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RESUMEN

Los tendones son los encargados de transmitir las fuerzas del
musculo al hueso. Estos tejidos poseen una actividad celular escasa y
poca capacidad de regenerarse; por ello cuando sufren una lesién grave
y parte del tejido se ha perdido, se requiere el uso de prétesis. Debido a
los numerosos problemas que presentan las proétesis actuales, el gran
reto de este trabajo ha sido el desarrollo de un nuevo concepto de
protesis tendinosa disefiada siguiendo las estrategias de la Ingenieria
Tisular del tendén. El objetivo que persigue esta tesis es el disefio y
fabricacion de wuna protesis biodegradable que cuente con las
propiedades mecanicas y biolégicas adecuadas que la hagan apta para
la regeneracion de cualquier tendon. Como el tejido del ligamento es
muy similar al del tendon, esta protesis podria ser también un punto de
partida para una protesis de ligamento.

El prototipo de protesis consta de un trenzado hueco de acido
polilactico (PLA), que reproduce el comportamiento mecanico del
tenddn natural. El hueco del trenzado va relleno de una combinacién de
microparticulas de acido poli(L-lactico) PLLA y acido hialurénico (HA),
que sirven de soporte (scaffold) a las células que promoveran la
regeneraciéon del tejido. La parte exterior del trenzado lleva un
recubrimiento de HA que evita las adherencias de la proétesis con los
tejidos circundantes, permitiendo ademas, el suministro de nutrientes a

las células del interior de la trenza.



Para verificar que el nuevo concepto de protesis era apto para la
regeneraciéon del tendén, los distintos componentes que forman la
prétesis fueron inicialmente sintetizados y caracterizados fisica,
mecanica y biolégicamente. Se comprobé que las estructuras
tridimensionales y los polimeros seleccionados mostraban adecuadas
propiedades para la regeneracion del tendon. Ademas fueron realizados
cultivos de células madre mesenquimales provenientes de médula 6sea
humana sobre algunos de los soportes tridimensionales
(microparticulas de PLLA y trenza) del prototipo, obteniendo como
resultado la diferenciacion de las células madre a tenocitos.

Por ultimo, se caracteriz6 el comportamiento celular en el prototipo
de protesis y se comprobd que, una vez ensamblado (trenza con relleno
de células mas microparticulas) las células continuaban viables y
proliferando. También se estudi6 el comportamiento celular en el
prototipo de prétesis bajo un estimulo mecanico (régimen dinamico)
durante 14 dias. Para este ensayo se disefi¢ y fabric6 un biorreactor
capaz de transmitir estimulos de traccién al prototipo de protesis
evaluado. Al comparar la respuesta celular debida al estimulo mecanico
con ensayos realizados en régimen estatico se observé que el
biorreactor afectaba positivamente el comportamiento de las células
generando diferencias morfolégicas, incrementando la produccion de
matriz extracelular, y estimulando ademas el alineamiento celular.

Todos estos factores sugieren que el prototipo de proétesis disefiado



aunado con un adecuado estimulo mecanico puede ser considerado una

alternativa viable para estimular la regeneracién tendinosa.



RESUM

Els tendons son els encarregats de transmetre les forces del muscul a
I'os. Aquests teixits posseeixen una activitat cel-lular escassa i poca
capacitat de regenerar-se; a causa d'acd quan pateixen una lesié greu i
part del teixit s'ha perdut, es requereix 1'is de protesis. A causa dels
nombrosos problemes que presenten les protesis actuals, el gran repte
d'aquest treball ha sigut el desenvolupament d'un nou concepte de
protesi tendinosa dissenyada seguint les estrategies de I'Enginyeria
Tissular del tend6. L'objectiu que persegueix aquesta tesi és el disseny i
fabricaci6 d'una protesi biodegradable que compte amb les propietats
mecaniques i biologiques adequades que la facen apta per a la
regeneracié de qualsevol tendd. Com el teixit del lligament és molt
similar al del tend6, aquesta protesi podria ser també un punt de
partida per a una protesi de lligament.

El prototip de protesi consta d'un trenat buit d'acid polilactic (PLA),
que reprodueix el comportament mecanic del tendé natural. El buit del
trenat va farcit d'una combinacié de microparticules d'acid poli(L-
lactic) PLLA i acid hialuronic (HA), que serveixen de suport (scaffold) a
les cel-lules que promouran la regeneracié del teixit. La part exterior del
trenat porta un recobriment d'HA que evita les adheréncies de la
protesi amb els teixits circumdants, permetent a més, el

subministrament de nutrients a les cel-lules de l'interior de la trena.



Per a verificar que el nou concepte de protesis era apte per a la
regeneracié del tend¢, els diferents components que formen la protesi
van ser inicialment sintetitzats i caracteritzats fisica, mecanica i
biolégicament. Es va comprovar que les estructures tridimensionals i
els polimers seleccionats mostraven adequades propietats per a la
regeneracio del tendd. A més van ser realitzats cultius de céel-lules mare
mesenquimales provinents de medul-la 0ssia humana sobre alguns dels
suports tridimensionals (microparticules de PLLA i trena) del prototip,
obtenint com resultat la diferenciacio6 de les cel-lules mare a tenocitos.

Finalment, es va caracteritzar el comportament cel-lular del prototip
de protesis i es va comprovar que una vegada assemblat (trena amb
farciment de cél-lules més microparticules), les cél-lules continuaven
viables i proliferant. També es va estudiar el comportament cel-lular en
el prototip de protesi sota un estimul mecanic (regim dinamic) durant
14 dies. Per a aquest assaig es va dissenyar i es va fabricar un
biorreactor capa¢ de transmetre estimuls de tracci6 al prototip de
protesi avaluat. En comparar la resposta cel-lular deguda a l'estimul
mecanic amb assajos realitzats en regim estatic es va observar que el
biorreactor afectava positivament el comportament de les cel-lules
generant diferencies morfologiques, incrementant la produccié de
matriu extracel-lular, i a més estimulant l'alineament cel-lular. Tots
aquests factors suggereixen que el prototip de protesi dissenyat
conjuminat amb un adequat estimul mecanic pot ser considerat una

alternativa viable per a estimular la regeneraci6 tendinosa.



ABSTRACT

Tendons are responsible for transmitting the forces from muscle to
bone. These tissues have a low cellular activity and reduced capacity for
regeneration. Thus, when tendons suffer a serious injury and some
tissue is lost, the use of prosthesis is required. The prosthesis currently
available in the market show many problems. Hence, the great
challenge of this work has been the development of a new concept of
tendon prosthesis designed following the strategies of tissue
engineering of tendon. The main objective of this thesis is the design
and manufacture of a biodegradable prosthesis with the appropriate
mechanical and biological properties that make it suitable for tendon
regeneration. As ligament tissue is very similar to that of tendon, this
prosthesis could be also a starting point for ligament prosthesis.

The tendon prototype prosthesis consists of a hollow braided
polylactic acid (PLA), which reproduces the mechanical behaviour of
natural tendon. This hollow braided is filled with a combination of
microparticles of poly(L-lactide) PLLA and hyaluronic acid (HA), which
acts as a hosting structure (scaffold) for the cells that will promote the
tendon regeneration. The outer of the braid is covered with a HA
coating in order to prevent adhesion of the prosthesis with the
surrounding tissues, but also allowing the supply of nutrients to the

cells inside of the braid.

VI



In order to verify that the new concept of prosthesis was suitable for
tendon regeneration, the components of the prosthesis were
synthesized and physical, mechanical and biologically characterized. In
order to validate whether the properties of the components were
adequate for tendon regeneration, analysis of the three-dimensional
structures and polymers selected was performed. Mesenchymal stem
cells from human bone marrow were seeded in vitro on some of the 3D
components of the prototype (PLLA microparticles and braid),
promoting stem cell differentiation to tenocytes.

Finally, cellular behaviour was characterized on the assembled
prototype prosthesis (braid with microparticles and cells), showing that
cells remained viable and proliferative. The cellular behaviour in the
prototype of prosthesis under a mechanical stimulus (dynamic
conditions) along 14 days was also studied. For this test a bioreactor
capable of transmitting straightening stimulus to the evaluated
prototype prosthesis was designed and manufactured. Comparison of
the cellular response due to mechanical stimulation with appropriate
tests under static conditions showed that the designed bioreactor
positively affected the behaviour of cells generating morphological
differences, increasing extracellular matrix production, and stimulating
cell alignment. All these factors suggest that the prosthesis prototype
designed can be considered a viable alternative to stimulate tendon

regeneration.
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1.1 FISIOPATOLOGIA DEL TENDON Y TERAPIAS
ACTUALES

Los ligamentos y los tendones juegan un papel clave en la mecanica
articular. Estas estructuras se caracterizan por la abundancia de haces
de colageno y una actividad celular escasa. Ademas poseen una
estructura, una morfologia y un comportamiento biomecanico muy
similar. Este capitulo se va a centrar en describir brevemente el
comportamiento biolégico y mecanico de los tendones, asi como su

respuesta a una lesion y las terapias utilizadas actualmente.

1.1.1 El tenddn: estructura, composicion y biomecanica

Estructura y composicion

El tendén es una estructura especializada del tejido conectivo denso
regular situado entre el musculo y el hueso (Fig. 1.1). Es el responsable
de la transmisién de las fuerzas del musculo al hueso, y al hacerlo,
permite el movimiento y mejora la estabilidad de la articulacion [1].

Desde el punto de vista macroscopico, los tendones sanos son
blancos y brillantes, firmes al tacto pero flexibles. Su grosor, longitud y
morfologia varfan en funcién de la potencia muscular y de su
localizacion; asf, los tendones cercanos al tronco son gruesos y cortos,
mientras que los localizados en las zonas acras (como los de manos y

pies) son tendones estrechos y muy largos. Microscopicamente, el
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tendén se compone principalmente de células (tenocitos) y de matriz

extracelular compuesta de colageno, elastina y sustancia fundamental.

musculo@e

tendon

Fig. 1.1 Fijacion del tenddn al musculo y al hueso.

