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ABREVIATURAS.

ADAMTS: desintegrina y metaloproteinasa con trombospondina.
AG: agrecano.

FTIR-ATR: Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier-reflectancia total atenuada, (por
sus siglas en inglés Fourier Transform Infrared spectroscopy Attenuated Total Reflectance).

GAG o GAG's: glucosaminoglicano o glucosaminoglicanos.
HA: acido hialurdnico.

MEC: Matriz extracelular.

MMP: metaloproteinasas.

M1: andamio PLA-PCL-PPY-I

M2: andamio PLA-PCL-PPy-I-AG

OA: osteoartritis.

PBS: buffer fosfato salino (por sus siglas en inglés phosphate buffered saline).
PCL: Policaprolactona.

PG o PG’s: proteoglicano o proteoglicanos.

PLA: Poli (acido lactico).

PPy: polipirrol.

PPy-I: polipirrol lodo.




RESUMEN

Se realizé previamente a este trabajo un estudio piloto, en donde se generaron andamios electrohilados
de poli(acido lactico) (PLA), policaprolactona (PCL), modificados superficialmente con polipirrol lodo (PPy-I) a
los que les fue afiadido un componente importante de la matriz extracelular del cartilago nativo, el agrecano
(AG), que es una proteina esencial para la funcion normal del tejido y su concentracion favorece la definicion
de la forma en tejidos durante su desarrollo inicial y las propiedades mecanicas del mismo. Los resultados de
los andamios probados in vivo sobre el dorso de un conejo neozelandés por 30 dias mostraron buena
integracién celular, ademas de que la comparacion de los neotejidos generados sobre los andamios PLA-PCL-
PPy-1 (M1) y PLA-PCL-PPy-I-AG (M2) mediante ensayos mecdanicos de traccién indicaron que M2 presenta una

mayor tenacidad y ductilidad.

Dado los resultados en el estudio piloto que mostraron la capacidad del andamio en ingenieria de
cartilago, este trabajo comienza con la caracterizacidn de la distribucién y tamaio de poros de los andamios
PLA-PCL y M1, utilizando las imagenes adquiridas mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM por sus
siglas en inglés) y el programa ImageJ, en donde se mostré que sus caracteristicas de tamafio y distribucion de
poros (156 + 85 um?) son adecuadas para ingenieria de tejidos en cartilago. Posteriormente se realizo la
caracterizacién histolégica e inmunohistoquimica de los neotejidos generados en el dorso de un conejo
neozelandés sobre los andamios M1y M2, en los que se detectd colageno tipo Il y agrecano, los cuales son
marcadores de cartilago hialino. Se usaron condrocitos autélogos de conejo neozelandés para evaluar la
viabilidad celular in vitro de los andamios mediante un ensayo de MTT. Estos mostraron que los andamios M2

celularizados mostraron aumento de viabilidad celular.

Los andamios con y sin células fueron evaluados in vivo, colocandose en los céndilos superior e inferior de
las patas traseras (articulaciones) de los conejos durante 1 afio, el tamafio de los defectos fue de 0.5 cm?.
Posteriormente se extrajeron los neotejidos que muestran integracién del neotejido con el hueso subcondral,
y no se mostraron huecos. Se realizaron ensayos de compresidn en los neotejidos generados y se compararon
con los del tejido nativo, y se mostrd la influencia positiva de la proteina AG y la previa celularizacion del
andamio; se observé una mayor pérdida de energia en los tejidos generados sobre M1 con y sin células, pues
tienden a tener una baja recuperacion al ser deformado. Finalmente se realizaron las histologias de los
neotejidos recuperados sobre M1 y M2 con vy sin células, y se mostré para M2 con células una morfologia
similar al tejido nativo. En contraste, M2 sin células, M1 con y sin células donde claramente se observa tejido

fibroso o cambio de fenotipo celular.

Palabras clave: electrohilado, polimerizacién por plasma, cartilago, agrecano, pirrol, andamio.




ABSTRACT

A pilot study was carried out previously, where electrospun scaffolds of polylactic acid (PLA), poly-
caprolactone (PCL), superficially modified with polypirrole lodo (PPy-l) were generated. An important
component of the extracellular matrix of the native cartilage, aggrecan (AG), which is an essential
protein for normal tissue function, was added and its concentration favors the definition of the shape in
tissues during its initial development and their mechanical properties of the same. The scaffolds were
tested in vivo, placed on the back of a New Zealand rabbit for 30 days, showing good cellular integration,
and mechanical tensile tests were carried out comparing the neotissues generated on the scaffolds PLA-

PCL-PPy-I (M1) and PLA-PCL-PP-I-AG (M2) where the latter showed greater tenacity and ductility.

The results obtained in the pilot study showed the potential of the scaffold in cartilage engineering,
therefore, this work begins with the characterization of the distribution and pore size of PLA-PCL and M1
scaffolds, using images acquired by Scanning Electron Microscopy (SEM) and processed with Imagel,
where it was shown that their size and pore distribution (156 + 85 um?) characteristics are suitable for
cartilage tissue engineering. Subsequently, histological and immunohistochemical characterization of the
neotissues generated in the dorsum of a New Zealand rabbit on the M1 and M2 scaffolds was
performed, where type Il collagen and aggrecan, which are markers of hyaline cartilage, were detected.
Autologous New Zealand rabbit chondrocytes were used to evaluate the in vitro cell viability of the

scaffolds using an MTT assay where the cellularized M2 scaffolds showed increased cell viability.

The scaffolds with and without cells were evaluate in vivo, placed in the superior and inferior
condyles of the hind legs (joints) of rabbits for 1 year, the size defects were 0.5 cm?. Subsequently the
neotissues were extracted showing integration of the neotissue with the subchondral bone and no gaps
were shown; a mechanical comparison was made by means of compression tests of the generated
neotissues and the native tissue, where it was shown the positive influence of the AG protein and the
previous cellularization of the scaffold compared with those that do not contain AG or cells, observing a
greater loss of energy in the tissues generated on M1 with and without cells that tend to have a low
recovery when deformed. Finally, histologies of the neotissues recovered on M1 and M2 with and
without cells were performed, clearly showing for M2 with cells a morphology close to the native tissue
in comparison with M2 without cells, M1 with and without cells where fibrous tissue or change of

cellular phenotype is clearly observed.

Keywords: electrospinning, plasma polymerization, cartilage, aggrecan, pyrrole, scaffold.




INTRODUCCION.

La composicion y arquitectura del cartilago proveen de atributos biomecanicos para el deslizamiento
repetitivo, asi como la absorcidn y la transferencia de cargas mecanicas con el hueso subcondral subyacente.
Desafortunadamente se caracteriza por una capacidad limitada para la autoreparacién sobre los dafios causados en
lesiones traumaticas o enfermedades degenerativas, especialmente para aquellos defectos con grandes superficies
en el cartilago. La dificultad en la reparacion es atribuida a que es un tejido avascular, aneural y alinfatico, por lo
que, una vez que existe un dafio se degrada hasta su erosion. Los tratamientos clinicos para la reparacién del
cartilago articular indican mejora a corto plazo, pero también indican sus deficiencias a largo plazo conduciendo a
la formacidn de fibrocartilago que es mecanicamente inferior. En consecuencia, actualmente se buscan diferentes

alternativas para regenerar tejido con caracteristicas similares al tejido nativo para sustituir la zona dafiada.

Una de estas alternativas es la generacidon de soportes poliméricos biodegradables (andamios) fabricados
mediante la técnica de electrohilado, con la cual se obtienen redes tridimensionales para el depdsito de la matriz
extracelular, resultando atractivo debido a sus bajos costos de produccién y reproducibilidad. Diversos polimeros
naturales y sintéticos han sido empleados en esta técnica; sin embargo, dos polimeros de origen sintético: el PLA 'y
PCL, han llamado nuestra atencion debido a sus diversas aplicaciones ortopédicas, su compatibilidad con los
condrocitos, diferentes tiempos de degradacion que favorecen la estabilidad mecéanica del andamio y la diversidad
en el tamafio de poros para mejorar la integracion del tejido. En contraste, su hidrofobicidad y baja bioactividad en
la adhesién celular son problemas que se presentan y puede ser contrarrestados realizando la modificacion
superficial mediante diversos métodos como es el tratamiento con plasma con PPy-l, el cual ha mostrado en
diversos estudios que mejora y activa la superficie para anclaje, proliferacion celular y adhesién de proteinas. Esta
cobertura fue aprovechada para adherir la proteina agrecano, la cual es primordial dentro de la MEC (matriz
extracelular) del cartilago hialino, y tiene como funcién la deformacidén y recuperacién del tejido, ademas de
contribuir a la difusion de nutrientes y eliminacién de desechos. Asi mismo juega un papel fundamental en la
determinacién de las propiedades fisicas de las fibras de colageno. El propdsito de este trabajo es generar un
andamio que imita la MEC del cartilago nativo (un armazdén, una superficie preparada para adherir células y/o
proteinas y células) que dirijan inicialmente la formacion de neocartilago y que posteriormente sea capaz de

generar y mantener su MEC.

Para evaluar la respuesta del andamio, se realizé un estudio piloto en donde se caracterizdé su composicion
quimica con FTIR-ATR y morfologia mediante SEM, ademds de ser evaluado in vivo, colocando los andamios con
células autdlogas en el dorso de un conejo neozelandés durante 30 dias. Los condrocitos se obtuvieron de la
biopsia de cartilago eldstico en la oreja del conejo. Se mostrd la capacidad de adherir la proteina agrecano al
andamio PLA-PCL-PPy-l, y los resultados in vivo indicaron excelente biocompatibilidad y formacion de neotejidos,
que, al ser comparados sus ensayos mecdanicos de traccion, los andamios M2 que contienen la proteina AG

mostraron mayor capacidad de soportar cargas y elongacion.




