, por lo tanto, en el
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que mas experiencia se tiene. El tejido adiposo constituye la alternativa
maés interesante por su gran disponibilidad, facil obtencién y el elevado

namero de MSC que pueden obtenerse de él.

Las MSC pueden ser obtenidas y aplicadas en un solo acto
quirargico’>74, mediante la inyeccién de un concentrado celular, o
pueden ser extraidas del tejido fuente, aisladas y cultivadas in vitro, e
implantadas en un segundo acto quirdrgico. Ambos procedimientos
difieren considerablemente. Mediante su expansién in vitro se puede
conseguir un nimero mucho mas elevado de células para el implante.
Ademaés, las MSC pueden ser cultivadas en andamiajes tridimensionales
en presencia de factores de crecimiento que induzcan la diferenciacién
condrogénica de las células previamente al implante. Sin embargo, el
cultivo celular no est4d exento de riesgos, como la posibilidad de
contaminacion bacteriana, transformacién celular o diferenciacién
terminal prematura que puede conducir a la hipertrofia del injerto una
vez implantado. Ademas, las células cultivadas en el laboratorio son
legalmente consideradas un producto farmacéutico, lo que encarece y

hace complejo su uso.

La mayoria de las investigaciones llevadas a cabo han tratado de utilizar
las MSC para disefar cartilago articular /n vitro y analizar los resultados
de la aplicacién directa de estas células sobre defectos condrales en
modelos animales, aunque también existen en la literatura diversos
ensayos clinicos. Cuando las células son implantadas en lesiones
osteocondrales, parecen ser capaces de diferenciarse y promover la

regeneracién tanto del cartilago articular como del hueso subcondral?.
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Células madre mesenquimales de médula &sea

Desde que las células madre mesenquimales de médula ésea (BMMSC)
fueran descubiertas por Friedestein en 1966, y en 1970 Caplan fuera
capaz de inducir condrogénesis mediante su cultivo /in vitro, el interés
por estas células para la regeneracion de lesiones osteocondrales ha ido

creciendo notablemente.

Las BMMSC son obtenidas a partir de aspirado medular,
preferiblemente de «cresta iliaca’®. Las muestras de aspirado son
recogidas en tubos heparinizados y posteriormente centrifugadas en
gradiente de densidad para aislar la fraccién de células mononucleadas,
entre las que estdn las BMMSC en una proporcién de 1/10.000 a
1/100.00077. Este concentrado celular puede ser aplicado directamente
en la lesién, o colocado sobre superficie plastica de cultivo, lo que
permite el aislamiento de las BMMSC mediante su adherencia y

posterior proliferacién in vitro.

Recientemente, Giuseppe et al’® publicaron una revisién bibliogréfica
muy completa en torno al uso de MSC tanto en estudios preclinicos

como en la préctica clinica.

Son més de 50 los estudios preclinicos llevados a cabo hasta la fecha
empleando BMMSC para el tratamiento de lesiones osteocondrales.
Estas células han sido aplicadas en diversos modelos animales (conejo,
caballo, oveja), mediante inyeccién intrarticular o embebidas en geles
de coldgeno, solas o combinadas con &cido hialurénico, con buenos

resultados a corto plazo?-8.,

Aunque no existen ensayos clinicos aleatorizados que aporten evidencia
cientifica sobre la eficacia de la técnica, se han publicado diversos
estudios clinicos en los que se han aplicado terapias basadas en el

empleo de BMMSC. A pesar de la heterogeneidad de los
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procedimientos empleados (aplicacién de concentrado medular o de
BMMSC cultivadas in  vitro, inyeccidn intrarticular o implante
quirudrgico, células aplicadas en forma de suspensién o embebidas en
matrices de coladgeno®?83, acido hialurénico®* o fibrina®), los resultados
son bastante congruentes en lo que se refiere a disminucién del dolor,
mejora de la funcionalidad articular, integracién del injerto,
regeneracion del hueso subcondral y recuperacién de la homogeneidad
macroscopica en la superficie del cartilago articular®-28, siendo
comparables a los obtenidos con el implante autélogo de condrocitos3'.
Sin embargo, a nivel histolégico no estd claro que las lesiones sean
reparadas con cartilago hialino duradero y no degeneren en un tejido

mixto fibroso®°.

Por otra parte, la utilizacién de la médula 6sea como fuente de células
madre mesenquimales presenta limitaciones, principalmente derivadas
de la dificultad y morbilidad asociada al procedimiento de obtencién
del aspirado medular y la pequefia cantidad de muestra disponible. Por
eso, durante los Gltimos afios se han buscado fuentes de células madre
alternativas que no presenten los inconvenientes de la médula 6sea,

esto es, abundantes y de fécil extraccién.

Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

El tejido adiposo es un tipo de tejido conectivo especializado muy
vascularizado cuyas funciones principales son las de actuar como
aislante térmico, amortiguar golpes y almacenar energia en forma de
lipidos. Es uno de los més abundantes y representa alrededor del 15-
20% del peso corporal en los hombres y del 20-25% en las mujeres.
Estd compuesto por una matriz de fibras de coldgeno tipo | en la que se

encuentra inmerso el componente celular, formado por adipocitos
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maduros y la fraccién del estroma vascular (SVF), compuesta a su vez
por pre-adipocitos, células endoteliales, células musculares, pericitios,
fibroblastos, monocitos, macréfagos, linfocitos y las llamadas células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo (ADMSC-Adipose-

Derived Mesenchymal Stem Cells-)*°.

Las ADMSC fueron descritas por primera vez por Zuk en el afio 20017
Desde entonces, numerosos estudios han comprobado su capacidad
proliferativa, asi como su potencialidad, similar a la de las BMMSC,
siendo capaces de regenerar diversos tejidos, incluyendo hueso,

musculo, nervio, tenddén y cartilago?'.

El tejido adiposo representa una buena alternativa a la médula &sea
como fuente de células madre adultas puesto que se trata de un tejido
muy abundante, su obtencién es sencilla, sélo requiere anestesia local y

presenta una baja morbilidad.

Las muestras de tejido graso para la obtencién de ADMSC pueden ser
extraidas mediante lipoaspirado o reseccién quirdrgica, no existiendo
importantes diferencias entre los distintos depdsitos grasos presentes en
el organismo en lo que se refiere a la cantidad de células obtenidas y a

su capacidad proliferativa y multipotencialidad®?.

Para su aplicacién clinica, de forma anédloga a lo que ocurre con las
BMMSC, las ADMSC pueden emplearse en forma de concentrado,
mediante una rédpida digestibn con colagenasa seguida de una
centrifugacién que permite aislar la SVF y aplicarla en el mismo acto
quirudrgico; o bien pueden ser expandidas in vitro y diferenciadas hacia

células maduras previamente a su implante.

Las condiciones 6ptimas de cultivo para la diferenciacién condrogénica
de las ADMSC estdn siendo actualmente investigadas, aunque parece

que un ambiente tridimensional y la presencia de determinados factores
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de crecimiento, como los pertenecientes a la familia TGF-B, son

requisitos imprescindibles?3.

Diversos ensayos en animales, principalmente en conejo, han
demostrado la utilidad de estas células en la reparacién de lesiones
osteocondrales mediante técnicas de ingenieria tisular7>941%, También
han sido empleadas en algunos casos de osteoartritis con resultados

prometedores0-103,

Sin embargo, numerosos interrogantes permanecen abiertos en torno al
uso de ADMSC para la regeneracién de lesiones condrales, dada la
ausencia de ensayos clinicos randomizados y la variedad de las

metodologias utilizadas.

INGENIERIA TISULAR Y CELULAS MADRE MESENQUIMALES

La ingenieria tisular se puede definir como la aplicacién de principios y
métodos de la ingenieria y las ciencias biolégicas para el desarrollo de
sustitutos que permitan restaurar, mejorar o mantener la funcién de

dichos tejidos!o4,

Para asegurar la eficacia de las terapias basadas la ingenieria de tejidos,
es necesario la utilizacién combinada de grandes poblaciones celulares,
andamiajes que actien como vector para las células y factores de
crecimiento que promuevan la adquisicién del fenotipo adecuado
durante su cultivo in vitro, y la permanencia, supervivencia y

funcionalidad celular en la lesién in vivo (Figura-11-).
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. Implante Biopsia Células
: EEE— . dela
L biopsia

Constructo tisular

Cultivo en tres
dimensiones :
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Figura-11- Esquema representativo del principio béasico de las técnicas de ingenieria.
Tomado y modificado de Bartis D, Pongracz J. Three dimensional tissue cultures
and tissue engineering. Univesrsity of Pécs. Manifestation of novel social challenges
of the European Union in the teaching material of medical biotechnology:1-133:1-
133204,

Ademés de un componente celular adecuado, las técnicas de ingenieria
tisular aplicadas a la reparacién del cartilago articular requieren el
empleo de andamiajes o matrices tridimensionales en las que las células
puedan propagarse, diferenciarse y ser aplicadas facilmente en la lesién.
El andamiaje ideal, que hasta la fecha ain no ha sido desarrollado,
deberia ser biocompatible y reabsorbible con una tasa de degradacién
controlada, promover la viabilidad y proliferacién celular asi como la
produccién de componentes de la matriz extracelular cartilaginosa,
permitir la difusidén de nutrientes y productos de desecho, adaptarse a la
forma y tamafo de la lesidn articular integrdndose con el cartilago sano
adyacente y proporcionar una adecuada estabilidad mecénica hasta la

reparacién completa de la lesién'05.106,

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales de consistencia
blanda y elastica con gran capacidad para retener liquido en su

estructura. Presentan caracteristicas &ptimas para el desarrollo de
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técnicas de ingenieria tisular, puesto que mimetizan el microambiente
en el que las células se encuentran en el tejido vivo, garantizando la
libre circulacién de nutrientes y productos metabdlicos, y permitiendo
la supervivencia, proliferacién y mantenimiento de la funcién celular.
Los hidrogeles son ademas capaces de transmitir cargas mecénicas para
someter a las células en su interior a fuerzas controladas, de manera
similar a lo que ocurre con el cartilago en condiciones fisioldgicas. La
Gnica limitaciéon de los hidrogeles es su escasa firmeza, que puede
comprometer la absorcién de fuerzas de carga en el tejido durante las
primeras fases de reparacién, hasta que las células producen una matriz

extracelular madura.

De manera fisioldgica, la reparacién de tejidos dafiados comienza
precisamente con la formacién de hidrogeles proteicos a base de fibrina
en la zona lesionada3*'%7. El codgulo sanguineo que se forma tras la
agresion tisular contiene fibrindgeno, que mediante accién de la
trombina y el factor Xlll forma un codgulo de fibrina. Esta secuencia de
acontecimientos puede reproducirse in vitro para crear un andamiaje
tridimensional natural en el que embeber el componente celular.
Estudios en diversas areas han demostrado la utilidad de la fibrina para

promover la regeneracién tisular.

Ademés la fibrina puede polimerizarse con componentes de la matriz
del cartilago articular para completar la reconstruccién del ambiente
fisiol6égico al que las células se ven expuestas in vivo. El acido
hialurénico es el mayor componente de la matriz del cartilago y en
gran medida responsable de su homeostasis y también de su
funcionalidad, puesto que interactia con los condrocitos articulares a
través del receptor CD44 promoviendo la produccién de factores de

crecimiento de la familia TGF-B!%. Es capaz de unirse especificamente
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con la fibrina'® conformando un andamiaje que promueve el

mantenimiento del fenotipo condrocitico /n vitro e in vivo'on.

Asi pues, la elaboracién de matrices a partir de acido hialurénico y
fibrina puede constituir el andamiaje ideal que soporte el crecimiento
de las células en cultivo, promoviendo el mantenimiento y/o
adquisicion del fenotipo condrocitico y proporcionando el

microambiente adecuado en el tratamiento de las lesiones articulares.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

El cartilago articular es un tejido altamente especializado que
proporciona una interfaz dindmica a las articulaciones permitiéndolas
resistir, distribuir y transmitir las fuerzas de compresién y de
cizallamiento a las que se ven sometidas durante la vida diaria o el
deporte?. Sin embargo, dado su caracter avascular, las caracteristicas
Unicas de su matriz extracelular y la escasa actividad mitdtica de las
células que lo componen, el cartilago presenta una limitada capacidad
de reparacién ante una lesidn traumdtica o degenerativa, lo que
predispone a la articulacién afectada a desarrollar un fendmeno
degenerativo artrésico cuyas consecuencias finales son el dolor y la

pérdida de funcién articular34.

Entre el 10 y el 20% de la poblacién padece algin trastorno
osteoarticular, siendo la artrosis la enfermedad articular més frecuente.
Ademaés, las enfermedades osteoarticulares son la primera causa de bajas
laborales permanentes, y su prevalencia va en aumento, lo que da una
idea de la importancia de esta enfermedad y su tratamiento, tanto a

nivel sanitario como socioecon®mico?°-30,

Por todo esto, en las dltimas décadas, las técnicas de reparacién de
lesiones condrales se han convertido en un tépico central en la
investigacion ortopédica. Pero el concepto de reparacién ha cambiado,
se busca conseguir un tejido estructural, histoquimica y funcionalmente

idéntico al tejido nativo™=.

Maés alld de las técnicas de terapia celular basadas en el implante
autélogo de condrocitos (ACl), con sus inconvenientes en cuanto a

disponibilidad de zona donante y desdiferenciacién celular in vitro''3:114,
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las nuevas técnicas de ingenieria tisular permiten el uso combinado de
poblaciones celulares y matrices tridimensionales y su manipulacién, lo
que hace posible la construccidn de sustitutivos tisulares /in vitro aptos

para su uso en clinica humana'o+.

Asi pues, la técnica ACI ha sido mejorada en los ultimos afios mediante
la inclusiéon de las matrices tridimensionales en las técnicas de cultivo
tradicionales. Esto contribuye a la produccién de un tejido de
reparaciéon apropiado, pero implica la escision de cartilago sano para

obtener una elevada cantidad de condrocitos>9-64:38,

Las células madre mesenquimales (MSC) constituyen una atractiva
alternativa al empleo de condrocitos en el tratamiento de lesiones
articulares mediante técnicas de terapia celular'>""6. Ademds de gran
capacidad de autorenovacién y multipotencialidad, presentan una baja
expresion del complejo de histocompatibilidad, lo que las hace
inmunogénicamente inactivas y, por tanto, unas buenas candidatas para

el desarrollo de terapias alogénicas®°.

Como fuente de células madre mesenquimales, la médula ésea ha sido
la més estudiada'’-¢8, sin embargo en los ultimos afios se han localizado
nichos de células madre mesenquimales en otros tejidos cuya obtencién
presenta ventajas sobre la médula &sea. De entre ellos, probablemente
el més atractivo es el tejido adiposo, por su facil obtencién, la gran
cantidad de tejido disponible en el adulto y la gran cantidad de células
madre mesenquimales en él contenidas™?. Las células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADMSC) han sido
empleadas para la regeneracién de defectos articulares en diversos
modelos experimentales mostrando un potencial condrogénico muy

prometedor75,103,]02.”8.
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Para asegurar la eficacia de las terapias basadas en el empleo de células,
cualquiera que sea su origen, es necesario proporcionar un
microambiente apropiado que garantice la adquisicibn y/o
mantenimiento del fenotipo adecuado durante su cultivo in vitro, y la
permanencia, supervivencia y funcionalidad celular en la lesién in vivo.
En este sentido diversos son los andamiajes estudiados para el cultivo e
implante de células con capacidad condrogénica: coladgeno, agarosa,
fibrina, alginato, quitosano, polimeros sintéticos..., cada uno de ellos
con sus ventajas e inconvenientes®®'"9-124. |a blsqueda del andamiaje
ideal trata de encontrar un material biocompatible, reabsorbible y no
inmunogénico que sea capaz de sostener el crecimiento y diferenciacién

de las células in vitroy promover la supervivencia celular in vivo.

Pese a los numerosos esfuerzos realizados durante los dltimos afos, la
resolucién satisfactoria de las lesiones osteocondrales contintia hoy dia
suponiendo un gran reto para el especialista. Las técnicas basadas en
ingenieria tisular para la reparacién de lesiones osteocondrales, se
encuentran todavia en fase experimental. Adn son muchos los
interrogantes sin respuesta: icuédl es la fuente celular ideal para la
ingenierfa tisular aplicada al cartilago articular?, {qué condiciones de
cultivo son més adecuadas para la obtencién de condrocitos
funcionales?, iqué tipo de andamiaje utilizar?... Asi pues es necesario el
desarrollo de estudios in vitro y en modelos animales experimentales
que permitan optimizar la técnica y proporcionar una herramienta
segura y eficaz antes de generalizar su uso en la préctica clinica, y en

este contexto planteamos nuestro trabajo.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible favorecer la regeneracién de lesiones osteocondrales
mediante el empleo de poblaciones celulares de tipo condrocitico
derivadas de cartilago articular o tejido adiposo y cultivadas en hidrogel

plasmético.

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Comprobar la utilidad de poblaciones celulares de tipo condrocitico
derivadas de cartilago articular o tejido adiposo y cultivadas en
hidrogel plasmético para regenerar la fraccién cartilaginosa de

lesiones osteocondrales creadas en céndilos femorales de conejo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Comparar el comportamiento in vitro de las poblaciones
celulares obtenidas a partir de dos fuentes de tejido adiposo
disponibles en el conejo (grasa abdominal e infrapatelar) y
elegir la fuente Optima para el desarrollo de sustitutos

tisulares.
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2.2

2.3.

Analizar el comportamiento in vitro de poblaciones
celulares condrociticas derivadas de tejido graso vy
cartilaginoso en el interior de hidrogeles elaborados con
plasma sanguineo y &cido hialurénico. Evaluar su
proliferacién, distribucién y capacidad de diferenciacién

condrogénica.

Emplear dichos constructos en la regeneraciéon de defectos
osteocondrales realizados en céndilos femorales de conejos
adultos. Evaluar y comparar la efectividad de los implantes
en la formacién de nuevo tejido funcional mediante

estudios anatomopatolégicos.
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MATERIAL Y METODO

DISENO DEL ESTUDIO

El material empleado para la realizacién del presente estudio aparece
detallado en el Anexo |, mientras que los protocolos aplicados estéan

descritos en el Anexo Il.
Se realizé un estudio experimental prospectivo dividido en tres etapas:

* [Etapa -O- Estudio comparativo de dos fuentes de ADMSC en
conejo: el objetivo de esta etapa era elegir la fuente de ADMSC
Optima para los estudios posteriores. Para ello se analizaron las
poblaciones celulares obtenidas a partir grasa abdominal y grasa
infrapatelar (también llamada grasa de Hoffa) en términos de
rendimiento, proliferacién y multipotencialidad.

» Etapa -1- Estudio /n vitro de los sustitutos cartilaginosos: el objetivo
de esta etapa era estudiar la distribucién, proliferacién y capacidad
de diferenciacién condrogénica de ADMSC, obtenidas a partir de la
localizacién grasa elegida en la etapa anterior, en el interior de
hidrogeles de plasma sanguineo y 4acido hialurénico. El
comportamiento /n vitro de las ADMSC se compard con el
mostrado por poblaciones de condrocitos articulares mantenidos
en las mismas condiciones.

* Etapa -2- Estudio /n vivo de los sustitutos cartilaginosos: el objetivo
de esta etapa era realizar una valoracién de la capacidad
regenerativa de los constructos tridimensionales in vivo. Para ello
se crearon lesiones osteocondrales experimentales en los céndilos
femorales de conejos sanos que fueron tratadas con aloinjerto éseo

y los sustitutos cartilaginosos creados in vitro.
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EL ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Para la realizacién de los estudios se emplearon un total de 25 conejos
de raza Nueva Zelanda de 12 semanas de edad y 3,5kg de peso medio,

distribuidos de la siguiente manera:

- Etapa O: 10 conejos empleados en otro proyecto experimental que no
interferia con el presente estudio, fueron sometidos a cirugia abierta
para la obtencién de muestras de tejido graso abdominal e
infrapatelar.

- Etapa 1: 3 conejos sacrificados por motivos de estabulacién fueron
empleados para la obtencidén de muestras de grasa infrapatelar, sangre
y cartilago articular.

- Etapa 2: 12 conejos fueron empleados para los estudios in vivo. Uno
de los animales, denominado conejo donante, fue eutanasiado para la
obtencién de muestras de grasa infrapatelar, sangre, cartilago articular
y epifisis &seas. Otro de los animales no fue sometido a intervencién
quirdrgica constituyendo el individuo control. Los otros 10 conejos se
emplearon para el implante de los constructos celulares objeto de
estudio.

La obtencién de muestras tisulares para las Etapas O y 1 se realizd en
los quiréfanos del Hospital Veterinario de la Universidad de Ledn,
mientras que para la Etapa 2 los animales de experimentacién fueron
alojados y manipulados en las instalaciones del Servicio de

Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca.
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Aspectos éticos

El protocolo experimental de la Etapa 2 (el Gnico en el que los animales
fueron expresamente manipulados para la realizacién del estudio), ha
sido aprobado por el Comité Bioético de la Universidad de Salamanca
en base a la Declaracién de Helsinki (2000) de la Asociaciéon Médica
Mundial, la Directiva 2010/63/UE de la Unién Europea y la Ley
32/2007 sobre la investigacién con animales para fines biomédicos,
garantizando una adecuada atencién a los animales de experimentacién
durante todo el proceso por parte de personal veterinario

experimentado.
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Todas las muestras biolégicas fueron obtenidas de manera aséptica v,
salvo las muestras sanguineas, sumergidas en DMEM con solucién
antibidtica para tejidos (SATE) conteniendo vancomicina (50 mg/ml),
tobramicina (50 mg/ml), sulfametoxazol-trimetroprima (160 mg/ml-32
mg/ml), colistimetato sédico (8 mg/ml) y anfotericina B (10 mg/ml), y
transportadas al Laboratorio de Cultivos Celulares para su

procesamiento.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DEL TEJIDO ADIPOSO

Se obtuvieron un total de 24 muestras de tejido adiposo: 10 de origen
abdominal para la realizacién de estudios en la Etapa 1 y 14 de origen
infrapatelar, de ellas, 10 muestras se emplearon en la Etapa O del

estudio, 3 muestras se emplearon en la Etapa 1 y 1 muestra en la Etapa
2.

Todas las biopsias de tejido graso fueron procesadas segin el siguiente

protocolo previamente optimizado'?>:

En campana de flujo laminar (modelo V-100, Teslar), las muestras de
tejido graso fueron lavadas con suero fisiolégico, pesadas y sometidas a
una breve disgregacién mecénica (troceado en fragmentos de no mas
de 0,5 cm? sobre una placa Petri, con pinzas y bisturi estériles), seguida
de una digestién enzimética con colagenasa tipo | en DMEM a una
concentracién de 2 mg/ml a 37°C durante 24 horas. La solucién
resultante fue centrifugada a 2.000 rpm (720g), (centrifuga modelo

5804, Eppendorf),con el fin de separar los adipocitos maduros y los
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restos lipidicos y recoger la fraccién precipitada del estroma vascular
(SVF- Stromal Vascular Fraction-) que contiene, entre otras, las ADMSC

(Figura-12-).

Componente Graso

— Solucidn de Digestion

P Fraccion del estroma vascular

Figura-12- Aspecto de las muestras grasas tras la digestion enzimatica.

El pellet de SVF asi obtenido fue resuspendido en medio de cultivo
estdndar para MSC (DMEM, 10% suero bovino fetal y 1% penicilina-
estreptomicina), y la poblacién celular aislada cuantificada mediante
método azul tripdn. Brevemente, una alicuota de 10 ul de la suspensién
celular fue diluida en 20 ul del colorante vital azul tripdn, y 20 ul de
esa solucién fueron utilizados para el recuento celular por duplicado en
cdmara Neubauer (Figura-13-). Bajo microscépio 6ptico invertido (Leica
DMIL) a 10 aumentos se realizd el recuento celular en los 8 campos de
la cdmara distinguiendo las células vivas como las estructuras facilmente
visibles redondeadas y refringentes. Para la estimacién del niGmero de
células presentes en la muestra original se utilizé la siguiente férmula:
N¢ de células = (recuento celular x FD/N) x volumen de resuspensién x
104, siendo FD el factor de dilucién de la muestra y N el nimero de

campos de la cdmara en los que se realiza el recuento celular.
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celular Neubauer.

Para el establecimiento del cultivo primario (OP) y su expansién /in
vitro, las células obtenidas fueron sembradas sobre superficie plastica a
una densidad de 30.000 células/cm? y mantenidas en incubador (Forma
311, Thermo Fisher Scientific) en condiciones de cultivo estandar (37°C,
95% humedad y 5% CO,), con medio de cultivo estdndar para MSC.
Transcurridas 48 horas, los cultivos fueron sometidos a un lavado con
PBS quedando en los pocillos tUnicamente las células capaces de
adherirse a ellos (ADMSC). El medio de cultivo fue renovado cada 48-
72 horas hasta que las células alcanzaron un estado de pre-confluencia
ocupando 80-90% de la superficie de cultivo, momento en el que se

procedié a la recuperacién de las mismas y su subcultivo.

Brevemente, las células fueron despegadas de la superficie plastica e
individualizadas mediante adicién de solucién tripsina/EDTA
(0,05/0,02) a 37°C durante 3-5 minutos. Cuando las células se
hubieron separado, se recuperé la solucién, se neutralizé la accién de la
tripsina/EDTA mediante adicién de medio de cultivo estdndar para MSC
en proporciéon 1:1 y se centrifugd la muestra a 1.400rpm (353g).
Posteriormente, se retird el sobrenadante, se resuspendié el pellet en
medio de cultivo estdndar y se cuantificd la poblacién celular obtenida
mediante método azul tripan. Los cultivos secundarios en monocapa (1P

y 2P) se establecieron a una densidad de siembra de 5.000 células/cm?.
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO DEL CARTILAGO ARTICULAR

Se recogieron un total de 4 muestras de cartilago articular a partir de
conejos ya eutanasiados: 3 muestras para la realizacién de los estudios
de la Etapa 2 y 1 muestra para la Etapa 3. Las muestras cartilaginosas
fueron extraidas en finas ldminas del cartilago articular de los céndilos y

cabezas femorales de los conejos con ayuda de pinza y bisturi.

Una vez en el laboratorio de cultivos celulares, las muestras se lavaron
con suero fisiolégico y se sometieron a una minuciosa disgregaciéon
mecanica, para favorecer la posterior digestion enzimética con
Colagenasa tipo | en medio Hams-F12 durante 24-48 horas (hasta que
el tejido estuvo totalmente digerido) (Figura-14-). La solucién obtenida
fue centrifugada a 1.400 rpm (353g), se resuspendié en medio de
cultivo de condrocitos (Hams-F12, 10% suero bovino fetal, 1%
penicilina-estreptomicina y 50 ug/ml acido ascérbico) y se cuantifico la

poblacién celular aislada mediante método azul tripan.