Los tenocitos son las células constituyentes del tejido tendinoso que
producen todos los componentes extracelulares del tendén. Estas
células son fibroblastos (células del tejido conectivo) adaptados en su
morfologia y funcion a las condiciones de vida que les brinda el tendon.
Son poco numerosos, y su morfologia es diversa: alargada, circular e
incluso triangular, para adaptarse al espacio que les queda entre las
fibras de colageno. Las células tendinosas se ocupan de la formacion y
renovacion tanto de la sustancia fundamental como de las fibras de
colageno gracias a la actuacién de complejas vias metabdlicas, que
acontecen intracelular y extracelularmente.

La matriz extracelular constituye la mayor parte del volumen del

tendén y proporciona la resistencia a la traccion y la flexibilidad propias
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de esta estructura anatémica. Considerando el peso en seco del tendon
el colageno esta presente en un 75 a 90%; la elastina fibrosa alrededor
de un 2%; y los mucopolisacaridos acidos: acido hialurénico y
condroitinsulfato en un 1% [2].

El coldgeno como principal constituyente del tendén, esta presente
en diferentes tipos, siendo el mas abundante el colageno tipo I, el cual
constituye el 95% del coldgeno total. El 5% restante pertenece al
colageno tipo Il y al colageno tipo V. Se trata de una proteina fibrosa,
que tiene la propiedad del autoensamblaje, y que se presenta
organizada en todos los niveles, desde el microscopico al macroscépico.

La unidad estructural del coldgeno es el tropocoldgeno, que a su vez
proviene del procolageno formado en el reticulo endoplasmatico
rugoso de los tenocitos y estd constituido por tres cadenas
polipeptidicas, dos cadenas al y una cadena a2. En general, los
aminodacidos que forman la cadena a siguen la secuencia, glicina-x-y,
donde en la mayoria de los casos, “x” es prolina e “y” hidroxiprolina;
esta secuencia se repite una y otra vez. El procolageno, en el aparato de
Golgi, adquiere forma de hélice y posteriormente es transportado hasta
la membrana celular, desde donde se secreta al exterior. En la matriz
extracelular, el procolageno se convierte en tropocolageno insoluble.
Finalmente, cinco moléculas de tropocolageno se unen para formar la

unidad estructural mas pequeiia del tenddn, la microfibrilla (Fig. 1.2).



Capitulo 1

Longitudinal Transversal
A
.-Proteoglicanosy
B glicosaminoglicanos
C
D
--Proteoglicanosy
E glicosaminoglicanos

Fig. 1.2 Formacién de una fibrilla de colageno tipo I: A) aminoacidos unidos
formando una cadena a, donde la glicina ocupa la tercera posiciéon (circulos en
negro), B y C) tres cadenas a formando la triple hélice de la molécula de
procolageno. Estas cadenas estdn rodeadas por una fina capa de
proteoglicanos y glicosaminoglicanos, D) el procoldgeno se convierte en
tropocoldgeno que se une para formar microfibrillas, E) microfibrillas

rodeadas por proteoglicanos y glicosaminoglicanos. (Figura modificada de [2])

Una vez formadas las microfibrillas, éstas se unen entre si dando
lugar a la fibrilla de colageno. Las fibrillas, a su vez, se unen en haces
para formar fibras, adoptando una estructura ondulada planar, y
orientdndose segun la direccién de la carga cuando son sometidas a un
esfuerzo. Estas fibras se unen en haces para formar fasciculos, y estos a

su vez se unen para dar lugar al tendén. Por lo tanto, los tendones estan
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formados por haces densos de fibras que siguen un orden jerarquico

especifico que define su comportamiento mecanico [3] (Fig. 1.3).

MOLECULA DE FIBRILLA DE FIBRA DE 5
COLAGENG  MICROFIBRILLA COLAGENO COLAGENO  FASCICULO TENDON
Didmetro 1.5 nm 10 nm 1.5 nm 1-20 pm 0300 pm 15 mm
ol
,
L
el ()
0 i AN
u) ': F AN ez ”
) R
TENOCITO MEMBRANA
INTRAFASCICULAR RETICULAR
i, e TENOCITO
TROPOCOLAGENO 64 nm INTERFASCICULAR
L MEMBRANA
FIBROBLASTO FASCICLILAR
—

Fig. 1.3 Organizacién estructural y funcional del tendén [3].

Tal y como se muestra en la Fig. 1.4, el tend6n se subdivide en haces
de colageno primarios que se agregan en grandes haces secundarios o
fasciculos. Tanto los haces primarios como los fasciculos estan
rodeados de un tejido conjuntivo que recibe el nombre de endotenddn.
Este tejido transporta los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y los
nervios hasta el tendon y a través del mismo. La superficie externa del
tendoén esta cubierta por el epitendén, una capa fibrosa muy celular.
Rodeando al tendén queda un tejido conjuntivo suelto, el paratendén,

que contribuye al soporte vascular y permite el deslizamiento sobre los
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tejidos circundantes. En algunas areas, como la vaina flexora de la
mano, el paratendoén se sustituye por una vaina sinovial, compuesta por
dos capas distintas de células escamosas, separadas por un liquido
sinovial viscoso que facilita la nutricién de los tendones. Esto constituye
la diferencia entre los llamados tendones extrasinoviales y los tendones

intrasinoviales (Fig. 1.4).

Vaina
sinovial

Epitendon

Endotendén

Fibras de
colageno

Fasciculo
Tenocitos

Fig. 1.4 Estructura del tenddn. (Figura modificada [4])

La elastina es otro de los constituyentes de la matriz extracelular.
Representa una pequeia, pero importante, parte del tendén normal
(2% de la masa seca del tenddn) y es la responsable de su flexibilidad.
La elastina es una proteina insoluble de gran estabilidad, rica en
aminodacidos hidréfobos y que guarda una estrecha relacién con el
tenocito. Es el principal componente de las fibras elasticas. Se

caracteriza por un alto contenido en aminoacidos apolares como la
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prolina y la valina y tiene un alto contenido en aminoacidos no cargados
como la glicina [5]. Contiene ademas dos aminoacidos exclusivos:
desmosina e isodesmosina, que se encargan de formar los enlaces
covalentes que unen las moléculas de elastina entre si. Posee una gran
extensibilidad recuperable que parece que es fundamental en el
proceso de recuperacion de las deformaciones sufridas por los haces de
colageno.

El tercer componente importante que forma parte de la matriz

extracelular del tendén es la denominada sustancia fundamental, la cual

rodea las células y las fibras del tendon. Es histolégicamente amorfa, es
decir carece de estructura, y estd constituida por distintos
proteoglicanos (macromoléculas complejas, constituidas por un eje
proteico de longitud variable), a los que se unen covalentemente
cadenas de glicosaminoglicanos (polimeros lineales de wunidades
repetidas de disacaridos), fundamentalmente: acido hialurénico,
condroitinsulfato 4 y 6. La hidrolizacién de los grupos carboxilicos de
los acidos uroénicos y del sulfato de la condroitina, junto con la
presencia de enlaces cruzados constituye una malla tridimensional en
la que queda atrapada el agua, formando un gel por el que difunden
nutrientes y desechos celulares.

Los proteoglicanos se presentan en pequefias cantidades, siendo su
contenido variable segun la ubicacion del tendon y de las condiciones
de carga que soporta. Dentro de los proteoglicanos existentes se puede

encontrar agrecanos y decorina. Los agrecanos retienen el agua dentro
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del fibrocartilago y ayudan a soportar las fuerzas de compresién. La
decorina, representa la mayor parte de proteoglicanos del tend6n y se
caracteriza por poseer una region rica en leucina, con una cadena de
glicosaminoglicanos que bien puede ser del tipo condroitin sulfato o
bien del tipo dermatan sulfato. La decorina se encuentra en la superficie
de las porciones medias de las fibrillas de colageno y se cree que facilita
el deslizamiento durante la deformacién mecanica fibrilar [6].

Ademas existen varias glicoproteinas presentes en la matriz
extracelular del tend6n, como son la fibronectina y la tenascina C. La
fibronectina se encuentra en la superficie de colagenos, y su sintesis
aumenta para facilitar la curaciéon de heridas. La tenascina C, es una
proteina que se encuentra alrededor de las células y las fibras de
colageno del tendon. Contribuye a la estabilidad mecanica de la matriz
extracelular a través de su interaccion con las fibrillas de colageno y es
mas abundante en las zonas de unién del tendén: las uniones

osteotendinosas y miotendinosas [7].

Biomecdnica del tendon

Una vez conocida la estructura y la composicion del tendén es
importante conocer su comportamiento biomecanico. Los tendones
actian como un muelle que almacena la energia del movimiento, y
transfieren eficientemente la fuerza hasta el hueso con una pérdida de

energia minima. La respuesta mecanica del tendén a las fuerzas es
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variable y por ello, la mecanica tendinosa debe ser considerada para
cada tendén en particular.

Gracias a la sustancia fundamental, los tendones son estructuras que
siguen un comportamiento viscoelastico. Estas caracteristicas
mecanicas de los tendones se pueden expresar en términos de tension-
deformacion. La relacion entre la tension y la deformacidon esta bien
descrita por la curva tension-deformacion de la Fig. 1.5, en donde se
observan tres zonas distintas [1]:

- Regidn pie o zona toe (en inglés), en la que se observa la absorciéon
inicial de la fuerza y representa el estiramiento de la ondulacion del
tend6on. Esta ondulacién de las fibras afecta a las propiedades
mecanicas del tendon, observandose que fibras con poco angulo de
ondulacién fallan antes que las que presentan mayor angulo de
ondulacién [8]. En esta zona, el tenddn sufre una elongacidn inicial, una
deformacion del 2-3% de su longitud. Es una zona de bajo mdédulo,
donde el tendén sigue un comportamiento de un material elastico y las
fibras de coldgeno se van estirando y se recuperan una vez ha
desaparecido la fuerza.

- Region lineal, es la parte de la curva donde las fibras pierden su
ondulacién. La pendiente de esta zona se corresponde con el médulo de
Young del tenddén. En esta region lineal, el comportamiento mecanico
del tendon esta gobernado esencialmente por el estiramiento de las
fibras de colageno. Si las tensiones sobrepasan el rango fisioldgico, las

fibras empiezan a sufrir las primeras microroturas.
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Tensisn (N/mm?) Fallo
macroscopico
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R T S 9
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Fig. 1.5 Curva tipica de tension-deformacién de un tendén [1].