El analisis morfoldgico de los andamios mostré que la distribucién y tamafio de poro mediante las imagenes
adquiridas por microscopia electrénica y el programa Image) de los andamios PLA-PCL y PLA-PCL-PPy (M1) es
idonea para la regeneracién del tejido, para posteriormente caracterizar histoldgica e inmunohistoquimicamente
los neotejidos generados sobre M1y M2 que mostraron tejido no fibroso y expresion de proteoglicanos y colagena

tipo Il

Este trabajo esta enfocado en un nuevo experimento in vivo con implantes en la zona articular que buscé la

formacién de neocartilago funcional, y esta dividido de 4 capitulos.

En el capitulo 1 se plantea el problema de investigacidon y prevalencia, para abordar los antecedentes,
comenzando con los tratamientos utilizados actualmente, presentando a la ingenieria de tejidos y el uso de

andamios como alternativa en el tratamiento de lesiones de cartilago asi como al electrohilado como técnica para

elaborarlos y al tratamiento por plasma para modificar y mejorar su superficie, con lo que se establece el objetivo

general y objetivos especificos para el desarrollo de este trabajo.

En el capitulo 2 se aborda la discusion y antecedentes de la zona dorsal in vivo, incluyendo los resultados
previos del estudio piloto al que fueron sometidos los andamios M1 y M2, como son: la caracterizacién de su
composicién quimica mediante FTIR-ATR, ensayo in vivo sobre el dorso de un conejo neozelandés durante 30 dias,

y ensayos de tension uniaxial para compararlos con los del neotejidos generados sobre los andamios.

En el capitulo 3 se enlistan los materiales y metodologias para la generacion de los andamios, asi como los
protocolos para realizar el implante de los andamios M1 y M2 in vivo sobre las articulaciones de las patas
posteriores en conejos neozelandeses, los ensayos de compresion y finalmente la caracterizacion

inmunohistoquimica e histoldgica.

En el capitulo 4 los discusion y resultados de la caracterizacion morfoldgica de los andamios, ensayos de MTT,
inmunohistoquimicas e histologias de los neotejidos recuperados de la zona dorsal del conejo neozelandés, asi

como los resultados obtenidos del estudio in vivo de la zona articular. Por Gltimo, se presentan las conclusiones.




CAPITULO 1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
ANTECEDENTES.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El cartilago articular es un tejido conectivo, altamente mecano sensible, hidratado, carente de vasos
sanguineos, aneural y con una baja capacidad para reparar, que recubre las articulaciones diartrodiales y su funcion
es resistir y distribuir cargas mecanicas, facilitar el movimiento y generar baja friccidon entre las superficies [1] [2]
[3]. Su integridad y buen funcionamiento dependen del equilibrio entre la sintesis y degradacion de los
componentes de su matriz extracelular. El condrocito es la Unica célula del cartilago que debe organizar su
metabolismo para garantizar la produccién, renovacién periddica y su organizacidn tridimensional [4] [5] [6].
Debido a que es un tejido avascular, aneural, alinfatico y con baja actividad metabdlica, una vez que hay un dafio, el

cartilago se degrada hasta su erosidn, lo que resulta en el desarrollo de la osteoartritis (OA) [7] [8] [9].

La OA es una enfermedad caracterizada por la degradacidn y destruccidn progresiva del cartilago con la que se
pierde lubricacién e integridad mecanica del cartilago, generando esclerosis del hueso subcondral, provocando un
gran dolor fisico e incapacidad al paciente [9]. El dafio comienza con inflamacién articular que genera una
desregulacién en las funciones anabdlicas y catabdlicas de los condrocitos, induciendo la activacion de ADAMTS 4 y
5, estas enzimas degradan al agrecano, dejando al coldgeno tipo Il expuesto para que las enzimas
metaloproteinasas MMP1 y MMP13 degraden sus fibras, esto aumenta la ciclooxigenasa, estimulando la
produccion de 6xido nitrico sintetasa, generando un cambio estructural y alentando la destruccién de tejido (Fig.
1). El intento de reparacion del dafio conduce a los condrocitos a producir MEC de mala calidad, provocando un

cambio de fenotipo [10] [11] [12].
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ANTECEDENTES

PREVALENCIA.

La OA ha aumentado en todo el mundo con una estimacién de 250 millones de personas; en México es una de
las primeras 10 causas de invalidez total en donde el 30% de las personas entre 45 y 65 afios la sufren y el 80% de la
poblacion de mas de 80 afios ha sido diagnosticada con dicha enfermedad, lo que incrementa la carga econdmica y
social del pais. Los tratamientos tienen como objetivos disminuir el dolor, conservar la movilidad articular y

minimizar la discapacidad [6] [13].

TRATAMIENTOS PARA LA REPARACION DE LESIONES.

La OA resulta en una irreparable pérdida de cartilago articular, debido a la dificultad para reparar defectos del
cartilago articular, se atribuye principalmente a una baja densidad celular y actividad metabdlica, asi como al hecho
de que es un tejido avascular, aneural y alifatico [5] [14]. Se han desarrollado multiples tratamientos para tratar de
resolver este problema; estos tratamientos pueden ser divididos en tratamientos farmacoldgicos y quirargicos [8]

[15] [16].

Por un lado, los tratamientos farmacolégicos emplean el uso individual o combinado de medicamentos
analgésicos (paracetamol, tramadol, lidocaina tdpica) y antiinflamatorios (corticosteroides y diclofenaco) que solo
reducen los sintomas tempranos de la OA como es el dolor e inflamacién [17]. Otros tratamientos son las

infiltraciones locales que incluyen corticosteroides (CSl), inyecciones de acido hialurénico (HA) y plasma rico en

plaquetas (PRP). Los corticosteroides: se utilizan en pacientes con artrosis de moderada a grave reduciendo dolor

en inflamacidon como son la prednisolona, betametasona, metilprenidsolona, sin embargo, su uso continuo podria
adelgazar el cartilago. El acido hialurdnico es utilizado en base a varias formulaciones, la férmula mas empleada son
hialuronato de sodio, hialurano e Hylan GF-20, los resultados reportados son alivio del dolor y mejora de la funcidn
tras varias infiltraciones. Es importante enfatizar que las inyecciones son especialmente utilizadas en pacientes que
ya no logran aliviar el dolor con medicacién y no funcionan en todos los casos, generalmente resultan efectivas en
pacientes con OA leve. Los resultados son limitados hasta por periodos de 6 meses, en donde para observar
mejoria se requieren de multiples aplicaciones, ademds de ser tratamientos costosos, no son cura para la OA ya
gue no regenera ni mejora la estructura articular, puesto que solo reduce inflamacién, por lo que los sintomas
regresaran. Presenta efectos secundarios como son dolor local e hinchazdn que desaparecen en unos dias, algunas
personas pueden desarrollar infecciones, necrosis tisular y artritis pseudoséptica que se trata de una grave

inflamacion [18].

El plasma rico en plaquetas (PRP) es una preparacion bioldgica, rica en factores de crecimiento y proteinas
(alrededor de 1200) que se utiliza como terapia para promover la reparacion de cartilago al reducir los efectos
adversos de las citoquinas inflamatorias sobre |la expresidn génica de los condrocitos, aumentando el contenido de

proteoglicanos y colageno tipo Il, e inhibiendo la concentracidn y expresién génica de la metaloproteinasa 13. Sin




embargo, los resultados en algunos estudios mostraron que el PRP no promovié la condrogénesis ni mejoré la

reparacién del dafio del tejido, e inclusive se observé un efecto inhibidor de la MEC del cartilago [19].

Los métodos quirurgicos incluyen tratamientos como: la perforacién, abrasion, microfractura y mosaicoplastia,
que tienen muy buenos resultados a corto plazo, sin embargo, estos tratamientos a largo plazo conducen a la
produccién de un nuevo tejido fibroso con alto contenido de coldgeno tipo | y una matriz desorganizada (pérdida
de topologia) disminuyendo funcionalidad. Este tipo de tejido carece de las caracteristicas mecanicas y viscosas del
cartilago nativo, por lo que también produce diversas complicaciones, como hipertrofia y rigidez en las
articulaciones [20] [11] [17] [21]. El autoinjerto osteocondral rellena el defecto con cartilago hialino maduro,

realizando rehabilitaciones mas rapidas, sin embargo, esta técnica se encuentra restringida para defectos

osteocondrales menores a 2 cm?. Por otro lado, el implante autdlogo de condrocitos (ACl) es el método quirurgico

que mas se utiliza en el tratamiento de lesiones de mayores de 3-4 cm? en la que se requiere de dos cirugias, una
para recolectar condrocitos del cartilago y realizar su expansion vitro y otra cirugia para reimplantarlos en defecto,
sin embargo, se reporta hipertrofia del periostio después del procedimiento. ACI inducido por matriz (MACI)
implica la incorporacion de condrocitos en un andamio de colageno para posterior implantarlo. Ambas técnicas ACI
y MACI emplea dos cirugias, largas fases de recuperacion y altos costos, ademds de que los condrocitos pueden
desdiferenciarse durante la expansién de cultivo in vitro, generando cambios de fenotipo celular, dando como

resultado una menor vida util después de la implantacién [12].

La mayor parte de los tratamientos para la osteoartritis muestran una mejora a corto plazo; sin embargo, sus
deficiencias a largo plazo conducen a un cambio de fenotipo (formacién de fibrocartilago) [10] [22], pobres
propiedades de la matriz, dando como resultado un cartilago insatisfactorio para su aplicacidn clinica, debido a una

estructura no homogénea, propiedades mecanicas insuficientes y grosores deficientes [20] [11] [23].