Figura-14- Aspecto de las
muestras cartilaginosas antes y
después de la disgregacién
mecanica.
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Las células obtenidas fueron sembradas sobre superficie plastica a una
densidad de 20.000 células/cm? para el establecimiento del cultivo
primario (OP) y mantenidas en condiciones de cultivo estdndar. El
primer cambio de medio se realizé6 a los 4-5 dias, para garantizar la
fijacion de las células a la superficie de cultivo, y posteriormente fue
renovado cada 2-3 dias hasta alcanzar un estado de pre-confluencia del
80-90% de la superficie de cultivo. Los cultivos secundarios (1P y 2P) se

establecieron a una densidad de siembra de 5.000 células/cm?2.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE SANGRE VENOSA

Se obtuvieron un total de 4 muestras de sangre de conejo: 3 para la
Etapa 1, y 1 para la Etapa 2. Previamente a la eutanasia del animal, se
extrajeron 50cc de sangre total a partir de vias periféricas que fueron
recogidos en tubos conteniendo citrato sédico como anticoagulante a
una concentracién 0,129M (BD, Vacutainer). Una vez en el laboratorio,
las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 1.800rpm (583g),
obteniéndose la fraccién plasmatica, que fue fraccionada en alicuotas de
3 ml en criotubos y congelada a -40°C hasta su uso en la elaboracién de

los hidrogles plasmaticos.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DEL TEJIDO OSEO

En la Etapa 3 del estudio, a partir del conejo donante (n=1), una vez
eutanasiado, se extrajeron ambos fémures y hiimeros en condiciones de
esterilidad. Tras recoger las muestras de cartilago articular descritas
anteriormente, los huesos fueron sumergidos en SATE para su traslado
al laboratorio de cultivos celulares donde fueron procesados para la

obtencién de hueso triturado como se describe a continuacién:
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Las epifisis &seas fueron lavadas y, una vez retirados los restos de tejidos
blandos, se trituraron con ayuda de gubia y martillo estériles, hasta
obtener unos 5cc de fragmentos de hueso cortico-esponjoso

(principalmente esponjoso) de tamafio 1-3 mm (chip de aloinjerto

6seo) (Figura-15-).

Figura-15- Obtencién de
aloinjerto éseo triturado a
partir de las epifisis dseas.

Este chip se mantuvo 24 horas en suero fisiolégico con solucién
antibiética SATE a 4°C y posteriormente fue lavado 3 veces con suero
fisiolégico y congelado a -40°C en criotubos estériles a razén de
lcc/criotubo. Los criotubos con aloinjerto éseo se mantuvieron a -40°C

hasta su utilizacién en la cirugia de implante.
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Etapa O: ESTUDIO PREVIO COMPARATIVO DE ADMSC DERIVADAS
DE GRASA ABDOMINAL E INFRAPATELAR DE CONEJO

El objetivo de este estudio previo era elegir la fuente de tejido adiposo
o6ptima para obtener ADMSC en las etapas posteriores del proyecto.
Para ello se obtuvieron muestras de grasa abdominal e infrapatelar de
10 conejos que fueron procesadas para el aislamiento y cultivo de
ADMSC como se describe en el apartado “Obtencién y procesamiento

de tejido adiposo™.

Las ADMSC de ambas localizaciones se aislaron, cultivaron vy
caracterizaron siguiendo los criterios de la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT) de adherencia a superficies plasticas vy
multipotencialidad. Ademés, ambas poblaciones celulares fueron
comparadas en términos de rendimiento celular, unidades formadoras

de colonias (UFC) y capacidad proliferativa, (Figura-16-).

Ninguno de los animales utilizados en esta fase fue expresamente
manipulado o eutanasiado para la recogida de los tejidos, sino que
todos los sujetos empleados para la obtencién de muestras, formaban
parte de otros proyectos de investigacién ajenos al presente no
habiendo sido sometidos a tratamiento alguno que pudiese haber

alterado la calidad del presente estudio.
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Grasa Abdominal

10
conejos

Grasa Infrapatelar

Figura-16- Estudios realizados en la Etapa-O-.

A partir de las 20 muestras de tejido adiposo obtenidas (10 de origen
abdominal y 10 de origen infrapatelar), se obtuvieron poblaciones de
ADMSC con las que se realizaron estudios comparativos de rendimiento
celular y UFC en la poblaciéon celular aislada, anélisis del patrén
proliferativo en el cultivo primario (OP) y los dos primeros subcultivos
(1P y 2P) y mantenimiento de la multipotencialidad tras la expansién in

vitro en los pases 1P y 2P (Figura-17-).

Digestion
enzimatica SVF

Digregacién mecénica

Rendimiento
Celular
(células por
mg tejido)

Proliferacién

(@)

Expansién

Proliferacién Proliferacion
@ Multipotencialidad
Multipotencialidad Expansién

Figura -17- Esquema demostrativo de los estudios realizados para la caracterizacién
de las poblaciones celulares aisladas de cada muestra de tejido graso.

109



Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

RENDIMIENTO CELULAR

A partir del recuento celular de la SVF se obtuvieron los valores de
rendimiento celular (células obtenidas/mg de tejido digerido) para cada
una de las muestras de tejido adiposo abdominal (n=10) e infrapatelar

(n=10).

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

De cada una de las 20 poblaciones celulares obtenidas, 3.000 células
fueron empleadas para la cuantificacién de unidades formadoras de
colonias (UFC) en cultivo primario (OP). Para ello se sembraron 3
pocillos de 9,6 cm? a razén de 1.000 células por pocillo, haciendo un
total de 60 pocillos, con intencién de aislar células capaces de adherirse
y proliferar formando colonias. Las células sobrantes fueron sembradas
sobre superficie plastica a una densidad de 30.000 células/cm? para su
expansion /in vitroy posterior subcultivo y establecimientos de los pases

1Py 2P.

En el caso del cultivo de UFC, al cabo de 8-10 dias cuando el andlisis
visual mediante microscopio de contraste de fases mostré colonias
independientes, con un tamafo suficiente para ser visualizadas
macroscdpicamente (méas de 50 células), se procedié a la fijacién con
para-formaldehido 4% durante 5 minutos, tincién de los cultivos con
colorante cristal violeta durante 3 minutos y posterior lavado con agua
corriente para retirar el exceso de colorante. A continuaciéon se realizé
el recuento del nimero de UFC obtenido en cada muestra en cultivo

primario (UFC-OP).

Asi mismo, cuando los cultivos en expansién en OP alcanzaron un

estado de preconfluencia de entre 80-90% de la superficie de cultivo,
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se procedid a la recuperacién de las mismas mediante tripsinizacién. De
las células obtenidas, 120.000 células fueron empleadas para los
estudios de proliferacién y 480.000 para los estudios de
multipotencialidad en 1P, y el resto fueron expandidas /in vitro para

repetir estos mismos estudios en el segundo subcultivo (2P).

PROLIFERACION CELULAR

Para el estudio de la capacidad proliferativa de las poblaciones celulares
en cultivo en OP, 1P y 2P, por cada una de las 20 muestras a analizar en
cada pase se sembraron 12 pocillos de 2 cm? a una densidad de 5.000
células/cm?, realizdndose tripsinizacién de 2 pocillos y cuantificacién

celular mediante método Azul Tripan cada 48 horas durante 12 dias

para determinar el patrén proliferativo de las células en cada pase

(Figura-18-).

Figura -18- Aspecto de una
placa de cultivo sembrada
para el estudio de la
proliferacién celular.
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MULTIPOTENCIALIDAD

Para el estudio de la multipotencialidad (capacidad de las ADMSC

obtenidas para dar lugar a células maduras de diferentes linajes), se
indujo la diferenciacién de las células troncales obtenidas de cada
muestra (n=20) en los pases 1P y 2P hacia células de tipo adiposo, éseo

y condrocitico mediante su cultivo en medios especificos.

Para la diferenciacién adipogénica de las ADMSC se sembraron en

monocapa 4 pocillos de 0,75 cm? a una densidad de 5.000 células/cm?
por cada muestra y pase (haciendo un total de 160 pocillos). Dos de los
pocillos fueron mantenidos con medio de cultivo estdndar para MSC y
otros dos con medio de induccién adipogénica (DMEM, 10% suero
bovino fetal, 1% penicilina/estreptimicina, 1% L-glutamina, 1 uM
dexametasona, 10 uM insulina, 0,5 mM isobutilmetilxantina, 200 uM
indometacina). Al cabo de 7 dias los cultivos fueron sometidos al
protocolo de tincién “Oil Red O” para la tincién de depésitos lipidicos
en el interior de las células (Tabla-1-), cuya presencia fue confirmada

mediante observacién con microscopio 6ptico invertido (Leica DMIL).

Para la diferenciacién osteogénica de las ADMSC se establecieron

cultivos en monocapa en 4 pocillos de 0,75 cm? a una densidad de
5.000 células/cm?, por cada muestra y pase (160 pocillos en total). Dos
de los pocillos fueron alimentados con medio de cultivo estdndar para
MSC y otros dos con medio de induccién osteogénica (DMEM, 10%
suero bovino fetal, 1% penicilina/estreptimicina, 1% L-glutamina, 150
mM &cido ascédrbico, 10 uM dexametasona, 10 mM B-glicerolfosfato y
10 ng/ml BMP-2). Al cabo de 7 dias los cultivos fueron sometidos al
protocolo de tincién “Rojo Alizarina” para la visualizacion de depésitos
de calcio en el cultivo (Tabla-1-) mediante microscopio éptico invertido

(Leica DMIL).
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En el caso de la diferenciacién condrogénica, se empled el cultivo en

tres dimensiones mediante la elaboracién de un hidrogel plasmaético,
seglin se indica a continuacién: en pocillos de 0,32 cm? se elaboraron 4
hidrogeles o matrices por cada muestra y pase (haciendo un total de
160 matrices), dos matrices se mantuvieron con medio de cultivo
condrogénico, y otras dos sirvieron como control negativo y se
alimentaron con medio de cultivo estdndar para MSC. El medio de
cultivo condrogénico consisti6 en DMEM, 1% suero bovino fetal, 1%
penicilina/estreptimicina, 1% L-glutamina, 50 nM &cido ascérbico, 6,25

pg/ml insulina, 10 ng/ml TGF-1.

Tipode b 1pOGENESIS
induccién
Condiciones Monocapa Monocapa Hidrogel plasmético
de cultivo
Tlemp(? ,de 7 dias 21 dias
induccién
T. Qil Red O T. Rojo Alizarina  T. Azul Alcidn
e Fijacién: PFA e Fijacion: ¢ Fijacién: PFA 4%
4% Metanol * Rehidrataciéon
eAgua destilada e Agua destilada  * Acido acético 3% 3’
e Propilenglicol e Rojo Alizarina  * Azul Alcian pH=2,5
100% 2’ 1% pH =4.01h 30
Técnicade ¢Oil Red O e PBS 3 lavados  * Agua corriente T’
revelado 0,35% 30’ * Nuclear Fast Red 5’
e Propilenglicol * Agua corriente 1’
60% 1’ * Deshidratacién y
e Agua destilada montaje
e Hematoxilina
Gill n23 10°
e Agua destilada

Tabla-1-. Condiciones de estudio de la multipotencialidad de las ADMSC.
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Por cada matriz a elaborar, 1:10° células fueron resuspendidas en 47 ul
del medio de cultivo correspondiente, al que se le adicionaron 40 ul de
plasma de conejo previamente descongelado, &cido hialurénico (5 ul)
cloruro célcico (4 ul) y acido tranexamico (4 ul), haciendo un volumen
final de 100 ul por constructo y manteniéndose a 37°C hasta su
polimerizacién. Se dejaron transcurrir 2 horas hasta la adicién de medio
de cultivo correspondiente para asegurar la total polimerizacién del

constructo (Figura-19-A-).

Tras 21 dias de cultivo los hidrogeles fueron extraidos de los pocillos
plasticos con ayuda de pinzas estériles (Figura-19-B-), colocadas en
casetes de histologia previamente rotulados con la identificacién de
cada muestra y fijadas en paraformaldehido al 4% durante, al menos,

72 horas previamente al proceso de inclusién en parafina.

Figura -19- A: placa de 96 pocillos conteniendo los constructos tridimensionales en
cultivo. B: detalle de un hidrogel plasmatico.

Se utilizd un procesador automético de tejidos (Shandon-Excelsior™,
Thermo Scientific), en el que las muestras se deshidrataron a través de
una serie de soluciones con concentraciones crecientes de alcohol y

finalmente xileno (alcohol de 70°, alcohol de 90°, alcohol de 96°,

114



MATERIAL Y METODO

alcohol absoluto y xileno) durante 1 hora cada uno a temperatura
ambiente, hasta su inmersién final en parafina (3 ciclos de 1 hora a

61°C).

A continuacién, se recuperaron las muestras del procesador y se
embebieron en parafina liquida, en moldes metélicos especificos, en el
inclusor (Leica EGI150M, Leyca Microsystems). Posteriormente, se
enfriaron los bloques en una placa refrigerada (Microm CP60, Mikron
Instruments, Inc.), y se realizaron secciones de 5 um de grosor en un
microtomo de rotacion monitorizado (Leica RM2255, Leica

Mycrosystemes).

Los cortes obtenidos se introdujeron en un bafio termostatico de
flotacion (Termofin, Selecta) a 37°C, recuperdndose en un portaobjetos

previamente rotulado.

Las secciones obtenidas se tifieron con protocolos estdndar de Azul
Alcidn (Tabla-1-), y posteriormente se visualizaron con un microscopio
optico directo de campo claro (BX61, Olympus). Las fotografias se
realizaron con una cédmara anclada al microscopio (Ec3, Leica) y se

procesaron con un software especifico (LAS V3.0, Leica).
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Etapa 1: ESTUDIO /N VITRO DE LOS SUSTITUTOS CARTILAGINOSOS

En esta fase, se comparé el comportamiento in vitro de tres
poblaciones celulares embebidas en el hidrogel plasméatico: condrocitos
articulares, ADMSC mantenidas en con medio de cultivo estdndar para
MSC y ADMSC sometidas a induccién condrogénica (ADMSC-C). Se
analizé el comportamiento celular en términos de proliferaciéon vy
distribucién asi como su perfil histolégico. La fuente de ADMSC fue
seleccionada a partir de los resultados de la Etapa O: la grasa de Hoffa

o infrapatelar.

A partir de 3 conejos se recogieron, de manera aséptica, muestras de
sangre, tejido adiposo infrapatelar y cartilago articular que fueron
procesadas para la obtencién de plasma sanguineo, ADMSC vy
condrocitos respectivamente, tal y como se describe en el apartado
“Obtencién y procesamiento de muestras bioldgicas”. Cuando se
alcanzé un nimero suficiente de células en cultivo (pases 2P-3P), éstas
fueron incluidas en hidrogeles plasméticos siguiendo la metodologia

descrita en la Etapa O.

En placas de cultivo celular de 0,32 cm? se elaboraron un total de 180
matrices: 20 matrices por cada muestra de cartilago, que se
mantuvieron con medio de cultivo para condrocitos (MCO), y 40
matrices por cada muestra de tejido adiposo: 20 se mantuvieron con
medio de cultivo condrogénico (MCG) y otras 20 sirvieron como
control negativo y se mantendrian con medio de cultivo para MSC

(MCA).

Los constructos tridimensionales fueron conservados en condiciones

estdndar de cultivo, renovando el medio cada 2-3 dias con sumo

116




MATERIAL Y METODO

cuidado para no dafar el hidrogel. A las 2, 4, 6 y 8 semanas de cultivo
in vitro, dos hidrogeles de cada tipo (MCO, MCG Y MCA) se utilizaron
para los estudios de proliferacién mediante digestion enzimatica, otro
para la visualizacién de la distribucidn celular por microscopia
confocal, otro para microscopia electrénica de barrido (SEM) y otro

para la realizacién de estudios histolégicos, (Figura-20-).

N Cultivoen 3D
{ Grasa \ Aislamiento y cultivo ADMSC
Constructo ADMSC +

[ >
Hoffa
/v a Medioc de cultivo Base
) J -
- Obtencién de Plasma :

Constructo ADMSC +

‘:'_f > Sangre | ;
(_.- E / Medio de cultive Condrogénico
f Y : : : | | Constructo Condrocitos
Conejos ( Cartilago .=Alslamlento y cultivo condrocitos
\ Articular /
Distribucién celular Analisis histologico
Figura-20- Estudios realizados en la Etapa-1-. polifencion coulay

ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR

Para el estudio del patrén proliferativo de las células en el interior de
los hidrogeles, un total de 36 matrices, dos de cada tipo (MCO, MCG
y MCA) y en cada tiempo de estudio (2, 4, 6 y 8 semanas), fueron
digeridas enziméaticamente con colagenasa tipo | a una concentracién
de 2 mg/ml en DMEM durante 24 horas a 37°C. La solucién resultante
fue centrifugada a 1.400rpm (353g) y la poblacién celular obtenida fue

cuantificada mediante la técnica Azul Tripan descrita anteriormente.
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ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION CELULAR

Para comprobar la distribucién de las células en las matrices
tridimensionales se emplearon dos técnicas: microscopia confocal y

microscopia electrénica de barrido.

Mediante microscopia confocal se realizaron reconstrucciones

tridimensionales de la sefial obtenida de las células presentes en el
interior de las matrices en cultivo. Para poder visualizar las células, se
emple6 el marcaje fluorescente Live-Dead®, basado en el empleo de
calceina AM (sustancia que atraviesa la membrana celular y es
convertida en calceina mediante la actividad esterasa intracelular
emitiendo una fuerte fluorescencia de color verde), y homodimero de
etidio (capaz de atravesar Unicamente las membranas celulares dafiadas
y unirse a los acidos nucleicos emitiendo fluorescencia roja), como

marcadores de células vivas y muertas respectivamente.

Un total de 36 matrices, una de cada tipo (MCO, MCG y MCA) y en
cada tiempo de estudio (2, 4, 6 y 8 semanas) fueron marcadas
siguiendo instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras,
previamente lavadas con PBS fueron incubadas con una solucién de
calceina AM 2 mM y homodimero de etidio 4 mM en PBS durante 40
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente fueron lavadas con
PBS para retirar el exceso de marcaje y se obtuvieron imagenes seriadas
mediante microscopio laser confocal (Radiance 2000 de BioRad
)(Figura-21-).
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-

Figura -21- A: esquema del funcionamiento del marcaje celular Live-Dead. B:
Microscopio laser confocal Radiance 2000 (Biorad).

Como complemento a esta técnica y para poder observar no solo la
distribucién de las células en la matriz, sino también su integracién en
interacciébn con la misma, se empled la técnica de microscopia

electrénica de barrido.

Un total de 36 matrices, una de cada tipo (MCO, MCG y MCA) y en
cada tiempo de estudio (2, 4, 6 y 8 semanas) fueron observadas
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Brevemente, las
muestras fueron lavadas con PBS, fijadas en glutaraldehido 2,5% en
oscuridad a 4°C durante, al menos, 24 horas y deshidratadas mediante
inmersidn en soluciones de alcohol de gradacién creciente hasta llegar
a etanol absoluto. Posteriormente las muestras fueron introducidas en
un desecador de punto critico (CPD Balzers) y recubiertas con oro en
atmosfera de argén (Sputter coater SCD 004, Balzers) para poder ser
visualizadas y fotografiadas mediante microscopio electrénico de

barrido (JEOL 6100) (Figura-22-).
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Figura-22- A: Microscopio electronico de barrido. B: muestras desecadas vy
recubiertas con oro listas para su visualizacion mediante microscopia electrénica de
barrido.

ESTUDIO HISTOLOGICO

Un total de 36 matrices, una de cada tipo (MCO, MCG y MCA) y en
cada tiempo de estudio (2, 4, 6 y 8 semanas) fueron empleadas para el
estudio histolégico. Las muestras fueron fijadas en paraformaldehido al
4%, deshidratadas e incluidas en parafina y posteriormente se
realizaron cortes histolégicos de 5 um que, previo desparafinado,
fueron sometidos a las tinciones Hematoxilina-Eosina, Azul Alcian
(siguiendo los protocolos descritos anteriormente), y deteccién

inmunohistoquimica de coladgeno tipo Il (Figura-23-).

Para la deteccién inmunohistoquimica del coldgeno tipo Il se someti6 a
los cortes histolégicos a un protocolo inmunohistoquimico que incluyé
incubacién con anticuerpo monoclonal frente a coldgeno tipo Il
(mouse mAb 11-4C11, Calbiochem) y revelado con el kit Vectastain
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, los cortes
histolégicos fueron sometidos a un tratamiento con buffer de citrato 10
mM durante 10 minutos para la recuperacién antigénica vy
posteriormente expuestos a la accién de perdxido de hidrégeno al 3%
durante 10 minutos para el bloqueo de la peroxidasa endégena. Tras

lavar con PBS e incubar con suero bloqueante se procedié al marcaje
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con el anticuerpo primario mediante incubacién a 4°C overnight.
Posteriormente se afiadieron, secuencialmente y previo lavado con
PBS, el anticuerpo secundario biotinilado durante 10 minutos, el
complejo estreptavidina/HRP durante 5 minutos y el cromégeno
diaminobenzidina durante 5 minutos mé&s. Los nucleos fueron

contrastados con hematoxilina de Gills.

Tras lavar, deshidratar y montar las preparaciones histolégicas con
medio de montaje DPX, la presencia de coladgeno tipo Il se detecté por
la presencia de depésitos de color marrén mediante observacién

directa con microscopio éptico.

Figura-23- Campana de extraccién de gases en la que se realizaron las tinciones
histoldgicas.
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Etapa 2: ESTUDIO /N VIVO DE LOS SUSTITUTOS CARTILAGINOSOS

Esta fase del estudio se centrd en la evaluacién in vivo de la capacidad
regenerativa de los hidrogeles desarrollados en la fase anterior como
terapia alogénica mediante su implante en defectos osteocondrales
realizados en la regién medial de los céndilos femorales de conejos

sanos.

Tal y como se recoge en la descripcion de “Obtencién de muestras
biolégicas”, a partir del caddver del conejo donante se obtuvieron
muestras de grasa de infrapatelar, cartilago articular y sangre completa
para la obtencion de ADMSC, condrocitos articulares y plasma
sanguineo respectivamente, con los que se elaborarian los sustitutos
cartilaginosos in vitro. Ademas se extrajeron ambos fémures y himeros
para la obtencién de aloinjerto 6seo triturado que seria congelado y
empleado posteriormente como relleno de la fraccién 6sea del defecto

osteocondral creado en los animales receptores.

Las poblaciones celulares obtenidas a partir de las muestras de tejido
adiposo y cartilaginoso fueron expandidas /n vitroy en pase 2P, fueron
incluidas en los hidrogeles de fibrina-hialurénico empleando Ia
metodologia descrita anteriormente en este documento. Se elaboraron,
para esta fase del estudio, 40 constructos tridimensionales: 10
acelulares, 10 conteniendo condrocitos articulares y 20 conteniendo
ADMSC (10 de ellas se alimentaron con medio de cultivo base para
MSC y otras 10 con medio de induccién condrogénica). Las matrices
fueron mantenidas en condiciones estdndar de cultivo durante 3

semanas antes de su implante en el animal de experimentacién.

122




MATERIAL Y METODO
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Figura-24- Estudios realizados en la Etapa-2-. regeneracién de la lesion

MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon 12 conejos machos de raza Nueva Zelanda de 12
semanas de edad y un peso medio de 3,5kg; uno fue el animal
“donante” a partir del cual se obtuvieron las muestras tisulares para la
elaboracién de los constructos celulares in vitro, otro de ellos sirvié
como animal control y no fue sometido a intervencién quirlrgica
alguna y los otros 10 conejos se emplearon para el estudio de la

capacidad regenerativa de los constructos celulares /in vivo.

Los animales se mantuvieron en jaulas individualizadas con comida y
agua ad /libitum, en una habitacién tipo P2 climatizada a 22°C y con un
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (Figura-25-). Desde el traslado de los
animales a las instalaciones del Animalario Departamental de la
Universidad de Salamanca hasta la realizacién de las intervenciones
quirurgicas en los quiréfanos de la misma universidad, transcurrieron 2
semanas, tiempo durante el que los animales se mantuvieron en
periodo de aclimatacién. Tras las intervenciones quirlrgicas, los
animales permanecieron estabulados 3 meses hasta el momento de la

eutanasia.
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Figura-25- Instalaciones
| para la estabulacién de los
animales de

experimentacién.

LESIONES E IMPLANTES

En el momento de la cirugia de implante, con el animal sedado y
anestesiado segln los Protocolos Normalizados de Trabajo del Servicio
de Experimentacién Animal (SEA) de la USAL, Anexo-ll-, y previamente
a la intervencién, se realizaron tres lavados seriados de la zona
quirargica alternando solucién jabonosa yodada y alcohol de uso
biosanitario. Por dltimo, se pintdé la zona quirdrgica con povidona
yodada y se preparé el campo estéril con pafios quirdrgicos

desechables.

Creacidn de las lesiones osteocondrales

La incisién quirdrgica se realizd en la cara anterior de la rodilla del
conejo, centrada sobre la rétula, prolongdndola 2 cm distal vy
proximalmente (Figura-26-). Mediante diseccién suave, se despegd el
plano musculo-tendinoso del tejido celular subcutédneo, localizdndose
el muasculo cuédriceps, el tenddn cuadricipital y el tenddn rotuliano.

Para acceder a la articulacién, se realizdé una artrotomia parapatelar

124



MATERIAL Y METODO

externa, luxandose la rétula en direccion medial para asi exponer los

céndilos femorales.

Bajo visidn directa, se crearon dos defectos osteocondrales en la zona
de carga de cada uno de los dos hemicéndilos femorales de ambas
extremidades inferiores (n=40) utilizando el punch de biopsia y
profundizando hasta el plano &seo subcondral. El tamafio final del
defecto fue el de un cilindro de 4 mm de didmetro x 3 mm de

profundidad (Figura-26B-).