- Region de rotura, en esta zona se observa una progresiva
elongacion del tejido ante minimas fuerzas de traccion. Esto ocurre por
haber llegado a la maxima capacidad de las propiedades biomecanicas
de elasticidad, plasticidad y viscosidad del tejido. A partir de aqui

aparece la rotura de las fibras.

En resumen, un tendon sometido a solicitaciones de tensién sigue en
primer lugar un comportamiento de tipo eldstico hasta alcanzar una
elongacién aproximada entre 2% y 3%. A continuacioén, en la segunda
parte de la curva, se necesita grandes tensiones para provocar

pequefias deformaciones en el tejido, y por ultimo, la rotura del tendén,
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que se produce entre los 3 y 11,5 Kg/mm?2, dependiendo de cada uno de
los tendones. Las fuerzas fisiologicas a las que esta sometido el tendon
durante su actividad musculotendinosa habitual se encuentra dentro de
la primera y parte de la segunda regién de la curva tension-
deformacion pudiendo alcanzar valores de entre 6-8% de

deformacion [9].

1.1.2 Nutricion, inervacion y cicatrizacion tendinosa
Nutricion

El tendén es una estructura relativamente avascular, pero la
cantidad de vasos que contiene es suficiente para sus necesidades
metabolicas. La irrigacion del tenddn puede provenir de tres puntos: la

unién miotendinosa o proximal, la unién osteotendinosa o distal y los

vasos del tejido conjuntivo circundante. La unién miotendinosa es una
zona especializada que permite la transmision de la fuerza, del cambio
de flexibilidad y del tamafio tisular, estos cambios hacen que sea una
zona vulnerable a las lesiones, denominadas distensiones musculares.
En esta zona la vascularizacién se origina a nivel de la unién musculo-
tendinosa de arterias musculares y vasos procedentes de la reflexion de
la vaina tendinosa. Otra de las zonas de vascularizacion, es la unién

osteotendinosa, que penetra a nivel de las inserciones peridsticas del

tendén. En esta zona se produce la insercion del tendén en el hueso
(éntesis) y es un punto donde se produce un cambio gradual en las

caracteristicas mecanicas desde el tenddn flexible hasta el hueso rigido.
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Se han descrito dos tipos de éntesis: la éntesis fibrocartilaginosa y la
éntesis fibrosa. En esta zona, el tenddn se transforma gradualmente en
hueso a través de una secuencia de capas, desde tendoén normal hasta
fibrocartilago, después a fibrocartilago mineralizado y finalmente a
hueso. Por ultimo la irrigaciéon puede producirse desde los vasos del

tejido conjuntivo circundante [10].

Hay que sefalar que, en funcién del tipo de tenddn, se pueden
diferenciar en general dos patrones vasculares; uno para tendones
extrasinoviales y otro para tendones intrasinoviales. En los tendones
extrasinoviales como en el caso del tendén de Aquiles y el tendén
patelar, entre otros, presentan una buena vascularizacién y los vasos
llegan por todos los puntos de su circunferencia y recorrido. Para los
intrasinoviales, como los flexores de los dedos de las manos, la
vascularizacién es mas pobre y se realiza dentro de la vaina tendinosa
por una serie de vinculas (plieges del mesotend6n portadores de

vasos)[11].

Inervacién

El  tendén como estructura  altamente especializada
biomecanicamente, necesita sensores adecuados y por tanto esta
abundantemente inervado. Dispone fundamentalmente de cuatro tipos

de formaciones nerviosas: corpusculos de Ruffini, que son receptores

de presién y reaccionan lentamente a los cambios de presion;

corpusculos de Paccini, que también reaccionan a la presiéon pero son
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de adaptacion rapida, ya que intervienen en la deteccion de
movimientos de aceleracion y desaceleracion; terminaciones de Golgi,
que son mecanoreceptores colocados en serie, relacionados con el

estiramiento y tension del tendén y distribuidas por todo el tendén

predominando a nivel de la unién miotendinosa; y las terminaciones

nerviosas libres, que son receptores del dolor de adaptacion lenta. La

mayoria de las terminaciones nerviosas aferentes, también conocidas
como receptoras, se sitian en la uniéon miotendinosa. Por lo tanto, la
inervaciéon de la porcién intermedia del tendon puede ser minima y
puede comprometer la deteccidn de procesos patoldgicos [12].

Tanto la vascularizacion como la inervacion del tendén son
importantes para que se produzca una correcta cicatrizaciéon y

regeneracion del tejido tendinoso tras una lesion.

Cicatrizacion tendinosa

Fisiol6gicamente, cuando se produce una lesion tendinosa, el cuerpo
inicia una cascada de acontecimientos para reparar el tejido dafiado
que implica tres etapas: la inflamacién del tejido, la reparacion y la

remodelacion (Fig. 1.6).

15



Capitulo 1

A. INFLAMACION

~— Vaina o paratendén

Curacién
del tendén Fagocitos
{1 semana)
—— Migracién celular desde el

(9“‘— paratendén y epitendén

Tendén inmovilizado B. REPARACION Tendén movilizado

~ Curacion
del tendén,
{3 semanas]

L \ 7
Proliferacién de Deposicién del Proliferacién de Posicién del
fibroblastos desde el coligeno al azar fibroblastos desde el  colageno alo
paratendén o dela endotendén largo de la linea
vaina C. REMODELACION de fuerza

Curacién
del tendén__
(8 semanas]

Curacién con adherencias Curacién sin adherencias

Fig. 1.6 Fases de la curacién natural del tendon. (Figura modificada [4])
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En la primera etapa, la inflamacién, una vez formado el hematoma se
activa la liberaciéon de agentes quimiotacticos que atraen a células
inflamatorias que migran hacia la zona lesionada. Estas células
proceden del tejido circundante lesionado y de células intrinsecas que
surgen de la proliferacién de células del epitendén. Estas células migran
a la laceracion y comienzan a sintetizar diversos componentes de la
matriz extracelular. Ademas se produce un aumento en la actividad
fagocitica mejorando la eliminaciéon de los restos celulares. En la
siguiente etapa, la reparacion, se continua con el reclutamiento de los
fibroblastos, los cuales sintetizan coldgeno, proteoglicanos y otros
componentes de la matriz extracelular de manera desorganizada y se
liberan factores de crecimiento. Al final de esta fase, el tejido contiene
grandes cantidades de células, agua y matriz extracelular. La dltima
fase, la remodelacion, comienza a las 6-8 semanas después de la lesidon.
Esta fase se caracteriza por una disminuciéon de células y contenido
vascular, una reorganizacion de las fibras de colageno, disminuyendo la
cantidad de colageno IIl y aumentando el colageno I y por la sintesis de
componentes de la matriz extracelular como la decorina, los agrecanos
y los biglicanos [4].

Actualmente no existe un acuerdo total respecto a la procedencia de
los fibroblastos responsables de la cicatrizacion tendinosa. Existen
distintas teorias sobre el origen de las células responsables de la
cicatrizacion existiendo tres posibles casos: la cicatrizacion extrinseca,

la cicatrizacion intrinseca y la cicatrizacién mixta. La teoria de la
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cicatrizacion extrinseca sostiene, que debido a la falta de capacidad
interna a sanar por si mismo, el tendén dafiado requiere la formacion
de adherencias, siendo éstas inevitables y necesarias para su
cicatrizacion. La teoria de la cicatrizacion intrinseca argumenta que las
adherencias no son necesarias para la obtencién de una cicatriz
adecuada. Sostiene que se produce una emigracion celular desde el
epitendon hacia el interior de la zona lacerada a lo largo de un lecho de
fibrina mientras las fibras de colageno, formadas por los fibroblastos
del endotenddn y epitenddn, son capaces de establecer un puente en el
sitio de laceracion, bastandose para permitir una cicatrizacién
adecuada. Por ultimo, la teoria de la cicatrizacion mixta supone la
posibilidad de una combinacién de ambos procesos de cicatrizacion.
Asi, en primer lugar, se efectuaria una proliferacién de células
extrinsecas para posteriormente, a partir del cuarto dia, producirse una
proliferaciéon de células del tendén [11, 13].

Independientemente de la teoria de la cicatrizacion, diversos
estudios clinicos [14], han demostrado que tal y como se observa en la
Fig. 1.6, la movilizacion temprana en la fase de reparacion del tendén
mejora significativamente el proceso de curacién y cicatrizacion
evitando adherencias. Los tendones movilizados muestran una mejora
en la alineacion de colageno, en las células y en el aumento de tensién
de rotura del tejido cicatrizado. No ocurre lo mismo en el caso de los

tendones inmovilizados, donde se produce una desorganizacién de las
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fibrillas de colageno y por lo tanto una disminucién de la tensién en la
zona cicatrizada, ademas de producirse adherencias en la superficie.

Es importante sefialar que durante la fase de reparacién varios
factores de crecimiento estan implicados en la activacion y regulacion
de la respuesta celular. Los factores de crecimiento mas importantes
asociados a la formacidon y regeneracion del tendéon descritos por

Molloy et al. [15] son:

Factor de crecimiento Funcion
TGF- Bs, factor de Promueve la proliferacién, la migracion,
o la adhesién celular y la produccion de
crecimiento transformante f3. . yap
colageno.
IGF-I, factor de crecimiento Estimula la produccion de matriz

extracelular y promueve la proliferacion
y la migracién celular.

Regula la sintesis de proteinas y de ADN
en el sitio de la lesién y regula la
derivado de plaquetas. expresion de otros factores de
crecimiento.

VEGF, factor de crecimiento Promueve la angiogénesis.

insulinico.

PDGF, factor de crecimiento

endotelial vascular.

bFGF, factor de crecimiento Promueve la migraciéon celular y la

) . angiogénesis.
fibroblastico. 8108

BMPs, proteinas Estimula la proliferacién, la produccién
de matriz extracelular y los marcadores
relacionados con la tendogénesis.

Tabla 1.1 Factores de crecimiento relacionados con la formacion del tendon.

morfogenéticas 6seas.
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Del mismo modo, estos factores de crecimiento regulan la expresion

de genes especificos que sirven de marcadores de la tendogénesis

como [16]:

Marcadores especificos

Funcién

Escleraxis

Proteina que se produce durante Ia
diferenciacién del tenocito.