INGENIERIA DE TEJIDOS COMO ALTERNATIVA DE TRATAMIENTO A LAS LESIONES DE CARTILAGO.

A pesar de que actualmente se cuenta con aun amplia variedad de estrategias para el tratamiento de las
lesiones articulares, los tratamientos de osteoartritis contindan siendo investigados puesto que se requieren
mejoras, debido a que presentan importantes inconvenientes y/o efectos secundarios. Por lo que la busqueda de
tratamientos alternativos se enfoca en la ingenieria de tejidos, con las que se han conseguido cubrir defectos de

gran tamafio al combinar componentes como son: los andamios, factores de crecimiento y células [16].

El cartilago es un buen candidato para la ingenieria de tejidos debido a su capacidad limitada para recuperarse
de lesiones traumaticas o enfermedades degenerativas. La ingenieria de tejidos es campo multidisciplinario, que
busca reparar o sustituir de forma parcial o total la funcién de un érgano o tejido, mediante el uso de una alta
gama y combinacion de biomateriales en la generacion de soportes temporales (andamios) para depésito y

generacion de matriz extracelular [11].

Los andamios de gradiente discreto y gradiente continuo, el primero es fabricado en dos o tres fases por

separado que posteriormente es integrado mediante el uso de sutura, pegamento o presidn, sin embargo, en la




mayoria de los casos la fuerza de unidn entre las fases es insuficiente, por lo que el riesgo de una delaminacion de
las fases es alto. El segundo se enfoca en la liofilizacion por lo que este disefio es menos propenso a la
delaminacidn, ademas de facilitar la transferencia de esfuerzos en el andamio, aun cuando se han realizado

estudios in vitro o in vivo, los resultados a largo plazo no son satisfactorios [24].

En el campo de los andamios 3D, los mads utilizados en la ingenieria de cartilago, son los hidrogeles, sin
embargo, se encuentran problemas en cuanto al control de la arquitectura interna, lo que no garantiza la
interconectividad de los poros comprometiendo la formacion de neotejido 3D, difusidn de nutrientes y eliminacion
de desechos, por lo que la integridad de tejido se ve afectada. Por otro lado, con la bioimpresiéon 3D se ha
desarrollado tecnologia individualizada en los defectos osteocondrales permitiendo obtener arquitecturas con
gradiente y tamafo de poro controlado que permiten la diferenciacion condrogénica y osteogénica, debido a que
se imita con precision la compleja estructura del cartilago nativo. Los resultados indican que el tejido cartilaginoso
se fabrica facilmente in vitro, sin embargo, in vivo se reporta rdpida degradacion que conduce a pobres
propiedades mecanicas y fallas prematuras, calcificaciones, incapacidad de mantener su estructura después del
proceso de impresién (inestabilidad mecanica), falta de bioactividad y adhesion celular, por lo que son estructuras
débiles para su aplicacidn en el campo de ortopedia [25] [26].

Recientemente fue aprobado por la FDA Agili-C™, el cual es un implante libre de células listo para usar en
defectos de cartilago y osteocondrales en articulaciones traumadticas y artrdsicas. El implante es un armazon
bifasico poroso, biocompatible y reabsorbible, que consta de carbonato de calcio inorganico natural interconectado

(aragonito). Para su implantacidén es necesario realizar un orificio para ajustar a la perfeccién al tamafio de este,

con drea tratable de 1-7cm?, por lo que una de las desventajas que se observa es el drea que puede ser tratada con

este material, ya que para casos en donde el defecto es mayor al tamafio del implante (osteoartritis severa), se
tendria que recurrir a otro tipo de tratamiento, ademds de contraindicaciones de hipersensibilidad, alergia o
intolerancia al carbonato de calcio o derivados del coral y una larga lista de potenciales efectos adversos como son:
fuertes dolores regionales, sinovitis transitoria o crdnica, fallas o fracaso en la regeneracion del tejido, fractura,
aflojamiento o extrusion del implante, fractura o deformacidon del hueso subcondral, abrasién de los tejidos
circundantes (contrarios o cercanos), formacidon de nuevo cartilago o empeoramiento de la lesién , edema de
médula dsea, formacion de calcificaciones y formacidn de tejido fibroso.

Es entonces que la regeneracion de cartilago articular ha resultado ser todo un desafio, la literatura reciente
enfocada a la reparacién de tejido cartilaginosos, tienen en comun ser estudios a corto plazo (menores a 6 meses)
en donde al hacer seguimientos a largo plazo, los resultados reportan problemas recurrentes como son: falta de
integracion en los bordes del defecto, surgimiento de fibrocartilago, calcificaciones, pobres propiedades mecanicas
y pérdida de topografia (hundimientos). Por lo que las estrategias experimentales actualmente utilizadas para la
reparacién del cartilago articular aun no ha logrado replicar la estructura ni la funcién del tejido nativo, ademas de
resaltar la importancia de la recuperacién a largo plazo, mas que en las mejoras encontradas a corto plazo de la

evaluacion clinica [27] [28] [29].




La eleccién del andamio adecuado es fundamental para proporcionar un entorno tridimensional que promueva
la adhesidn celular y resistencia mecdnica, asi como generacidn de neotejido con caracteristicas semejantes a las
del tejido nativo. Los andamios disponibles comercialmente no demuestran eficacia a largo plazo por lo que se
continua con la busqueda del andamio ideal para la ingenieria de cartilago [17]. Los andamios creados bajo las
técnicas de fundicion con disolvente, formacidn de gas, liofilizacion y electrohilado son los mas concurridos debido
a la gran variedad de biomateriales, ademas de tener mayor control en cuanto al tamafio de poro y su bajo costo
[24]. La técnica de electrohilado ha demostrado ser un método valioso en la construcciéon de andamios para la
ingenieria de tejidos debido a que es simple, adaptable, asequible y capaz de imitar MEC. Sin embargo, aun que ha
mostrado ser prometedora su aplicacidon para diferentes tejidos como son: vasos, tendones, neuronas, hueso y

cartilago, su mayor inconveniente es que la mayor parte de publicaciones son estudios in vitro [30] [31].

ELECTROHILADO COMO TECNICA PARA ELABORACION DE ANDAMIOS EN INGENIERIA DE TEJIDOS.

Una de las técnicas para la fabricacién de andamios es el electrohilado, debido a los diferentes didmetros de
fibras que pueden obtenerse durante su produccidn, por lo que son capaces de imitar la red natural de las fibras,
manteniendo los condrocitos en una posicion adecuada para tener y mantener su propia actividad apoyando la
formacion de cartilago [11] [32] [33] [34] [35]. La técnica de electrohilado ha demostrado ser un método valioso en la
construccién de andamios para la ingenieria de tejidos debido a que es simple, adaptable, asequible y capaz de
imitar MEC. Sin embargo, aun que ha mostrado ser prometedora su aplicacion para diferentes tejidos como son:
vasos, tendones, neuronas, hueso y cartilago, su mayor inconveniente es que la mayor parte de publicaciones son

estudios in vitro [30].

Durante el proceso de preparacion (Fig. 2) se hace pasar un fluido a través de un electrodo capilar en forma de

aguja o punta en presencia de un campo eléctrico producido por una fuente de alto voltaje (~30kV). Cuando éste
llega a un determinado valor, se vence la tension superficial de la pequeia gota que se forma en el extremo de la
aguja, generandose un chorro (jet) liquido cargado eléctricamente que se acelera hacia una region de menor
potencial, en donde se encuentra un colector conectado a tierra. A medida que el disolvente se evapora, el chorro

se estrecha, produciendo fibras continuas que forman una membrana tridimensional altamente porosa.

Solucion polimérica

— Formacion de fibra

Fig. 2 Proceso de electrohilado.




Han sido probados varios tipos de andamios en la ingenieria del cartilago, a base de polimeros naturales y
sintéticos. Los polimeros naturales mas utilizados son el dcido hialurdnico, fibrina, colageno, los
glucosaminoglicanos y fibrina debido a su excelente biocompatibilidad y bioactividad, sin embargo, debido a su
rapida hidrolisis pierde rapidamente sus propiedades, generando una baja estabilidad mecanica provocando fallas
prematuras en la reparacién de los tejidos y la formacidn de fibrocartilago [16] [10] [23] [36] [37]. Por otro lado, los
polimeros sintéticos mas utilizados en la ingenieria de cartilago son poliuretano, alcohol polivinilico (PVA),
polietilenglicol, PLGA o poliacido lactico-co-glicélico, acido polilactico (PLA) y poli(e-caprolactona) (PCL), debido a su
resistencia mecdnica, baja inmunogenicidad, elasticidad y biodegradabilidad lo cual los hacen adecuados para su
uso en ingenieria de tejidos de cartilago, se resalta la suma importancia de la reparacién o regeneracién del tejido
con andamios que permitan elasticidad para la transduccion de sefiales mecdanicas a las células y el apoyo en la
diferenciacidon condrogénica [38]. Tienen como desventaja una baja sefializacién bioldgica (adhesion celular) e
hidrofobicidad, la cual puede ser contrarrestada con la modificacién de su superficie mediante métodos fisicos o
quimicos, mejorando la morfologia, bioactividad, adherencia y distribucidon de las células sembradas sobre el

andamio [16] [23] [37] [39][40].

POLIMERIZACION POR PLASMA.