Implante de los sustitutos biolégicos

Una vez creados ambos defectos, se procedié a rellenar la fraccion
6sea de la lesion con el chip de aloinjerto &seo previamente
descongelado (Figura-26C-), compactando el material con un
compactador de acero inoxidable estérii de 3 mm de didmetro
disefiado para este procedimiento. Cuando el lecho &éseo estuvo
reconstruido, se colocé sobre el mismo la matriz tridimensional
correspondiente (Figura-26D-), segln el grupo de estudio. Se aplicaron
4 tipos de tratamiento: hidrogel acelular (Grupo I, n=10), hidrogel con
condrocitos articulares (Grupo Il, n=10), hidrogel con ADMSC (Grupo
lll, n=10) e hidrogel con ADMSC-C (inducidas a diferenciacién
condrogénica) (Grupo IV, n=10) (Tabla-2-).
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Céndilo Lateral | Céndilo Medial | Céndilo Medial | Céndilo Lateral
ANIMAL Derecho Derecho lzquierdo lzquierdo

1 Conejo DONANTE
2 Animal DE REFERENCIA (sin operar)
3 H. Acelular H. Acelular H. Condrocitos | H. Condrocitos
4 H. ADMSC H. ADMSC M. ADMSC-C M. ADMSC-C
5 H. Acelular H. Acelular H. Condrocitos | H. Condrocitos
6 H. ADMSC H. ADMSC M. ADMSC-C M. ADMSC-C
7 H. Acelular H. Acelular H. Condrocitos | H. Condrocitos
8 H. ADMSC H. ADMSC M. ADMSC-C M. ADMSC-C
9 M. ADMSC-C M. ADMSC-C H. ADMSC H. ADMSC
10 H. Condrocitos | H. Condrocitos H. Acelular H. Acelular
11 M. ADMSC-C M. ADMSC-C H. ADMSC H. ADMSC
12 H. Condrocitos | H. Condrocitos H. Acelular H. Acelular

Tabla-2- Distribucidn de los grupos experimentales.

Répidamente, el implante fue sellado con pegamento de fibrina
comercial (Figura-26E), y se procedio a la recolocacién de la rétula y el

cierre por planos de la articulacién.

Para el cierre de la cépsula articular se empled un hilo reabsorbible
Dexon O, para aproximar el tejido subcutdneo se utilizé hilo

reabsorbible Dexon 2/0 y en el caso de la piel se usaron grapas (Figura-
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26F-). Posteriormente se aplicdé povidona yodada en la herida como

medida de asepsia.

Figura-26- Fases de la intervencidn quirdrgica. A: Incisién. B: muestra de las
lesiones osteocondrales y detalle del punch quirudrgico y la biopsia dsea extraida.
C: chip de aloinjerto éseo. D: implante del constructo cartilaginoso. E: sellado con
pegamento de fibrina. F: aspecto tras la cirugia.

Durante el postoperatorio inmediato el animal se mantuvo controlado
y bajo observacién en un &rea al efecto con manta eléctrica para

prevenir la hipotermia.
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Durante los 5 primeros dias se administré profilaxis antibidtica y
farmacos antiinflamatorios segin los Protocolos Normalizados de

Trabajo del SEA de la USAL, anexo-lI-.

Aplicacién de fluorocromos 6seos

Con objeto de hacer también un seguimiento del proceso reparador en
el lecho 6seo de la lesidon, se realizé un estudio de la dindmica 6sea
mediante marcaje con fluorocromos con afinidad por el calcio y

visibles con luz ultravioleta o azul.

Se emplearon, secuencialmente, 4 fluorocromos para marcar el frente
de mineralizacién del hueso: hidrocloruro de demeclociclina, calceina,
alizarina y naranja de xilenol. Todos los animales recibieron una dosis
del fluorocromo correspondiente por via intramuscular a los 3 dias de
la intervencién, a las 4 semanas, 8 semanas y 12 semanas (3 dias antes

del sacrificio) de manera secuencial como se indica en la tabla-3-.

FLUOROCROMO DIA DISOLUCION DOSIS
DEMECLOCICLINA 3 '2'5 Eng/ml en suero salino 25 ma/ks
HIDROCLORURO fisiologico Ajustar pH=6-6.5
CALCEINA 28 | 20 mg/ml en NaHCO; 1.4% | 10 mg/kg
ALIZARINA 56 | 25 mg/ml en NaHCOs3 1.4% | 30 mg/kg
NARANJA DE XILENOL 81 | 90 mg/ml en NaHCOs 1.4% | 90 mg/kg

Tabla-3- Fluorocromos administrados al animal de experimentacion.
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EUTANASIA Y RECOGIDA DE LAS MUESTRAS POST-MORTEM

12 semanas tras la intervencién quirlrgica los animales fueron
sacrificados en las instalaciones del SEA mediante la administraciéon de
Dotethal intravenoso (100 mg/kg), siguiendo las indicaciones del

protocolo correspondiente, anexo-lI-.

Tras comprobar la muerte del animal, con ayuda de bisturi, se
procedié a la diseccion de la rodilla y liberacién de tejidos blandos
hasta dejar al descubierto la articulacién. Posteriormente, con una
sierra metélica se cortd el fémur a nivel de la zona metafisaria y se
seccionaron los ligamentos articulares liberando asi el extremo distal
del fémur. Los bloques obtenidos fueron fotografiados y radiografiados
e introducidos individualmente en frascos de plastico conteniendo
alcohol 70° debidamente identificados con el cédigo del animal y la
lateralidad de la pieza. Las piezas articulares fueron enviadas al
Departamento de Anatomia e Histologia de la Universidad de

Salamanca para su posterior procesamiento.

ANALISIS MACROSCOPICO DE LAS LESIONES

Se realizé un anélisis visual de la reparacién de las lesiones
osteocondrales a nivel macroscdpico tras 12 semanas de evolucién.
Para ello se siguieron las recomendaciones de la ICRS evaluando 3
caracteristicas principales: la profundidad del defecto en comparacién
con el cartilago sano adyacente, la integracion del tejido reparado con
el tejido circundante y la apariencia macroscépica de la superficie del
tejido de reparaciéon. La modificacion de la escala ICRS empleada en

este estudio se muestra en la tabla-4-.
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CRITERIO DESCRIPCION PUNTUACION
Recuperacion del nivel >
articular

Grado de reparacion del
defecto Ligeramente hundido 1
Muy hundido 0]
Total 2
Integracién de los bordes Parcial 1
del defecto
Nula 0
Hialina 2
Apariencia macroscépica
del tejido de reparacién Blanca opaca !
Muy alterada 0
Grado 1 Normal 6
Grado 11 Casi normal 5
Anormal 4
Evaluacién general de la
reparaciéon Grado lll Dafiado 3
Muy daiiado 2
Grado IV Alteracién 1-0
severa

Tabla-4- Modificacién de la escala ICRS para la evaluacién macroscdpica de la
reparacién de las lesiones.
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PROCESAMIENTO HISTOLOGIO

Inclusién y corte de las muestras

Para el procesamiento de las muestras no descalcificadas, los fémures
distales fueron lavados con agua y serrados longitudinalmente (Sierra
Woodworker band saw 97 modelo MJ3924) separando ambos
hemicéndilos femorales y delimitando la zonas de la lesién, incluyendo
siempre zonas adyacentes de tejido sano. Cada una de las piezas
resultantes fue introducida en casetes plasticos debidamente rotulados
y posteriormente deshidratadas mediante inmersién en soluciones de
etanol de gradacién creciente (70°, 80°, 90° y 95°), estando
embebidas durante 24 horas en cada una de las disoluciones, hasta

llegar a etanol absoluto, donde permanecieron 2 dias.

A continuacién, las muestras fueron incluidas en metilmetacrilato
liquido durante 15 dias a 4°C en agitacion. De forma paralela, se
prepararon los cilindros de vidrio con base de metilmetacrilato
polimerizado que se usaron como soporte para la posterior inclusiéon
de las muestras &seas. Para ello, tras los 15 dias de inclusién, las piezas
6seas fueron transferidas a los cilindros de vidrio recubriéndolas con
metilmetacrilato liquido. Los tubos fueron sellados con parafilm y
mantenidos en estufa a 32°C durante 5-6 dias hasta su polimerizacién y
se incluyd una etiqueta con la identificacién de la pieza escrita a 1apiz

para garantizar la trazabilidad de las muestras.

Posteriormente, el bloque polimerizado con la muestra &sea fue
cortado con la sierra de cinta para desbastar la muestra antes de
realizar los cortes definitivos con el micrétomo (Microm HM 3506).
Los primeros cortes se realizaron con un grosor de 30 um hasta llegar

a la zona de la lesién, donde se realizaron cortes de 5 um que fueron
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colocados sobre portaobjetos gelatinizados, recubiertos con film de
polietileno y prensados y secados a 60°C durante 24 horas. Se
realizaron 3 cortes por cada una de las muestras, uno para cada una de
las técnicas aplicadas: Von Kossa, Tricrémico de Goldner y observacién

de fluorocromos.

Se empled microscopio 6ptico de campo claro (BX61, Olympus) y se
tomaron fotografias con cdmara acoplada al microscopio (EC3, Leica)

que fueron procesadas mediante el software LAS V3.0, Leica.

Técnicas histolégicas convencionales

Para la realizacién de las tinciones histoldgicas, los cortes fueron
desplastificados mediante inmersién en metil-acetato durante 55
minutos. Posteriormente, se lavaron en soluciones decrecientes de
alcohol hasta agua destilada. Los protocolos de tincién empleados
fueron Tricrémico de Goldner y Von Kossa, tabla-5-. Todos los cortes
histolégicos una vez tefiidos fueron valorados mediante observacién

directa con microscopio éptico.

TINCION PROTOCOLO INTERPRETACION

e Hematoxilina férrica
Weigert 5’

e Agua corriente 10°

e Ponceau de xilidina 40’

e Agua corriente

o Ac. Acético 1%

TRICROMICO DE |  Agua destilada anliJ::rDaliza o verde
GOLDNER ¢ Ac. Fosfotungstico- Tejido no

Orange G 10°
o Ac. Acético 1%
e Agua destilada
e Verde luz 20’
o Ac. Acético 1%
¢ Agua destilada
e Deshidratar y montar

mineralizado...rojo
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TINCION PROTOCOLO INTERPRETACION

e Nitrato de plata 3% 5’
e Agua destilada 5’

e Agua corriente 10°

e Sulfato de sodio 5% 5’
e Agua corriente 10’

¢ Ponceau de xilidina 45’ Hueso
VON KOSSA o Ac. Acético 1%

. mineralizado.....negro
e Agua destilada g

o Ac. Fosfotungstico-
Orange G 15°

o Ac. Acético 1%

e Agua destilada

e Deshidratar y montar

Tabla-5- Protocolos de tincién empleados sobre los cortes histolégicos de
los fémures de conejo.

Visualizacién de fluorocromos en el hueso subcondral

Para el anélisis de la dindmica 6sea en la regién subcondral de la lesidn,
se seleccionaron cortes histolégicos que fueron guardados en oscuridad
a 4°C. Posteriormente fueron fijados en etanol, cubiertos con glicerina
y observados con microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 90i).
Mediante el uso combinado de los filtros FITC, B-2A y G-2A se detectd
la presencia de los fluorocromos inyectados al animal de
experimentacién y su incorporacién al tejido 6seo neoformado a lo

largo del experimento seglin se muestra en la tabla-6-.
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FLUOROCROMO L Rk % FILTRO COLOR
EXC. (nm) (nm)

TETRACICLINA 390 520 B-2A Amarillo
FITC Verde
CALCEINA 495 540 G-2A Rojo
B-2A Verde

G-2A .

ALIZARINA 580 625 B2A Rojo
G-2A Rojo

NARANJA XILENOL 377 615 BoA Naranja

Tabla-6- Caracteristicas de visualizacién de los fluorocromos empleados.

VALORACION MICROSCOPICA

En cada grupo experimental se realizé una valoracién descriptiva de los

cortes histolégicos de las lesiones sometidos a tincién Von Kossa y

Tricrémico de Goldner en base a los siguientes pardmetros:

- Valoracién de la superficie articular:

O

Existencia y morfologia de la estructura superficial
articular.

Presencia de tejido conectivo o cartilaginoso, y si éste
era de tipo fibroso o hialino.

Nivel de

celularidad y existencia de condronas

hiperplésicas.

- Valoracién del hueso subcondral:

O

O
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Existencia y tipo de tejido de relleno de la lesién.
Presencia y disposicion de la tidemark, la linea de
cimentacién, la placa de hueso subcondral y el hueso
esponjoso subarticular.

Descripcion de la dindmica de la actividad 6sea a lo

largo de la experiencia.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados se expresaron como la media* el error estdndar de la
media (E.E.M.). Para el andlisis de los datos se utilizd el programa

estadistico R'?¢, con los paquetes estadisticos car, gvima y multcomp.

Para el tratamiento estadistico de los datos se aplicé un modelo lineal
generalizado y se comprobd la distribucién normal de los residuos. Las
medias de los diversos procedimientos experimentales se compararon
utilizando el andlisis de varianza factorial (ANOVA) y se aplicé un
ajuste white adjust para asegurar la homocedasticidad en los residuos
dada la variabilidad y heterogeneidad propias de los datos obtenidos a
partir de muestras bioldgicas. Posteriormente se realizé el test de Tukey
para evaluar el grado de significacién al realizar una comparacién entre
las clases del factor. Los valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

La exposicion de los resultados de las diferentes etapas del estudio se
realizard por separado contemplando las caracteristicas especificas de

cada fase:

e Etapa O: se describirén las diferencias encontradas entre las dos
fuentes de ADMSC comparadas (grasa abdominal e
infrapatelar), en términos de rendimiento celular, unidades
formadoras de colonias, capacidad de proliferacién y
multipotencialidad celular. A partir de los resultados de este
estudio previo se elegird la fuente de ADMSC &éptima para las

fases posteriores.

o Etapa 1: se comparard el comportamiento in vitro de los tipos
celulares estudiados (ADMSC, ADMSC-C vy condrocitos
articulares) en el interior de los hidrogeles plasméticos, en base a

su distribucién, proliferaciéon y anlisis histolégico.

e Etapa 2: se describira el nivel de regeneracién alcanzado /in vivo
con cada tratamiento (hidrogel acelular, hidrogel + condrocitos
articulares, hidrogel + ADMSC e hidrogel + ADMSC-C)
mediante la valoracidon cualitativa y cuantitativa del estado
histolégico de las lesiones osteocondrales tras 3 meses de

evolucién.
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Resultados Etapa O: ESTUDIO PREVIO COMPARATIVO DE ADMSC
DERIVADAS DE GRASA ABDOMINAL E INFRAPATELAR DE CONEJO

Todas las muestras de tejido adiposo abdominal (n=10) e infrapatelar
(n=10) de conejo fueron procesadas satisfactoriamente para el
aislamiento y estudio de las ADMSC sin sufrir problemas de
contaminacién bacteriana o fingica durante su obtencién, transporte y
procesamiento. A continuacién se describen los resultados obtenidos del
estudio comparativo de ambas poblaciones celulares (ADMSC derivadas
de grasa abdominal y ADMSC derivadas de grasa de Hoffa) en términos
de rendimiento celular, unidades formadoras de colonias, capacidad
proliferativa y multipotencialidad con objeto de elegir la fuente de
tejido adiposo Optima para el empleo de ADMSC en las etapas

posteriores del proyecto.

RENDIMIENTO CELULAR

En el momento de su recepcién en el Laboratorio de Cultivos Celulares,
el peso medio de las muestras de tejido adiposo abdominal fue de
2.218+365 mg, mientras que en el caso de la grasa de Hoffa fue

significativamente menor: 488+52 mg (p<0,001).

En ambos casos, la disgregaciébn mecénica y posterior digestion
enzimatica de las muestras de tejido graso durante 24 horas hizo
posible la obtencién de un pellet celular que permitié cuantificar las
células de la SVF. La media de los rendimientos celulares obtenidos a
partir de las muestras de tejido adiposo abdominal fue de 57*16
células/mg de tejido digerido, mientras que a partir de las muestras de

tejido infrapatelar se aislaron una media de 275+57 células/mg. Asi
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pues, tal y como se muestra en la figura-27-, se obtuvo un ndmero
significativamente mayor de células aptas para su cultivo in vitro a
partir de las muestras de grasa de Hoffa respecto al tejido adiposo

abdominal de los conejos estudiados (p<0,01).

* %k

800
]

300
]

100
]

Células aisladas / mg tejido

I I
Abdominal Hoffa

Figura-27- Rendimientos celulares medios obtenidos a
partir de las biopsias de tejido graso. Los circulos
corresponden a valores atipicos. n=10; **=p<0,01.

Las ADMSC aisladas fueron sembradas sobre superficies plasticas para su
expansion in vitro con el propésito de obtener cantidades celulares
suficientes para el estudio tanto de su patrén proliferativo como de su
multipotencialidad. La densidad de siembra empleada fue de 30.000
células/cm? en pocillos de 1,8 cm?, lo que asegurd el correcto
establecimiento y progreso del cultivo primario en todos los casos

estudiados.

Al cabo de 48 horas se observaron abundantes restos no adheridos que
fueron eliminados en su mayor parte tras el lavado de los pocillos con
PBS. Durante la progresién del cultivo, la poblacién celular fue

adquiriendo una morfologia fusiforme tipica de las ADMSC (Figura-28).
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ADMSC Abdominal ADMSC Hoffa

48h Pre-lavado

48h Post-lavado

S

fa

6d

Figura-28- Aspecto de las células en OP 48 horas tras la siembra antes y después del
lavado con PBS vy tras 6 dias de cultivo in vitro. Microscopio éptico invertido.
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UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Tras la siembra a baja densidad (100 células/cm2) de las poblaciones
celulares obtenidas, se consiguieron células aisladas que dieron lugar a

colonias de mas de 50 células en 8-10 dias de cultivo in vitro.

Mediante el recuento de las colonias celulares tefiidas con cristal violeta,
se estableci6 el porcentaje de UFC aisladas en cada muestra a partir del
namero de colonias visibles macroscépicamente con respecto al nimero

de células sembradas (Figura-29-).

Las ADMSC de ambos origenes mostraron una marcada capacidad
clonogénica obteniéndose una media de UFC significativamente mayor
(p<0,001) en los cultivos de ADMSC de origen infrapatelar
(1,173%0,169%) respecto a los de origen abdominal (0,346+0,079%)

en el cultivo primario (OP) (Figura-30)-.

Teniendo en cuenta el nimero de células aisladas a partir de las
muestras de tejido adiposo y el nimero de unidades formadoras de
colonias obtenidas a partir de ellas, podemos estimar que a partir de
grasa abdominal obtuvimos un nimero medio de 0,150+0,03 UFC por
mg de tejido digerido, mientras que en el caso de la grasa de Hoffa, el
namero fue significativamente mayor: 2,911+0,672 UFC por mg de
tejido digerido (p<0,001) (Figura-31-). Asi pues el nUmero medio de
ADMSC con capacidad clonogénica in vitro obtenido a partir de las
muestras de tejido adiposo abdominal fue de 401+£132 UFC/muestra
mientras que en el caso de la grasa de Hoffa fue de 1685+516

UFC/muestra (p<0,05) (Figura-32-).
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Figura-29- Unidades formadoras
de colonias.

Aspecto microscépico (A, B) y
macroscédpico (C) de las UFC tras
la tincién con cristal violeta para
su recuento. n=10; p<0,001.
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Figura-30-  Porcentaje
de UFC obtenidas en

OP. Los circulos
corresponden a valores
atipicos. n=10;
***=p<0,001.

Figura-31- Numero

medio de UFC en OP
por mg de tejido
adiposo digerido.
n=10; ***=p<0,001

Figura-32- Numero
medio de UFC en OP
por muestra de tejido
adiposo procesada.
n=10; *=p<0,05
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PROLIFERACION CELULAR

Mediante el recuento del nimero de células cada 48 horas durante un
total de 12 dias, se establecié el patrén proliferativo de ambas
poblaciones celulares en el cultivo primario y los 2 primeros
subcultivos. En el caso del cultivo primario, dado que se disponia de un
nimero limitado de células pudieron realizarse los estudios de
proliferacién celular en 4 de las muestras de grasa de origen abdominal
y 5 de las muestras de grasa infrapatelar. Para los pases 1P y 2P se

analizé el patrén proliferativo del total de las muestras (n=10).

Tanto en el caso de las ADMSC obtenidas a partir de grasa abdominal
como en las obtenidas a partir de grasa de Hoffa, se observé cémo las
células entraron rapidamente en fase exponencial de crecimiento al
cabo de 4 dias en el caso del cultivo primario (OP), y de 2 dias en los
pases 1P y 2P, alcanzando la fase estacionaria al cabo de 10 dias (Figura-

33-).

Los contajes celulares fueron ligeramente mas altos en el caso de las
ADMSC derivadas de grasa de Hoffa respecto a las derivadas de grasa
abdominal sin llegar a obtenerse diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura-33- Patrones proliferativos in vitro de las ADMSC aisladas a partir de grasa

abdominal y grasa de Hoffa en OP, 1P y 2P.
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MULTIPOTENCIALIDAD

Sometidas a los estimulos correspondientes ambas poblaciones celulares

(derivadas de tejido graso abdominal e infrapatelar) fueron capaces de

demostrar capacidad multipotencial. Las células mantuvieron su

capacidad de diferenciacién hacia diferentes estirpes celulares tras la

expansion in vitro.
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Diferenciacién adipogénica: la tinciéon Oil Red, que tifie de rojo

las sustancias lipidicas, se empled para mostrar la presencia de
vacuolas con contenido lipidico en el interior de las células,
caracteristica propia de las células adiposas. Al cabo de 3 dias de
induccién adipogénica, se observd un cambio en la morfologia
de las células en cultivo, que pasaron de mostrar una morfologia
fibroblastica con finas prolongaciones a una morfologia mas
estrellada, incluso redondeada. Tras 7 dias de cultivo en medio
adipogénico, la tincién Oil Red O puso en evidencia la
formacién de vacuolas lipidicas en el interior de las células en
cultivo, no observandose diferencias entre ambas poblaciones
celulares, la derivada de tejido abdominal y la aislada a partir de

grasa de Hoffa (Figura-34-).
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ADMSC-A ADMSC-H

Fresco

Oil Red-O

Control

Figura-34- Aspecto de los cultivos celulares de ADMSC derivadas de grasa
abdominal (ADMSC-A) e infrapatelar o de Hoffa (ADMSC-H) tras 7 dias de
induccién adipogénica. En los cultivos en fresco (A, D) se observan vesiculas
refringentes en el citoplasma de las células sometidas a diferenciaciéon adipogénica.
Tras la tincién Oil Red O, las células diferenciadas (B, E) muestran vesiculas con
contenido lipidico en su interior tefiidas de rojo, mientras que los cultivos no
inducidos no mostraron signos de tincién lipidica (C, F).
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Fresco

Alizarin Red

Control

Diferenciacién osteogénica: la tincién Rojo Alizarina, que tifie

de rojo los depdsitos de calcio, se utilizd para revelar la
presencia de depdsitos minerales en los cultivos inducidos hacia
diferenciacion osteogénica, dado que la mineralizacién del
medio es una propiedad tipica de las células de tipo
osteoblastico. El cultivo de ADMSC derivadas de grasa de Hoffa
y abdominal en medio osteogénico provocé un cambio en el
patrén de crecimiento y distribucién de las células en cultivo que
se tradujo en la formacién de grupos celulares organizados en
nédulos que mostraron signos de mineralizacién tras la tincién

con Rojo Alizarina al cabo de 7 dias de cultivo (Figura-35-).

ADMSC-A ADMSC-H

Figura-35- Aspecto de los cultivos celulares de ADMSC derivadas de grasa
abdominal (ADMSC-A) e infrapatelar o de Hoffa (ADMSC-H) tras 7 dias de
inducciéon osteogénica. En los cultivos en fresco (A, D) se observan depdsitos
minerales sobre los cultivos sometidos a diferenciacién osteogénica. Tras la tincién
rojo Alizarina, los cultivos diferenciados (B, E) mostraron un claro marcaje de color
rojo que indica la existencia de mineralizacién, mientras que los cultivos no
inducidos no mostraron signos de tincién mineral (C, F).
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Diferenciaciéon condrogénica: mediante cultivo en ambiente

tridimensional y medio de induccién condrogénica, se tratdé de
promover la adquisicién de morfologia celular condroide por
parte de las ADMSC, asi como la capacidad de sintetizar GAG.
Ambas propiedades fueron puestas en evidencia mediante la
tincién Azul Alcidn. Se comprobéd que la induccién condrogénica
de las células durante 21 dias en el hidrogel plasmaético,
promovié la morfologia redondeada-estrellada de las células y
la tincién Azul Alcidn puso de manifiesto la presencia de GAG
en las zonas de la matriz cercanas a las células diferenciadas
(Figura -36-). Ambas poblaciones celulares, las derivadas de
tejido abdominal y de tejido infrapatelar, mostraron una
capacidad similar de diferenciacién condrogénica en las

condiciones de cultivo descritas.
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Figura-36- Aspecto de las ADMSC derivadas de grasa abdominal (ADMSC-A) e
infrapatelar o de Hoffa (ADMSC-H) tras 21 dias de induccién condrogénica en el
hidrogel plasmético. Mediante la tincién azul alcidan de los cortes histoldgicos se
puede observar cierta tendencia a un cambio de morfologia celular de alargada y
fibroblastica en los cultivos control (C, D) a redondeada o estrellada en los cultivos
celulares sometidos a induccién condrogénica (A, B). Puede observarse ademés la
incipiente acumulacién de GAG (tefidos de azul) en las zonas cercanas a las células
sometidas a diferenciacion condrogénica que no se observa en los cultivos control.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LA ETAPA -0-

En el estudio comparativo de ambas fuentes de ADMSC en conejo
(grasa abdominal e infrapatelar) se observé que, a pesar de ser posible
obtener una menor cantidad media de tejido adiposo a partir de la
localizacién infrapatelar (488 mg) respecto a la localizacién abdominal
(2.218 mg), el rendimiento celular medio tras la digestion del tejido y la
frecuencia media de UFC fueron significativamente mayores en el caso
de la grasa de Hoffa (275 células/mg y 1,173% UFC ) que en el caso de
la grasa abdominal (57 células/mg y 0,346% UFC).

Asi pues, y dado que ambas poblaciones celulares no mostraron
diferencias significativas en lo referente a capacidad proliferativa y
multipotencialidad, el tejido adiposo infrapatelar fue la fuente de

ADMSC seleccionada para los estudios realizados en las etapas 1y 2.
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Resultados Etapa 1: ESTUDIO /N WITRO DE LOS SUSTITUTOS
CARTILAGINOSOS

A partir de 3 conejos se obtuvieron muestras de grasa de Hoffa y
cartilago articular de las que se asilaron ADMSC y condrocitos
respectivamente, tras su expansién /in vitro cada tipo celular fue incluido
en matrices tridimensionales elaboradas con plasma y acido hialurdnico.
Se estudié el comportamiento /in vitro en el interior de los hidrogeles de
los condrocitos articulares, las ADMSC alimentadas con medio de
cultivo estdndar y las ADMSC inducidas condrogénicamente (ADMSC-
C) en términos de distribucién celular (mediante microscopia confocal y
microscopia electrénica de barrido), proliferaciéon celular (técnica Azul
Tripan), y estudio histolégico (técnicas hematoxilina-eosina, azul alcidn

y deteccién inmunohistoquimica de colageno tipo Il).