Smad8

Involucrado en la diferenciacion tenocitica.

Tenomodulina

Glucoproteina transmembrana que regula
la proliferacidn, la diferenciacién celular, y
la maduracioén de las fibrillas de colageno.

Decorina

Promueve el proceso de fibrilogénesis
uniéndose a las fibrillas de coladgeno tipo I,
jugando un importante papel en el
ensamblaje de la matriz extracelular.

Tenascina

Proteina de la matriz extracelular que se
expresa durante el desarrollo embrionario
y en el desarrollo del tendo6n.

Fibromodulina

Facilita la formacion de las fibras de
colageno.

Colageno I

Proporciona fuerza al tejido.

Colageno III

Promueve la fibrilogénesis del colageno

tipo I.

Tabla 1.2. Moléculas asociadas en el desarrollo y formacion del tendén.

Una vez expuestas las caracteristicas fisiolégicas y mecanicas

requeridas para mantener el buen desempefio de los tendones, se

presentan en la siguiente seccidn, las alteraciones que pueden afectar al

20



Introduccién
v

tejido tendinoso y las soluciones que se han adoptado para mejorar la

calidad de vida de las personas que las padecen.

1.1.3 Tendinopatias

Las tendinopatias se definen como el conjunto de patologias que
afectan a la estructura tendinosa. Este tipo de lesiones son muy
comunes entre la poblacién adulta y afectan a la calidad de vida de las

personas que las padecen [17]. Se dividen en las siguientes categorias:

Paratendonitis, es la inflamacién aislada del paratend6n debido a

un conflicto entre el tenddn y el tejido de deslizamiento.

- Tendinosis, es un proceso degenerativo intratendinoso por
atrofia.

- Paratendonitis con tendinosis, es una inflamacion del paratendén
con degeneracion intratendinosa.

- Tendinitis, es la degeneracién sintomadtica del tend6n con rotura

tendinosa y vascular y respuesta inflamatoria de reparacion.
Los sintomas comunes generados en estas lesiones provocan dolor,

pérdida de fuerza, disfuncidn, sensibilidad local y posibles hematomas,

entre otras afecciones.
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Las lesiones tendinosas se clasifican generalmente en agudas y
crénicas: las lesiones tendinosas agudas ocurren de forma repentina y
tienen una causa o un comienzo claramente definidos. Se producen
principalmente por una contusién, un traumatismo, una herida con un
objeto punzante, mediante lesiones deportivas, etc. Las Iesiones
croénicas, se desarrollan de forma gradual y son a menudo el resultado
de la sobrecarga de una tensiéon aguda y microtraumatismos repetitivos
por el sobreuso [13]. Las lesiones pueden originarse por factores de
riesgo intrinsecos como: irregularidades anatémicas, genéticas, la edad,
enfermedades degenerativas, etc. y/o por factores extrinsecos como la
dieta, accidentes, movimientos repetitivos en el puesto de trabajo,

deporte, malas posturas corporales, etc. [18].

1.1.4 Soluciones terapéuticas

La terapia aplicada en una lesion tendinosa dependera del grado de
dicha lesion. Como se ha nombrado anteriormente, las lesiones
tendinosas se clasifican en lesiones tendinosas agudas y crénicas. Estas
lesiones pueden tratarse mediante tratamientos convencionales o
mediante tratamientos quirtrgicos. Dentro de los tratamientos
convencionales cabe mencionar el uso de antiinflamatorios, de
analgésicos, inyeccion de corticoides, de ejercicios fisioterapéuticos, de
ultrasonidos, de crioterapia, de refuerzo muscular y estiramientos,

entre otros. El tratamiento inicial suele ser un tratamiento
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convencional. Estos tratamientos brindan un alivio meramente
sintomatico, siendo necesaria la cirugia si la patologia persiste.

En las lesiones donde se ha perdido parte del tejido, los injertos
biologicos pueden ser necesarios para reemplazar los tendones
dafiados. Sin embargo, en la mayoria de los casos, los injertos no
proporcionan una resistencia mecanica adecuada durante el proceso de
remodelacion. Los autoinjertos son una metodologia utilizada
actualmente para reparar el tendén afectado aunque pueden provocar
la morbilidad y la discapacidad funcional en la zona de la extraccidn.
Los aloinjertos son también terapias alternativas para la reparacion del
tendén pero presentan serias limitaciones debido a la escasez de
donantes de tejidos, la posibilidad de reacciones inmunes o la
posibilidad de transferencia de agentes patégenos [19, 20].

Otra de las soluciones terapéuticas utilizadas con mayor frecuencia
desde hace décadas son las protesis. En la actualidad, existen protesis
comerciales para tendén y ligamento provenientes de fuentes
bioldgicas (Tabla 1.3). Las complicaciones mas comunes encontradas en
los estudios clinicos realizados con estas prétesis han sido rechazos,

derrames y respuestas inflamatorias.
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Prétesis biologicas Fuente Referencia
Restore™ Submucosa intestinal porcina [21]
CuffPatch® Submucosa intestinal porcina [22]
Graft]Jacket® Dermis de cadaver humano [23]
Zimmer® o Permacol™ | Dermis porcina [24]
TissueMend® Dermis fetal de bovino [25]
OrthADAPT® Pericardio equino [26]

Tabla 1.3. Prétesis bioldgicas comerciales.

Debido a estos inconvenientes, también existen en el mercado
diversas protesis sintéticas de tipo no absorbibles como Gore-Tex®
[27], LARS® [28] o Leeds-Keio® [20] y las absorbibles como Artelon®
y Sportmesh™, Aunque estos productos a corto plazo muestran
resultados satisfactorios, estudios a largo plazo revelan muchas
complicaciones asociadas a infecciones, rupturas, rigidez o incremento
de laxitud. El principal problema de una protesis sintética permanente
donde no hay regeneracion del tejido es que con el tiempo, se produce
un fallo mecdnico. Cuando se compara la calidad de los tendones
reparados quirdrgicamente, con la de los tendones sanos, se observa
que los primeros estan funcionalmente debilitados. Esto implica un
mayor riesgo de fallo mecanico y la posible recurrencia de una segunda
cirugia [29]. Por estas razones, la Ingenieria Tisular se presenta como

una alternativa a emplear para obtener substitutos de tendones que
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puedan restaurar las caracteristicas estructurales y las funciones

fisiol6gicas del tejido natural.

1.2 INGENIERIA TISULAR DEL TENDON

Una vez estudiada la composicion y la biomecanica del tendén, asi
como las lesiones y las terapias actuales utilizadas para la reparacion de
estos tejidos, en esta seccion, se va a presentar las diferentes estrategias
que plantea la ingenieria tisular del tendon para mejorar la reparacion y
regeneracion de estos tejidos. Antes de centrarnos en las distintas
estrategias de la ingenieria tisular del tendén, se hara una breve

introduccion de la ingenieria tisular.

1.2.1 La ingenieria tisular

Es un campo interdisciplinar que aplica los principios de la
ingenieria y de la biologia para el desarrollo de sustitutos biolégicos
que restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular [30]. La
ingenieria tisular se constituye en una terapia que utiliza como
principales componentes la combinacion de células, biomateriales y
factores bioquimicos para reparar tejidos lesionados o enfermos

(Fig. 1.7).
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Factores
de crecimiento

Fig. 1.7 Principales componentes de la ingenieria tisular [31].

Las estrategias que adopta la ingenieria tisular se pueden clasificar
en tres grupos: (a) la implantaciéon de células aisladas o de células
sustitutas dentro del organismo; (b) la liberacién de sustancias que
induzcan la regeneracion de tejido; y (c) un aporte celular en el interior
de una matriz utilizada como soporte o scaffold.

Con respecto a la primera estrategia, la implantacion de células, la
ingenieria tisular se centra en el uso de las células madre. Estas células
son capaces de dividirse y diferenciarse a distintos tipos de células
especializadas, no s6lo morfolégicamente sino también de forma
funcional (Fig. 1.8). Estas células se pueden clasificar segin su potencial
de diferenciacion en: células madre totipotenciales, las cuales son
capaces de producir tejido embrionario y extraembrionario; células

madre pluripotenciales que tienen la habilidad de diferenciarse a
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tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias; y las
células madre multipotenciales, que son capaces de diferenciarse a
distintos tipos celulares procedentes de la misma capa embrionaria
[32].
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Fig. 1.8 Diferenciaciéon de células madre mesenquimales en multiples linajes

mesodérmicos. (Figura modificada [33])

Las células madre mesenquimales adultas (MSC) son mas utilizadas
que las células madre embrionarias pues, no plantean ninguna barrera
ética ya que se encuentran en muchos puntos del organismo, tales como

la médula 6sea, el tejido adiposo, la placenta, el ligamento periodontal,
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el periostio y el hueso trabecular, entre otros. Ademas no tienen
problemas inmunolégicos y han demostrado una efectividad superior a
las células embrionarias [34].

Sin embargo, no se dispone de unos criterios fenotipicos bien
definidos que caractericen a las MSC. No se conoce que un marcador de
superficie Unico identifique correctamente y con seguridad a estas
células. Por ello, es necesario efectuar tinciones fenotipicas, positivas y
negativas, que permitan identificar a estas células. Las MSC expresan
varios tipos de marcadores de superficie como: CD9, CD10, CD13, CD44,
CD54, CD55, CD90, CD105, CD166, D7-FIB y son negativas para los
marcadores: CD14, CD34, CD45 y CD133 [34].

ICD1%
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Fig. 1.9 Proteinas de superficie positivas que expresan las células

mesenquimales [34].
Las MSC provenientes de médula 6sea y del tejido adiposo son

fuentes celulares muy utilizadas en terapias para la regeneracion de

tendones y ligamentos [35], hueso y cartilago [36], entre otros. El tejido
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adiposo puede disponerse en grandes cantidades a través de una
liposucciéon. Los depoésitos subcutdneos de tejido adiposo son
accesibles, abundantes y renovables, por lo que suponen una reserva
potencial de células madre adultas en cada individuo.