Un método para modificar la superficie de materiales para mejorar y activar la superficie para anclaje,
proliferacion celular y adhesidon de proteinas es la polimerizacion por plasma [41] [42] [43], que consiste en la
formacién de materiales poliméricos bajo la influencia de un gas parcialmente ionizado (plasma). La polimerizacion
por plasma (Fig. 3) se lleva a cabo bajo condiciones de vacio en una cdmara de reaccidon donde se introducen un
mondémero (PPy) y dopante (I) en estado gaseoso los cuales se ionizan por la influencia de un campo magnético
generado por la diferencia de potencial entre dos electrodos. El polimero se forma a partir de particulas de los
reactivos activadas por el plasma. Estas particulas ionizadas al interaccionar con la superficie de un sustrato la

recubren depositando una pelicula delgada de material alterando la quimica superficial de las fibras.
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Fig. 3 Reactor de polimerizacidn por plasma.




CAPITULO 2. ANTECEDENTES: ESTUDIO PILOTO IN
VIVO (ZONA DORSAL).

Se realizé previamente un estudio piloto para caracterizar los neotejidos generados sobre los andamios PLA-
PCL-PPy-I (M1) y PLA-PCL-PPy-I-AG (M2) con previa siembra de condrocitos, que se recuperaron de la zona dorsal
de un conejo neozelandés a los 30 dias de cultivo in vivo [44] . A continuacidn, se presenta un extracto de los

resultados.

CARACTERIZACION QUIMICA.

Usando FTIR-ATR, se identificaron las bandas de absorcion caracteristicas del PPy-I, PLA y PCL del andamio M1
(Fig. 4a) y de la proteina AG del andamio M2 (Fig. 4b) en las dreas comprendidas entre 1800 a 700 cm?, porque es
en esta region donde estan las bandas de interés correspondientes de los grupos amina y sulfato contenidos en la

proteina AG.

En el espectro del andamio M1 (Fig. 4a), las aminas primarias y secundarias se detectan en 1665 cm™. Los picos
de C=0 en 1752 cm™, CH3 en 1452 cm-! y la deformacién de O-H en 869 cm™ representan las moléculas de acido
lactico, y se observé una superposicion entre la caprolactona y el acido lactico. En el espectro del andamio M2 (Fig.
4b), se detectd al grupo amina en 1665 cm?, la presencia de los grupos sulfato en 1253 y 870 cm™ caracteristicos
de la proteina AG [45]. La deteccidn de la proteina AG en el andamio M2 es relevante, puesto que es un marcador
de diferenciacidon condrogénica [46] [47], ademds de contribuir en la difusion de nutrientes y eliminacién de

desechos [1] [48] [49].
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA.

En la figura Fig. 5a se muestra la micrografia del andamio M1 obtenida mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), se distinguen fibras con tratamiento superficial de PPy-I por plasma orientadas al azar, debido al
tratamiento superficial algunas fibras se quebraron. Sin embargo, la integridad del andamio no se ve afectada
puesto que el recubrimiento forma peliculas entre varias fibras, manteniendo su estabilidad, ademds de aumentar

la rugosidad de las fibras, mejorando la adhesidn y proliferacién celular [50].

Por otro lado, en el andamio M2 con adhesion de AG (Fig. 5b) se aprecian cristales que se forman en la
superficie de las fibras debido al contenido de azucares y sulfatos contenidos en la proteina, estas estructuras no

aparecen en el andamio M1 (Fig. 5a).

Fig. 5 Imagen SEM de la membrana generada por electrohilado de PLA-PCL.
a) Recubrimiento superficial con PPy-I, b) Recubrimiento superficial con PPy-1 AG.

COMPARACION MECANICA DE LOS NEOTEJIDOS RECUPERADOS DE LA ZONA DORSAL.

Se realizaron ensayos mecanicos de traccién con fines comparativos entre los neotejidos generados sobre el

andamio M1y M2 con previa siembra de condrocitos. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Material Médulo Maximo esfuerzo Ductilidad Tenacidad
(MPa) (MPa) (% de elongacion) (MPa)

M1 (n=1) 0.39 0.19 131.0 0.09
M2 (n=1) 0.19 0.10 207.7 0.13

Tabla 1 Resultados ensayos mecdnicos de traccion de los neotejidos recuperados de la zona dorsal.

La curva de esfuerzo vs deformacidn para el neotejido generado sobre M1 (Grafico 1a) mostré un mayor

mddulo y punto de fluencia, en comparacién con la curva del neotejido generado sobre M2 (Grafico 1b). Sin

embargo, el neotejido formado sobre M1 se fracturd sin reconstruccion al esfuerzo, mostrando un alargamiento
del 100% y una tenacidad de 0.1 MPa, ademds de que presentd una deformacion no homogénea que provoco

agrietamientos tempranos, dejando el andamio expuesto (Fig. 6a), mientras que la curva de M2 mostré una




recuperacion del esfuerzo antes de la fractura final, un alargamiento del 182% y una mayor capacidad de soportar

impactos ( tenacidad de 0.13 MPa), ademds sufrir deformacién uniforme del neotejido (Fig. 6b).

Ambas muestras mostraron excelente biocompatibilidad y crecimiento celular, pero el neotejido formado en el

andamio que contiene la proteina AG (M2) tuvo mejor comportamiento mecdnico y aparenta ser un tejido con

mejor hidratacidn e integracion celular en comparacién con M1, mostrando baja integracion celular al andamio.
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Grafico 1 Esfuerzo vs. deformacidn del neotejido generado sobre el andamio a) M1, b) M2.

Fig. 6 Fotografias del ensayo de traccion en los explantes a los 30 dias de cultivo in vivo.
a) M1, b) M2.




HIPOTESIS.

Los andamios electrohilados de acido polilactico policaprolactona que son tratados superficialmente mediante
plasma con polipirrol iodo para facilitar la adsorcién de la proteina agrecano y previa siembra de condrocitos, son

un soporte celular en la generacién de cartilago funcional, para el tratamiento de lesiones condrales.

OBJETIVOS.

Objetivo general.
Generar cartilago articular funcional sobre el andamio de PLA-PCL-PPy-I-AG.
Objetivos especificos:
Zona dorsal
e  Caracterizar morfoldgica de los andamios M1y M2.

e  Caracterizar histoldgica e inmunohistoquimica de los neotejidos recuperados en la zona dorsal con

siembra de condrocitos auriculares.

Zona articular

Experimentos in vivo de los andamios generados mediante electrohilado, con previa siembra de
condrocitos autélogos e implantados en la zona articular.

Caracterizar mecanica e histolégicamente de los neotejidos recuperados, comparando resultados con

el tejido nativo.




CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES.

Policaprolactona (CeH1002) (181609) con Mw=65000, cloroformo (CHCIs), alcohol etilico (C2HsOH), polipirrol
(C4HsN), yodo (I2) y agrecano en polvo liofilizado de cartilago articular bovino (A1960), se obtuvieron de Sigma-
Aldrich®.

Acido polilactico (C3Hs03) Ingeo™ Biopolymer con nimero de catdlogo 3251D de NatureWorks.

El medio de cultivo a-Eagle (a-MEM), suero fetal bovino (SFB), colagenasa tipo Il y tripsina, se adquirieron de
Invitrogen Corporation (NY, EE. UU).

Paraformaldehido, dexametasona, acido ascorbico, formalina, acepromacina, ketamina, pentobarbital sddico,
tripsina, xilocaina, fosfatasa alcalina, malla de vicrilo, nylon, aluminio micronizado, tampdn de cacodilato de sodio,
solucion de glutaraldehido, cacodilato de sodio, formalina y Medio Eagle de cultivo modificado de Dulbecco:
DMEM /F12, se obtuvieron de Sigma Aldrich.

Formol (10% en tampdn de fosfato), formaldehido al 37%, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico,

etanol al 70% al 100% y xilol se obtuvieron de J.T. Baker.

Parafina de McCormick Scientific.
Los anticuerpos primarios para colageno tipo Il y agrecano se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, mientras

que el azul de alcian es Sigma Aldrich.

La hematoxilina, alcohol acido, eosina, acido acético, carbonato de litio y el entellan se obtuvieron de Harris Merck.

METODOS.
Los comités de investigacién, Etica y Bioseguridad del Hospital Infantil de México Federico Gdmez, después de
haber revisado el protocolo HIM/2013/027 “Construccién de andamios a base de policaprolactona (PCL)-acido
polilactico (PLA) recubiertos con polipirrol-iodo (PPy-l), para ingenieria de cartilago”, emitieron su dictamen de

aprobacidn, por lo que se autorizé su desarrollo.

CARACTERIZACION HISTOLOGICA PARA NEOTEJIDOS RECUPERADOS DE LA ZONA DORSAL ( FINALIZA ESTUDIO PILOTO).

Para finalizar el estudio piloto se realizé la histologia de los neotejidos M1y M2 con y sin células que fueron
recuperados de la zona dorsal a los 3 meses de ser implantados. Los neotejidos fueron deshidratados mediante
EtOH de graduacion creciente (70, 80, 96 y 100%) durante 12 horas cada uno en agitacién constante,
posteriormente se procesaron para su estudio histolégico, realizando la fijacién del tejido con formaldehido al 4%,
se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 5 um de grosor. Por ultimo, fueron tefiidos con Hematoxilina-
Eosina (H-E), para una valoracidon general de la morfologia celular (tifie de azul-morado los ndcleos y rosa el

citoplasma celular).

FABRICACION DE ANDAMIOS (COMIENZA ESTUDIO IN VIVO ZONA ARTICULAR).