DISTRIBUCION CELULAR

Tras la inclusiéon de las células en el interior de las matrices, y
observadas con microscopio Optico de contraste de fases, éstas
presentaban una morfologia redondeada y se distribuian por todo el
espacio disponible dentro del andamiaje tridimensional, pero con
evidente mayor presencia en el fondo de la matriz. Tras pocos dias de
cultivo las células comenzaron a mostrar prolongaciones citoplasmaticas
y su presencia se extendi®é y homogeneizé por toda la matriz. Sin
embargo, al cabo de 4-6 semanas los hidrogeles tendian a retraerse y
soltarse de las paredes de los pocillos (Figura-37-), dificultando
enormemente su observacién y seguimiento mediante microscopia

Optica.
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Figura-37- Aspecto macroscépico de las matrices celulares al cabo de 2 semanas de
cultivo in vitro (A), 4 semanas (B) y 6 semanas (C).

El uso de técnicas de microscopia confocal y microscopia electrénica de
barrido permitié visualizar las células en el interior de las matrices

tridimensionales en cada tiempo de estudio (2, 4, 6 y 8 semanas).

Empleando calceina AM y homodimero de etidio como marcadores de
células vivas (color verde) y muertas (color rojo) respectivamente y

mediante microscopia confocal pudo valorarse la distribucién uniforme

de las células en el interior de las matrices asi como comprobar su

viabilidad durante todo el periodo experimental.

Como se observa en la figura-39-, las células permanecieron viables en
su mayoria tras su inclusién en los andamiajes plasmaticos, aumentando
en nimero durante su cultivo /in vitro. La retraccién estructural de las
matrices entre las 4 y 6 semanas de cultivo /n vitro no afecté a la
viabilidad celular, que sigui® manteniéndose elevada hasta el punto

final del estudio (8 semanas).

La observacién mediante microscopia confocal permitié también
apreciar la morfologia de los diferentes tipos celulares en el interior de
los hidrogeles, que fue de marcado caracter fibrobléstico (células
alargadas con prominentes prolongaciones citoplasmaticas) en el caso

de las ADMSC, mientras que los condrocitos articulares mostraron un
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tamafo ligeramente menor, con cuerpo celular més esférico y pequefias

prolongaciones.

caso

ADMSC  diferenciadas

condrogénicamente se observa una morfologia fibroblastica que a partir

de las 4 semanas de induccién tiende a convertirse en una morfologia

de tipo condroide (Figura-38-).
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Figura-38- Morfologia de
los distintos tipos
celulares en el interior de
las matrices visualizados

mediante microscopia
confocal y marcaje
fluorescente con

homodimero de etidio y
calceina.
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ADMSC ADMSC-C CONDROCITOS

6 Semanas 4 Semanas 2 Semanas

8 Semanas

Figura-39- Imégenes de microscopia confocal de cada tipo celular estudiado en el
interior de los hidrogeles al cabo de 2, 4, 6 y 8 semanas de cultivo /n vitro.
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La técnica de microscopia electrénica de barrido permitié observar la

integracién de las células en el hidrogel asi como su morfologia. La
matriz plasmética se observd con esta técnica como un andamiaje
tridimensional fibrilar (Figura-40-), en el que las células fueron capaces

de integrarse interactuando con el mismo (Figuras-41- y -42-).

Figura-40-
Detalle del
hidrogel
plasmético. Se
observa el
andamiaje de
caracter
fibroso que
posteriorment
e seré
colonizado
por las células
en cultivo.

16 M

Figura-41- Detalle de la matriz en el que se  Figura-42-ADMSC diferenciadas

aprecia cdmo las ADMSCs al cabo de 4 condrogénicamente  mediante  cultivo

semanas de cultivo in vitro se adhieren e hidrogel plasmético al cabo de 2 semanas

interacciénan con el andamiaje de fibrina.  de induccién. Se advierte la presencia de
células tanto en la superficie como en el
interior de la malla fibrilar.
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Todos los tipos celulares proliferaron en el interior de las matrices y

también sobre su superficie donde, en algunos casos, llegaron a

conformar monocapas celulares

(Figuras-43- y -44-). Ademas la

morfologia y disposicién de las células en el interior del andamiaje

fibrilar pudo ser observada con esta técnica (Figuras-45-, -46-, -47- y -

48-).

Figura-43- Panordmica en la que se
observan ADMSC diferenciadas
condrogénicamente  dispersas por la

superficie de la matriz tridimensional al
cabo de 6 semanas de cultivo /in vitro.

Figura-44-  Semipanordmica de un
constructo celular que ilustra la formacién
de monocapas celulares sobre el hidrogel
plasmético. ADMSC, 4 semanas de cultivo
in vitro.

Figura-45- ADMSC al cabo de 8 semanas
de cultivo in vitro. Se aprecia claramente
la morfologia fibroblastica de las células
que muestran grandes prolongaciones
citoplasmaticas estableciendo una red
interconectada.

Figura-46- ADMSC sometidas a induccién
condrogénica al cabo de 6 semanas de
cultivo /n vitro. Se aprecia la coexistencia
de células de morfologia fibroblastica y
células de aspecto redondeado sobre la
matriz tridimensional.
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Figura-47- Detalle del hidrogel en el que Figura-48-  Detalle  del  andamiaje

se advierte la presencia de un condrocito tridimesional en el que se observa la

articular inmerso en la red fibrilar superficie rugosa de wun condrocito

formando una laguna en ella. 4 semanas. articular mantenido en cultivo durante 6
semanas.

En la figura-49- se muestra la integracién de todos los tipos celulares en

la malla tridimensional de fibrina.

160



RESULTADOS

ADMSC ADMSC-C CONDROCITOS

6 Semanas 4 Semanas 2 Semanas

8 Semanas

Figura-49- Imégenes de microscopia electrénica de barrido de cada tipo celular
estudiado en el interior de los hidrogeles plasméaticos. Las ADMSC alimentadas con
medio de cultivo estdndar muestran una morfologia de tipo fibroblastica, con
prolongaciones citoplasméticas prominentes. A diferencia de éstas, los condrocitos
articulares son més pequefios, redondeados y tienden a localizarse en el interior de
lagunas dentro del entramado fibrilar mientras que las ADMSC sometidas a
diferenciacién condrogénica, que a las 2 semanas tienen una morfologia claramente
fibroblastica, tienden a adquirir una morfologia redondeada al cabo de 4-6
semanas e incluso pueden observarse formaciones de tipo laguna en la matriz que
rodea las células al cabo de 8 semanas.

161



Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

PROLIFERACION CELULAR

La digestion enzimética de los hidrogeles permitié cuantificar las
poblaciones celulares en su interior mediante la técnica azul Tripan y
establecer asi el patrdn proliferativo de cada tipo celular en el interior

de los andamiajes tridimensionales.

En la figura-50- se observa una gréfica que muestra cdmo las células
entraron rédpidamente en fase exponencial de crecimiento, que continué
hasta las 8 semanas de cultivo in vitro. Las ADMSC no sometidas a
diferenciacién mostraron una mayor proliferacién durante el cultivo
tridimensional, mostrando diferencias estadisticamente significativas a
las 6 y 8 semanas de cultivo respecto a las ADMSC-C (p<0,1) y alas 6
semanas respecto a los condrocitos articulares (p<0,05). Sin embargo,
las poblaciones celulares de tipo condroide (ADMSC-C y condrocitos
articulares) mostraron patrones proliferativos similares a lo largo de las

8 semanas de cultivo tridimensional.

PROLIFERACION CELULAR EN EL HIDROGEL
PLASMATICO
300000
250000 T
£ 200000
‘g 150000 - == CONDROCITOS
a; 100000 - =li=ADMSC
50000 === ADMSC-C
0
0 14 28 42 56
Dias en cultivo

Figura-50- Patrones proliferativos in vitro de las distintas poblaciones celulares
(condrocitos articulares, ADMSC y ADMSC diferenciadas condrogénicamente) en el
interior del hidrogel plasmatico. n=3, 2 réplicas por caso.
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ANALISIS HISTOLOGICO

El andlisis histolégico de los constructos celulares se realizé tomando
como referencia las caracteristicas propias del cartilago articular en lo
que se refiere a la presencia de células de morfologia redondeada que
se disponen en el interior de lagunas esféricas y que sintetizan los
glicosaminoglicanos y las fibras de coldgeno tipo Il que conforman la

matriz cartilaginosa en la que se encuentran embebidas.

Asi pues, las secciones histoldgicas de las matrices celulares a las 2, 4, 6 y
8 semanas de cultivo fueron sometidas a la tincién hematoxilina-eosina
para el estudio de la morfologia celular, la tincién azul Alcian para
analizar la produccién de glicosaminoglicanos y la deteccién

inmunohistoquimica de colageno tipo Il (Figuras-51-, -52- y -53-).

Las matrices de fibrina y &acido hialurénico conteniendo ADMSC vy
mantenidas con medio de cultivo base, no mostraron signos de
produccién de glicosaminoglicanos ni de sintesis de colédgeno tipo Il a lo
largo del experimento. Las células mantuvieron su morfologia
fibroblastica con prominentes procesos citoplasmaticos durante las 8

semanas de cultivo tridimensional.

Las ADMSC sometidas a induccién condrogénica en el interior de los
hidrogeles mostraron a las 2 semanas una morfologia alargada que fue
volviéndose redondeada entre las 4 y 6 semanas de cultivo, momento
en el que se pudo apreciar que algunas células comenzaban a acumular
glicosaminoglicanos y coldgeno tipo Il en la matriz circundante. Al cabo
de 8 semanas de cultivo, la presencia de glicosaminoglicanos y coladgeno

tipo Il fue més notoria.

A lo largo de las 8 semanas de estudio los condrocitos articulares
mostraron una morfologia redondeada en el interior de lagunas

dispersas por la matriz tridimensional, pero especialmente en los bordes
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de la misma. La presencia de glicosaminoglicanos y coldgeno tipo Il en
estos constructos fue evidente desde las 2 semanas de cultivo, pero se

hizo més intensa a partir de las 4 semanas.

ADMSC ADMSC-C CONDROCITOS

2 Semanas

4 Semanas

6 Semanas

8 Semanas

Figura-51- Detalles de cortes histolégicos en los que se observa la morfologia comparada de los 3 tipos
celulares estudiados en el interior de los hidrogeles a lo largo del experimento /n vitro. Puede apreciarse el
contraste entre la morfologia fibrobléstia de las ADMSC y la morfologia redondeada de los condrocitos
articulares que forman lagunas en el interior del andamiaje. Las ADMSC-C, que a las 2 y 4 semanas muestran
una morfologia alargada con proyecciones citoplasméticas similares a las ADMSC, al cabo de 6 y 8 semanas en
cultivo tridimensional adquieren una morfologia de tipo condroide, esto es, redondeada y con tendencia a
disponerse en el interior de lagunas dentro de la matriz. Tincién hematoxilina-eosina.

164



RESULTADOS

ADMSC ADMSC-C CONDROCITOS
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Figura-52- Detalles de cortes histolégicos en los que se observa la presencia de glicosaminoglicanos en el
interior de las matrices tridimensionales que contienen los 3 tipos celulares estudiados a lo largo de las 8
semanas de cultivo /n vitro. Se puede observar claramente como los constructos que contienen condrocitos
articulares muestran una tincién importante con azul Alcidn a las 2 semanas de cultivo, que se vuelve muy
intensa a partir de las 4 semanas. En el caso de las ADMSC no se observa coloracién alguna de la matriz en
ninguna de las muestras estudiadas. Las ADMSC-C muestran una leve tincién con azul Alcién a las 6 y 8
semanas de cultivo que se limita a la zona adyacente a las células. Tincién azul Alcian.
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ADMSC ADMSC-C CONDROCITOS

2 Semanas

4 Semanas

6 Semanas

8 Semanas

Figura-53- Detalles de los cortes histoldgicos en los que se observa la presencia de coldgeno tipo Il en el
interior los hidrogeles en los 3 tipos celulares en los 4 tiempos de estudio. Puede observarse la ausencia de la
proteina colagena en los andamiajes con ADMSC durante todo el protocolo experimental. Por el contrario,
las matrices con condrocitos articulares mostraron una importante produccién de coldgeno tipo Il desde las 2
semanas de cultivo /n vitro que se mantuvo durante todo el experimento. En el caso de las ADMSC inducidas
condrogénicamente (ADMSC-C), las células comenzaron a sintetizar coldgeno tipo Il y acumularlo en la matriz
tridimensional a las 4-6 semanas y ese coldgeno se mantuvo asociado a la matriz hasta las 8 semanas de
cultivo. Técnica: deteccién inmunohistoquimica de coldgeno tipo Il.

Inmunohistoquimica de coldgeno tipo Il.
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Resultados Etapa 2:

ESTUDIO /N VIVO DE LOS SUSTITUTOS CARTILAGINOSOS

De los 11 conejos empleados en esta etapa del estudio, uno sirvié como
animal de referencia y no fue sometido a intervencién quirlrgica
alguna, de los otros 10 que fueron intervenidos, uno fallecié durante la
intervencién quirdrgica por complicaciones anestésicas y otro tuvo que
ser eutanasiado 4 semanas tras la intervencién por fallo en el proceso
de cicatrizacién de la herida quirdrgica. Asi pues, el nimero de
animales objeto de estudio fue finalmente de 8 individuos, que fueron
intervenidos para la creacién de una lesién osteocondral en cada
hemicédndilo femoral (n=32) tratada con aloinjerto éseo sobre el que

se coloco el implante segln el grupo de estudio.

Tras 12 semanas de evolucién, los animales fueron eutanasiados y se
procedié a la diseccidén de los fémures distales, tomando fotografias y
posteriormente radiografias de los mismos para comprobar el aspecto
general y la localizacién de las lesiones y facilitar asi su posterior

ubicacién durante el estudio histoldgico.

Macroscépicamente, las lesiones fueron, en general, fécilmente
localizables en los cdndilos femorales de los animales de
experimentacién en el momento de la eutanasia. Mientras el animal de
referencia mostraba una superficie articular intacta compuesta por un
tejido cartilaginoso brillante, blanco, liso y compacto (Figura-54-), las
articulaciones de los animales en los que se realizé la lesidn
experimental mostraban diversos signos de degeneracién articular. La
imégenes radiogréficas sirvieron para ayudar a la localizacién de los

defectos articulares.
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Figura-54- Aspecto
macroscopico de los condilos
femorales del animal no
sometido a intervencion

La exposicién de los resultados de esta etapa del estudio se realizarad
planteando los hallazgos de los distintos grupos: hidrogel acelular
(Grupo 1), hidrogel conteniendo condrocitos articulares (Grupo ll),
hidrogel con ADMSC (Grupo IlI) e hidrogel conteniendo ADMSC

diferenciadas a condrocitos (Grupo V).
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Grupo |: hidrogel acelular

Un total de 8 lesiones experimentales fueron tratadas con implante
6seo e hidrogel acelular. Uno de los animales presentd signos de
inflamacién y alteracién del movimiento en la extremidad tratada, el
resto cicatrizaron correctamente y mantuvieron una funcionalidad

articular normal.

Al cabo de 12 semanas las lesiones eran visibles macroscépicamente,
estando todas ellas localizadas en la regién central de la zona de carga
de los hemicéndilos femorales salvo la lesion del hemicdndilo lateral

Gl-4 que estaba en posicién més anterior.

Se observaron escasos signos de reparacién, mostrandose una superficie
articular deprimida en la zona de la lesién en el 50% de los casos
estudiados que tendia a rellenarse de un tejido blanquecino que no
estaba integrado con el tejido adyacente sano, siendo los bordes de la
lesion perfectamente identificables (Figura-55-). Solo en uno de los
casos (hemicédndilo medial Gl-2) se observé integracion del tejido

neoformado y recuperacién total de la superficie articular.

La aplicacién de la escala ICRS modificada dio un valor medio de
2,875+0,875 sobre 6 puntos lo que corresponde con una lesién de

Grado lll con cartilago articular dafiado (Figura-56-).
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Gl Gl-2 GI-3 Gl-4

Figura-55- Aspecto macroscépico y radiolégico de los hemicéndilos femorales de los
animales del Grupo | a las 12 semanas de evolucién. La imégen Gl-1 corresponde al
animal que mostrd alteranciones en la funcionalidad de la extremidad, pueden
observarse importantes signos de inflamacién y degeneracién de los tejidos
periarticulares. En las radiografias se observan las im&genes osteoliticas correspondientes
a los defectos osteocondrales yuxtaarticulares.

El andlisis histolégico de las lesiones osteocondrales puso en evidencia

una respuesta tisular de reparacién en todos los casos estudiados.

La superficie articular estuvo constituida casi exclusivamente por tejido
conectivo (Figura-57-), con distintos grados de desarrollo fibrilar desde
laxo (Figura-60-), a muy denso (Figura-58-), y ocasionalmente
vascularizado (Figuras-59- y -64-), pudiendo éste estar cubierto de una
capa superficial de tejido que recordaba a la membrana sinovial de la

articulacién (Figuras-59- y -65-).

Solo en dos de los casos se aprecié presencia de tejido condroide: en
uno de ellos aparecia un foco de tejido condroide aislado en el tejido
conectivo predominante (Figura-62-), y en el otro caso se observd

tejido condroide hipercelular aunque la superficie articular seguia siendo
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de naturaleza fibrosa (Figura-63-); ambos casos estuvieron relacionados

con la presencia de hueso subcondral sano.

En el hueso subcondral pudo apreciarse la presencia de una tidemark
entre leve (Figura-61-) y bien conservada (Figura-57-), bajo la que se
encontré un tejido 6seo con trabéculas finas y laberinticas y diferentes
grados de actividad remodeladora (Figuras-65, -66- y -67-) e islotes de

médula dsea.

El anélisis del marcaje fluorescente mostré un aumento de
incorporacién del penultimo fluorocromo aplicado (rojo alizarina a las
8 semanas de evolucién) respecto a los anteriores, lo que se traduce
como un aumento de la actividad &sea en el contorno de la lesién en
etapas tardias de la experiencia (Figuras-68-, -69- y -70-). El dltimo
marcaje, aplicado 3 dias antes del sacrificio no pudo visualizarse en las

muestras histolégicas.

Figura-57-: Grupo | (hidrogel acelular). Panoramica de lesién donde se observa la
discontinuidad &sea ocupada por tejido conectivo moderadamente fibroso. El
hueso existente presenta un contorno irregular, apolillado, con signos de
calcificacién, que engloba grupos o células aisladas. Donde estd presente, la
tidemark estd bien conservada. La superficie articular estd constituida
practicamente en su totalidad por tejido conectivo fibroso. Tincién V. Kossa.
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Figura-58-: Grupo | (hidrogel acelular). Panordmica de lesién donde se observa
hueso neoformado con importantes procesos de remodelacién adoptando una
estructura laberintica. Se aprecian islotes de médula 6sea hematopoyética. Entre las
formaciones &seas se observan numerosos procesos de remodelacién confirmados
por la presencia de abundantes osteoclastos (flechas). La superficie articular estad
constituida por tejido conectivo. Tincién V. Kossa.

Figura-59-: Grupo | (hidrogel acelular) Panoramica y detalle de lesién que muestra una
superficie articular formada por tejido conectivo vascularizado relativamente denso
recubierta por una capa superficial que recuerda a la membrana sinovial de la
articulacién. No se observa médula ésea hematopoyética entre el escaso entramado
6seo. Tincién T. Goldner.
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Figura-60-: Grupo | (hidrogel acelular).
Detalle de lesién en el que se observa la
presencia en superficie articular (parte
izquierda de la imagen) de una matriz
amorfa, laxa, de naturaleza conectiva con
células fibroblasticas en su interior.
Tincion T. Goldner.

Figura-61-: Grupo | (hidrogel acelular).
Detalle de lesién en el que se observa un
hueso subcondral poco denso sobre el
que encontramos una capa de cartilago
calcificado y la presencia de una tidemark
poco definida. Tincién T. Goldner.

Figura-62-: Grupo | (hidrogel acelular).
Panoramica de lesién. Junto al tejido
conectivo fibroso que rellena la fraccién
condral de la lesién, se observa un islote
de tejido condroide (flecha) relacionado
con la presencia de hueso subcondral bien
estructurado. Tincién T. Goldner.
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Figura-63-: Grupo | (hidrogel acelular).
Semipanoramica de lesion del Gnico caso
en el que se observa tejido condroide
hipercelular rellenando parte de la
fraccién condral del defecto articular. La
superficie articular sin embargo, presenta
tejido conectivo fibroso con algin
fragmento &seo residual (flechas). Tincién
T. Goldner.



RESULTADOS

Figura-64-: Grupo 1 (hidrogel acelular)
Panoramica de lesién donde se observa la
superficie articular conformada por tejido
conectivo vascularizado y la presencia de
un fragmento &seo residual (flecha).
Tincién V. Kossa.

Figura-66-: Grupo | (hidrogel acelular).
Detalle de la lesidon en el que se aprecia

tejido 6seo en remodelacién con
abundantes osteoclastos (flechas). Tincién
T. Goldner.

Figura-65-: Grupo | (hidrogel acelular).
Detalle de la lesién en el que se observan
fendmenos de remodelacién &sea: hueso
subcondral en remodelacién en el que se
distingue  actividad osteogénica de
naturaleza endocondral (circulo),
remodelacion &sea evidenciada por la
presencia de ribetes osteoblasticos activos
(flechas) y también la presencia de vasos
sanguineos en el tejido conectivo de la
superficie articular (estrella). Tincién T.
Goldner.

Figura-67-: Grupo | (hidrogel acelular).
Detalle de osteoclasto reabsorbiendo una
trabécula 6sea. Tincion V. Kossa.
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Figura-68-

Figura-69-

Figura-70-
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Figuras-68, -69- y -70-: Grupo
I (hidrogel acelular). Detalles
de la lesién en los que se
observan los marcajes
fluorescentes: tetraciclina 3
dias post-intervencién (M13),
calceina 4 semanas (M14) y
rojo alizarina 8 semanas
(M15). El  marcaje con
tetraciclina es difuso a causa
de la administracién de
tetraciclina como profilaxis
antibidtica a los animales de
experimentacion. Destaca la
intensa actividad formadora
de hueso a partir de las 8
semanas post-intervencién.



RESULTADOS

Grupo ll: hidrogel con condrocitos articulares

Un total de 8 lesiones experimentales fueron tratadas con implante
6seo e hidrogel con condrocitos articulares. Todos los animales
evolucionaron favorablemente con una cicatrizacién correcta de las

heridas quirdrgicas y mostraron una funcionalidad articular normal.

Al cabo de 12 semanas casi todas las lesiones eran visibles
macroscOpicamente, estando todas ellas localizadas en la regién central

de la zona de carga de los condilos femorales.

Se observaron ciertos signos de regeneracién: la superficie articular se
encontraba conservada en la mayoria de los casos y no siempre se
distinguian claramente los bordes de la lesién. Solo en uno de los casos
(hemicéndilo lateral GlI-3) se observaba una prominente depresién en

la zona de la lesién (Figura-71-).

El tejido de relleno fue en el 50% de los casos de color blanquecino
opaco aunque en la otra mitad de los casos tenia un aspecto y
consistencia practicamente indistinguibles del cartilago articular sano

adyacente.

La aplicacién de la escala ICRS modificada dio un valor medio de
3,375+0,778 sobre 6 puntos lo que corresponde a una lesién de Grado
Il con cartilago articular dafiado en menor grado que en los grupos | y

1l pero sin diferencias estadisticamente significativas (Figura-72-).
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Gll-1 Gll-2 GIll-3 Gll-4

Figura-71- Aspecto macroscopico y radiolégico de los hemicondilos femorales de los
animales del Grupo 1l a las 12 semanas de evolucién.
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El andlisis histolégico de las lesiones osteocondrales tras 12 semanas de
evolucidn puso en evidencia una respuesta tisular regeneradora del

tejido osteocondral en los casos estudiados.

En la superficie articular de la zona lesionada predominé el tejido
cartilaginoso formado a expensas de condronas hipertréficas (Figura-73-
), con tendencia a la organizacién columnar de los condrocitos maduros
(Figuras-74- y -75-) y sin presencia de vasos sanguineos. Solo en uno de
los casos experimentales se observé presencia de tejido conectivo de

aspecto fibrilar en la regién condral de la lesién (Figura-78-).

En algunos casos se encontraron espiculas &seas residuales del implante
inmersas en la fraccién cartilaginosa del defecto. Esos fragmentos de
hueso no eran sometidos a procesos de remodelacién y permanecian
inertes embebidos en la matriz cartilaginosa (Figura-76- y -77-). Se
observaron numerosos focos de osificacion endocondral rudimentaria
del lecho &seo de la lesidn que generaron una matriz ésea calcificada
que posteriormente evolucionaba a hueso maduro subcondral mediante
fenémenos de remodelacién &sea (Figuras-80-, -81- y —82-). La tidemark
estaba generalmente bien definida y asociada a un lecho &seo

correctamente vascularizado.

Frecuentemente aparecian elementos quisticos en la profundidad del
defecto articular (Figura-79-). Se trataba de formaciones circulares al
corte con una cavidad central generalmente ocupada por sustancia
amorfa entremezclada con células aisladas o formando pequefios
grupos. La pared estaba constituida por células de aspecto epitelioide o
condroide y recubierta por una cépsula de tejido conectivo
moderadamente fibroso. Parecian provocar fendbmenos de reabsorcién

en el tejido éseo circundante.
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El andlisis del marcaje fluorescente hizo evidente, como en el caso
anterior, un aumento de incorporacién del pendltimo fluorocromo
aplicado (rojo alizarina a las 8 semanas de evolucién) respecto a los
anteriores, lo que es indicativo de un aumento de la actividad 6sea en
la zona de la lesién en las dltimas semanas de evolucién (Figuras-83-, -
84- y -85-). El dltimo marcaje, aplicado 3 dias antes del sacrificio no

pudo visualizarse en las muestras histoldgicas.

1000sm

Figura-73- Grupo Il (hidrogel con condrocitos). Panoramica y detalle de la lesién en
el que se observa una superficie articular compuesta por tejido predominantemente
cartilaginoso formado por importantes grupos de condronas hipertréficas. El hueso
subcondral es abundante y vascularizado, con una tidemark y linea de cimentacién
bien definidas. Tincién T. Goldner.
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Figura-74- Grupo Il (hidrogel con condrocitos). Panordmica de la lesién en la que se
aprecia la naturaleza condroide predominante en el tejido que recubre la superficie
articular. Algunos de los condrocitos inmersos en él empiezan a adoptar la
disposicién columnar tipica del cartilago hialino. La linea de cimentacién se observa
definida, con un hueso subcondral correctamente vascularizado. Tincién T. Goldner.

Figura-75- Grupo Il (hidrogel con condrocitos). Panorédmica de la lesién en la que se
aprecia tejido condroide recubriendo la superficie articular con condrocitos en
parejas y disposicion columnar. La tidemark y la linea de cimentacién se observan
definidas, con una placa de hueso subcondral intensamente vascularizado. Tincién T.
Goldner.
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Figura-76- Grupo Il (hidrogel con
condrocitos). Detalle de lesién en el que
se aprecia la presencia de fragmentos
6seos  producto del acto quirdrgico
englobados en el tejido articular de
naturaleza condroide. Tincién V. Kossa.