Otra de las estrategias utilizadas en la ingenieria tisular es el uso de
los factores de crecimiento. Son sustancias de naturaleza
polipeptidica secretadas por las células, cuya funcién forma parte de la
inmensa red de comunicaciones intercelulares actuando en puntos
criticos como: la divisidn celular, la sintesis de matriz y la diferenciacion
tisular. Los factores de crecimiento inician su accién mediante la uniéon
a su receptor en la superficie de la célula diana. Dependiendo de la
proximidad entre los lugares de sintesis y de accién, los factores de
crecimiento se clasifican en autocrinos (el factor de crecimiento actda
sobre la misma célula que lo segrega); endocrinos (el factor actia en
una célula que es diferente en el fenotipo y esta distante); y paracrinos
(el factor influye sobre la célula cercana con diferente fenotipo). Por
consiguiente, un factor de crecimiento puede tener efecto en multiples
tipos de células e inducir diferentes funciones celulares en una gran
variedad de tejidos [37, 38]. Los factores de crecimiento mas implicados
en la proliferacion celular y en la reparacion de los tejidos se

encuentran recogidos en la Tabla 1.1 citada anteriormente.
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Tanto las células como los factores de crecimiento pueden estar
combinados en el interior de un scaffold siendo esta estrategia la que
mas se asocia con el concepto de ingenieria tisular. Es decir, la
combinacion de células vivas sembradas en un scaffold para reproducir
una estructura tridimensional que sea funcional y semejante al tejido
que debe reemplazar [39].

El scaffold es una estructura tridimensional que juega un papel muy
importante en la regeneracion de los tejidos y debe desempefiar todas o
algunas de las funciones siguientes: a) promover las interacciones
células-biomaterial, la adhesiéon celular y la produccion de matriz
extracelular; b) permitir el transporte de nutrientes, gases, células y
factores de regulacion tanto dentro del scaffold como entre éste y el
medio circundante para favorecer la supervivencia, la proliferacién y la
diferenciacién celular; c) debe tener una biodegradabilidad controlada
que se aproxime a la tasa de regeneracién del tejido; y d) debe provocar
un grado minimo de inflamacién o toxicidad in vivo [40]. Para que estas
funciones se desempefien de forma satisfactoria, el scaffold debe
desarrollarse con las caracteristicas mas adecuadas segun su aplicacion,
siendo facilmente controlables y reproducibles en scaffolds poliméricos
de origen natural o sintético [41]. Las caracteristicas que deben poseer

los scaffolds son [42]:

30



Introduccién
v

0 Biodegradabilidad ajustable con la tasa de degradacién.

0 Biocompatibilidad antes, durante y después de la degradacién.

0 Buenas propiedades mecanicas y mantenimiento de la resistencia
mecanica durante el proceso de regeneracion de los tejidos.

O Biofuncionalidad: capacidad para soportar la proliferacion y
diferenciacion celular, secrecion de la matriz extracelular y
formacién de tejido.

O Procesabilidad: capacidad de ser procesados para formar

arquitecturas apropiadas segun su destino.

Existen numerosos métodos de fabricacién de scaffolds, los cuales
dependen de la estructura tridimensional deseada. Para la obtencién de
estructuras esféricas tipo microparticulas se han desarrollado
diferentes metodologias: el método de evaporacién/extraccién del
solvente [43], el secado por atomizacién (spray-drying) [44, 45] y la
coacervacion o separacién de fases [46]. Para la fabricacién de scaffolds
nanofibrosos, la técnica mas empleada y con resultados mas
prometedores es la de electrospinning [47, 48]. Entre las técnicas
utilizadas para elaborar estructuras tridimensionales con elevada
porosidad y poros interconectados se encuentra: la evaporaciéon del
solvente [49], la eliminacion del porogeno [50], el espumado [51] y la
extraccion del solvente en frio [52]. En ingenieria tisular también se

emplean hidrogeles biodegradables que se obtienen mediante
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reticulacibn a través de enlaces covalentes o mediante
entrecruzamientos fisicos [53].

Una vez descrito los principios en que se basa la ingenieria tisular, en
la siguiente seccidn se expondran las estrategias desarrolladas por la
ingenieria tisular para la regeneraciéon del tendon. Estas estrategias
surgen en respuesta a dos necesidades importantes: 1) mejorar los
tratamientos actuales que se aplican en las lesiones tendinosas y 2)

encontrar un sustituto funcional de tendén que sea viable.

1.2.2 Estrategias de la ingenieria tisular del tend6n

La ingenierfa tisular del tendén ha desarrollado diferentes
estrategias con el objetivo de lograr la recuperaciéon de estos tejidos
lesionados. Para ello se establecié como punto de partida el uso de una
pequefia porcion de tejido del donante como una fuente de células, las
cuales se aislan y se expanden a un numero clinicamente significativo.
Estas células una vez aisladas se pueden inyectar en la zona afectada,
cuando la lesion tendinosa lo permite. También se puede estimular la
regeneracion del tejido daflado activando la producciéon de sefiales
bioquimicas de estas células mediante el uso de factores de crecimiento,
o alternativamente estas células expandidas pueden cultivarse en un
scaffold para obtener sustitutos funcionales que a su vez pueden ser
estimulados utilizando sistemas fisicos que buscan imitar ambientes

similares al del tendén fisiolégico, como los biorreactores (Fig. 1.10).
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Fig. 1.10 Representacién esquemadtica de las estrategias de reparacion y

regeneracion de la ingenieria tisular del tendén y ligamento. (Figura

modificada [29])

A continuacion se explicard con mayor detalle las diferentes

estrategias que han sido utilizadas en el campo de la regeneracion del

tendon.

A) Fuentes celulares y terapia celular

El primer componente de la triada en la ingenieria tisular del tendén,

lo constituye la determinacién de una fuente 6ptima de células que
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promuevan la regeneracién tendinosa. Existen diversas fuentes
celulares utilizadas en la ingenieria del tend6n, una de ellas son los
tenocitos [19], los cuales se han aislado y cultivado de distintos sitios
anatémicos como el tendon de Aquiles [54], el tendon patelar[55] y el
manguito rotador [56], entre otros. Otra de las fuentes celulares
utilizadas son los fibroblastos dérmicos [57]. Estas células han sido
comparadas con los tenocitos por diversos investigadores como Liu et
al. [58] y Gigante et al. [59] y han demostrado que los fibroblastos
dérmicos tienen un gran potencial para la ingenieria del tendén con
respecto a los tenocitos, no so6lo por sus buenos resultados
experimentales sino por la facilidad con que se obtienen en
comparaciéon con los tenocitos, los cuales estan presentes en muy baja
densidad y pueden provocar un defecto en la zona de la extraccion.
Numerosos trabajos apuntan hacia el uso de las células madre
mesenquimales como principal fuente celular utilizando sobre todo
células madre provenientes de la médula 6sea [60], del tejido adiposo
[61] o del liquido sinovial [62]. Pacini et al. [63], demostraron que la
inyeccion de una suspension de células madre autdlogas
indiferenciadas provenientes de médula 6sea en una lesion del tendon
flexor digital equino, daba lugar a una recuperacion clinica significativa.
En otro estudio realizado por Nixon et al. [64] muy similar al anterior
pero utilizando como fuente celular, células madre mesenquimales
provenientes de tejido adiposo equino, se observéo que no hubo

diferencias en la expresidén génica, produccién de colageno y el DNA

34



Introduccién
v

total entre los ejemplares tratados con células con respecto a los no
tratados. Sin embargo si se encontré una mejoria significativa en los
ejemplares tratados con células con respecto al tamafno del tendén y a
la linealidad en las fibras, concluyendo que estas células tenian un
efecto regenerador.

Aparte de los ensayos in vitro también se han realizado estudios
clinicos en humanos utilizando terapia celular en lesiones tendinosas.
Gomes et al [65] realizé6 un estudio clinico en 14 pacientes con
completo desgarro del manguito rotador inyectando en los puntos de
sutura, células madre mesenquimales autdélogas de médula o6sea
obtenidas de la cresta iliaca antes de proceder a la cirugia. Después de
12 meses de seguimiento se observo que la implantacién de estas
células en la zona de las suturas mejoraba sustancialmente Ila

regeneracién del tejido frente a las suturas sin implantacién de células.

B) Scaffolds

En lesiones tendinosas importantes, la ingenieria tisular del tendon
utiliza la estrategia mas completa y a la vez la mas compleja donde
puede combinar o no, todos los elementos de la ingenieria tisular. Para
ello utiliza estructuras tridimensionales, los scaffolds, como vehiculos
para transportar a un punto concreto de nuestro organismo las células
y las sustancias quimicas necesarias para su reparacion.

Los scaffolds de origen natural han mostrado resultados

satisfactorios en la ingenieria del tendén. La seda es un material
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biodegradable y biocompatible con caracteristicas mecdanicas
intrinsecas. Fang et al. [66], desarrollaron un scaffold trenzado de seda
como sustituto para el tendén de Aquiles evidenciando resultados
prometedores para futuras aplicaciones clinicas. Este material ha sido
estudiado por otros autores para mejorar la regeneracion del ligamento
anterior cruzado aportando buenos resultados [67]. Existen otros
materiales de origen natural, como el colageno y la fibrina, que han sido
considerados como alternativas para reparacion de pequefias lesiones
tendinosas pero debido a sus reducidas propiedades mecanicas no se
consideran como una alternativa aceptable para la reparacién de
roturas completas del tendén. Varios estudios han demostrado la
aplicabilidad de geles [68, 69], membranas [69] e incluso scaffolds
realizados con fibras de colageno [70] para la reparaciéon del tendén
aportando buenos resultados. La fibrina es una proteina fibrosa de
origen natural implicada en la coagulacion de la sangre, que al
polimerizar da lugar a la formacién de un codgulo biodegradable y
bioreabsorbible que se puede utilizar para mejorar la fibrilogénesis de
colageno en los defectos tendinosos [71] o para la liberacion controlada
de factores de crecimiento estimulando la regeneracion del tendon [72].