Las soluciones poliméricas de PLA y PCL fueron preparados usando como disolvente una mezcla de 90% de

cloroformo y 10% de etanol a una concentracién de 0.12 g/ml cada solucién. Los andamios fueron electrohilados a




una temperatura de 30°C, las soluciones de polimero se cargaron por separado en 2 jeringas para inyeccion
simultdnea con un flujo de 2 ml/h en una bomba de infusién a una proporcion de 70% (PLA)/ 30% (PCL). Las
soluciones viajaron a través de una aguja (electrodo positivo 20 kV) con un diametro interno de 0.6mm hasta un
colector giratorio de acero inoxidable (15 cm de largo y 10 cm de didmetro), ubicado a 20 cm con una velocidad de
rotacion de 680 rpm. La solucidn se estird hacia el colector en forma de fibras con diametros de diferentes tamafios
en el orden de nano y microfibras. Los andamios de 20 x 10 cm se colocaron al vacio durante 4 dias a 44°C para

eliminar solventes remanentes.

POLIMERIZACION POR PLASMA.

Para mejorar la interaccion del andamio con proteinas y células, su superficie fue tratada mediante
polimerizacion con plasma. El depdsito de la pelicula de polipirrol-yodo (PPy-I) en el andamio PLA-PCL modificé sus
propiedades quimicas v fisicas. El reactor de polimerizacién por plasma se muestra en la Fig. 7a, consta de un tubo
de vidrio (Pyrex), con 20 cm de longitud, un didmetro exterior de 9 cm y un grosor de 0.5 cm. En cada extremo del
tubo se coloca una tapa de acero inoxidable con tres puertos de acceso. Un electrodo de acero inoxidable (placa
plana circular de 6 cm de diametro) que se encuentra acoplado a una varilla cilindrica se colocé en el acceso central
de cada tapa. Los electrodos se conectaron a un generador de potencia, uno a la terminal positiva y el otro a la
terminal negativa, de modo que se generd un campo eléctrico entre ambos. En los otros 2 accesos de una de las
tapas se introduce el mondmero (pirrol) y un dopante (yodo) al reactor [43]. En la otra tapa, un acceso esta
conectado al sistema de vacio y el otro esta conectado a un medidor Pirani para controlar la presidon dentro del
reactor. Otros detalles de los procedimientos involucrados se han descrito en trabajos previos [42] [51]. Los
electrodos se colocaron a 8 cm uno del otro, los andamios de PLA-PCL se cortaron en 0.7 cm de ancho por 3 cm de
longitud y se ubicaron en medio de los electrodos, que se encuentran conectados a un generador de potencia (13.5
MHz y 20 W). La presién se redujo a 1.2x10" Torr a través del sistema de vacio. Antes de comenzar la
polimerizacidn, el reactor se purgd durante 10 minutos para eliminar las impurezas. El mondmero en fase de vapor
se alimentd continuamente al reactor y el dopante se alimentd durante 30 segundos cada 6 minutos, el tiempo de
reaccion total fue de una hora. Al finalizar el tratamiento, el reactor permanecid cerrado durante una hora en una

atmédsfera de mondmero antes de abrirse a la atmdsfera y se retirar los andamios M1 (PLA-PCL-PPy-1) Fig. 7b.

Sistema de

mondémero i
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A \

andamios

dopante
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Fig. 7 a) Polimerizacidn por plasma PPy-I, b) M1 (andamios de PLA-PCL con tratamiento de PPy-I).




PREPARACION DE LA SOLUCION DE AG Y ADSORCION DE LA PROTEINA SOBRE EL ANDAMIO M 1.

Se prepard una solucion de proteina agrecano a una concentracidon de 0.04 mg/ml en agua destilada. Cuatro
andamios M1 (PLA-PCL) se colocaron en placas de 35 mm x 15 mm y fueron lavados con 2 ml de solucién de
agrecano hasta humedecerlos para posteriormente ser sumergidos en la solucién durante 24 horas a temperatura

ambiente en un desecador. La solucién se elimind y los andamios se lavaron 3 veces con agua destilada durante 10

minutos, por ultimo, los andamios M2 (PLA-PCL-PPy-I-AG) permanecieron durante 24 horas a temperatura

ambiente dentro de un desecador al vacio, con la finalidad de eliminar el agua.

La proteina agrecano (AG), que aparte de ser uno de los principales elementos de la MEC del tejido
cartilaginoso, resultan muy atractivo debido a ser reconocidos como estimulantes en la proliferacién celular y
mantenimiento del fenotipo condrogénico, asi como liberacién de multiples proteinas de unién entre los grupos
amino con carga positiva y los grupos sulfato con carga negativa [38]. Es entonces que la proteina AG al tener una
carga negativa tiene gran afinidad a las moléculas de agua, que aportan a la MEC la capacidad de soportar fuertes
presiones mecanicas, ademas de promover la difusién de nutrientes que tiene por objeto mantener la
diferenciacidén condrogénica [1] [46] [52]. Para ejemplificar la adhesion de la proteina agrecano a las fibras de PLA o
PCL con tratamiento superficial por plasma PPy-I, se muestra en la Fig. 8a un diagrama de la matriz extracelular del
cartilago y sus principales componentes: los condrocitos, fibras de coldgena y los proteoglicanos. Estos ultimos son
responsables de la resistencia a la compresion del cartilago y se componen por una proteina central con cadenas de
polisacaridos llamados glucosaminoglicanos (GAGs) que contiene un grupo carboxilo (COOH) y sulfato (SO4). Los
principales GAGs son el condroitin sulfato (CS), queratan sulfato (QS) y acido hialdronico (AH) siendo este ultimo el
Unico GAG no sulfatado. El 4cido hialurdnico se une mediante proteinas de union a la proteina central que contiene
al condroitin sulfato y queratan sulfato para dar lugar a los agrecanos, que se caracterizan por su peculiar forma de
escobeta debido a su composicidn, como se representa en la Fig. 8b.

La Fig. 8c esquematiza el recubrimiento superficial de PPy-I mediante plasma sobre las fibras de PLA o PCL, con el
cual se mejora el rendimiento bioldgico del andamio, funcionalizandolo con grupos amina (NH, NHz), hidroxilo
(OH), carbonilo (C=0) y carboxilo (C3H) de acuerdo a la estructura quimica propuesta por Kumar [53], que se
muestra en la Fig. 8d. Esta superficie modificada ha mostrado en diversos estudios la mejora del andamio en
cuanto a la adhesion y la proliferacidn celular, ademas de promover la adhesién (adsorcidn) de proteinas como el
agrecano y la inmovilizacién de biomoléculas [43] [54] [55]. Es entonces que el recubrimiento de PPy-l aparte de
enriquecer la superficie para el anclaje y crecimiento celular, también ejerce la funcién del acido hialurénico
mediante la adhesion de la proteina AG, demostrado mediante la localizacion de picos caracteristicos de la proteina
AG utilizando FTIR-ATR (Fig. 4b) y presencia de cristales en las fibras formados por la presencia de azucares y

sulfatos contenidos en la proteina AG, los cuales fueron identificados mediante SEM de la Fig. 5b.
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Fig. 8 a) Representacion grafica de la matriz extracelular del cartilago con sus principales componentes: condrocitos, fibras de
coldgeno, acido hialurdnico y proteoglicanos, b) composicion y estructura quimica de la proteina agrecano, c) representacion grafica
de las fibras de PLA o PCL con tratamiento superficial PPy-l y la adhesidn de la proteina agrecano, d) estructura del PPy-I sintetizado

por plasma propuesta por Kumar [66].

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS ANDAMIOS PLA-PCL Y M1 (POROSIDAD).

Se explord la superficie de los andamios tomando las imagenes representativas de la muestra con un
microscopio electrénico de barrido (SEM) marca JEOL JSM-7600F. Para identificar el area de los poros en los
materiales generados, se usé el programa de procesamiento de imagen digital de dominio publico Image) 1.46r.
Para lo que es necesario establecer la escala de la imagen utilizando la distancia en pixeles y una distancia conocida
(barra de escala de la imagen por utilizar) colocando la unidad de longitud (hm o pum) correspondiente. Se
convirtieron las imagenes obtenidas mediante SEM para hacer un contraste binario, estableciendo las fibras en gris
y poros en color rojo. Utilizando el comando analizador de particulas se identificaran los bordes de los poros

indicando su drea y ubicacion.




BIOPSIA DE CARTILAGO Y CULTIVO PRIMARIO DE CONDROCITOS.

Las biopsias de cartilago hialino (Fig. 9a) se obtuvieron del apéndice xifoides del esternén de conejos blancos
neozelandeses machos con un peso entre 2-2.5 kg y 3 meses de vida extrauterina.

El conejo se tranquilizdé con una inyeccidn intramuscular de Acepromacina (9 mg/Kg) y Ketamina (20 mg/Kg),
anestesiando posteriormente con una inyeccion intravenosa de Pentobarbital Sédico (20 mg/kg). Se tomé la
biopsia bajo condiciones asépticas del apéndice xifoides del esternén conejo (Fig. 9a). Obteniendo asi una muestra
de aproximadamente 1cm?, la cual se transportard al laboratorio en un tubo Falcon con PBS c/Antibidtico-
Antimicotico (1%) para ser procesada (Fig. 9b). Las células se indujeron para la multiplicaciéon por disgregacion
mecanica en placas de cultivo de 100 mm con medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB, posteriormente se
disociaron enzimaticamente con colagenasa tipo |l en agitacion constante durante 15 minutos (Fig. 9c). Los
sobrenadantes obtenidos se resuspendieron con 5 ml de medio suplementado y se centrifugaron para obtener el

boton celular.

Fig. 9 a) Toma de biopsia apéndice xifoides del esterndn de cartilago, b) lavado y transporte de muestra,
c) procesamiento de la muestra, disgregacion mecanica para multiplicacion celular.

VIABILIDAD CELULAR PRE-IMPLANTE MTT.