Figura-77- Grupo 1l (hidrogel con
condrocitos). Detalle de la lesién en el
que se pueden observar dos tipos de
fragmentos &seos. A la izquierda de la
imagen hay una trabécula &sea en
formacién, con células vivas en su
interior. El fragmento 6seo de la derecha
es un resto del aloinjerto &seo
implantado que estd siendo reabsorbido
por osteoclastos (flechas). Tincién T.
Goldner.
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Figura-78- (hidrogel con

Grupo I
condrocitos). Panordmica de la lesién en

la que se observa tejido conectivo
principalmente recubriendo la lesién con
presencia de condronas hipertroficas. La
linea de cimentacién y la placa de hueso
subcondral estdn en proceso de
formacién. Se observa también un
fragmento de aloinjerto éseo quirdrgico
(flecha). Tincién V. Kossa.
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Figura-79- Grupo Il (hidrogel
condrocitos). Semipanorédmica de lesion
en la que se destaca la presencia de un
quiste entre el tejido &seo. Tincién T.
Goldner.
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Figuras-77-, -78- 'y -79-.
Grupo Il (hidrogel con
condrocitos).  Detalles de
lesién en los que se aprecia el
fenédmeno de  osificacion
endocondral por el que
células de aspecto condroide
generan una matriz de tipo
6se0 que posteriormente es
calcificada.

Figura-82- Tincién T. Goldner
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Figura-83-

Figura-84-

Figura-85-
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Figuras-83-, -84 y -85-: Grupo
Il (hidrogel con condrocitos).
Detalles de la lesién en los
que se observan los marcajes
fluorescentes: tetraciclina 3
dias post-intervenciéon (-83-),
calceina 4 semanas (-84-) y
alizarina 8 semanas (-85-). El
marcaje con tetraciclina es
difuso a causa de la
administracién de tetraciclina
como profilaxis antibidtica a
los animales de
experimentacién. Destaca la
intensa actividad formadora
de hueso a partir de las 8
semanas post-intervencion.
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Grupo lll: hidrogel con ADMSC

Un total de 8 lesiones experimentales fueron tratadas con implante
6seo e hidrogel con ADMSC. Uno de los animales presenté dificultades
en la cicatrizacién superficial de la herida quirdrgica mostrando ciertos
signos de cojera en esa pata. El resto de los animales de
experimentaciébn mostraron una evolucién favorable y una

funcionalidad articular normal.

Al cabo de 12 semanas todas las lesiones eran visibles
macroscdpicamente, estando todas ellas localizadas en la regién central

de la zona de carga de los hemicéndilos femorales.

Se observaron ciertos signos de regeneracion tisular en dos de los casos
(hemicéndilos lateral y medial Glll-2) en los que la superficie articular se
recuperé totalmente siendo rellenada la lesion con un tejido
blanquecino pero consistente. En el resto de los casos la regularidad de
la superficie articular estuvo entre poco o nada conservada y el tejido

de relleno era opaco y de color blanco (Figura-86-).

La aplicacién de la escala ICRS modificada dio un valor medio de
2,125+0,693 sobre 6 puntos lo que corresponde con una lesién de
Grado Il con cartilago articular dafiado sin diferencias estadisticamente

significativas respecto a los otros grupos experimentales (Figura-87-).
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Figura-86- Aspecto macroscédpico y radiolégico de los hemicéndilos femorales de los
animales del Grupo 11l a las 12 semanas de evolucién. La articulacién GllI-1 fué la que se
encontré en peores condiciones y correspondia con el animal que tuvo dificultades con
la cicatrizacién de la herida quirdrgica y que mostro signos de cojera. En las radiografias
se observan las imagenes osteoliticas correspondientes a los defectos osteocondrales.
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El anélisis histoldgico de las lesiones tras 12 semanas de evolucién puso
en evidencia una respuesta tisular principalmente reparadora del tejido
osteocondral en los casos estudiados. En la superficie articular de la
zona lesionada era predominante la presencia de tejido conectivo més
o menos laxo con abundantes vasos sanguineos (Figura-88-). En algunos
casos la capa de tejido conectivo en superficie recordaba a la membrana
sinovial articular (Figura-91-). En algunas zonas el tejido conectivo de la
fracciéon condral de la lesiéon estuvo acompafado de algunos focos de
tejido condroide minoritarios (Figuras-89-, -90-). Solo en uno de los
casos estudiados se observaron condronas hipertréficas rellenando la
lesion condral, pero en su superficie encontramos una capa de tejido

conectivo fibrilar (Figuras-94-, -95-).

Era comun la presencia de espiculas &seas residuales del aloinjerto
implantado inmersas en la fraccion cartilaginosa del defecto (Figuras-93-
, -97-, -98-). Esos fragmentos &seos estaban generalmente siendo

reabsorbidos por células gigantes de cuerpo extrafo (Figuras-91-, -92-).

El hueso subcondral y la tidemark estaban generalmente bien
conservados en los laterales del defecto mientras que en la zona central
de la lesién se encontraban mayoritariamente en proceso de formacién
con diferentes grados de vascularizaciéon (Figura-88-). Se encontraron
importantes fenémenos de remodelacién 6sea mediada por la actividad

de osteoclastos y osteoblastos (Figuras-96-, -97-).

El anélisis del marcaje fluorescente hizo evidente, como en los casos
anteriores, una marcada incorporacién del penultimo fluorocromo
aplicado (rojo alizarina a las 8 semanas de evolucién) respecto a los
anteriores, indicativo de un aumento de la actividad &sea en la zona de

la lesidn en las dltimas semanas de evolucién (Figuras-99-, -100-, -101-).
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El dGltimo marcaje, aplicado 3 dias antes del sacrificio no pudo

visualizarse en las muestras histoldgicas.

1000um

Figura-88- Grupo Il (hidrogel con ADMSC). Panoramica de la lesién en la que se
observa el hueso subcondral bien vascularizado con una linea de cimentacién bien
definida salvo en el centro del defecto donde se estd formando. La porcién articular de
la lesidn muestra un tejido conectivo laxo con algunas 4reas maés ricas en fibras y
presencia de vasos sanguineos. Existen restos de aloinjerto éseo embebidos en el tejido
conectivo articular (flechas). Tincién T. Goldner.
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Figura-89- Grupo 1l (hidrogel con
ADMSC). Detalle de la lesidn en el que se
aprecia el tejido articular
predominantemente fibroso con
pequefios focos de tejido de naturaleza
condroide (flechas). Tincién V. Kossa.

Figura-91- Grupo Il (hidrogel con
ADMSC). Semipanoramica de la lesiéon en
la que se observan numerosos vasos
sanguineos (circulo) dispersos por el
tejido conectivo que rellena la fraccién
condral del defecto y que esta recubierto
por otra capa de tejido conectivo que
recuerda a la membrana sinovial. Se
aprecian varias células gigantes de cuerpo
extrafio (flechas). Tincién T. Goldner.

Figura-90- Grupo 1ll (hidrogel con
ADMSC). Detalle de la lesion en el que se
observa el hueso subcondral

vascularizado y la coexistencia de tejido
conectivo  (derecha) y  condroide
(izquierda) en la superficie articular.
Tincién T. Goldner.

con

(hidrogel
ADMSC). Detalle de la porcién articular
de la lesién en el que se observan células
gigantes multinucleadas (flechas) y vasos

Figura-92- Grupo

sanguineos inmersos en el tejido
conectivo (circulos). Tincién T. Goldner.
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Figura-93- Grupo lll (hidrogel con ADMSC). Detalle de la lesidon en el que se aprecia
el borde apolillado del hueso subyacente sin los vasos sanguineos tipicos de la placa
de hueso subcondral. Sobre el mismo hay un tejido conectivo fibroso denso en el
que se encuentran inmersas varias espiculas éseas. Tincién V. Kossa.

Figura-94- Grupo Il (hidrogel con
ADMSC). Semipanorédmica de la lesidon en
la que se observa la naturaleza mixta
fibrosa y condroide del tejido que rellena
la fraccién articular del defecto. Tincién
T. Goldner.
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con

(hidrogel
ADMSC). Detalle de la lesion en el que se

Figura-95- Grupo Il
aprecia la presencia de condronas
hipertréficas. La superficie articular esta
sin embargo recubierta por tejido
conectivo fibroso. Tincién T. Goldner.
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Figura-96- Grupo Il (hidrogel
con ADMSC). Detalle de la
lesidn en el que se observan
procesos de remodelacién dsea
en el hueso subcondral
mediada  por  osteoclastos
(flechas) y osteoblastos
(estrellas). Tincién T. Goldner.

Figura-97- Grupo Il (hidrogel
con ADMSC). Detalle de la
lesién en el que se aprecian los
procesos de absorcién del
aloinjerto  dseo  mediante
células multinucleadas gigantes
(circulo) y de remodelacién
bsea mediada por osteoclastos
(flechas) y osteoblastos
(estrellas). Tincion T. Goldner.

Figura-98- Grupo Il (hidrogel
con ADMSC). Detalle de la
lesidn en el que se ilustra el
proceso de degradacién de los
restos de aloinjerto  d&seo
mediado por células gigantes
multinucleadas.  Tincién  T.
Goldner.
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Figura-99-

Figura-100-

Figura-101-
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Figuras-99-, -100- y -101-:
Grupo Il (hidrogel con
ADMSC). Semipanoramicas de
la lesién en las que se observan
los marcajes fluorescentes:
tetraciclina 3  dias  post-
intervencién (-96-), calceina 4
semanas (-97-) y alizarina 8
semanas (-98-). El marcaje con
tetraciclina es difuso por la
administracién de tetraciclina
como profilaxis antibidtica a
los animales de
experimentacion. Destaca la
intensa actividad formadora
de hueso a partir de las 8
semanas post-intervencién.
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Grupo IV: hidrogel con ADMSC diferenciadas condrogénicamente

Un total de 8 lesiones experimentales fueron tratadas con implante
6seo e hidrogel con ADMSC diferenciadas condrogénicamente. Todos
los animales mostraron una evolucién post-quirdrgica favorable con
una cicatrizacién correcta de las heridas y una funcionalidad articular

normal.

Al cabo de 12 semanas todas las lesiones eran visibles
macroscédpicamente, estando todas ellas localizadas en la regién central

de la zona de carga de los hemicéndilos femorales.

Se observaron importante signos de reparacién articular en todos los
casos estudiados, en los que la superficie articular se recuperd
totalmente estando el tejido de relleno perfectamente integrado con el
cartilago sano adyacente siendo ese tejido neoformado de color blanco
opaco en la mitad de los casos y de aspecto hialino en la otra mitad

(Figura-102-).

La aplicacién de la escala ICRS modificada dio un valor medio de
4,125+0,35 sobre 6 puntos lo que corresponde con una lesién de
Grado Il con cartilago articular alterado sin diferencias estadisticamente

significativas respecto al resto de los grupos experimentales (Figura-103-

)-
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G V-1 GlIv-2 G V-3 GlIv-4

Figura-102- Aspecto macroscopico y radiolégico de los hemicdndilos femorales de los
animales del Grupo IV a las 12 semanas de evolucién. Se observa claramente como las
lesiones articulares de los casos GIV-3 y GIV-4 son rellenadas en su totalidad por un
tejido principalmente de color blanco y opaco que estd bien integrado. En los casos
GIV-1 y GIV-2 el tejido neoformado se parece macroscépicamente al cartilago hialino.
Las imégenes radiogréficas sirvieron de soporte para la localizacién de las lesiones
articulares post-mortem.

o — —_
_g w | : —_
h |
E o
E Figura-103- Se observa como
T oo el grupo IV presenta el
'.E : mayor fndice ICRS
=T ! ; modificado sin diferencias
| | estadisticamente
L= I e —_— . ope .
T | | | significativas con el resto de
Gl Gl Gl GIV los grupos experimentales.
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El andlisis histolégico de las lesiones osteocondrales tras 12 semanas de
evolucidn puso en evidencia una respuesta tisular regeneradora del
tejido éseo y una formacién de tejido condroide atipico en los casos

estudiados.

En la superficie articular de la zona lesionada destacaba la presencia de
células de morfologia condroide, que llegaban a disponerse en parejas y
pequefias hileras, inmersas en una matriz fibrilar (Figuras-105-, -106-).
Este tejido de tipo condrocitico estaba adelgazado respecto al cartilago
sano adyacente (Figuras-108-, -113-, -114-). No se apreciaba presencia de

vasos sanguineos (Figura-104-).

En varios casos se encontraron espiculas de aloinjerto &seo residuales en
la fraccién cartilaginosa del defecto. Esos fragmentos de hueso no
estaban sometidos a procesos de remodelacién y permanecian inertes

embebidos en la matriz cartilaginosa (Figuras-104-, 109-, -110-).

Se apreciaba una importante osificacién endocondral del lecho éseo de
la lesién y reconstrucciéon del hueso subcondral, con la vascularizacién y
formacién de tidemark correspondiente (Figuras-107-, -109-, -111-, -112-
). En ocasiones, esta formacién de hueso subcondral se producia en
varios focos que tendian a formar un frente Unico bajo el tejido

condroide adelgazado (Figuras-113-, -114-).

El andlisis del marcaje fluorescente hizo evidente, como en los casos
anteriores, un aumento de incorporacién del pendltimo marcaje
aplicado (rojo alizarina a las 8 semanas de evolucién) respecto a los
anteriores, lo que indica un aumento de la actividad &sea en la zona de
la lesidn en las dltimas semanas de evolucién (Figuras-115-, -116-, -117-).
El dltimo marcaje, aplicado 3 dias antes del sacrificio no pudo

visualizarse en las muestras histoldgicas.
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Figura-104- Grupo IV (hidrogel con ADMSC-C). Panordmica de lesién en la que se
observa un hueso laberintico con linea de cimentacién definida en los bordes de la
lesidén y en proceso de formacién en la zona central. La fraccidén condral del defecto
estd rellena de una mezcla de tejido de tipo condroide y fibroso que se muestra
adelgazado y con presencia de espiculas &seas residuales (flechas). Tinciéon T. Goldner.

Figura-105- Tincién T. Goldner. Figura-106- Tincién V. Kossa.

Figura-105- y -106- Grupo IV (hidrogel con ADMSC-C). Detalles de lesién que muestran
el tejido de relleno de la fraccién condral de la lesién. En ambos casos se observan
células de morfologia claramente condroide, que se disponen de forma aislada, en
parejas e incluso formando pequefias columnas. El tejido circundante es

fundamentalmente de tipo fibroso.
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Figura-107- Grupo IV (hidrogel con
ADMSC-C). Panorédmica de la lesién en la
que se aprecian importantes signos de

osificacién endocondral en el hueso
subarticular sobre el que se estd
reconstruyendo la placa del hueso

subcondral. Tincién T. Goldner.

Figura-109- Grupo IV (hidrogel con
ADMSC-C). Semipanorédmica de la lesién
en la que se observa la presencia de
espiculas Oseas residuales del implante
inmersas en la fraccién condral del defecto
(flechas). El tejido de la superficie articular
estd formado por células de naturaleza
condroide, que en el lecho de la lesién se
calcifican dando lugar a la formacién de
hueso subcondral. Tincién V. Kossa.

Figura-108- Grupo IV (hidrogel con
ADMSC-C). Panoramica de la lesién en la
que se distingue un cartilago articular
adelgazado que descansa sobre un lecho
de hueso subcondral en formacién en el
que destaca la presencia de vasos
sanguineos caracteristicos de la placa
subcondral. Tincién T. Goldner.

Figura-110- con

Grupo IV
ADMSC-C). Detalle de la lesién en el que

(hidrogel
destaca la presencia de esquirlas de

aloinjerto éseo dispersas entre el tejido
condroide avascular. Tincién T. Goldner.
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Figura-111- Tincién V. Kossa.

Figura-112- Tincién V. Kossa.

Figuras-111- y -112- Grupo IV (hidrogel con ADMSC-C). Detalles de lesién en los que se
observa la calcificacién del tejido condroide que da lugar a la formacién de hueso
subcondral. Se aprecia también la presencia de vasos sanguineos tipica del mismo asi
como la incipiente formacion de la linea de cimentacién.

Figura-113- Grupo IV (hidrogel con
ADMSC-C). Panordmica mostrando
trabéculas de la epifisis femoral con hueso
subcondral bien desarrollado en el nicho
de la lesién, células de hébito condroide y
un gran fragmento 6seo funcionalmente
activo con caracteristicas osteo-vasculares

de hueso subcondral rodeado
lateralmente por células de hébito
condroide inmersas en una matriz de

color rojo. La superficie articular estéd
constituida por tejido fibroso
fundamentalmente (linea) que se continua
con tejido cartilaginoso en la zona inferior
(flechas). T. Goldner.
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Figura-114- Grupo IV (hidrogel con
ADMSC-C). Imagen  semipanoramica
teflida con la técnica de Von Kossa para
demostrar el grado de calcificacién, donde
se observa la vitalidad vy calcificacién del
fragmento 6&seo incluido en la lesiéon vy
adicionalmente se ve que parte de la
matriz lateral se encuentra calcificada
formando puentes con los bordes laterales
de la lesion. Por debajo del fragmento
6seo y entre este y el hueso subcondral
que se continua con la epifisis predomina
el tejido condroide con algo de conectivo
con pocos signos de calcificacion de la
matriz. Tincién V. Kossa.
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Figura-115-

Figuras-115-, -116- y -117-
Grupo IV  (hidrogel con
Figura-116- ADMSC-C). Semipanoramicas
de la lesién en las que se
observan los marcajes
fluorescentes: tetraciclina 3
dias post-intervencién (-112-),
calceina 4 semanas (-113-) y
alizarina 8 semanas (-114-). El
marcaje con tetraciclina es
difuso debido a la
administracién de tetraciclina
como profilaxis antibiética a
los animales de
experimentacién. Destaca la
intensa  incorporacién  de
marcaje al hueso en
formacién a partir de las 8
semanas post-intervencion.

Figura-117-
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El tratamiento efectivo de las enfermedades articulares degenerativas
como la osteoartritis constituye uno de los principales desafios del siglo
XXI. En la actualidad, las terapias de eleccién son principalmente el
tratamiento farmacolégico del dolor y la cirugia de reemplazo en las
fases avanzadas de la enfermedad, con la consiguiente carga social y
econémica en una sociedad cuya esperanza de vida aumenta
progresivamente, con un importante sector de la poblacién que
envejece pero mantiene altos requerimientos funcionales. Ademés del
envejecimiento, los traumatismos agudos derivados de accidentes o
lesiones deportivas provocan frecuentemente lesiones articulares que
pueden constituir el comienzo de un proceso degenerativo artrésico en

pacientes jévenes'?7.

Asi pues, el desarrollo de estrategias terapéuticas que ayuden a la
recuperacién de los tejidos lesionados y mitiguen el dolor asociado se
ha convertido en una prioridad para los investigadores en el &rea de la

traumatologia y la cirugia ortopédica.

La ingenieria tisular se plantea como la herramienta definitiva para
conseguir la regeneracién de los tejidos dafados. Sin embargo, la
osteoartritis es una enfermedad que afecta a todos los tejidos de la
articulacién sinovial generando un ambiente altamente patolégico??,
por lo que todavia queda un largo camino por recorrer hasta conseguir
la recuperacién completa de una articulacién artrésica22-25128, Por ahora,
la reparacién de defectos puntuales provocados en el cartilago articular
de otra manera sano es el foco en el que se centran los investigadores
para el desarrollo de terapias celulares que pretenden generar
condrocitos articulares de reemplazo para la produccién de tejido
cartilaginoso sano reduciendo asi el dolor, restaurando la funcién
articular y retrasando la degradacién del cartilago y la necesidad de

reemplazo de la articulacion*12°.
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El uso de condrocitos articulares expandidos in vitro es la técnica de
referencia en la reparacién de lesiones condrales mediante terapia
celular#48. Sin embargo, las MSC superan a éstos en lo que se refiere a
disponibilidad y capacidad proliferativa, aunque aln est4d pendiente
determinar las condiciones especificas en las que deben ser manipuladas

para la produccién de cartilago hialino /in vivo''>16,

El propdsito de esta tesis es determinar la idoneidad de las condiciones
de aislamiento, cultivo y diferenciacién in vitro de las ADMSC en
matrices tridimensionales de plasma y &cido hialurénico y su capacidad
de regenerar lesiones osteocondrales en un modelo animal de conejo,
comparando los resultados con los obtenidos con el empleo de

condrocitos articulares en las mismas condiciones.
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ETAPA-O- ESTUDIO COMPARATIVO DE DOS FUENTES DE ADMSC EN
CONEJO

La fuente ideal de células para el desarrollo de técnicas de ingenieria
tisular aplicadas al cartilago articular debe ser de facil obtencién y
expansion /n vitro y capaz de sintetizar los componentes especificos de
la matriz extracelular cartilaginosa, como glicosaminoglicanos vy
coldgeno tipo 1130, Las fuentes de células mas investigadas por su
potencial en este sentido son los condrocitos y las células madre

mesenquimales®.

Los condrocitos articulares son los encargados de producir, mantener y
remodelar la matriz extracelular del cartilago articular in vivo y son
capaces de hacerlo también /n vitro, por lo que constituyen la fuente
celular més obvia a la hora de plantear la reparacién del cartilago
articular mediante técnicas de ingenieria tisular. Sin embargo, la
disponibilidad de condrocitos autélogos es limitada y estd supeditada a
la escision de cartilago sano, procedimiento invasivo con potencial
morbilidad asociada al sitio donante38!3!. Ademds, la expansién en
monocapa de condrocitos articulares provoca su desdiferenciacién vy la
consiguiente pérdida de sus propiedades como células generadoras de
matriz extracelular cartilaginosa'34+132133_ §in embargo, esta limitaciéon
puede verse reducida mediante la inclusién de las células en matrices
tridimensionales para favorecer el mantenimiento de su fenotipo
durante la expansién in vitro'3* o previamente al implante!3513¢, Aun asf,
las células aisladas a partir de muestras de cartilago articular en
pacientes con osteoartrosis muestran una capacidad condrogénica

disminuida®? por lo que los resultados de los trabajos que emplean
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condrocitos de animales jévenes pueden no ser extrapolables al
paciente osteoartritico, cuyos condrocitos, de mayor edad, son

metabdlicamente menos activos in vitrot138139,

Como alternativa al uso de condrocitos articulares, las células madre
mesenquimales (MSC) constituyen una poblacién de células
indiferenciadas, localizadas en diferentes tejidos, que poseen capacidad
de autorenovaciéon y pueden dar lugar a distintos tipos celulares,
incluyendo el fenotipo condrocitico®®¢°. Fueron descritas por primera
vez como unidades formadoras de colonias a partir de aspirado
medular (BMMSC)é717 y diversos estudios han demostrado su potencial

condrogénico in vitro*%42 e jn vivo’o-83.86.89.143,

A pesar de ser las MSC maés estudiadas, las BMMSC presentan diversos
inconvenientes a la hora de ser aplicadas en terapias de regeneracién
osteocondral, principalmente por el bajo nimero de células con
capacidad proliferativa aisladas a partir de un aspirado medular, que
ademas disminuye con la edad4, de igual forma que su capacidad
proliferativa¥> y su potencial condrogénico'3746. Durante los altimos
afios han sido numerosos los estudios que han demostrado la presencia
de MSC en diversos tejidos, siendo el tejido adiposo la alternativa més

interesante.

Desde que Zuk en 2001 describiera la presencia de ADMSC en el tejido
adiposo” éstas células se han convertido en las grandes protagonistas de
la investigacidn con células madre adultas en medicina regenerativa. Las
principales ventajas de las ADMSC frente a las BMMSC son la
abundancia del tejido adiposo en humanos y la minima morbilidad del
procedimiento de extraccidn, junto con el elevado nimero de MSC que
pueden obtenerse de él. Ademas, diversos estudios han demostrado que

el nimero, capacidad proliferativa y potencial condrogénico de estas
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células no disminuye con la edad'*”'%6, con lo que podrian constituir
una fuente de células ventajosa respecto a las BMMSC para el

tratamiento de patologias en pacientes de edad avanzada.

En el afo 2003 Wickham describié la presencia de ADMSC en el tejido
graso infrapatelar o grasa de Hoffa¥’. La reseccion de la grasa
infrapatelar es habitual en el procedimiento de artoplastia de rodilla,
con el que los cirujanos ortopédicos estan familiarizados, para mejorar
la visualizacién durante la intervencién y evitar posteriormente el
posible pinzamiento del tejido graso; también puede extraerse de
manera segura por via artroscopica. Aunque no se han estudiado las
consecuencias de la resecciéon del depdsito de grasa infrapatelar en
individuos sanos, es poco probable que empeoren los sintomas o la

funcién en pacientes con lesiones osteocondrales significativas'.

Esto ha hecho que en los dltimos 10 afios diversos grupos de
investigadores estén explorando el potencial de las ADMSC derivadas
de grasa infrapatelar como fuente de células para la regeneracién tisular
en patologia osteocondral. La mayoria de los trabajos publicados en
torno al estudio de las ADMSC derivadas de grasa de Hoffa son
estudios /n vitro con muestras de origen humano#2'37.146-160_ qunque
también se han aislado ADMSC a partir de grasa infrapatelar de ratén'e!,

cerdo'®2-64, perro'®5, ternero'é, oveja'>® y conejo'>?:167.

Dado que, en la bibliografia consultada, no se han encontrado estudios
concluyentes sobre la fuente més adecuada de ADMSC en conejo, en
esta tesis se realizd un estudio previo en el que se traté de comparar el
tejido subcutdneo abdominal y la grasa de Hoffa de conejo en términos

de rendimiento celular, UFC, proliferacién y multipotencialidad.
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Rendimiento celular

El rendimiento celular tras la digestion enzimética del tejido graso fue
significativamente superior en el caso de la grasa infrapatelar de conejo
(275células/mg) respecto a la grasa abdominal (57 células/mg). Arrigoni
y cols.’®® obtuvieron resultados similares con grasa subcutdnea de
conejo, mientras que Martinez-Lorenzo'™® y Jurgens y cols.'> muestran
rendimientos celulares superiores a los nuestros, y mas elevados en el
caso de las ADMSC de Hoffa de conejo (700 células/mg) que las de
humano (400 células/mg) en lo que se refiere tanto al nimero de
células aisladas asi como a su capacidad proliferativa durante los

primeros pases.

Bien es cierto que el contaje de ADMSC en la SVF es aproximado
debido a la abundante presencia de otros tipos celulares, por lo que no
se puede asegurar que todas las células objeto de recuento sean MSC, lo
que puede explicar no solo la variabilidad de los rendimientos celulares
en los diferentes estudios si no también la utilizacién de tan diferentes
densidades de siembra para asegurar el cultivo primario: en nuestro
caso, una densidad de siembra 30.000 células/cm? permitié una
correcta adherencia y proliferacién de las poblaciones celulares aisladas
a partir de todas las muestras, sin embargo, en la bibliografia consultada
pueden encontrarse densidades de siembra inicial que oscilan entre las
10.000 células/cm? en conejo'® y hasta 100.000 células/cm? en algunos

estudios con células de origen humano'6155.