Los scaffolds de origen sintético, son ampliamente utilizados en la
ingenieria del tendén debido a que se consideran mas versatiles que los
naturales, ya que se pueden controlar sus propiedades fisicas, quimicas
y morfolégicas. Los materiales mas utilizados para la fabricaciéon de

estos scaffolds son los poliésteres. El acido poliglicélico (PGA), el acido
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polilactico (PLA) y su copolimero, el acido polilactico-co-glicélico
(PLGA) son polimeros biodegradables y sus productos de degradacién,
el acido glicdlico y el acido lactico, son metabolitos naturales que estan
normalmente presentes en el cuerpo humano. Por otra parte, estos
poliésteres son facilmente procesables y poseen buenas propiedades
mecanicas [73]. Se han reportado estudios realizados con scaffolds
trenzados de PLGA para la regeneracion del tendon y del ligamento. En
esta linea Cooper et al. [74] utilizé este biomaterial trenzado para un
estudio in vitro relacionado con la reparacion del ligamento anterior
cruzado. En este estudio se considera este material adecuado para una
reconstruccion ligamentosa por los buenos resultados observados en
las propiedades mecanicas y bioldgicas. En otros estudios, Ouyang et al.
[60, 75] demostraron que scaffolds trenzados de PLGA sembrados
previamente con células madre mesenquimales de médula 6sea,
aceleraban la regeneracién del tendén de Aquiles tanto histolégica
como mecanicamente. Estos scaffolds mejoraban la produccién de
colageno tipo [ y de tipo III, reforzando de este modo las propiedades
mecanicas.

Scaffolds de fibras de PGA también se han utilizado en aplicaciones
en la ingenieria del tenddn. Deng et al. [57] realizaron un cultivo in vitro
bajo tensidn estatica con fibras sin trenzar de PGA sembradas con dos
fuentes celulares de origen humano: tenocitos y fibroblastos dérmicos.
Se observé que las muestras cultivadas bajo una tensién estatica

presentaban las fibras de colageno mas alineadas y organizadas que las
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muestras no sometidas a tensiéon. En otro estudio, Cao et al [76]
desarrollaron un scaffold sin trenzar de fibras de PGA y fue sembrado in
vitro bajo tensidén constante con tenocitos procedentes de gallina. Los
resultados mostraron que se podia generar tejido tendinoso in vitro con
buenas propiedades mecanicas. Curiosamente, en el tendon disefado
con tensidn constante se obtuvo una reducciéon en el didmetro con
respecto al tendén que no estaba sometido a tension. También se
observo que las fibras de coldgeno estaban altamente compactadas, lo
que sugiere que la tension constante no es un medio 6ptimo de carga
mecanica y propone la aplicacién de una carga mecénica en estado
dindmico mediante el uso de un biorreactor. Xu et al. [77], mostraron
como una lamina de fibras de PGA sin trenzar cultivada con tenocitos de
gallina e insertada en un defecto provocado en la vaina del tendén
flexor, formé un tejido similar al tejido nativo tras 12 semanas de
implantacién. Es importante destacar, que aunque los resultados
obtenidos utilizando scaffolds fabricados con PGA han sido importantes,
se han visto limitado por fragilidad mecanica.

Los biomateriales trenzados de PLLA también han sido empleados
para numerosos estudios en la ingenieria del tend6n. Kimura et al. [78],
realizaron un estudio con un scaffold trenzado de PLLA combinado con
un gel de gelatina que liberaba de forma controlada bFGF. Este trenzado
iba envuelto con una membrana de colageno. El espécimen se utilizd
para la reconstruccion del ligamento anterior cruzado de conejos. Los

resultados aportaron mayor produccién de coldgeno y por ello mayor
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resistencia mecanica frente a los controles. Ademas se observé que la
liberacion de bFGF indujo a la osteointegracion mejorando la
resistencia en los puntos de anclaje al hueso.

Lu et al. [79] realizaron un estudio comparativo entre los trenzados
de PGA, PLGA, y PLLA. Estos trenzados fueron sumergidos en una
solucion de fibronectina para mejorar la adhesién celular vy
posteriormente fueron sembrados con células procedentes del
ligamento anterior cruzado de conejo. Tras 14 dias de cultivo se
observo que las células sembradas en los trenzados de PLLA y PLGA
producian mas cantidad de matriz extracelular en comparacién con las
células sembradas en el trenzado de PGA. Ademas se observé que en los
trenzados de PGA se habia reducido significativamente el nimero de
células en comparacion con los otros dos. Los autores concluyeron que
tanto los trenzados de PLLA y de PLGA eran eficaces para la ingenieria
de tejido del tendén y del ligamento, pudiendo ser mas apropiado el
trenzado de PLLA debido a su tasa de degradaciéon mas lenta. Laurencin
et al. [80, 81], también realiz6 un estudio con un trenzado de PLLA para
reparar el ligamento anterior cruzado obteniendo resultados
esperanzadores. Ademas diversos estudios realizados con estructuras
nanofibrosas alienadas de PLLA, obtenidas mediante electrospinnig,
han demostrado que estos scaffolds proporcionan un microambiente
adecuado para la regeneracion tanto de tendén como de ligamento [82,

83].
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C) Factores estimulantes
Factores de crecimiento

Se han realizado estudios in vivo en animales, donde los factores de
crecimiento se han inyectado directamente en la zona lesionada.
Cuando se liberan estos factores de crecimiento, pueden promover la
proliferacién, la migracion, la diferenciacion celular y la produccion de
matriz extracelular pudiendo desempefiar un papel clave en la
reparacion de estos tejidos. Chan et al. [84] realizaron un estudio
inyectando directamente bFGF en una lesion del tend6n patelar de rata.
Tras 7 y 14 dias observaron un aumento en la proliferacién celular y en
la produccion de colageno tipo III, frente a especimenes no tratados con
el factor. En otro estudio realizado por Kurtz et al [85] donde
inyectaron IGF-I en una lesion del tendén de Aquiles de ratén
observaron que la inflamacién iba desapareciendo y se aceleraba la
curacion de la zona dafiada en comparacién con las lesiones no tratadas
con el factor. Dahlgren et al. [86], también realizaron una inyeccion
intratendinosa de IGF-I en una lesién del tenddén flexor equino
observando tras dos meses, que la proliferacidn celular, el contenido de
colageno y la rigidez habian incrementado en los tendones tratados con
el factor en comparacion con los tendones no tratados.

Otra forma de suministrar factores de crecimiento en tendones
lesionados es mediante la inyeccion de plasma rico en plaquetas. Las

plaquetas, células anucleadas de la sangre, contienen en su interior
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granulos ricos en factores de crecimiento y otras proteinas bioactivas,
que influyen en la curacién de los tendones [87].

Una alternativa para suministrar los factores de crecimiento de una
manera mas localizada sobre la zona lesionada es mediante su
introducciéon en una matriz polimérica. Esta matriz mientras se va
degradando libera de forma controlada estos factores. En diversos
estudios realizados se ha demostrado que una liberaciéon controlada
sobre las lesiones tendinosas produce una aceleracién en el proceso
curativo [72, 88, 89].

Ademas, los factores de crecimiento también se han utilizado para
pretratar a las células antes de ser inyectadas o sembradas en un
scaffold. Schneider et al. [90] realizaron un estudio de diferenciacién
tenocitica, donde se traté células madre mesenquimales procedentes de
tejido adiposo canino con IGF-I, con TGF-f1, y con una combinacién de
ambos factores, IGF-I/TGF-B1. Se concluyé que las mesenquimales
poseen un gran potencial de diferenciaciéon a tenocitos, donde los
mejores resultados se obtienen usando la combinacion de los factores
con respecto al uso de un Unico factor de crecimiento. Otros
investigadores como Violini et al. [91], realizaron un estudio de
diferenciacion tenocitica utilizando células madre mesenquimales
procedentes de médula 6sea equina en combinaciéon con la proteina
BMP-12. Se demostré que las células tenian capacidad de diferenciarse
a tenocitos y expresaban marcadores especificos del tendén como la

tenomodulina y la decorina.
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Como se ha demostrado en numerosos estudios, los factores de
crecimiento tienen el potencial de mejorar las respuestas de
regeneraciéon en tendones lesionados. Sin embargo, algunos de los
meétodos para aplicar los factores de crecimiento en el sitio de la lesion
durante un periodo largo son insuficientes. La terapia génica es una
solucion a este problema ya que, mediante una modificacion genética de
las células antes de su implantacién pueden producir y liberar una
mayor cantidad de un factor deseado. De esta manera, la exposicion a

los factores de crecimiento es mas prolongada [92].

Biorreactores

Son dispositivos que simulan in vitro las condiciones fisiolégicas que
se presentan en el entorno biolégico. En estos dispositivos los procesos
biolégicos y bioquimicos se desarrollan bajo un seguimiento y control
de las condiciones ambientales y experimentales, tales como: pH,
temperatura, suministro de nutrientes y tensiones mecanicas, entre
otros [93].

Durante el desarrollo de los cultivos in vitro se puede incluir la
aplicaciéon de un estimulo mecanico al scaffold mediante el uso de un
biorreactor. El estrés mecanico aplicado al scaffold antes de que sea
implantado in vivo desempefa un papel significativo en la actividad,
diferenciacion y funcion celular, por ello, en las estrategias de la

ingenieria tisular del tenddn, los biorreactores se consideran una
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herramienta importante para el desarrollo de injertos funcionales para
este tipo de tejido.

Yang et al.[94] cultivaron fibroblastos humanos procedentes del
tenddn patelar en ausencia de suero sobre discos de silicona. Estos
discos fueron sometidos a una carga ciclica uniaxial con una frecuencia
de 0.5 Hz y 4 h de duracion constante aplicando una deformacién de un
0%, 4%, y un 8%. Se observé que las células sometidas al estimulo
tenian una morfologia mas alargada y se encontraban mas alineadas en
comparaciéon con las no estimuladas mecanicamente. Ademas en las
células estimuladas se registr6 un incremento en la producciéon de
colageno 1 y de TGF-B1, teniendo un incremento mas significativo las
muestras con una deformaciéon aplicada del 8%. Estos resultados
sugirieron que el estiramiento mecdnico modulaba la proliferaciéon
celular y aumentaba la producciéon de colageno tipo I. Otros estudios
realizados por Skutek et al. [95] y Petersen et al. [96], demostraron que
la aplicacion de un estimulo ciclico uniaxial sobre un scaffold cultivado
con células favorece el incremento de las concentraciones de factores
de crecimiento como TGF-B1, bFGF, PDGF y VEGF. En esta linea Surrao
et al. [97] reportaron la influencia que tiene el estimulo mecanico en la
produccion de matriz extracelular de fibroblastos bovinos cultivados
sobre scaffolds fibrosos de acido poli(L-lactico-co-D,L-lactico)
realizados mediante elestrospinnig con dos morfologias diferentes:
alineada u ondulada. Se observo tras 15 y 30 dias que tanto la sintesis

de colageno tipo I y tipo IIl, como la de proteoglicanos sulfatados
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aumentaban en los scaffolds ondulados y estimulados mecdnicamente.
Ademas, los fibroblastos sembrados en las fibras onduladas y
estimuladas mecdnicamente parecian formar aglomerados de fibras que

se asemejaban a los fasciculos tendinosos.