La viabilidad fue evaluada a los 7 dias del cultivo celular in vitro de los condrocitos autdlogos sobre los

andamios M1 y M2, a una concentracion de 2.5x10° células/andamio. Las pruebas de viabilidad celular para los

andamios celularizados M1 y M2 (sin y con proteina AG) se realizaron por triplicado usando el método
colorimétrico del 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5—difenil-bromuro de tetrazolio (MTT, SIGMA). Los andamios fueron
incubados a 37°C durante 4h en 300 uL de medio DMEM/F12 sin suero y 30 uL de PBS-MTT (5mg/mL), la placa se
incubd a 37°C durante 4h cubierta por papel aluminio. Posteriormente se retiré el medio y los andamios fueron
lavados con PBS para después afiadir 300 uL de solubilizador (SDS al 10% + HCI 0.04 N en isopropanol) para disolver
los cristales de formazan y se incubd durante toda la noche a 37°C. Las placas se analizaron en un lector Labsystems

Multiskan Ascent 354 a una densidad éptica (D.O) de 540 nm.




IMPLANTACION DE LOS ANDAMIOS CON CELULAS AUTOLOGAS: PRUEBAS IN VIVO.

Los andamios PLA-PCL-PPy-I (M1) y PLA-PCL-PPy-I-AG (M2) se esterilizaron y fueron hidratados en medio de
cultivo durante 2h , posteriormente se sembraron condrocitos con una suspensién de densidad celular de 1.2x10°
células/ml, los andamios se colocaron durante tres horas para asegurar la adhesién celular dentro de la incubadora
en condiciones de cultivo estandar, luego fueron afiadidos 2 ml de medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con
10% de SFB, 1% de antibidtico-antimicdtico y 1% de acido ascérbico (0.05 mg/ml) para mantener los andamios M1
y M2 en incubacién durante 7 dias, para posteriormente ser implantados en los céndilos superior e inferior de las
patas traseras del conejo, bajo condiciones asépticas apropiadas. El animal se calmé con una inyeccion
intramuscular de acepromacina y ketamina; la anestesia general se realizé con una inyeccién intravenosa de
pentobarbital sédico y luego se anestesidé localmente con xilocaina. Se afeitaron las patas traseras Fig. 10a y se
realizé una incisién pararotuliana con un bisturi Fig. 10b, teniendo cuidado de no dafiar las estructuras anatémicas
hasta dejar expuesta la articulacién Fig. 10c, se realizo la extraccidn total de cartilago con ayuda de un bisturi Fig.
10d. Se utilizaron 2 conejos para ser implantados con andamios de 0.7 cm de ancho x 0.7 cm de longitud, y un

conejo control (sano), los andamios se colocaron como se muestra en la figura Fig. 10e, la ubicacion de los

andamios se ilustra en la Fig. 10f. Una vez que se insertaron todos los andamios, la herida se cerré en dos capas

con suturas de vycril absorbibles Fig. 10g. Finalmente, se desinfectd el area y se administré una dosis Unica de
antibidtico (cefalotina) 11mg por kilogramo después de la cirugia, los conejos permanecieron en jaula sin

inmovilizar.

conejo 3
sanoc
{control)

tejido nativo

Fig. 10 Abordaje quirurgico del experimento in vivo: a) anestesia general y afeitado de la zona articular, b) incision
pararotuliana, c) exposicion de cartilago para preparacién de la zona para implante, d) extraccion total de cartilago con
ayuda de un bisturi, ) colocacidn de implantes, f) nimero de conejos utilizados y ubicaciéon de andamios en los implantes,
g) sutura.




EXTRACCION DE NEOTEJIDOS.

Tras un afio de cultivo in vivo, fueron recuperados los neotejidos formados sobre PLA-PCL-PPy-I (M1) y PLA-

PCL-PPy-I-AG (M2) siguiendo el procedimiento descrito a continuacion:

Se tranquilizd el conejo, con una inyeccidn intramuscular de acepromacina (5 mg/ Kg) y ketamina (20 mg/

Kg), posteriormente se sacrificd con una inyeccidn intravenosa de pentobarbital sédico (40mg/ml).

Se realizé un corte longitudinal con tijeras quirurgicas para levantar la piel y dejar expuesta la musculatura
de la zona articular (Fig. 11a), se efectuaron cortes con ayuda de una segueta en el fémur para la extraccion
total de la articulacion (Fig. 11b), el exceso de musculatura se retird con tijeras y bisturi, posteriormente se
realizaron cortes de los ligamentos intracapsular, lateral y medial para separar el céndilos superior e inferior

(Fig. 11c).

Los neotejidos formados sobre los andamios M1 y M2 se colocaron en tubos Falcon con medio de cultivo

F12 para ser trasportados.

Fig. 11 Extraccidn de neotejidos: a) corte y retiro de piel, b) corte de fémur para retirar articulacién, c) preparacion
de la muestra para ensayos de compresion.

CARACTERIZACION DE LOS NEOTEJIDOS.

ENSAYOS DE COMPRESION:

1. Los ensayos de compresion se realizaron con un analizador de textura Brookfield modelo CT3-4500,
utilizando una geometria TA39 (cilindrica de punta plana con 2 mm de @) como identador. En la tabla de
fijacion se colocd una tenaza para ensayo de tension uniaxial para acoplar la pata de conejo en el equipo

(Fig. 12a).

Los parametros utilizados en el ensayo fueron: velocidad 0.5 mm/min, carga de prueba de O0.1N,
profundidad del objetivo en el cédndilo femoral lateral a 0.5 para el caso del tejido nativo y 0.7 mm para el

caso de los neotejidos recuperados [56] [57] y 1 ciclo de carga.




Para poder realizar el montaje de la pieza en el equipo se realizaron cortes longitudinales en fémur con

segueta, como se muestra en la Fig. 12b.

Se registro la carga y distancia de cada una de las piezas, con lo que se construiran sus respectivas graficas
carga vs distancia, posteriormente se calculé la histéresis (area dentro de la curva) de cada uno de los
neotejidos mediante el programa OriginPro 8. Los resultados obtenidos en los ensayos mecdanicos de los

neotejidos fueron comparados con el cartilago articular nativo del conejo.

Fig. 12 a) acoplamiento del equipo para montaje de los materiales, b) preparacidon y montaje de los materiales.

HISTOLOGIAS DE LOS NEOTEJIDOS RECUPERADOS DE LA ZONA ARTICULAR.

La deshidratacion de los neotejidos recuperados sobre M1y M2 con células y sin células se realizé mediante
EtOH de graduacién creciente (70, 80, 96 y 100%) durante 12 h cada uno en agitacion constante, posteriormente se
procesaron para su estudio histolégico, realizando la fijacion del tejido con formaldehido al 4%, se incluyeron en
parafina y se realizaron cortes de 5 um de grosor. Por ultimo, fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina (H-E), para

una valoracion general de la morfologia celular (tifie de azul-morado los nucleos y rosa el citoplasma celular).




CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION.

CONCLUYE EXPERIMENTO PILOTO IN VIVO DE LA ZONA DORSAL.

PARAMETROS MORFOLOGICOS DE LOS ANDAMIOS.

Mediante microscopia electrénica de barrido se explord la superficie del andamio de PLA-PCL sin tratamiento
superficial de plasma con PPy-I (Fig. 13a), en donde se mostraron fibras orientadas al azar, con una distribucion del
didmetro bimodal (Fig. 13b). Las fibras de PCL tienen didmetros promedio de 0.85 + 0.16 um y las de PLA 2.57 +
0.66 um, las fibras fueron identificadas mediante. Partiendo de que las fibras de PCL son mas delgadas que las de
PLA, se espera sea mas rdpida la degradacién in vivo al interactuar con los fluidos circundantes, este
comportamiento se atribuye a la diferente relacidn superficie/volumen de las fibras. Ademas de que se ha
reportado que los materiales de PCL electrohilados se degradaron mucho mas rapido in vivo en comparacion de in
vitro, estos cambios en los tiempos de degradacién mas rapido in vivo pueden deberse a la degradacion enzimatica
de PCL ademas de la degradacidn hidrolitica [58]. Con lo anterior se mejora el ambiente tridimensional del andamio
(poros con mayores areas), para ingenieria de tejidos es adecuado que las fibras del andamio experimenten una
degradacion gradual, con lo que se va dejando espacio suficiente para el crecimiento y la distribucién uniforme de

células.

El andamio tratado superficialmente con de plasma (M1) Fig. 13c, muestran claramente un aumento en el
didmetro promedio de las fibras debido al recubrimiento de PPy-I de aproximadamente 0.50 um (1.32 £ 0.24 um
para el PCL y 2.82 + 0.80 um para el PLA) respectivamente (Fig. 13d) en comparacién del andamio PLA-PCL sin
tratamiento superficial (Fig. 13b), se observa incremento de la rugosidad en la superficie de las fibras y mejor
definicién de poros que apoyan la adhesidn y proliferacion celular Fig. 13. Se ha documentado que el incremento
de en los didametros de fibra favorece la adherencia y crecimiento celular, diferenciacién condrogénica, expresion
de colageno tipo 2 y agrecano, asi como una distribucién celular mas uniforme por todo el andamio al paso de los
dias [31].

En la Fig. 13e se muestra la superficie del andamio M2 que tiene fibras tratadas con PPy-l y la adhesién de la
proteina agrecano, se observan estructuras muy bien definidas (cristales) debido al alto contenido de azlcar y
sulfato de la proteina AG [45] [59]. Estas estructuras no aparecen en los otros andamios (Fig. 13a y Fig. 13c), por lo

que visualmente se confirma la presencia de la proteina sobre el andamio.