Unidades formadoras de colonias

En cualquier caso, dada la ausencia de marcadores especificos de
ADMSC que permitan un recuento fiable de este tipo celular en las

muestras de tejido graso, la frecuencia de las unidades formadoras de
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colonias obtenidas a partir de una muestra tisular es lo que realmente
va a definir la capacidad clonogénica de las poblaciones celulares
aisladas. En este sentido los resultados de este estudio demostraron de
nuevo la superioridad de la grasa infrapatelar respecto a la de origen
abdominal de conejo. A pesar de que no hemos encontrado en la
bibliografia consultada datos referentes a la frecuencia de UFC en el
cultivo primario, otros investigadores que han trabajado con muestras
de origen humano y cultivos en 1P han encontrado también mayor
presencia de UFC en la grasa de Hoffa respecto a la grasa subcutdnea
periarticular’®®>1, mientras que Manferdini y cols.'*® no encontraron

diferencias significativas.

Proliferaciéon celular

Una vez en condiciones de cultivo in vitro, el patrén proliferativo de
las ADMSC derivadas de grasa infrapatelar y abdominal de conejo fue
similar en el cultivo primario y los dos primeros subcultivos mostrando
una fase de latencia de maés larga duracién en el caso del cultivo
primario, posiblemente debido a la presencia de otros tipos celulares y
la adaptacién de las células a las condiciones de cultivo in vitro sobre
superficie pléstica. No se han encontrado en la bibliografia consultada
estudios comparativos de la proliferacién de ADMSC de distintas

localizaciones.

Multipotencialidad

Ambas poblaciones de ADMSC se mostraron capaces de dar lugar a
células maduras de tipo 6éseo y adiposo cuando fueron mantenidas bajo
condiciones de cultivo inductoras de diferenciacién. La calcificaciéon del

medio y la acumulacién de depdsitos lipidicos en el citoplasma celular
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pusieron en evidencia una idéntica capacidad de diferenciacién
osteogénica y adipogénica respectivamente de ambas poblaciones
celulares, de manera similar a lo descrito en numerosos estudios con

diversos tipos de MS(C68.69.168,

Mientras que para la diferenciacién adipogénica y osteogénica de las
ADMSC basta con mantener las células en cultivo en monocapa con los
medios de cultivo inductores de diferenciaciéon, en el caso de la
diferenciacién condrogénica, se hace necesario el empleo de un cultivo
en tres dimensiones, ya sea en formato de pellet celular o empleando
constructos tridimensionales elaborados a partir de diferentes

materiales'sd.

En nuestro caso, para inducir la diferenciacién condrogénica de las
ADMSC expandidas, empleamos un hidrogel elaborado con plasma
sanguineo y acido hialurdnico (cuya especificacién seré expuesta en mas
adelante) en el que fueron incluidas las ADMSC de ambos origenes
(infrapatelar y abdominal) a alta densidad. La adicién de factores de
demostrada capacidad condrogénica como el TGF-B193147.1¢6 promovid
la adquisicién de caracteristicas tipicas condroides por parte de las
células en cultivo, esto es, morfologia redondeada y sintesis de
glicosaminoglicanos. La condrogénesis celular en el hidrogel fue menos
evidente que en otros estudios que emplean la técnica de cultivo en
pellet®848 pero presenta varias ventajas sobre ésta puesto que
proporciona una ambiente més fisioldgico para las células, es més fécil
mantener en condiciones de cultivo y constituye una herramienta
terapéutica més adecuada a la hora de ser aplicada en el &mbito clinico,

puesto que se trata de un constructo de facil manipulacién.

Aunque Mochizuki y cols.”®© han encontrado un mayor potencial

condrogénico de las células derivadas de grasa infrapatelar humanas in
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vitro respecto a las de origen subcutaneo, en nuestro caso, con muestras
grasas de conejo, no encontramos diferencias significativas entre ambas

fuentes celulares.

Esta etapa del estudio demostré por tanto que las ADMSC derivadas de
grasa de Hoffa muestran patrones proliferativos y multipotencialidad
similares a las ADMSC de origen abdominal, pero son superiores en
nimero y capacidad clonogénica por lo que constituyeron la poblacién
celular de eleccion para el desarrollo de las etapas posteriores del

estudio.
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ETAPA-1- ESTUDIO /N VITRO DE LOS SUSTITUTOS CARTILAGINOSOS

Se analizé en profundidad el comportamiento de las ADMSC derivadas
de grasa de Hoffa sometidas o no a diferenciacién condrogénica en el
interior del hidrogel plasmético, y se compard con el de condrocitos
articulares en términos de distribucién celular, proliferacién y exhibicién

de caracteristicas condroides.

La fibrina es un polimero natural y biocompatible que favorece las
interacciones célula-matriz, contiene diversos factores de crecimiento y
puede elaborarse a partir de sangre autéloga, evitando asi problemas
inmunolégicos. Por todo ello, la fibrina se perfila como un vector de
implante a tener en cuenta en la bisqueda del andamiaje ideal para el
cultivo e implante de células en la reparacién de cartilago articular. En
estudios previos se ha demostrado in vitro la capacidad del gel de
fibrina para favorecer la proliferacién de los condrocitos en
cultivoo170.171 - Ademds, el ambiente tridimensional que proporciona la
matriz de fibrina promueve el mantenimiento de la morfologia celular y

la produccién de matriz cartilaginosa.

Por su parte, el &cido hialurénico, como componente mayoritario de la
matriz extracelular cartilaginosa que es, constituye un polimero sintético
biocompatible directamente implicado en el mantenimiento del
fenotipo condrocitico'”2. Este &cido no solo acta como elemento
estructural en el cartilago hialino, sino que también interactia con
proteinas de unidén, proteoglicanos y otras moléculas mediante
receptores celulares especificos que promueven la migracién celular y

facilitan la sintesis y remodelado de la matriz extracelular. Ademas,
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interacciona con los condrocitos estimulando la produccién de

colédgeno y agrecanos'’3.

En nuestro estudio empleamos una matriz elaborada a partir de plasma
sanguineo de conejo y 4&cido hialurdénico al 5%, se activd su
coagulacion con CaCl, y se estabilizd la estructura con écido
tranexdmico. Esta formulacién permitié el cultivo in vitro tanto de
condrocitos articulares como de ADMSC derivadas de grasa de Hoffa

sometidas o no a induccién condrogénica.

Los tres tipos de poblaciones celulares estudiados mostraron una
morfologia redondeada en el interior de las matrices en el momento de
su gelificacién y, posteriormente fueron emitiendo prolongaciones
citoplasméticas que interactuaban con la red proteica, proliferando y
colonizando todo el espacio disponible en el interior de las matrices
con mayor presencia en el borde inferior de la estructura, posiblemente

debido al efecto de la gravedad durante la polimerizacién.

La densidad celular en el interior del andamiaje es un factor importante
a tener en cuenta en el disefio de sustitutos cartilaginosos. Altas
densidades celulares promueven la sintesis de matriz extracelular
cartilaginosa por parte de condrocitos articulares y MSC
probablemente debido a que las interacciones celulares simulan la
condensacién de las células condroides durante el desarrollo
embrionario'74'76157.  Una densidad de siembra de 10¢ células/ml
permitié evaluar el fendmeno de proliferacién y diferenciacién de las
distintas poblaciones celulares en el interior del hidrogel. Las 3
poblaciones celulares mostraron patrones proliferativos similares hasta
las 4 semanas de cultivo, pero a las 6 y 8 semanas el nimero de
ADMSC fue significativamente superior al de ADMSC sometidas a

induccién condrogénica, que era a su vez similar al ndmero de

213



Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

condrocitos en los hidrogeles. Este cambio en el patrén proliferativo
puede relacionarse con el fenémeno de diferenciacién celular, dado que
al favorecerse la adquisiciéon del fenotipo condrocitico, la capacidad
proliferativa de las células se ve disminuida de acuerdo a lo publicado

por Cooper y cols.””7 e Im y cols."78.

Lee y cols. encontraron problemas a la hora de mantener el volumen
de las matrices de fibrina /n vitro puesto que éstas tendian a retraerse al
cabo de pocos dias de cultivo'”. Al igual que en el estudio de Park y
cols.™® en el que la matriz de fibrina se suplementé con &cido
hialurdénico, nuestros constructos celulares mantuvieron su forma y
volumen un minimo de 4 semanas, momento en el que comenzaron a
mostrar signos de retraccién. La presencia de &cido hialurénico vy
tranexdmico en la matriz de fibrina pudo retrasar la retraccién de la
misma'®. En todo caso, la viabilidad de las células no se vio
comprometida por la retraccién de la estructura tridimensional como se

detalla a continuacién.

Durante las 8 semanas de cultivo in vitro pudo observarse la viabilidad
celular en el interior del hidrogel mediante microscopia confocal y
marcaje fluorescente de células vivas y muertas, incluso en las matrices
retraidas. El microscopio confocal, a diferencia del microscopio de
fluorescencia convencional, permite enfocar planos de una muestra de
manera individual, obviando la sefial producida por los planos
superiores e inferiores, lo que aumenta notablemente la calidad de la
imagen. Cada captura que se realiza con la cédmara asociada al
microscopio confocal muestra la sefial de un solo plano, por lo que es
preciso realizar un “barrido” o iméagenes seriadas a lo largo del eje Z
para poder realizar construcciones tridimensionales. Para poder
visualizar las células, se empled un marcaje fluorescente basado en el

empleo de calceina AM y homodimero de etidio como marcadores de
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células vivas y muertas respectivamente. Las células mantuvieron su
viabilidad durante todo el protocolo experimental colonizando la
matriz en su totalidad. El marcaje fluorescente permitié intuir cambios
en la morfologia celular a lo largo del procedimiento que fueron
corroborados mediante microscopia electrénica de barrido y tincién

hematoxilina-eosina.

La morfologia especifica condroide asi como ciertas particularidades
estructurales, como la existencia de lagunas, son algunas de
caracteristicas que se observan en el tejido cartilaginoso nativo y se
persiguen en los sustitutos cartilaginosos desarrollados in vitro por ser
indicativos de adquisicion o mantenimiento del fenotipo condrocitico
por parte de las células en cultivo. Durante la expansién en monocapa,
los condrocitos articulares sufren un reconocido fenémeno de
desdiferenciacién celular3:4132.133 que puede ser revertido mediante el
cultivo tridimensional de las células'3>136, Las matrices de fibrina y acido
hialurénico permitieron la recuperacién de la morfologia condroide por
parte de los condrocitos articulares tras la expansiébn en monocapa.
Mediante microscopia electrénica de barrido pudo observarse la
presencia de células de aspecto redondeado y superficie rugosa
embebidas en lagunas dentro del entramado fibrilar. La técnica de
hematoxilina-eosina confirmé la presencia de células con morfologia
redondeada en el interior de lagunas dispersas por la matriz

tridimensional, pero especialmente en los bordes de la misma.

En el caso de las ADMSC, tanto las imagenes de microscopia electrénica
como los cortes histoldgicos sometidos a tincién hematoxilina-eosina,
mostraron la presencia de células con una morfologia claramente
fibroblastica, con prominentes prolongaciones citoplasméticas que
interactuaban con la red de fibrina llegando incluso a recubrirla

totalmente.
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Cuando estas células eran sometidas a induccién condrogénica, al cabo
de 4-6 semanas tendian a adquirir una morfologia redondeada e incluso
podian observarse formaciones de tipo laguna en la matriz que las
rodeaba al cabo de 6-8 semanas, mostrando claras evidencias de
adquisicién del tipico fenotipo condrocitico. Resultados similares han
sido descritos por Lépez-Ruiz y cols. con ADMSC de origen humano

expuestas a extractos de condrocitos articulares+.

La morfologia y disposicion de las células en cultivo suelen tomarse
como factores indicativos de fenotipo condroide, pero la correcta
diferenciacién condrogénica de las células se completa con su
funcionalidad, esto es, su capacidad para producir matriz extracelular
cartilaginosa, principalmente GAG y coldgeno tipo ll, caracteristicas que
pueden ser evidenciadas mediante tincién azul Alcidn y deteccién

inmunohistoquimica respectivamente®°.

El colorante azul Alcidn se une a los grupos &cidos de los
mucopolisacaridos dando lugar a la formacién de un compuesto salino
de color azul cuando el nivel de pH es suficientemente bajo. Por tanto,
esta tincién permite valorar el fenotipo condrocitico de las células en
base a la presencia de glicosaminoglicanos en la matriz, que son
marcadores de la diferenciacién celular hacia células de estirpe

condroide.

A su vez, la deteccién inmunohistoquimica de coldgeno tipo Il permite
valorar la calidad de la matriz extracelular sintetizada por las células,
asignédndola caracteristicas de cartilago hialino y distinguiéndola del
tejido fibroso de reparacién tipicamente formado por las células

fibroblasticas.

Los constructos conteniendo condrocitos articulares mostraron una

importante tincién con azul Alcidn y presencia de coldgeno tipo Il a las
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2 semanas de cultivo, que se volvid muy intensa a partir de las 4
semanas y se mantuvo durante todo el experimento, demostrando una
re-diferenciacion efectiva de los condrocitos tras su inclusiéon en el

hidrogel tridimensional.

En el caso de las ADMSC no se observé coloracién alguna de la matriz
con la técnica azul Alcidn ni tampoco presencia de coldgeno tipo Il
durante las 8 semanas de cultivo /in vitro. Sin embargo, las ADMSC
sometidas a induccién condrogénica comenzaron a sintetizar coldgeno
tipo Il y acumularlo en la matriz tridimensional a las 4-6 semanas y ese
coldgeno se mantuvo asociado a la matriz hasta las 8 semanas de
cultivo. En cuanto a la sintesis de GAG, mostraron una leve tincién con
azul Alcidn a las 6 y 8 semanas en la periferia de las células en cultivo.
Los resultados indican que la grasa infrapatelar constituye una fuente de
células madre mesenquimales con capacidad de diferenciarse hacia
células de tipo condroide de forma similar a las derivadas de la médula

6sea o el tejido adiposo subcutaneo’s"161,

Asi pues, el empleo de fibrina plasmatica y acido hialurénico permitié la
re-diferenciaciéon de los condrocitos expandidos en monocapa y la
diferenciaciéon de las ADMSC cuando éstas eran cultivadas con medio de
induccién condrogénico. Por el contrario, Solchaga y cols.?* obtuvieron
resultados desfavorables a la hora de promover la diferenciaciéon
condrogénica de MSC en hidrogeles de fibrina, recomendando el uso
de otros materiales como la agarosa. Segin estudios recientes la clave
podria estar en el papel del &cido hialurénico, que promueve la
condrogénesis de las MSC a través del receptor CD44 que estd presente
tanto en los condrocitos articulares como en el 99,9% 73 de las ADMSC
y activa la expresién de diversos grupos de genes que inician la sintesis
de GAG vy colageno tipo Il en las células'7®18. Estos estudios se han

realizado con ADMSC de origen humano, pero se ha observado un
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comportamiento similar en las BMMSC de conejo, que incrementan la
sintesis de GAG y coladgeno tipo Il en matrices de fibrina y éacido
hialurénico superando incluso los valores obtenidos con geles de

agarosa'sl.

Un factor a tener en cuenta y que no se ha incluido en este estudio es el
papel de la carga mecénica a la hora de favorecer la expresiéon del
fenotipo condroide. Son varios los estudios que indican que la
diferenciacién condrogénica de las células mejora cuando son sometidas
a estimulos mecénicos /in vitro, aunque todavia no estd claramente
definida la metodologia ideal para hacer esto (centrifugacién'é, presién

hidrostéatica'é3, ultrasonidos'®' ...).
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ETAPA-2- ESTUDIO /N VIVO DE LOS SUSTITUTOS CARTILAGINOSOS.

EL MODELO EXPERIMENTAL

Para comprobar la utilidad de los sustitutos cartilaginosos disefiados /in
vitro, éstos fueron implantados en lesiones osteocondrales practicadas

en los céndilos femorales de conejos adultos de raza Nueva Zelanda.

El animal de experimentacién

Teniendo en cuenta que ninglin modelo animal reproduce fielmente la
patologia osteocondral humana, el conejo representa una alternativa
asequible apta para las primeras fases de estudio /n vivo de nuevos
tratamientos. Sin embargo, es necesario ser conscientes de que este

modelo experimental presenta diversas limitaciones:

- la articulacién femoro-tibial del conejo es mucho més pequefia
que la humana, con un cartilago més fino, lo que no permite
crear defectos de dimensiones comparables a las lesiones en
humanos’s2.

- La rodilla del conejo frecuentemente muestra una flexién
extrema, lo que hace que la rétula esté sometida a carga
parcial, alterando la distribucién de cargas que se da en la
rodilla humana'ss.

- El empleo de animales genéticamente similares permite obtener
resultados comparables, aptos para su anélisis, pero no
reproduce la variabilidad de la respuesta fisiolégica que tiene

lugar en los pacientes clinicos.

219




Tesis doctoral: Marta Lépez Laguna

Siendo conscientes de sus limitaciones, se ha elegido el conejo como

animal de experimentacién por los siguientes motivos:
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Por su similitud con el modelo humano. Aunque la biomecénica
de la articulaciéon del conejo difiere de la humana, presenta
semejanzas en cuanto a su composicion, estructura vy
crecimiento’®, ademds de mostrar signos de deterioro
progresivo tras una lesion'e.

Por su accesibilidad. A pesar de su pequefio tamafo, las
proporciones de la rodilla del animal son suficientes para poder
realizar la cirugfa sin riesgos considerables, con un facil acceso
quirdrgico a la articulacién.

Por tratarse de un modelo experimental ampliamente utilizado
y documentado en la literatura, en la que pueden encontrarse
numerosos trabajos publicados sobre regeneracién de lesiones
osteocondrales en este animal, lo que permite establecer
paralelismos y comparaciones con nuestro estudio.

Por la disponibilidad de tejido adiposo abdominal e infrapatelar
para la obtencién de biopsias grasas a partir de las cuales aislar
ADMSC.

Ademés, el coste del animal respecto a otros animales de
experimentacién es reducido, asi como su tamafio, lo que
simplifica su estabulacién por el espacio relativamente pequefio
que requiere y menores costes para su mantenimiento. Asi
mismo, se trata de un animal ddcil, lo que facilita su manejo

durante las diferentes fases del estudio experimental.
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La lesién y el implante

Para evaluar la capacidad regenerativa de los implantes se realizaron
lesiones osteocondrales bilaterales de tamafio supercritico en los
coOndilos femorales de los animales de experimentacién. En ellas, se

implantaron los constructos bioldgicos de origen alogénico.

La rodilla es la localizacién més frecuentemente empleada para el
estudio de la reparacién osteocondral porque es la articulacion
diartrodial que més carga soporta y que por tanto, més expuesta se ve a
estrés mecénico, lo que puede desencadenar el proceso degenerativo
articular. La creacién de defectos osteocondrales en la zona posterior de
carga de la superficie articular del céndilo femoral, constituye un
contrastado modelo apto para el estudio de nuevas estrategias
terapéuticas que persigan promover la regeneracién del cartilago
articular, puesto que presenta similitud anatémica con el modelo
humano, un tamafo adecuado, fécil accesibilidad quirlrgica y estéd

sometido a considerables fuerzas de carga.

Varios estudios han demostrado que lesiones osteocondrales de 4 mm
de didmetro y 3 mm de profundidad no regeneran espontdneamente
en el conejo'®'88, de manera que este modelo permite analizar y
comparar el efecto reparador de los diversos tratamientos aplicados
excluyendo la posible influencia beneficiosa que la realizacién de una
lesion de pequefio tamafio podria tener en su reparacidon

espontanea’?”.189,

Para poder analizar un ndmero significativo de casos por tratamiento
aplicado (n=10), se realizaron un total de 40 lesiones en 10 animales de
experimentacién. Al realizar lesiones bilaterales en ambos céndilos
femorales (medial y lateral), pudo obtenerse un nimero significativo de

casos minimizando el nimero de animales empleados. Ademés, al
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utilizar material biolégico de origen alogénico, se minimizé el ndmero
de cirugias al que se sometié a los animales de experimentacion,
reduciendo asi las complicaciones asociadas y sin apreciar signos de

rechazo inmunolégico.

Aunque son muchos los investigadores que emplean material de
implante de origen alogénico'87:1%0, la mayoria de los estudios en
conejo realizan lesiones osteocondrales Unicamente en el céndilo
femoral medial'72.186.190.191 " trasladando directamente al modelo animal la
distribucién de cargas que tiene lugar en la articulacién humana, donde
el condilo femoral medial absorbe el 60% de la carga articular y es por

tanto més propenso a sufrir procesos trauméticos o degenerativos.

Sin embargo, como ya se ha mencionado anteriormente, la
biomecanica de la rodilla del conejo no es exactamente igual a la
humana. La distribucién de cargas en la rodilla de los cuadripedos en
general y del conejo en particular difiere del modelo humano hasta el
punto que diversos estudios han demostrado una distribucién de cargas
balanceada en los condilos femorales'”2193, e incluso aumentada en un

2% en el cdndilo lateral respecto al medial'?4.

Por lo tanto no parece existir justificacibn documentada para la
creacion de lesiones osteocondrales Gnicamente en el céndilo femoral
medial, siendo posible reducir el ndmero de animales empleados
creando lesiones experimentales en ambos céndilos femorales. En
nuestro estudio no observamos diferencias en este sentido, aunque seria
necesario un andlisis exhaustivo de los datos obtenidos para poder

descartarlas definitivamente.
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REPARACION DE LAS LESIONES OSTEOCONDRALES

Las lesiones osteocondrales, que atraviesan la tidemark penetrando en
el hueso subcondral subyacente, muestran un proceso de reparacién
espontdnea que difiere del proceso regenerativo que se persigue con el
empleo de técnicas de ingenieria tisular. El acceso a la vascularizacién
subcondral hace que el defecto se rellene de sangre y se forme un
codgulo de fibrina que activa la movilizacién, proliferaciéon y
diferenciacién de las células madre mesenquimales de la médula &sea.
Estas células se diferencian hacia condrocitos pero rdpidamente la matriz
cartilaginosa degenera forméndose un tejido fibro-vascular de
reparacién que poco o nada tiene que ver con el cartilago hialino
articular, tanto en su composicidn y estructura como en sus propiedades
biomecénicas3. El implante de los constructos empleados en este estudio
pretendié desviar la accién reparadora fisioldgica hacia un proceso

regenerativo que restituyese la estructura y funcién articular normales.

Grupo I: hidrogel acelular

Al contrario de lo que se ha descrito con el empleo de pegamentos
fibrina comerciales, que permanecen acelulares tras su colocacién en la
lesion osteocondral'®s, el implante del hidrogel acelular de plasma vy
acido hialurénico empleado en nuestro estudio fue invadido por células
provenientes de la médula 6sea, que produjeron un tejido blanquecino,
de aspecto opaco e irregular que en el 50% de los casos no consiguié
recuperar la fisionomia de la superficie articular y en el resto lo hizo de

manera incompleta.

A nivel microscépico, el tejido de relleno correspondié a un tejido de
tipo conectivo, mas o menos laxo y solo en uno de los casos se observd

algin foco de tejido condroide hipercelular. Resultados similares
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obtuvieron Park y cols. al emplear matrices de fibrina y acido
hialurénico para la regeneracién de lesiones en el canal troclear de

conejos adultos™.

Para mejorar la consistencia y el efecto condrogénico sobre las MSC
provenientes de la médula &sea, algunos autores han optado por
combinar la fibrina y el acido hialurénico con otras sustancias como la
gelatina o el coldgeno, aunque los resultados de los estudios /in vivo
muestran efectos dispares: Hay-Reem y cols. encontraron un mayor
efecto condrogénico al emplear hidrogeles de plasma rico en plaquetas
con gelatina, pero con sobrecrecimiento del tejido cuando era
implantado en lesiones osteocondrales creadas en el canal troclear de
conejos adultos'”!, mientras que Filova y cols. combinaron fibrina, &cido
hialurénico y coldgeno tipo | obteniendo un tejido de relleno

fibrocartilaginoso en las lesiones experimentales'®é.

Asi  pues, los resultados del presente estudio demuestran la
biocompatibilidad del andamiaje empleado, pero el proceso reparativo
que se observa recuerda al que tiene lugar en las lesiones no sometidas
a tratamiento descritas por numerosos autores's¢, por lo que puede

considerarse el grupo control del protocolo experimental aplicado.

Grupo ll: hidrogel con condrocitos articulares

La introduccién de condrocitos articulares en el hidrogel plasmético
produjo una mejora considerable en los resultados, observdndose signos
de regeneracién condral que lograron recuperar la superficie articular y
rellenar la lesién con un tejido blanquecino macroscépicamente similar
al cartilago sano adyacente en la mitad de los casos estudiados, siendo

este tejido de relleno de aspecto opaco en la otra mitad.
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El anélisis histolégico revelé que el tejido de relleno de la fraccién
condral del defecto correspondia en todos los casos a un tejido
cartilaginoso de tipo hialino en el que se observaron células
condrociticas dispersas, en grupos o clusters, e incluso en disposicion
columnar. Aunque la presencia de condronas hipertréficas es un signo
degenerativo en el cartilago sano, en el caso del tejido lesionado se
interpreta como un fendmeno positivo puesto que la proliferaciéon

condrocitica es la base de la formacién del neocartilgao?.

El constructo celular mostré una perfecta integracién con el cartilago
sano adyacente. Algunos estudios con polimeros sintéticos como el
4cido poliglicdlico (PGA) muestran buenos resultados en lo que se
refiere a la formacién de cartilago hialino en la lesién, pero dificultades
a la hora de integrarse con el tejido sano, apareciendo fisuras y
discontinuidad fisica entre el implante y el tejido adyacente™’. Sin
embargo cuando ese mismo material es combinado con fibrinégeno la
integracién del implante en la lesién es completa'®s, al igual que en
nuestro estudio. Asi pues, la inclusién de fibrina en la composicién de la
matriz parece favorecer la integracién del implante, convirtiéndola en
un elemento muy beneficioso en el disefio de andamiajes para

ingenieria tisular.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por otros grupos que
han empleado condrocitos autélogos o heterélogos embebidos en
matrices de fibrina, &cido hialurénico o combinaciones de ambos
elementos para la regeneracion de lesiones osteocondrales!7211.19_ Estos
grupos sin embargo, localizan las lesiones en el canal troclear, sometido
a menor carga, y emplean fibrinégeno comercial para la elaboracién de
la matriz tridimensional. Asi pues, nuestro estudio demuestra que
pueden obtenerse resultados regeneradores similares en zona de carga,

como es la region medial de los céndilos femorales, y empleando
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matrices plasmaticas que pueden ser elaboradas a partir de fibrina

autéloga.