A pesar de que se han desarrollado diferentes aproximaciones para
crear sustitutos funcionales del tenddn en la ingenieria de tejidos, atin
se continta trabajando en encontrar una solucién efectiva y eficaz,
capaz de reconstruir estos tejidos lesionados y asi solventar la creciente
demanda de proétesis biodegradables. La siguiente seccidn se centrara
en presentar el desarrollo de un nuevo prototipo de protesis
biodegradable de tendén fabricada siguiendo las directrices de la
ingenieria tisular, aunque cabe anotar que por su disefio podria servir

también para la regeneracién del ligamento.
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1.3 PROTOTIPO DE PROTESIS REGENERATIVA DE
TENDON

Nuestro concepto de "protesis regenerativa para tendén" trata de
combinar en un solo constructo el soporte de las cargas y la capacidad
de regenerar el tejido perdido. Dado que los tendones y ligamentos
necesitan movilidad inmediata para evitar adherencias, la transferencia
de carga a las células progenitoras presentes en el constructo
desencadenara una regeneracién guiada del neotejido. Con esta
hipdtesis en mente, se combina una trenza hueca, que contiene en su
interior células progenitoras. Estas células pueden cultivarse en el
constructo previamente o durante el implante. Preferentemente, se ha
pensado que la fuente celular inductora de la regeneracion sea células
mesenquimales del propio paciente provenientes de médula 6sea o del
tejido adiposo. Estas células como estan en el interior del constructo
estardn protegidas y seran mantenidas en el lugar de la lesién de
manera mas eficiente que en el caso de ser sembradas en la superficie
del constructo. Las células seran suministradas por microparticulas que
actuan como portadores de células y como un scaffold tridimensional.
Para acelerar esta regeneracion se puede hacer uso de factores
estimulantes, tales como factores de crecimiento (BMP-12, TGF-f, IGF-
1, VEGF o bFGF) o mediante el uso de un biorreactor. Una de las
hipdtesis que se plantea en la presente tesis es que el uso de los factores

estimulantes en el espécimen antes de ser implantado mejorara una
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serie de acontecimientos como el incremento de produccién de matriz
extracelular y la orientacién de las fibras de colageno entre otros,
favoreciendo la regeneracién del tejido que se quiera reemplazar. Por
ultimo, a fin de evitar adherencias indeseables de los tejidos
circundantes, el exterior de la trenza esta recubierto por una pelicula no
adherente basada en acido hialurdénico. Todos los componentes del
constructo son biodegradables, y deben ser completamente
reabsorbidos en el transcurso del tiempo. Para adaptar el concepto de
protesis a un tenddn especifico se debe ajustar la realizacion del
trenzado, controlando las dimensiones de la trenza y las caracteristicas

de la misma (ntimero de hilos y angulo de trenzado).

A continuacién, se presenta el desarrollo del prototipo de proétesis
biodegradable elaborado en el Centro de Biomateriales e Ingenieria
Tisular (CBIT). Para la fabricacién del prototipo se han combinado las
buenas propiedades tanto de polimeros sintéticos como naturales. Para
asegurar el aporte de buenas propiedades mecanicas se ha elegido el
acido polilactico (PLA), el cual ha sido utilizado en numerosos estudios
relacionados con la regeneracion tendinosa y ademas esta aprobado
por la FDA (Food and Drug Administration). El PLA es un biomaterial
semicristalino, con una temperatura de fusiéon entre 170-183°C y una
temperatura de transicion vitrea entre 55-65°C. Tiene una densidad de

1.25-1.29 g/ccy es soluble en disolventes organicos.
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Entre los polimeros naturales se encuentran dos polisacaridos: el
quitosano (CHT) y el acido hialurénico (HA). E1 CHT es un biopolimero
policatidnico que se obtiene a partir de la desacetilacion alcalina de la
quitina. La quitina es uno de los biopolimeros naturales mas
abundantes en la naturaleza. Forma parte de las conchas de los
crustaceos, del exoesqueleto de los insectos y de las paredes celulares
de los hongos. Quimicamente la quitina esta formada por unidades de
N-acetil-D-glucosamina y glucosamina unidas mediante enlaces
glucosidicos 3 (1-4). Dependiendo del proceso de desacetilacidon de la
quitina, el quitosano obtenido puede tener un peso molecular (Mw) y
un grado de desacetilaciéon distintos, parametros que influyen en las
caracteristicas del biomaterial. Este polimero es insoluble en agua, pero
la presencia de grupos amino hace que sea soluble en soluciones acidas
con pH por debajo de 6,5 [98, 99]. Un método para obtener una red de
quitosano es mediante el uso de un agente entrecruzador. El genipin es
un entrecruzador muy utilizado en biomedicina debido a su baja
toxicidad, se extrae de los frutos de la Gardenia jasminoides Ellis y
reacciona con los grupos amina dando lugar a la formaciéon de
pigmentos de color azul [100, 101].

El HA es un polisacarido anidénico perteneciente a la familia de los
glicosaminoglicanos, formado por unidades alternadas de N-acetil
glucosamina y acido glucuroénico. Forma parte de la matriz extracelular
del cartilago, el condén umbilical, el humor vitreo y el tejido conectivo.

Debido a la gran cantidad de grupos hidroxilo -OH existentes en su
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molécula, posee alta capacidad de lubricacion, absorcion y retencion de
agua [102, 103]. Debido a sus caracteristicas de hidrogel, algunas
aplicaciones de ingenieria tisular requieren de una modificacién
quimica para lograr que el material permanezca mas tiempo sin
disolverse o sufrir los efectos de la degradacion [104, 105].

Teniendo en cuenta los materiales seleccionados para la fabricacion
de la protesis, a continuacion se presenta un esquema de la misma que
comprende: a) un material trenzado de soporte; b) microparticulas en

el interior del trenzado; y c) un recubrimiento, como se observa en la

Fig. 1.11.
AN \J vy a L .}
ﬂkiu E: " \' \nb‘\ R L\. % ' '; .u.‘..'
/ i
Trenza hueca Recubrimiento de Acido Micropnrtﬁm: (PLLA,
Poli{LI4ctic) (PLA) Hialurénico (HA) HA, CHT)

Fig. 1.11 Esquema del disefo de la proétesis biodegradable

a) Material trenzado

El material trenzado es una de las partes mas importantes de la
prétesis, y su funcién principal es la de soportar las cargas mecanicas.
El material trenzado de la proétesis tiene un disefio caracteristico basado
en una malla de forma tubular o trenza hueca. La estructura trenzada

permite ajustar las propiedades mecanicas del trenzado resultante,
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seglin el modo en que se haga la trenza. Este material debe reproducir
la curva caracteristica del comportamiento mecanico de un tendén
natural presentado las tres zonas tipicas del tejido a reemplazar (zona
toe, zona lineal y zona de rotura) como se menciond en el apartado
1.1.1. Es importante indicar que el material trenzado utilizado para esta
parte de la prétesis debe poseer un modulo de Young en la zona de
comportamiento lineal similar a los valores citados en la literatura

(1000-2000 MPa). Para su fabricacidn se ha elegido PLA.

b) Microparticulas

Las microparticulas, son otra parte importante de la prétesis debido
a que tienen la funcién de transportar y distribuir las células
inductoras de la regeneracién del tejido a subsanar por el interior del
material trenzado. Estas microparticulas se inyectaran en el interior del
material trenzado, por lo tanto, tendran un didmetro inferior al
didmetro interno de la trenza, preferentemente entre 50 y 100 um. Los
materiales elegidos para la fabricacion de las microparticulas son el
acido poli(L-lactico), y dos polisacaridos, el quitosano y el acido
hialurénico. Se elegird entre las microparticulas de PLLA o de CHT
aquellas que demuestren un mejor comportamiento celular. Las
microparticulas elegidas como soporte se combinaran con las

microparticulas de HA.
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c) Recubrimiento

El recubrimiento en la prétesis tiene como funcién principal evitar
adherencias con los tejidos circundantes, proteger el material trenzado,
y preferentemente, ha de ser resistente a la abrasién. Este
recubrimiento se puede realizar sobre el propio material trenzado o
mediante la fabricaciéon de un tubo o vaina, donde seguidamente se
puede introducir el material trenzado. Debera de ser permeable para
permitir la difusiéon de nutrientes a las células. Preferentemente, el
recubrimiento sera de acido hialurénico reticulado debido a su caracter

antiadherente.
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1.4 OBJETIVOS

La presente tesis plantea como objetivo principal el desarrollo de
una protesis de tendén biodegradable totalmente regenerativa. Esta
protesis debe tener un disefo innovador y debe crearse con polimeros
biodegradables. Para conseguir este fin, fueron planteados dos grupos
de objetivos especificos: el primero permitira el disefio y la
caracterizacion fisicoquimica de la prétesis y en el segundo se evaluara
el comportamiento celular sobre las estructuras tridimensionales

desarrolladas.

Grupo A: Caracterizacion fisico-quimica de la protesis

1) Caracterizar de forma fisica, quimica y mecanica la parte principal
de la prétesis, una trenza hueca de acido polilactico.

2) Sintetizar y caracterizar microparticulas de diferentes materiales:
acido poli(L-lactico),quitosano y acido hialurénico.

3) Obtener el recubrimiento del material trenzado utilizando acido
hialurénico.

4) Disefar y construir un prototipo de biorreactor.
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Grupo B: Comportamiento celular in vitro sobre los componentes de

la protesis.

1) Caracterizar biolégicamente el material trenzado y las diferentes
microparticulas utilizando una linea comercial y células
mesenquimales.