El estudio morfolégico de los andamios con tratamiento superficial de PPy-I mostraron incremento en la
rugosidad de las fibras que favorecen el anclaje celular, por otra parte, el tamafio promedio de poro permitira la
libre difusién y crecimiento celular a través del andamio formando tejido tridimensional. Por ultimo, se identifico la
proteina AG sobre fibras del andamio M2 en forma de cristales, estas estructuras no fueron identificadas en las

fibras de los otros andamios.
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Fig. 13 Microfotografia (SEM) fibras orientadas al azar: a) Fibras electrohiladas de PLA/PCL (magnificacion 1300x),
c) Fibras electrohiladas de M1 (1000x magnificacion), d) fibras de M1, e) Fibras electrohiladas de M2 (3500X).
Histograma de frecuencia del diametro de fibra en las imagenes SEM : b) fibras de PLA-PCL, d) fibras de M1.

Se utilizé el programa Imagel para contabilizar y estimar el tamafio de los espacios entre las fibras (poros) en
los andamios PLA-PCL y M1, basandonos en las imagenes bidimensionales obtenidas del SEM. Se establecieron
umbrales de diferentes intensidades para cada andamio; los espacios estan representados en rojo y las fibras en
gris (Fig. 14a y Fig. 14b). Para realizar el analisis, se consideraron tamafios de area de entre los 78 y 550 um? con el
fin de evitar incluir artefactos de la imagen. Los resultados se muestran los contornos y los valores de las

estructuras que se consideraron para el analisis (Fig. 14c y Fig. 14d).

El didametro promedio de los condrocitos en el cartilago hialino es de 5 a 30 um [60] [61],mientras que los

espacios aparentes (areas promedio de poro) entre las fibras de los andamios PLA-PCL (Fig. 14a) y M1 (Fig. 14b)

fueron 186 + 106 um? y 156 *+ 85 um? respectivamente. Las proyecciones bidimensionales evidencian que el

andamio tiene caracteristicas que permitira la filtracion de células, soportara la generacion de tejido superficial y
tridimensional, esto sustentado con la literatura, en donde se ha mostrado que los andamios microporosos apoyan
la condrogénesis, proliferacion celular, ademas de mejorar la integracion del tejido y la produccion de MEC

(glicosaminoglicanos sulfatados y colageno) [16] [35].




Fig. 14 Imagenes SEM de los andamios con cambio de umbral (fibras en gris), poros en rojo):
a) PLA-PCL, b) M1. Contornos obtenidos del analisis: c) PLA-PCL, d) M1

ENSAYO DE MITT (VIABILIDAD CELULAR PREIMPLANTE).

A continuacion, se muestran los resultados de la viabilidad celular de los andamios M1y M2 celularizados para
los preimplantes cultivados in vitro en una caja Petri durante 7 dias en condiciones estandar, por el método 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5—difenil-bromuro de tetrazolio (MTT) para la generacion de cartilago funcional. Se observé un
aumento en la viabilidad (proliferacion celular) en la superficie tratada con la proteina AG (M2), en comparacién
con las superficies que no se trataron con proteina AG (M1) (Fig.15). Los niveles de absorbancia se midieron por

triplicado y las barras de error representan la desviacion estandar.
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Fig.15 Andlisis MTT preimplante.




CARACTERIZACION HISTOLOGICA E INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS NEOTEJIDOS RECUPERADOS DE LA ZONA
DORSAL. (FINALIZA ESTUDIO PILOTO).

La histologia del neotejido generado a los 30 dias de cultivo in vivo de la zona dorsal sobre el andamio M2
celularizado se muestra en la Fig. 16a, los nucleos de las células en tono morado y citoplasma rosado, con una
distribucion apilada de condrocitos con morfologia homogénea (eliptica-redondeada) caracteristica del cartilago
articular. Grupos iségenos tipicos de la division celular se muestran en el recuadro de la esquina superior derecha,

mientras que en el neotejido generado sobre M1 con células (Fig. 16b) se identificé tejido fibroso (fibroblastos).
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Fig. 16 Histologias e inmunohistoquimicas de M2 y M1.

Para el analisis inmunohistoquimico se utilizaron marcadores de diferenciacion condrogénica del cartilago
hialino nativo el colageno tipo Il y la proteina agrecano. El neotejido generado sobre M2 muestra expresion de
coldgeno tipo Il (Fig. 16c) y proteina agrecano (Fig. 16e) en tono marrdn, se identifican células elipticas y tejido

uniforme no fibroso.

Por otra parte, el neotejido generado sobre el andamio M1 muestra areas con expresion de coladgeno tipo Il
(Fig. 16d) y agrecano (Fig. 16f), sin embargo, en ambas imagenes (Fig. 16d y Fig. 16f) es visible tejido fibroso y

células alargadas (fibroblastos).

Se visualizan cortes transversales y longitudinales de las fibras pertenecientes al andamio temporal, que
muestran una tincion marrén en tono mas oscuro (marcados con flechas rojas) debido a la reaccién del
recubrimiento en las fibras con PPy-l y el peréxido empleado en la tincidn, esto para las histologias de ambos

neotejidos M1y M2.

Las histologias e inmunohistoquimicas de los neotejidos recuperados de la zona dorsal del conejo muestran
que el andamio M2 con previa siembra de condrocitos es un soporte temporal con caracteristicas y composicion
que apoyan la generacién de neotejido con expresion de las proteinas colagena tipo Il y agrecano, que son
importantes componentes de la matriz extracelular del cartilago, ya que las cadenas sulfatadas (condroitin sulfato y

queratan sulfato) dotan al cartilago articular su capacidad de resistir cargas de compresidn, permitiendo la




deformacidn y recuperacion del tejido, ademas de contribuir con la difusion de nutrientes y eliminacion de
desechos. En la literatura se ha mostrado que una matriz de cartilago pobre en proteoglicanos exhibe un mdédulo
de compresion insignificante en comparacién con el tejido normal ademds se ha evidenciado que los

proteoglicanos contribuyen al menos el 98% del equilibrio en el médulo de compresidn del articular [62].

1l. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS IN VIVO ZONA ARTICULAR.

Después de los resultados obtenidos en la caracterizacidn de los andamios y neotejidos recuperados de la zona
dorsal, se mostré el potencial del andamio M2 con células como tratamiento en las lesiones condrales. Por lo que
se realizd un nuevo experimento en donde los andamios M1y M2 con y sin células fueron colocados en los condilos

superior e inferior en ambas patas traseras en una muestra de dos conejos neozelandeses como se mostré en la

Fig. 10f; con el objetivo de generar tejido funcional. Tras un afio de haber sido implantados, se extrajeron los

neotejidos generados sobre los andamios M1 y M2, retirando totalmente las articulaciones (tibia y fémur),
limpiando la piel y musculo, dejando expuesto el hueso como se muestra en la Fig. 11c. Se realizd la evaluacion
visual de los tejidos recuperados, ensayos mecanicos de compresion e histoldgicas, comparando los resultados con

el tejido nativo, a continuacion, se muestran los resultados.

APARIENCIA DE NEOTEJIDOS FUNCIONALES RECUPERADOS DE LA ZONA ARTICULAR.

Tras un afio implantados, fueron extraidos los neotejidos formados sobre los andamios M1 y M2 con y sin
células, en la figura Fig. 17 se observa la apariencia de los neotejidos recuperados. Se muestra que para todos los
casos la integracidon del hueso con el neocartilago fue buena, no se observan huecos o rastros de la brecha entre
ambos tejidos en los alrededores, tienen apariencia hidratada con céndilos mediales y laterales bien definidos de

aspecto no fibroso o cicatricial, no se aprecia la presencia fisica del soporte temporal (andamio).

Fig. 17 Formacién de neotejidos sobre los condilos femorales tratados con los
andamios M1y M2 con y sin previo cultivo celular.




ENSAYOS DE COMPRESION.

De los ensayos de compresidn realizados sobre el tejido nativo y los neotejidos recuperados M1 y M2, se

obtuvieron las curvas que se muestran en el Grafico 2, la respuesta del cartilago (esfuerzo maximo e histéresis)

puede ser diferente de acuerdo con las condiciones en las que se desarrollé el ensayo como son: la profundidad y

zona en donde se aplica la carga. Esta ultima debido a que no es un tejido uniforme se busco colocar la punta del

identador (que es una punta plana) en la parte mas plana de los tejidos, registrando los resultados en la misma

zona para evitar grandes variaciones en los resultados.
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Grafico 2 Curvas carga vs distancia: a) cartilago nativo, b) neotejidos M1y M2 con y sin células.

En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos en los ensayos de compresion:

M2 Lat c/c M2Lats/c Millatc/c M1 Llats/c

Deformacion total.
(mm) 0.5 0.7

Trabajo total. 4.37 8.5%+1.2 . 4.91+0.6 3.310.3
(mJ)
Deformacion recuperable. 0.46 0.5+0.1 ’ 0.57+0.1 0.55+0.06
(mm)

Esfuerzo maximo 16.09 19.79+1.6 . 9.8310.6 8.6910.7
(N)

Tabla 2 Resultados obtenidos de los ensayos de compresion para el tejido nativo y los neotejidos M1y M2 con y sin células
recuperados de la zona articular.

Se utilizé el programa OriginPro para calcular el area dentro de las curvas, carga vs distancia obtenidas en los
ensayos de compresion (Grafico 2), el 4rea es la energia disipada por cada uno los tejidos, los resultados se
registraron en la tabla 3. Posteriormente se calculé el porcentaje de energia disipada y porcentaje de deformacion

para cada uno de los tejidos con las ecuaciones a y b, los valores obtenidos se registraron en la Tabla 3:




energia disipada

x 100

a) % Energia Disipada =

Trabajo total

Deformacion recuperable

x 100

b) % Deformacionrecuperada =
) % f p Deformacién total

M2 Lat c/c M2Lats/c Millatc/c M1 lats/c

Energia disipada. 1.8 5.1+1.2 8 3.610.6 2.610.1
(mJ)

% Energia disipada. 42.1 60+.0.2 57.5 72.840.5 78.840.1

% Deformacion
recuperable. 92 71.4+£0.1 57.1 81.4+0.1 78.5+0.1

Tabla 3 Resumen de resultados calculados a partir de los ensayos de compresion para el cartilago nativo y los neotejidos
formados sobre M1y M2 con y sin células, recuperados de la zona articular.