A pesar de los prometedores resultados histolégicos, no se consiguid la
recuperacién completa de la lesién, por lo que seria conveniente
introducir mejoras en la técnica y comprobar la evolucién de las
lesiones a largo plazo. Algunos autores apuntan a la introduccién de
factores de crecimiento que promuevan la dptima formacién de tejido
cartilaginoso. En este sentido, el enriquecimiento en plaquetas de la
fraccidon plasmética de la matriz podria constituir una fuente de factores
de crecimiento promotores de la proliferacién celular, aunque su papel
en la condrogénesis no estd del todo claro. Togharaie y cols.
obtuvieron resultados perjudiciales en este sentido con la formacién de
tejido de tipo conectivo cuando emplearon PRP en combinacién con
condrocitos articulares en lesiones condrales del surco intercondileo
femoral en conejos'”'. Otra posibilidad es la transfeccion de los
condrocitos para que sinteticen factores que promuevan la
condrogénesis in vivo como las proteinas morfogenéticas de hueso
BMP-2 o BMP-7. Se necesita profundizar en el estudio del papel de
estos factores puesto que se han descrito resultados dispares que van
desde la ausencia de mejora en la evolucién de la lesién respecto al uso
de condrocitos no transfectados'®®, hasta la formacidén de hueso

ectépico’™.

Grupo lll: hidrogel con ADMSC

La aplicacion de ADMSC no sometidas a diferenciacién condrogénica en
combinacién con distintos andamiajes ha sido investigada para el
tratamiento de lesiones osteocondrales en conejo dando lugar a

resultados dispares.
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Varios autores describen formacién de tejido condroide en las lesidnes
tratadas con ADMSC indiferenciadas®97-200201 |o que implica una
diferenciacién de las células /in sittP*. Oliveira y cols. llegaron incluso a
obtener mejores resultados que con el empleo de condrocitos
articulares como componente celular®®, aunque Nathan describié la
degeneracién a largo plazo de la superficie articular que mostraba
signos de regeneracién a las 12 semanas de estudio®®. Otros, como Koga
y cols. resefian resultados poco favorables, concluyendo que mientras
las BMMSC muestran potencial condrogénico /in vivo, las ADMSC no lo
hacen, siendo estas Gltimas poco recomendables para el tratamiento de

patologias condrales2°2.

Del mismo modo, en nuestro estudio obtuvimos resultados
heterogéneos, pero predominantemente de tipo reparador,
encontrando signos de regeneracién en tan solo 2 de los casos
estudiados (25%). En el 75% de los casos la superficie articular no se
encontré conservada y la lesidn estaba rellena de un tejido blanquecino
opaco que histolégicamente correspondié con tejido conectivo
vascularizado y recubierto de una capa superficial que recordaba a la
membrana sinovial. En los dos casos en los que macroscdpicamente la
lesion estaba rellena de un tejido blanquecino pero brillante vy
consistente, similar al cartilago sano adyacente, microscépicamente
hallamos una matriz fibrilar con algunos focos de tejido condroide y
condronas hipertréficas pero siempre recubiertos de una capa fibrosa

superficial.

En este grupo experimental pudieron observarse células gigantes
multinucleadas asociadas a la presencia de espiculas &seas residuales. A
pesar de que en todos los grupos se encontraron restos del tejido dseo
implantado en el hueso subcondral, como se explicard mas adelante,

solo en este grupo aparecieron células gigantes multinucleadas.
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Igualmente, Im y cols. encontraron células gigantes multinucleadas en el
tejido de reparacién de lesiones osteocondrales en conejo tratadas con
ADMSC embebidas en matrices de PCL?%. No pudiendo identificar
claramente el significado de la presencia de este tipo celular Gnicamente
en las lesiones tratadas con ADMSC no diferenciadas, tanto en el
trabajo de Im como en nuestro estudio la reaccién inmune queda
descartada puesto que no se observa infiltracién linfocitaria. La ausencia
de tejido condroide en las zonas donde hay células gigantes de cuerpo
extraflo junto con la presencia de vasos sanguineos indica que estas
caracteristicas generan un ambiente hostil para la formacién de cartilago

hialino.

En empleo de ADMSC no diferenciadas es por tanto controvertido en la
regeneracion de lesiones osteocondrales, sin embargo parece tener un
efecto condroprotector evidenciado en procesos osteoartrésicos. El
proyecto “ADIPOA”, desarrollado en Francia y financiado por la Unién
Europea, trata de comprobar la seguridad y eficacia de la aplicacién
intra-articular de ADMSC en pacientes con osteoartritis. Se han
obtenido resultados prometedores en la primera fase del estudio, en la
que se ha comprobado que la aplicacion de ADMSC de origen
subcutdneo o infrapatelar, mediante uso autélogo o alogénico, inhibe la
inflamacién sinovial, la formacién de enteséfitos y la degradacién del
cartilago en modelos animales de osteoartrosis'0-193167_ Actualmente hay
en marcha un ensayo clinico en fase | para evaluar la seguridad vy
eficacia de la aplicacién de ADMSC mediante inyeccién intra-articular

en pacientes con osteoartrosis moderada o severa.

A la vista de nuestros resultados y los de otros grupos, parece que las
ADMSC indiferenciadas presentan limitaciones a la hora para el

tratamiento de lesiones osteocondrales. Pero no podemos descartar su
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utilidad, siendo necesario llevar a cabo estudios complementarios que

validen los resultados obtenidos, incluyendo estudios a largo plazo.

Grupo IV: hidrogel con ADMSC diferenciadas condrogénicamente

La diferenciacién condrogénica de las ADMSC /n vitro previamente a su
aplicacién en lesiones osteocondrales mejoré la respuesta regenerativa
del implante. A nivel macroscdpico se recuperé la superficie articular y
la lesién se rellené de un tejido blanquecino de aspecto similar al
cartilago sano adyacente en el 50% de los casos, mientras que en el

otro 50% tenfa una aparicencia opaca, menos lustrosa.

Microscépicamente pudo apreciarse una buena integracién del tejido
neoformado con el cartilago sano adyacente, de manera similar a lo
publicado por Dragoo y cols. que emplearon fibrina autéloga y ADMSC
para el tratamiento de lesiones osteocondrales en céndilo femoral de
conejo’®. De nuevo, parece que la fibrina favorece esta integracién
puesto que tanto nuestro estudio como el de Dragoo y cols. mostraron
mejores resultados en este sentido que aquellos que emplearon
polimeros sintéticos como la poli-caprolactona203, y cuando la fibrina

fué utilizada junto con éstos mejord su integracién?.

El estudio histolégico evidencidé la presencia de un tejido condroide
atipico en el que se observaban células de aspecto condrocitico
dispersas en una matriz fibrilar que en ocasiones se disponian en parejas
e incluso llegaban a formar pequefas hileras. Resultados similares han
sido obtenidos por otros grupos investigadores que han encontrado un
tejido de tipo condroide ligeramente distinto al del cartilago articular
nativo tras tratar lesiones osteocondrales en el canal femoral troclear de
conejos con ADMSC diferenciadas condrogénicamente y embebidas en

diferentes tipos de andamiajes?8.100.178,
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Asi pues, la regeneracion tisular alcanzada con el empleo de ADMSC
diferenciadas condrogénicamente no fue completa. Seria recomendable
realizar estudios a més largo plazo para comprobar la evolucién de la
lesion. Algunos estudios, como los de Cui y cols., que emplearon
ADMSC diferenciadas condrogénicamente junto con matrices de PLA-
PGA en un modelo porcino de lesién osteocondral, muestran que el
tejido de naturaleza fibrosa presente en la lesidon desaparece a las 24
semanas, sustituyéndose por un tejido claramente hialino con una
disposicién zonal adecuada de las células condroides™, que llega incluso
a superar a la regeneracion alcanzada con el empleo de condrocitos

articulares®s.

Junto con la evoluciébn a largo plazo, la optimizacién de la
diferenciacién condrogénica in vitro previamente al implante del
constructo es también un objetivo deseable. Mientras que en nuestro
estudio el empleo de ADMSC diferenciadas condrogénicamente en el
hidrogel plasméatico promovié la formacién de tejido cartilaginoso
atipico, en el estudio realizado por Dragoo y cols.”> con ADMSC
diferenciadas condrogénicamente mediante la técnica de cultivo en
micromasa antes de su inclusién en matrices de fibrina a muy alta
densidad (4,5x10¢ células/300 ul), se tradujo en la formacién de
cartilago hialino en un 92% de las lesiones osteocondrales tratadas. Sin
embargo, el tiempo de estudio fue de solo 8 semanas y no tuvo lugar
una correcta restitucién de la tidemark, lo que podria provocar

degeneracién del injerto a largo plazo.

Una variable que seria recomendable definir es la densidad celular del
implante condral. En nuestro caso empleamos 10¢ células/ml para la
construccién de las matrices in vitro, que en el momento del implante,
3 semanas después, podrian estimarse en 1,5x10¢ células/ml que

promovieron la formacién de un tejido de adecuado nivel de
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celularidad en la lesién. A pesar de que existe un importante consenso
sobre la necesidad de utilizar altas densidades celulares para la
regeneracion condral, cuando comparamos los estudios disponibles in
vivo, encontramos una alta variabilidad que va desde la aplicacién de
1x10¢ 9> a 15x106 "8 células en las lesiones. Aunque podria pensarse que
los resultados de aplicar un mayor nimero de células pueden estar
asociados a una mejor produccién de fenotipo celular y matriz
condroide, seria necesario establecer el niUmero ideal de células a aplicar

por unidad de volumen de tejido tratado.

Reconstrucciéon del lecho 6seo

Con objeto de hacer también un seguimiento del proceso reparador en
el lecho 6seo de la lesidn, se realizd un estudio de la dindmica 6sea
mediante marcaje con fluorocromos. Los fluorocromos empleados para
evaluar el proceso de remodelado &seo son sustancias que tienen
afinidad por el calcio, de manera que son incorporadas al frente de
mineralizacién del hueso neoformado, y pueden ser posteriormente
visualizadas en preparaciones histolégicas por su fluorescencia mediante

excitacion con luz ultravioleta o luz azul.

En nuestro estudio, la formacién del -cartilago articular estuvo
supeditada a una correcta disposicién del hueso subcondral. Algunos
investigadores, como Oda y cols.’®” y Cheuk y cols.’0, aplican
directamente el sustituto condral sobre la base del defecto
osteocondral, en contacto con el hueso esponjoso subarticular. Esto
conduce a la formacién de tejido condroide en todo el volumen de la
lesién, no respetando la disposicidon hueso-cartilago de la regién
articular y alterando enormemente sus propiedades biomecanicas'#0187,

Dragoo y cols.” rellenan la fraccién 6sea del defecto con pegamento de
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fibrina para minimizar el acceso de las células sanguineas a la fraccién
condral, esto facilita la generacién de cartilago hialino en la superficie
articular y posibilita la recuperacién del hueso subcondral, pero dificulta
la correcta formacién de una tidemark que impida la degeneracién del

tejido a largo plazo.

La reconstrucciéon del lecho éseo es por tanto imprescindible para
mantener la congruencia estructural del tejido osteocondral. Segun los
resultados de nuestro estudio, el empleo de aloinjerto 6seo puede
proporcionar cierto soporte estructural durante las primeras fases de
recuperacion vy, tal y como revela el seguimiento de formacién 6sea con
fluorocromos, es répidamente sustituido por tejido éseo neoformado
que es sometido a procesos de remodelacién mas intensos a partir de la

octava semana.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos

establecer las siguientes conclusiones:

1-

La grasa infrapatelar constituye un depdsito graso facilmente
accesible a partir del cual puede obtenerse un gran nimero de
células madre mesenquimales con capacidad proliferativa y
multipotencialidad similares a las ADMSC derivadas de tejido

subcutaneo.

Los hidrogeles elaborados a partir de plasma sanguineo y acido
hialurénico permiten la re-diferenciacién de los condrocitos
articulares expandidos en monocapa asi como la adquisicién de

caracteristicas condroides por parte de las ADMSC in vitro.

Lesiones osteocondrales de 4x3 mm en la zona de carga de los
cdndilos femorales de conejos adultos permiten establecer
diferencias a corto plazo entre distintos tratamientos celulares.
Se necesitan tiempos de evolucién superiores a 12 semanas para

comprobar la efectividad final de los mismos.

La regeneracién de la lesién condral estd supeditada al correcto
restablecimiento de la arquitectura del hueso subcondral. La
aplicacién de aloinjerto éseo triturado es adecuada para este fin,
aunque debe garantizarse su fijacién en la parte 6sea de la lesién
osteocondral, evitando la presencia de espiculas 6seas residuales

en la fraccién condral del defecto.
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236

5-

La aplicacién de condrocitos articulares embebidos en la matriz
plasméatica empleada en este estudio promueve la formacién de
cartilago hialino in vivo. Se necesitan tiempos de estudio
superiores a 12 semanas para comprobar si finalmente el
constructo es capaz de provocar la regeneracién completa de las

lesiones osteocondrales.

Las ADMSC deben ser diferenciadas condrogénicamente
previamente a su aplicacién en lesiones osteocondrales. Aun asi,

el tejido que producen /in vivo es un tejido cartilaginoso atipico.
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ANEXOS

ANEXO-I-MATERIAL

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA
Acido ac8ticO...cveururnrrrrerererennne. Sigma-Aldrich.......ccveveveeeeeereieierennnns A9967
Acido acético glacial .................... FIUKA cveveveeeireeeeeeieeeseiese e 1005706
Acido ascOrbico .....ovvreverererennnen. Sigma-Aldrich.......cccccceiiiiiinninin, 534064
Acido clorhidrico ..........cevevevenen... Sigma-Aldrich.......ccveveveeeeeereieierennnns H1758
Acido fosfotungstico .................... MercK.....ueiiiiiiiiiiiiiii, 1.00583.0100
Acido hialurénico ..........ccccocuu..... Bioibérica .....coevvveeeeiieiiiiiieiieeeee, 864389
Acido tranexamico....................... Rottapharm .......ceeeeeeeeiiiiieienenennnn. 672018
Agua destilada T L........ccoovvnnnnnns Laboratorio Farmac...........cccccceeunee. 346189
Alizarina.....coooeeeeieeemieeieneecceeennne. Sigma-Aldrich.......ccooviiiiinniiiiiinnnnnee. A3882
Anfotericina B ....cccouueeiiiiiiiiannnn. Sigma-Aldrich.......ccooviiiiiniiiiiinnnnnee. A9528
Anticuerpo coldgeno Il................. Calbiochem .....cccoiiiiiiiiiiiiiiiicceeeee CP18
Azul alcidn.....oooeeiiiiiiiiiiieiiiiiennne. Sigma-Aldrich.......cccoiiiiiiiiiiiiiinnnneee. A3157
Azul tripdn 0,4%..ccuuueeeirieeeeannnnee. Sigma-Aldrich.......cccoiiiiiiiiiiiiiinnnneee. T8154
@1 [el=1 o - N PR Sigma-Aldrich......cccceeviiiiiiiiiiiiiinnnan. CO875
Cémara Neubauer ............euuue...... Paul Marienfeld GmbH ................oeeeeeee. -
Cassette de histologia 1 celda ....... Deltalab.....ccouuuueeiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeee, 554143
Cassette de histologia 2 celdas...... LabboX ..oeeeeiiiiieeiieeece e, 127300
Clorhidrato de cisteina................. Sigma-Aldrich......cccceveiiiiieieeeennees C1276-10G
Cloruro célcico (CaCl2)................ Braun Medical .....ccccevvuevevvvennnnnnne.. 635656
Colagenasa tipo l......eeeeeeeeeeennnnnne. SEIVA ceveiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 1745401
Colistimetato s6dico .........ccuuuuen. GES e 838185.2
Criovial 1,5 ml.ccccieiiiiiiiiiinnnes Deltalab......cccooumeiiiiiiiiicinnnnneeeen, 409105.1
Cristal violeta- (kit tincién Gram) .Sigma-Aldrich.........cccooiiiiiiiniiiiiinies HT90A
Cubreobjetos de vidrio (24X50) ..Menzel-Glaser.........ccceeevveeevnenennnnnns AC1575
Demeclocicling ......ccoceeeveeuuneennnnes Sigma-Aldrich......ccccoviieiiniiiiinnnnnnee. D6140
Dexametasona.........cceeeveeuunuennnns Sigma-Aldrich......ccccoviieiiniiiiinnnnnnee. D4902
EOSINA Y e Sigma-Aldrich......ccccoeviiiiiiiiiinnnnee. HT110216
Etanol 96° .....coovieiiiiiiiieieeeeeeee, Panreac......ccccceeeeeeieiiiiieeeeeee, 121085.1211
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Etanol absoluto ...........ccceeeeennnnn. Panreac.....ccceeeeeeeneeeeieneneeeennnnne 121086.1211
Filtro de vacio 150 ml- 0,22pm....Millipore .........cceeeeeeeeeeeennnnnnnn. SCGPUOI1RE
Filtro de vacio 250 ml- 0,22pm ... Millipore .........ccceeeeeeeeeeennnnnnn. SCGPUO2RE
Filtro de vacio 50 ml- 0,22pm.....Millipore .........ccceeeeeeeeereennnnnnn. SCGP00525
Frasco de cultivo 25 cm2.............. TPP e, TPP90026
Frasco de urocultivo .................... Soria Genlab ......ccceeveeeeeeieeeeeennes FRM100EU
Glutaraldehido .....c...ueeeeeeeeeenneee. Sigma-Aldrich.......ccccciieeennnees G5882-50ML
Hams's-F12 .....ooooviiiiiiiiiiiini, PAA Laboratories GmbH.................. E15-016
Hematoxilina de Gills, 3 .............. Sigma-Aldrich........cccoiiiiiiiinnnnninee. GHS316
Hematoxilina de Mayer-............... Sigma-Aldrich.......cccoiiiiiiiiiiiiiinnnneee. S1275
Hematoxilina férrica de Weigert ..Sigma-Aldrich........ccccccoiiiiinnniiieee. HT1079
HistofiX .ooovvvveeiiiiiiiiieiieeeee, Panreac......ccccceeveviiiiiiiiiiiiiiiienen, 256,462
Hojas de bisturi N222 .................. Braun Medical .....coeevvuueeevvnneneennnnnnns BB522
Indometacing ......cceeeeeeeeeennncennnnns Sigma-Aldrich.......cccooiiiiiiiiiiiiinnnnnee. 17378
INSUliNG ..oeeeeiiiiieee e Sigma-Aldrich.......ccooiiiiiiiiiiiiinneee. 10516
Isobutilmetilxantina ......cccccccceee Sigma-Aldrich.......ccooiiiiiiiiiiiiinnneee. 17018
Jeringa 10 ml...coovviinininniiiinnnnnnn. Braun Medical .......ccccoeveuunnnnneen. 4606108V
Kit Life/Dead® .......cccooeeuuumueneeeenn. Life Technologies ...........ccceeeeeeeeennnnn. L-3224
L-Glutamina......cccccceevrveennnnneeeenn. PAA Laboratories GmbH............... M11-004
Mango de bisturi N4 .................. NOPa..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ADO10/04
Medio base de cultivo (DMEM)..PAA Laboratories GmbH................ E15-005
Medio de montaje (DPX)............. Sigma-Aldrich......cccoeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeenees 44581
Metanol .......eeeeeeeieee Sigma-Aldrich......ccceviiiiiiiiiiiiieeneennnes 534013
Metilmetacrilato ..........cccceeveunnnnns MercK....ueeiieeiiiiiiiiiicciine. 8.00590.1000
Nitrato de plata.....ccccccuueeeerreennenn. Merck..ouuueeeeeeieeeeiiiiieeeneeeeeeee, 1.01512.0100
Nuclear fast red .....cccceuuueeereeeeeenn. Sigma-Aldrich......ccoeiiiiiiiiiiiiiiiennnae. N3020
Oil red-O .o Sigma-Aldrich......ccoeiiiiiiiiiiiiiiiennnae. 00625
Pafio estéril.........coeveveieiiieeeeeeennn. Medline......eeeeeeeeee 15212CEB
Parafilm....ccceeeeriieeeeeeeeeeeeeee, Pechiney .....ccouuueeeiiiiiiiiiiiicieneeeeeee, PM-966
Parafina......cccceeeeeieeeeeeieieeeeeeee, MercK...eeeeeeeeee 1151619025
Paraformaldehido 4% ................. Panreac......ccccceeeeeeieiiiiieeeeeee, 252931.1211
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MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA
Penicilina/Estreptomicina (P/S) .....Sigma-Aldrich........................ P4333-100ML
Pipeta serolégica 1 ml estéril ........ Labclinics .o, PNIE1
Pipeta serolégica 10 ml estéril ...... Labclinics .oooevveeeeiiiiiiiiiieiiiie, PNI1OET1
Pipeta serolégica 5 ml estéril........ Labclinics .ooovveeeeeiiiiiiiiiiiiiice, PN5E1
Placa multipocillo 24 ................... TPP e, TPP92024
Placa multipocillo 96 ................... Labclinics ..oooveeeeeeeieieeeeieeeeeeeeeeee, 256510
Placa Petri 96 mm .........cceeeennnn. Deltalab........cccccevviiiiiiiinnnnnnnnnnnnn. 200209
Placas multipocillo 6.................... BD Biosciences .......ccceeveuuuueereeecenen. 353046
Ponceau de xilidina...................... MercK....eeeeeeee 1.15927.0025
Portaobjetos.....c.cceeevevvuerieennnnnn. Menzel-Glaser.......cccceeevvuennnnn. J3800AMNZ
Propilenglicol ......ccoovreiiiieiiieennnees Sigma-Aldrich........cccoiiiiiiiinnnnnnnn. 134,468
Punch quirdrgico.......cccceveuuneeennes Stiefel .o, 006-0004
Puntas 0,5-10 ul.cceeeneevenieeennnnens LabbOX ..evveeeeieiiieeeevieeeeees TIPP-011-1kO
Puntas 100-1000 Ul .....c.eeveevvnnnnnnne LabbOX ..evveeeeieiiieeeevieeeeees TIPP-1K1-1KO
Puntas 2-200 Ul .....evevvenereeinnnnns [IF=10) 070 ) TIPP-200-1KO
Recipiente plastico T L....c............. Deltalab....cccouuuuieeiieiiiiiiiieeeieeeeeeee, 241013
Revelado inmunohistoquimica .....Vectorlabs...........ccccceeeeeeeeeeennnnnnnn. PK-4002
Rojo alizarina........ceeeeeeeeeeeeeeennn. Sigma-Aldrich......cccoeiiiiiiiiiiiiiineeeeanee. A5533
Safranina-O ........eeeeeeeeeeeeeieiiiennnee. Sigma-Aldrich......cccooeiiiiiiiiiiiineineeeenens $8884
Suero bovino fetal .......ccccoeeuunnnene LINU oo, 50181
Suero fisiolégico estéril 250 ml.....Braun Medical ........ccccceuuuunnnnneee. 3570380
Suero fisiolégico estéril 500 ml.....Braun Medical .......ccccceeuuuunnnnnnee. 3570470
Sulfametoxazol-Trimetoprima....... Almofarma ......cceeveveeeeerreeeeeennnnn. 656754.8
Sulfato de sodio.........ccceevrveunnnnns Prolabo .....cccovueviiiiiiiiiiiinnnen, 28111.296
Tampén fosfato salino (PBS) ........ Sigma-Aldrich.......ccoeeeiiiiiiiieeeeeenens P5493-1L
TGF-BT e, Sigma-Aldrich......cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. L3408
Tobramicina ....cccceeeeeeeeeeeieeeenennnn. Braun Medical ........cceeevveiriiiennnnnnnn. 600551
Tripsina/EDTA 0.25% (T/E) ......... Sigma-Aldrich......ccccceeeeeennne. T4049-100ML
Tubode 15 ml..ccceeiiiiiiiiiiinnn. Deltalab.......cccoeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeee. 429946
Tubode 50 ml ..ccceeeeiiiiiiiiinnn. Deltalab.......cccoeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeee. 429926
Tubo de citrato trisédico.............. BD Vacutainer Systems ................... 367704
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Vancomicina..........cccoeeeeninnnnnnnnnn. Normon .......cccvvvviiiviiiiiiiiiiiiiiinnn. 618694.7
Verde luz.......ccoeeviiiiiiiiiinnnnnneen. Sigma-Aldrich.......cccccciiiiiiinnnn B4014
Verde rdpido.......cccccovvvunnnnnncennn. Sigma-Aldrich.......ccccccciiiiiiinnnnin. F7258
Naranja de xilenol.......ccccccceeeeeee. Sigma-Aldrich.......ccccccciiiiiiinnnin 33,825
Xilol e, Sigma-Aldrich.......ccccccciiniiiinin $34056
B-Glicerolfosfato .........ccccevvnnnnnns Sigma-Aldrich.......ccccccceiiiiiiinnnn G9891
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ANEXO-1l- PROTOCOLOS

PROTOCOLO ANESTESICO
S.E.A_.animalario omg TEL- 9.1.1
Anestesiade roedores|Rev:
v Lagomorfos 31./5/2012
PNSEA#2 Paginalde 7

1- PROPOSITO

Describir los procedimientos de anestesia general utilizados en los
roedores y lagomorfos més comunes de experimentacién, que sirvan
de guia a los investigadores.

2- AMBITO

Aplicable a todo animal sometido a cualquier proceso experimental o
quirdrgico que provoque dolor en los animales, a menos que su uso
este contraindicado por razones cientificas, argumentadas por escrito
por el investigador.

3-INFORMACION REQUERIDA

Todo investigador cuyo proyecto necesite utilizar agentes anestésicos
deberéa rellenar un formulario de solicitud de utilizacién de agentes
anestésicos, para facilitarle posteriormente el suministro de farmacos
(ej. ketamina, pentobarbital, etc) que requieran receta veterinaria. El
investigador serd responsable del uso y conservacién adecuada del
mismo, llevando un registro de utilizacion y solicitando con
antelacién su reposicién.

4- SEGURIDAD

Todas los agentes anestésicos deberédn almacenarse en lugares con
acceso exclusivo a personal autorizado y manipularse de forma
adecuada.
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5- PROTOCOLOS DE ANESTESIA PARENTERAL ACEPTADOS PARA
ROEDORES ADULTOS
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5.1 Consideraciones:

Utilizar en procedimientos que requieran una anestesia

de corta duracién

(< 1 hora).

Evaluar el estado sanitario. No emplear en animales
con problemas hepéticos o renales.

No usar en hembras gestantes o con camadas, estas
drogas pueden difundir a través de la barrera placentaria
y de las glandulas mamarias.

Pesar los animales antes de administrar el agente
anestésico para su correcta dosificacion.

Utilizar la mitad de la dosis inicial si se requiere una

nueva administracidn.

Asegurarse de la correcta administracidon; retraer el

embolo de la jeringa,(ejercer una presién negativa) para
descartar la salida de sangre, contenido intestinal, etc.

Emplear una jeringuilla estéril con cada animal.
La duracién de la anestesia puede ser variable, segin el

individuo.

Emplear una manta calefactora durante y después de la
cirugia, para controlar la hipotermia debida al
anestésico.
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Vias de administracién

Especie IM IP SC v
(intramuscular) | (intraperitoneal) | (subcutdnea) |(intravenoso)
Musculos Cavidad Pellizco piel | Vena de la
posteriores del abdominal, del cuello cola,
Ratén | muslo lateral a la linea | Aguja de 25 G| coccigea
20-25 g | Aguja de 25-27 G | media x 5/8” Aguja de 30
x 5/8” Aguja de 25 G x Gx1/2”
5/8"
Musculos Cavidad Pellizco piel | Vena de la
posteriores del abdominal, del cuello cola,
Rata | muslo lateral a la linea | Aguja de 23 G| femoral,
200 g | Agujade 25 G x | media x17 yugular
5/8” Aguja de 23 x 17 Aguja de 25
G x 5/8”
Mdsculos Cavidad Pellizco piel |Vena
. | posteriores abdominal, del cuello marginal de
Conejo | el musl lateral al Aguja 21 G x |la orej
2.5 kg el muslo y ateral ala \guja X | la oreja
lumbares linea media 1 Aguja 21 G x
Aguja23 G x1” |Aguja21Gx1” 1
Mdsculos Cavidad Pellizco piel | Vena femoral
Cobaya posteriores abdominal, del cuello Vena safena
350 del muslo lateral a la linea | Aguja de 23 G| Aguja de 30
Aguja de 25 G x | media x 17 Gx1/2”
5/8” Aguja de 23 x 17
Masculos Cavidad Pellizco piel | Vena yugular
. posteriores del abdominal, del cuello Aguja de 27
Héamster . . ”
80-120 g mus!o latergl a lailmea Agu;a”de 25G|Gx 5/8
Aguja de 25 G x | media Aguja de |x 5/8
5/8” 25 G x5/8”
Vias P.0 1P \% IM SC 1D
(oral)
Vol.
méx. 10 10 5 10,05 (ml/kg/| 2-5 (ml/kg/ 0,05-1
ml/kg | ml/kg | ml/kg lugar) lugar) (ml/lugar)

- IV: inyeccién del inéculo en periodo relativamente corto de

tiempo (aproximadamente 1 minuto)

- SC: el volumen depende de la flacidez de la piel del animal y
por lo tanto, del potencial del espacio subcutdneo. En caso de
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utilizar volimenes mayores habrd que utilizar multiples puntos

de inoculacién.

- ID: el volumen depende del espesor de la piel que varia con el
lugar y la especie. El nimero méximo de puntos de inoculacién

es 6.

- IM: este es volumen para un Gnico punto. La utilizacién de més
de un miembro puede producir cojera

de un punto en mas
multiple.

5.2 Anestésicos

. DOSIS DURACION
ANESTESICO ESPECIE (mg/kg) VIA (minut
Ketamina/Diazepam/ )
Atropina Ratén 50/5/1 IP 20-40
Ratén 75/1 1P 20-60
Ketamina/medetomid | p4t4 75/0.5 P 20-60
ina Coba 40/0,5 IP 20-60
Conej 25/0,5 IM
Ketamina/Xilaci Ratén 50/5/1 IM, 20-40
na/ Rata  |50/5/1  |IM, 20-40
Ratén 50- IM, 20-60
Rata 40- IM, 20-60
Ketamina/Xilacina Coba 40/5 P 20-60
Conej 35/5 IM 20-60
Héms 200/10 IP 20-60
Ratén 30-50 P 20-60
Rata 40-60 IP 20-60
Pentobarbital Coba 37 Ip 20-60
Conej 45 \% 20-60
Héms 50 IP 20-60
Ratén 26 \Y) 5-10
1 5-10
Propofol Rata mg/Kg/ :z infu.cont
min inua
Conej 1 v 5-10
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5.2.1 Anestésicos:

5.2.2 Marcas comerciales de anestésicos maés
comunes:
- Ketamina: Imalgene 1000 (100 mg/ml) Imalgene
500 ( 50 mg/ml)
- Diazepam: Valium 10 (5 mg/ml) (Roche). (Ampollas
de 10 mg/2ml).
- Xilacina: Rompun 2% (20 mg/ml) (Bayer)
- Acepromacina: Combelem (10 mg/ml) (Bayer)
Otras farmacos o sustancias empleadas:
- Atropina: Atropina (1 mg/ml) (Bayer).
- Suero salino fisiolégico (0.9%)

5.2.3 Preparacién:

5.2.3.1 Ketamina/Diazepam/Atropina
Para 10 ratones: mezclar 0.5 ml de Imalgene
500, 0.4 ml de valium 10 y 1 ml de atropina.
(Si se utiliza Imalgene 1000 coger 0.25 ml y
diluir con 0.25 ml de suero salino
fisiolégico). Administrar 0.1 ml IP a un ratén
de 25 gr.

5.2.3.2 Ketamina/Xilacina/Acepromacina:
Mezclar 5 ml de Imalgene 1000 (el doble si es
Imalgene 500), 2.5 ml de Rompun y 1 ml
de Combelem. Afadir 1.5 ml de suero salino
estéril. Almacenar a temperatura ambiente
protegido de la luz (la acepromacina es
sensible a la luz). Almacenar hasta 2 semanas.

6- PROTOCOLOS DE ANESTESIA INHALATORIA
ACEPTADOS PARA ROEDORES ADULTOS

6.1 Consideraciones:
- Para procedimientos de cualquier duracién
- Adsorcién y eliminacién a través de pulmones.
- Fases: Induccién, mantenimiento y recuperacion.
6.2 Material:
- Regulador de flujo de gases
- Fuente de oxigeno.
- Cémara de anestesia.
- Mascarilla facial para roedores
- Vaporizador anestésico.
- Anestésico (isoflurano).
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6.3 Procedimiento

6.3.1

Comprobar el nivel de isoflurano en el vaporizador
y llenarlo en caso necesario. Abrir la valvula general
de la botella de oxigeno.

6.3.2 Induccién: colocar el animal en la cdmara de induccién

anestésica regulando el vaporizador al 4-5% de
isoflurano y flujo de oxigeno a (0.5-1.0 |/min).
Cuando el animal pierda la consciencia, cerrar la
llave de entrada a la misma, sacarlo de la cdmara y
colocarle la mascarilla.

6.3.3 Mantenimiento: regular el vaporizador de anestésico al

2% vy oxigeno al 100% con un flujo de oxigeno de
(0,5-1 I/min).

6.3.4 Recuperacién: desconectar el vaporizador de

isoflurano y después el oxigeno (0,5 I/min). Durante la
fase de recuperacién, se puede dejar al animal
ventilando con oxigeno al 100%, en funcién de su
recuperacion.

7. VIGILANCIA INTRA'Y POSTOPERATORIA

7.1 Vigilancia intraoperatoria

Establecer una monitorizacién del animal cada 10
minutos, y anotar la administracién de farmacos, dosis y
reacciones adversas que se produzcan durante el
procedimiento experimental.

Comprobar los pardmetros de profundidad anestésica y
analgésica (realizar cada 10-15 minutos): ausencia de
movimientos o ausencia de respuesta a estimulos externos
o ausencia de reflejos (pellizcar la pata y la nariz, tirar de
las vibrisas, ausencia de reflejo corneal y palpebral, etc),
ritmo respiratorio regular y relajado, sin apnea
respiratoria.

Mantener el animal sobre una manta térmica para evitar la
hipotermia.

En caso de parada respiratoria aplicar ventilacion
artificial (ver punto 12.Ventilacién artificial) o
administrar 5-10 mg/kg de doxapram IP o IV. En caso
de repetirse nuevos episodios de parada respiratoria a
intervalos de 10-15 minutos.

En caso de utilizar medetomidina o xilacina se puede
administrar 0.1-1 mg/kg de atipamezole SC o IP para
contrarrestar los efectos de estos (méas administrar estas
mismas dosis efectivo para la medetomidina).
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7.2 Vigilancia postoperatoria

Mantener el animal o la cubeta sobre una manta térmica
hasta su recuperacién.

Rehidratar con suero salino fisioldgico estéril templado (1-
2 ml por 100 g de peso via SC). Para comprobar el grado
de deshidratacién se coge un pliegue de piel de la zona
lateral del térax y se evalla si esta se retrae o
permanece en pliegue, en este segundo caso se debe
administrar fluidoterapia.

Vigilar el estado fisiolégico de los animales dos veces
al dia durante la primera semana.

Evitar molestar los animales durante los primeros dias tras
el proceso experimental.

8- RECOMENDACIONES DE PREANESTESIA EN NEONATOS
Para reducir el riesgo de canibalismo de las crias por parte de las
progenitoras se recomienda el manejo y acondicionamiento
olfativo de las madres. Para ello se establecerdn periodos de
manejo diarios en intervalos de 5 minutos.

9-PROCEDIMIENTOS DE ANESTESIA PARENTERAL ACEPTADOS
PARA ROEDORES NEONATOS

9.1

Consideracio

nes:

9.2

Ver punto 5.1
Vias de administracién ver punto 5.1.

Anestésicos

ANESTESICO ESPECIE DOsIS VIA DURACIO
(mg/kg) N
Ketamina/Xilacin| Ratén (+7 [50-150/5-10| 1P 20-30
a Rata (+ 7 dias) |40-90/5-10| IP 20-30
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10 - PROTOCOLOS DE ANESTESIA INHALATORIA ACEPTADOS
PARA ROEDORES NEONATOS
Ver punto 6. Protocolos de anestesia inhalatoria aceptados
para roedores adultos.

11- VIGILANCIA INTRA Y POSTOPERATORIA
Ver punto 7. Vigilancia intra y postoperatoria.

12- VENTILACION ARTIFICIAL
12.1 Consideraciones

- Los métodos para realizar la ventilacién artificial son
mediante un ventilador mecénico (disefado para
animales de laboratorio) o mediante presién manual.

- Es aconsejable utilizar ventilacién artificial durante la
toracotomia o
cuando se utiliza un relajante muscular.

- También se debe aplicar ventilacién artificial durante la
cirugia prolongada.

- Durante la ventilacién artificial mecénica las presiones
de inflado no deben sobrepasar los 10 cm de H20 en
animales pequefios.

- En caso de disponer de un capndgrafo/capnémetro
(disefiado para animales de laboratorio) se medira el
contenido de anhidrido carbénico en el gas expirado,
este se debe mantener dentro del intervalo normal de
4-5%, esto indica una correcta ventilacién artificial.

12.2 Parametros

VOLUMEN TIEMPO | PRESION
ESPECIE FRfﬁﬁmgA/ VENTILACION | EXPIRACION | (cm
PULMONAR (%) H20)
Raton 100-130 0.5.1 35/65 515
Rata 50-80 310 35/65 515
Cobaya 30-50 820 35/65 515
Conejo 30-50 40-60 35/65 515
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13- PARAMETROS FISIOLOGICOS

o~ FREC. CARDIACA |FREC. RESPIRATORIA
ESPECIE T® CORPORAL (°C) (LAT/MIN) (RESP/MIN)
Ratén 36,5-38 300-800 100-200
Rata 37.5-38.5 300-500 70-110
Cobaya 37.2-39.5 230-380 42-104
Conejo 38-39.6 130-325 30-60
Hémster 37-38 250-500 40-120

NOTA: Los rangos de las dosis indican grados variables de
profundidad anestésica o el ajuste necesario para cada linaje o
variacién genética del individuo. Antes de aplicar una dosis
considerada en una poblacién homogénea de animales, deben
ajustarse estas mediante pruebas piloto en algunos de ellos.
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PROTOCOLO ANALGESICO
S.E.A. animalario omg TEL- 9.3.1
Analgesia en
animales de Revisado: 30-
PNSEA#3 Paginalde 5

1-PROPOSITO

Describir los principales farmacos y su utilizacién para realizar
pautas analgésicas en animales experimentacién, que sirvan como
guia a los investigadores.

2-AMBITO

Aplicable a todo animal sometido a cualquier proceso experimental
que cause dolor en los animales, a menos que su uso este
contraindicado por razones cientificas, debidamente argumentadas
por escrito por el investigador.

3-INFORMACION REQUERIDA

Todo investigador cuyo proyecto necesite utilizar agentes analgésicos
deberéd rellenar un formulario de solicitud de los mismos, para
facilitarles el suministro de aquellos (ej. buprenorfina, morfina, etc),
que requieran receta veterinaria. El investigador llevard un registro
de uso de los analgésicos al objeto de solicitar su reposicién cuando
sea preciso. El SEA suministrard bajo peticién, la cantidad de
farmaco necesaria para acometer el experimento siendo esta como
minimo la que se disponga en la presentacién del fdrmaco y
quedando esta en custodia por el usuario.

4-SEGURIDAD

Todas los agentes analgésicos deberdn almacenarse con acceso
restringido a personal autorizado. En el caso de almacenarse en el
animalario, se deberdn guardar en cajas individuales de usuario.
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5- PROTOCOLOS DE ANALGESIA ACEPTADOS PARA ROEDORES
Y CONEJOS ADULTOS

5.1 Consideraciones:

Administrar antes de la anestesia, durante y/o al final de
la anestesia u otros procedimientos que causen dolor al
animal asi como en los casos que se constate dolor
crénico.

Agentes utilizados: opiaceos (narcoticos):
buprenorfina, butorfanol, codeina, fentanilo,
morfina, nalbufina, pentazocina; antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs): Acido acetil salicilico, Flunixin
meglubine, naloxona, meloxicam, paracetamol,
petidina.Los AINEs no producen suficiente efecto
analgésico en el control del dolor intenso procedente
de la cirugia o el trauma, debiéndose utilizar solo con
dolor ligero o moderado.

Férmacos

* Buprenorfina, en caso de administracién via IM y
SC considerar que el inicio de accién es lento (mas
de 45 minutos), por lo tanto se debe administrar
en la premedicacién. Recomendado para la
analgesia intraoperatoria y control del dolor
postoperatorio.

e Fentanilo, analgésico muy potente pero de
duracién corta (20-30 minutos). Provoca
aumento de la salivacién y disminucién de la
frecuencia cardiaca y presién arterial.

* Nalbufina: agonista-antagonista utilizado para el
tratamiento del dolor entre severo y moderado.
Este fdrmaco no parece inducir depresién
respiratoria.

e Morfina: alivio del dolor agudo o crénico
moderado o grave, y también se utiliza como
sedante preoperatorio y como suplemento a la
anestesia general, inicio de accién lento via IM e
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IV). Recomendable para el dolor postoperatorio
severo. Asociar con atropina para contrarrestar los
efectos adversos que produce(cardiovasculares vy
gastrointestinales).

Butorfanol: més potente que la morfina. Emplear
en el postoperatorio, su absorcién via IM es rapida,
administrar 5-10 minutos antes de terminar la
cirugia.

Codeina: posee propiedades similares a la
morfina, pero su accidn comienza antes y su
duracién es menor.

Pentazozina: opidceo menos potente que la
morfina. Por via IM o SC tiene pocos efectos
cardiorrespiratorios.

Petidina: similar a la morfina. Accién répida pero de
duracién corta. Es adecuado en el preoperatorio y
en el postoperatorio Por via IV produce hipotensién
y bradicardia, por lo que debe administrarse
lentamente.

Anestesia local y regional: Los anestésicos locales
(lidocaina, mevipacaina, buvipacaina, etc.) no
afectan el nivel de consciencia bloqueando la
conduccién nervisosa a nivel local por lo que su uso
se debe restringir para aliviar el dolor en punciones,
o junto con otras drogas tranquilizantes para
pequeiias intervenciones quirdrgicas.
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e Vias de administracién:

. , P . v
Especie |IM (intramuscular) (intraperitoneal) SC (subcutanea) (intra\(enoso
Musculatura Cav'da.d . . Vena de la
. abdominal, Pellizco piel del
. posterior del . cola,
Ratén muslo lateral a la linea | cuello coccigea
20-25 8 | Aguja de 25-27 G ?QS': de 25 G x g\/g;’,a de 25 G X Aguja de
x 5/8" &) 30 G x 1/2"
5/8
Vena de la
Musculatura Cavidad . . cola,
- . Pellizco piel del
posterior del abdominal, femoral y
Rata muslo lateral a la linea cuello yugular
200g Aguja de 25 G x | media f}’guja de 23 G x Aguja de
5/8” Aguja de 23 x 1”7 25 G x
5/8”
Vena
Musculatura CaV|daFl . . marginal
. - abdominal, Pellizco piel del | de la
Conejo | posterior del . .
25k muslo lateral a la linea | cuello oreja
2 K8 Acuia 23 G x 1 media Aguja 21 G x 1”7 | Aguja 21 G
v Aguja 21 G x 17 X
e
Musculatura Cavidad . . Vena
. ) Pellizco piel del
posterior del abdominal, femoral
Cobaya . cuello .
350 muslo lateral a la linea Acuia de 23 G x Aguja de
g Aguja de 25 G x | media ]”g ) 30
5/8” Aguja de 23 x 17 Gx1/2”
Musculatura Cawda'd . . Vena
- abdominal, Pellizco piel del
< posterior del . yugular
Hamster muslo lateral a la linea | cuello Acuia de
25-30 g media Aguja de 25 G x gv

Aguja de 25 G x
5/8”

Aguja de 25 G x
5/8"

5/8”

27 G x

5/8”
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5.2 Analgésicos

’ DOSIS DURACION
ANALGESICO ESPECIE (mg/kg) VIA (horas)
Ratén 120-300 |PO 4
.. . Rata 100 PO 4
Addoacetl e e |85 PO 4
salicilico (Aspirina)
Conejo 100 PO 4
Hémster |240 (dia) |PO
Ratén 0.05-0.1 |[SC,IM 8-12
Rata 0.01-0.05 |SC, IM, [8-12
Buprenorfina Cobaya 0.05 SC,IM  [8-12
Conejo 0.01-0.05 (SC, IV 8-12
Hémster 0.05-0.1 |SC, IM 8-12
Ratén 1-5 SC, IM 4
Butorfanol Rata 2 SC, IM 4
Conejo 0.1-0.5 \Y 4
Ratén 60-90-20 |PO, SC 4
Codeina
Rata 60 SC 4
Fentanilo Ratén 0,3 0,5
Ratén 2.5 SC, IM 12
Flunixin Rata 2.5 SC, IM 12
Conejo 1.1 SC, IM 12
Meloxicam Ratén 1-2 PO, sC 12-24
Rata 1-2 PO, sC 12-24
Ratén 2-5 SC, IM 2-4
Rata 2.5 SC, IM 2-4
Morfina Cobaya  |2.5 SC,IM |4
Conejo 2.5 SC, IM 2-4
Ratén 4-8 IM 4
Nalbufina Rata 1-2 IM 3
Conejo 1-2 \Y 4-5
Paracetamol Raton 300 PO 4
Rata 100-300 |PO 4
Ratén 10 SC 34
Pentazocina Rata 10 SC 4
Conejo 5 v 2-4
Ratén 10-20 SC, IM 2-3
Petidina Rata 10-20 SC, IM 2-3
Cobaya 10-20 SC, IM 2-3
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Conejo 10 SC, M 2-3
Ratén 1-2/1-4 e
] ) Rata 1-2/1-4 SC
B.uplva'calna/ Cobaya 1-2/1-4 |sC
Lidocaina
Conejo 1-2/1-4 | SC
Hémster |1-2/1-4  |SC

5.3 Analgésicos (neonatos)

. DOSIS DURACION
ANALGESICO ESPECIE (mg/kg) VIA (horas)
Buprenorfina Ratdn 0.05-0.1 |[SC,IM [8-12

P Rata 0.01-0.05 | SC. IM, | 8-12
Acetaminofeno
(paracetamol) Rata 1 gota PO 4-6

(AINES)

5.4 Antagonistas opidceos

* Naloxona: administrar con precaucién Se utiliza para revertir
los efectos adversos y de sedaciéon de los opidceos. S6lo deberia
utilizarse en casos de emergencia.
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PROTOCOLO EUTANASICO

S.E.A. animalario omg

EUTANASIA (rata,
raton, hamster vy Rev 10/2005

PNSEA#4 Paginalde 4

1-PROPOSITO

Utilizar métodos de sacrificio humanitarios y no dolorosos, seguros
para el personal, de accién répida, apropiados para la edad, especies
y n? de individuos, irreversibles, y que no produzcan cambios en los
érganos o tejidos que interfieran con los estudios.

Los requisitos para una muerte indolora, son en general, aquellos
procedimientos que causan una répida pérdida de conciencia
seguida de parada cardiaca o respiratoria.

2. METODOS
Para roedores de pequefa talla se recomiendan los siguientes
métodos en general:

- Inhalacién de CO».

- Dislocacién cervical.
- Sobredosis anestésica.

Las eutanasias deben ser llevadas a cabo en habitaciones donde
no haya animales estabulados y en un lugar alejado del resto de
animales experimentales

2.1 EUTANASIA DE ANIMALES ADULTOS

2.1.1. EUTANASIA POR INHALACION DE CO3.

a) Especificaciones:

Queda prohibido el uso de hielo seco como fuente de
diéxido de carbono, teniendo que proceder este de
conducciones centralizadas o bombonas a presién, para que el
flujo pueda ser regulado de forma precisa. Se debe asegurar la
muerte del animal después de la exposiciébn de CO2 por un

método fisico (ej. exanguinacién o dislocacién cervical), o por
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una exposicion prolongada con CO2 una vez observado el

cese de la respiraciéon (20 minutos en ratones menores de 7 dias
de edad y 5 minutos para ratones mayores de 7 dias). También
en neonatos 60-70 % de CO» durante un tiempo de exposicidon

de 5 minutos minimo.
La cdmara de eutanasia debe cerrarse adecuadamente, ser
transparente e introducir un nidmero de animales que no
exceda las recomendaciones europeas respecto al n? de
animales/cm?

b) Procedimiento:
e Introducir los animales en la cdmara de CO> (caja), y cerrar

la tapa.
e Abrir la vélvula reguladora de la salida del CO2 (flujo
aproximado 20% del volumen de la cdmara por minuto).
* Los animales tardan unos 30-60 segundos en quedarse
inmoviles. En caso de que tarden mas de 60 segundos se
debe incrementar el flujo de CO».

e Esperar al menos 30 segundos después de la ultima
respiracién. Asegurar la muerte del animal mediante un
método fisico.

2.1.2. EUTANASIA POR DISLOCACION CERVICAL

a) Especificaciones:

El uso de este método sin una previa sedacién requiere de
una justificacién cientifica que demuestre que esta es esencial
para el experimento a realizar debiendo ser realizada
siempre por una persona con experiencia. Esta técnica no esta
recomendada en ratas de mas de 125 g de peso ni en
cobayos.

b) Procedimiento:

e Colocar el animal en deciubito prono sobre una
superficie.

e Dejar que el animal se agarre en una superficie rugosa
o en la rejilla de la jaula.

e Sujetar el animal colocando el dedo indice o una pinza
en la regién cervical ejerciendo presién y con la otra
mano tirar de la cola o extremidades posteriores
bruscamente para provocar la separacién de las
vértebras cervicales con el «créneo. Confirmar la
separacion de la vértebra cervical con el créneo.
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* Realizar la exanguinacién o destruccién del cerebro
para confirmar la muerte.

2.1.3 EUTANASIA POR DECAPITACION

a) Especificaciones:

El uso de este método sin una previa sedacién requiere de
una justificacién cientifica que demuestre que esta es esencial
para el experimento a realizar. Debe ser realizada siempre
por una persona técnicamente competente y con
experiencia, asegurando el uso de una guillotina adecuada y
en buen estado.

b) Procedimiento:

e Sujetar el animal de una forma segura e introducir la
cabeza hasta exponer la regién cervical a la zona de
corte de la guillotina.

* Bajar la palanca de la guillotina con cuidado de
no exponer los dedos.

2.1.4 EUTANASIA POR SOBREDOSIS ANESTESICA
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a) Pentobarbital sédico:

e Utilizar una dosis de 100-150 mg/kg IV o IP. (como
norma general el triple de la dosis anestésica). Se
puede utilizar la inyeccién intracardiaca Gnicamente
cuando el animal este totalmente anestesiado, ya que
es muy doloroso.

e Asegurar la muerte mediante métodos fisicos o por
exanguinacién

b) Agentes anestésicos inhalatorios: halotano, enflurano,
isofluorano...
e Exponer al animal al anestésico al 5% hasta que se
confirme la parada respiratoria y circulatoria.
e Asegurar la muerte mediante métodos fisicos o por
exanguinacion.



ANEXOS

2.2 EUTANASIA DE FETOS Y NEONATOS
2.2.1 FETOS.
a) Fetos hasta 14 dias de gestacion:

En este estadio el desarrollo neuronal es minimo, por lo que
la percepcidon del dolor es despreciable. La eutanasia de la
madre o la extracciéon de los fetos provoca una muerte
rdpida de estos por una falta del aporte de sangre y por la
inviabilidad de los mismos en este estadio de desarrollo.

b) Fetos de 15 dias de gestacién hasta el nacimiento:

En este estadio se ha descrito cierta percepcién del dolor.
Son aceptables los métodos de eutanasia por dislocaciéon
cervical, congelacién répida en nitrégeno liquido o
decapitacién. También se pueden utilizar anestésicos
inyectables mientras que a esta edad los animales son poco
sensibles a los anestésicos inhalatorios.

2.2.2 NEONATOS

a) Hasta los 14 dias de edad:

Son vélidos la eutanasia con anestésicos inyectables e
inhalatorios y la dislocacién cervical. En el caso de utilizar
COp se deben exponer durante un periodo mayor de

tiempo que en el caso de animales adultos dada la mayor
resistencia de estos animales a la hipoxia.

¢) Mayores de 14 dias:
Aplicar los métodos eutandsicos descritos para animales
adultos. En el caso de utilizar CO» se deben exponer

durante un periodo mayor de tiempo que en el caso de
animales adultos dada la mayor resistencia de estos
animales a la hipoxia
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2.3 APENDICE: METODOS RECOMENDADOS POR ESPECIES

Roedores Roedore Roedores
Método <125g s125 g - 1-5kg Anfibios y peces
1kg
co2 A A (n(? en| A (n(? en | A
conejos) | conejos)
Sobredosis
barbituricos (1V) A A A
Sobredosis
barbitdricos (IP) | A A A
Anestes.la y ) A A A A
exanguinacion
Anestesia y KCI
intravenoso A A A A
(1-2 meg/kg)
Anestesia y A A AJC A
decapitacion
Anestesiay |\ A NA
dislocacién cervical
Decapitacién en a
animal despierto AJC AC AJC AJC
Dislocaciéon cervical a
en animal despierto AJC NA NA
lnmersié‘n en
benzocalna A
(2 g/L agua)
A: Aceptado

AJC: Aceptado con justificacién cientifica
NA: No aceptado
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