El porcentaje de energia disipada indica pérdida de energia en forma de calor por friccidn, es por esta razon
que su importancia radica en que un valor muy “alto” comparado con los valores del tejido nativo podria ser
traducido en un aumento de la temperatura local en el tejido (mayor a 37°C), entonces la disipacién de energia es
un mecanismo que retrasa la aparicion de dafios, por lo que entre mayor sea (su valor) se compromete la
remodelacién de la MEC induciendo un proceso patoldgico [3] [63] que podria ser debido a una baja lubricacidn del
tejido (matriz con bajo contenido de GAGs o matriz degenerada) generando aumento de friccion que a su vez
disminuye el efecto amortiguador del tejido [64], aumentando los riesgos en la generacidon de grietas en el interior

del tejido como forma de disipar la energia.

Para el caso del cartilago nativo se observa un bajo porcentaje de energia disipada (42%), lo que podria indicar
ser un tejido mejor hidratado que generara menor friccidon durante la marcha permitiendo conservar su estructura
con menos riesgos sufrir fracturas o fisuras. Al ser comparado con el alto porcentaje de energia disipada en los
neotejidos generados sobre los andamios que no contienen proteina agrecano ya sea con 0 sin previa
celularizacidn, tienden a tener gran riesgo a sufrir fisuras o fracturas ante cargas repetidas, ya que generan mas
friccion y por lo tanto mayor generacién de calor, por lo que se tratan de neotejidos con menor capacidad elastica,
en donde su capacidad de recuperacion o amortiguamiento se ve comprometida. Por otra parte, los neotejidos
formados sobre los andamios que contienen la proteina agrecano (M2) tienden a tener valores mas bajos en el
porcentaje de energia disipada siendo mas cercanos a los valores obtenidos para tejido nativo, lo que podria indicar

un tejido mejor hidratado y con una MEC de composicién similar al tejido nativo.

El porcentaje de deformacion recuperada calculado para el cartilago nativo fue del 92%, indica una alta
capacidad de recobrar su forma original una vez que cesa la fuerza que lo comprime, mostrando su caracteristico
comportamiento viscoeldstico. Aun cuando los resultados obtenidos para los tejidos M1 con y sin células mostré
tejidos mas deformables, tienen el inconveniente de contar con un alto porcentaje de energia disipada, que se

traduce como una menor capacidad de amortiguar el impacto; ademds de que su baja oposicion a la deformacion




(esfuerzo maximo) denota un neotejido blando que podria generar fracturaras desencadenando un colapso

prematuro ante cargas repetidas (hundimientos), lo anterior puede sugerir un cambio de fenotipo celular.

Es entonces que, de acuerdo con los resultados obtenidos, la incorporacién de la proteina AG y células en el
andamio electrohilado de PLA-PCL-PPy-I (M2 con células), favorece la respuesta mecanica durante la compresion,
esto a pesar de haber mostrado menor capacidad de recuperacién ante la deformacion, ya que cuenta con una
mejor capacidad de amortiguamiento, esto de acuerdo con una menor cantidad de energia disipada. Ademas de
contar con una oposicion a la deformacion (esfuerzo maximo) con orden de magnitud mas cercano al tejido nativo,
por lo que su respuesta para soportar cargas repetidas podria verse favorecida, esto podria deberse a una mejor

hidratacién del neotejido y la estructura de su matriz (tejido no fibroso).

Por ultimo, los neotejidos generados sobre M2 sin células, tienden a tener una muy baja recuperacion del
tejido durante la compresion, ademads de que la oposicidn para ser deformado se encuentra muy por encima de la
obtenida en el cartilago nativo por lo que podria indicar un cambio de fenotipo celular que favorece un aumento en
la friccion y como consecuencia un incremento de la temperatura local del tejido, induciendo un proceso de

destruccion de su matriz [65].

HISTOLOGIAS DE LAS MUESTRAS ARTICULARES.

En la Fig. 18 se aprecia una seccidn histoldgica de cartilago hialino de conejo sano, en la que se visualizan
condrocitos organizados en racimos apilados embebidos en la matriz extracelular, los condrocitos presentan
nucleos redondeados. Se observan diferentes zonas como son el cartilago articular (CA), cartilago calcificado (CC),

hueso subcondral (HS) y la bolsa sinovial (BS).

\

CA

Fig. 18 Histologia cartilago hialino sano.

Los cortes histoldgicos tefidos con H-E de los neotejidos formados sobre el neotejido M2 con previo cultivo
celular de condrocitos (Fig. 19d) muestra una morfologia mas parecida a la del cartilago hialino articular nativo (Fig.
18); en el que se distinguen células con morfologia eliptica caracteristicas del tejido hialino en la zona superficial,

gue es la que mantiene contacto fisico con el cartilago articular opuesto, su importancia radica en la funcionalidad




del tejido durante la marcha proporcionando un mejor ambiente para el amortiguamiento de la carga y
desplazamiento con bajos niveles de friccion. Mientras que todos los demds neotejidos (Fig. 19a, Fig. 19b y Fig.
19¢) muestran claramente cambio de fenotipo mediante formacién de fibrocartilago y calcificaciones (Fig. 19b),
por lo que su capacidad de soportar cargas repetidas se ve comprometido debido a su bajo amortiguamiento y

altos niveles de friccion que desencadenard progresivamente el desgaste articular.

HS

'S

]

Fig. 19 Histologias de neotejidos generados sobre a) M1 sin células, b) M1 con células, c) M2 sin células y d) M2 con células.

FC-Fibrocartilago, CC-cartilago calcificado, HS-Hueso subcondral, NC-Nédulo calcificado.




CONCLUSIONES

De andamios:

Se prepararon andamios electrohilados de poli (acido lactico) PLA- policaprolactona (PCL) modificados
superficialmente con plasma PPy-l que apoyo la adhesion de la proteina AG, que fue detectada mediante SEM y
FTIR, y se utilizé como agente de diferenciacién condrogénica.

Las fibras de los andamios presentaron una distribucién bimodal, en donde las fibras de policaprolactona (PCL)
son claramente mas delgadas en comparacion de las fibras de acido polilactico (PLA), mejorando las condiciones
del entorno en cuanto a la porosidad para el depdsito celular, anclaje y generacién de tejido tridimensional. Lo
anterior se comprobd durante la evaluacidn in vivo, en donde se mostré que el tamafio de poro y estructura del
andamio promueve el crecimiento de tejido tridimensional.

La viabilidad celular (condrocitos) mostré que los andamios que contienen la proteina AG tienen mejor
proliferaciéon celular en comparacion de los que no contienen la proteina.

Histologia e inmunohistoquimica de la zona dorsal:

La histologia para el neotejido generado sobre el andamio de PLA-PCL-PPy-I-AG celularizado mostré una
morfologia mas parecida al tejido nativo, asi como grupos iségenos que son caracteristicos de la division celular,
mientras que en el neotejido formado sobre el andamio PLA-PCL-PPy-I se identificd tejido fibroso. Para ambos
neotejidos se obtuvo inmunoreaccidn positiva para las proteinas colageno tipo Il y agrecano, sin embargo, para los
generados sobre PLA-PCL-PPy-I se identificé el cambio de fenotipo celular a tejido fibroso.

Evaluacion Visual de los neotejidos recuperados de la zona articular:

La evaluacion visual de los neotejidos recuperados tras un afio de su implantacion en la zona articular mostro
una excelente integracion con el cartilago nativo circundante y el hueso subcondral en donde no se muestran
fisicamente limites o huecos entre la formacién de ambos tejidos.

Ensayos de compresion e histologias de la zona articular:

Los ensayos de compresion e histologias evidenciaron la influencia de la proteina AG y la celularizacién de los
andamios para una favorable respuesta mecdanica y generacién de cartilago, se mostré un porcentaje de disipacion
cercano al valor obtenido para el tejido nativo, morfologia de células redondeadas, elipticas y apiladas, asi como la
expresién de proteinas caracteristicas del cartilago nativo. En comparacion con los demas neotejidos que
mostraron alto porcentaje de disipacién de energia y muy baja oposicién a la deformacidn, disminuyendo el efecto
amortiguador, comprometiendo su integridad, asi como la identificacién de tejido fibroso y calcificaciones.

En General:

La comparacion entre los resultados obtenidos en los ensayos mecanicos e histologias del cartilago nativo de
los neotejidos recuperados de la zona articular muestran claramente que el andamio M2 con células, favorece el
comportamiento mecanico, la generacidon de neocartilago y la expresidon de proteinas caracteristicas del tejido
nativo, por lo que la evidencia en este trabajo muestra el potencial del andamio M2 celularizado en el tratamiento
de osteoartritis para la generacién de cartilago articular funcional.




TRABAJOS FUTUROS

Para trabajos futuros se requiere continuar con las inmunohistoquimicas e incrementar el nimero de muestras
y ensayos in vivo llevando un seguimiento mensual desde su implantacion hasta antes de su extraccion mediante
resonancia magnética nuclear, para poder observar detalladamente el progreso y la composicién en la formacion
del neotejido. Ademas, de incrementar el nimero de ciclos en los ensayos de compresidn, y asi detallar el
comportamiento mecanico del neotejido, siempre comparando los resultados obtenidos con el tejido nativo.
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