2) Emplear factores de crecimiento para promover la diferenciacion
tenocitica en algunas estructuras tridimensionales utilizadas
(microparticulas y trenza).

3) Evaluar el efecto producido por el uso de la estimulacién mecanica
sobre la estructura trenzada.

4) Caracterizar biolégicamente el prototipo de prétesis final en

régimen estatico y dindmico.
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2.1 MATERIALES

2.1.1 Polimeros

¢ Material trenzado de acido poli(lactico) (PLA), suministrado por
la Asociacién de Industriales del Textil (AITEX) como parte de la
elaboracion del proyecto denominado “Desarrollo de
biomateriales trenzados para aplicaciones biomédicas”. Las
microfibras de PLA con una densidad lineal de 0.22 tex (1 tex =
1g/1000m), constituidas por poli-L-lactico (PLLA), mezclado con
1.4% de poli-D-lactico (PDLA), fueron suministradas por Ingeo™
Lactides, Natureworks LLC, USA. Estas microfibras fueron
utilizadas para fabricar una trenza tubular hueca por dentro
usando una maquina de trenzado Herzog NG2/12-120
(Oldenburg, Alemania). La trenza se fabricé con 12 hilos, cada
hilo estaba compuesto por 4 fibras con 150 microfibrillas cada
fibra, (7200 microfibras en total). La densidad lineal de la trenza
resultante fue de 1612.8 tex. Las microfibras fueron trenzadas
alrededor de un hilo de PLA de 330 tex, posteriormente
eliminado para obtener la forma de trenza hueca. Tanto la
secciéon transversal de las microfibras como la seccién
transversal efectiva de la trenza fueron calculadas a partir de sus
densidades lineales (M/L), dadas en tex, a través de la

ecuacion (1):
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S =

v M
L Lopua (1)

La densidad del PLA fue tomada de la literatura ppa=1,24 g/ml
[106].

|"]|]|] |] —» 150 microfibras h
= —

I o

S

Trenza PLA

-
J
12 hilos

Fig. 2.1 Esquema de la trenza de PLA suministrada por AITEX.

¢ Acido poli(L-lactico) (PLLA), suministrado por Cargill Dow,
EEUU, con peso molecular 124 kDa, un contenido del isémero L-

lactico del 99.6% y un indice de polidispersién de Mw/Mn= 1.83

H  CH,

¢
-

C
Hlo -~ ™C0O+0H
it

Fig. 2.2 Estructura quimica del 4cido poli (L-lactico (PLLA).
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¢ Quitosano (CHT), suministrado por Sigma-Aldrich, EEUU, con un

grado de desacetilacion del 75% y un peso molecular de 150 kDa

CH,OH [ cnon | cHoH
0 0 o OH
OH ol ¢ oH ol ¢ on
OH
NH NH |n  NH

Fig. 2.3 Estructura quimica del quitosano (CHT).
¢ Acido hialurénico (HA) (sal sédica de acido hialurénico de

Streptococcus equi sp.), suministrado por Sigma-Aldrich con peso

molecular de 1.63x103 KDa

° o
\[o 7 04 H° 1lo—_
T 3 NH ‘n
0=

CHs

Fig. 2.4 Estructura quimica del 4cido hialurénico (HA).
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2.1.2 Otros reactivos

¢

Polivinil alcohol (PVA), utilizado como tensioactivo en la
fabricacion de microparticulas de PLLA, suministrado por

Celanese Chemicals Iberica SL, Espafia.

Tween 80, tensioactivo utilizado en la fabricaciéon de

microparticulas de CHT, suministrado por Scharlab, Espafia.

Genipin, agente entrecruzador utilizado en la fabricacion de

microparticulas de CHT, suministrado por Wako, Japén,

Divinil sulfona (DVS) del 97% de pureza, utilizado como agente

entrecruzador del HA, suministrado por Sigma-Aldrich.

Aceite mineral, suministrado por Sigma-Aldrich.

[sooctano del 99% de pureza, suministrado por Sigma-Aldrich.

1-Heptanol del 98% de pureza, suministrado por Sigma-Aldrich.

Sodio bis(2-etihexil) sulfosuccinato, del 98% de pureza,

suministrado por Sigma-Aldrich.

Azida de sodio (NaN3) suministrada por Sigma-Aldrich.
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2.1.3 Solventes

*

Acido acético glacial, CH3COOH, en soluciéon acuosa al 1%,
suministrado por Scharlab, utilizado para disolver el quitosano a

25°C.
Solucién de hidréoxido sddico, (NaOH) suministrado por
Scharlab, utilizado con una concentracién de 0.2 M para disolver

el acido hialurénico.

Diclorometano (CHClz), utilizado como solvente del PLA,

suministrado por Scharlab.
Tetrahidrofurano (THF), para cromatografia de permeabilidad
en gel, GPC, estabilizado con 250 ppm de BHT, suministrado por

Sigma-Aldrich.

N, N-Dimetilformamida (DMF), suministrada por Sigma-Aldrich

con un grado de pureza del 99,8%.

Agua destilada (H20) suministrada por Scharlab.

Etanol (EtOH) con 99.5% de pureza, suministrado por Sigma-
Aldrich.

59



Capitulo 2

¢ Acido clorhidrico (HCl) del 37% de pureza, suministrado por

Scharlab.

2.1.4 Células, medios de cultivo y tampones utilizados en los

ensayos bioldgicos

¢ Fibroblastos de ratén de tejido conectivo (linea celular L929),

suministrada por Sigma-Aldrich.

¢ Células mesenquimales del tejido adiposo, siendo sus siglas en
inglés ADSC, provenientes de oveja y proporcionadas por
Pompidou Hospital, Laboratory of Biosurgical Research (LRB) de
Paris. Estas células fueron obtenidas tras realizar una biopsia en

la zona pericardica del animal.

¢ Células madre mesenquimales humanas, siendo sus siglas en
inglés, hMSCs, provenientes de medula 6sea proporcionadas por
el Hospital Costa del Sol de Marbella (Malaga). Estas células
fueron obtenidas por aspiracion en los pacientes tras someterse
a una cirugia de reemplazo de cadera, con previo consentimiento
y de acuerdo con los procedimientos aprobados por el comité de
ética local. Las células fueron utilizadas en los ensayos realizados
in vitro en el Laboratorio de Bioingenieria y Regeneracion

Tisular (LABRET) de la Universidad de Malaga (UMA).
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¢ Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM (Fisher, Espafia), con
4.5 g/l D-glucosa, suplementado con un 10% de suero bovino
fetal, FBS (Fisher), un 1% de penicilina/estreptomicina y un 1%
de L-glutamina (Lonza, Suiza), fue utilizado como medio de
cultivo para el mantenimiento y la proliferacion de las células

L929.

¢ Minimum Essential Medium Eagle, a-MEM (Sigma),
suplementado con un 10% de FBS, un 1% de
penicilina/estreptomicina, un 1% de L-glutamina, un 1% de
Amphotericin B Solution (Sigma) y 5 pg/ml de Plasmocin
(InvivoGen, EEUU), fue utilizado en la preparacién del medio de

cultivo para los ensayos in vitro de las células ADSC de oveja.

¢ Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM (Sigma) con 4.5 g/1
D-glucosa, suplementado con un 10% de FBS, un 1% de
penicilina/estreptomicina, un 1% de L-glutamina y un 0.5% de
Amphotericin B Solution fue utilizado como medio de cultivo

para el mantenimiento y la proliferacion de las hMSCs.

¢ Medio de cultivo utilizado para hMSCs suplementado con 0.1
mg/ml de la proteina morfogenética 6sea, BMP-12 suministrada
por BioVision, EEUU, fue utilizado en la preparacién del medio

de diferenciacion tenocitica.
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Medio de cultivo utilizado para hMSCs suplementado con 50
pg/ml del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-1) y con
1 mg/ml del factor de crecimiento insulinico (IGF-1), ambos
factores suministrados por Sigma, fue utilizado en la preparacion

del medio de diferenciacion tenocitica.

Medio de cultivo DMEM, preparado sin rojo fenol y sin FBS se
mezclé6 con el reactivo (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2(4-sulfofenil)-2H  tetrazolium) (MTS),
suministrado por Promega, en relaciéon 5:1 para obtener el

medio MTS utilizado en los ensayos de viabilidad celular.

Buffer fosfato salino (PBS) de Dulbecco, suministrado por

Invitrogen, EEUU.

Tampén TBS, preparado mediante Tris(hidroximetil)
aminometano 1 M, Cloruro s6dico 2 M y 50 mM de cloruro

calcico, suministrados por Sigma.
Tampén de lavado PB 0.1 M, se preparé mediante sodio

dihidrégeno fosfato 2-hidratado (3.12 g/1) y disodio hidrogeno

fosfato anhidro (11.3 g/1), ambas suministradas por Sigma.
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2.1.5 Biorreactor

Un prototipo de biorreactor fue disefiado en el Centro de
Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT) de la Universitat Politecnica
de Valéncia. Los materiales utilizados en la fabricacién fueron acero
inoxidable y vidrio. Sus dimensiones son de 11 cm de largo, 8 cm de
ancho y 5 cm de alto. Posee dos rodillos de acero de 1 cm de didametro.
Estos rodillos estan recubiertos por un tubo de vidrio de 2.5 cm de
didmetro para evitar que el acero se ponga en contacto con el medio de

cultivo, ver Fig. 2.5.

Bastidor metalico Enganche Cable metilico

movil con funda
N TN
10 ° o - - - - Je—= /V
Al motor
Tubo de vidrio Cable
\< Rodillo de aceroﬂ
AN N
d ol
/ N %
Trenza de PLA Placa petri con medio de

cultivo

Fig. 2.5 Vista de perfil del biorreactor donde se observa la disposicion de la

placa petri y el material trenzado de PLA.

El biorreactor esta disefiado para experimentar con tres trenzas. Las

muestras trenzadas quedan sumergidas en el medio de cultivo colocado
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en una placa petri, tal y como se muestra en la Fig. 2.5. Estas trenzas se
fijan por un extremo a unos enganches fijos y por el otro extremo, se
fijan a unos enganches colocados en una pieza mévil. Esta pieza movil
estd conectada a un cable que le proporciona el estimulo mecanico de
traccion a las muestras fijadas mediante la ayuda de un motor de 12V

(ver Fig. 2.6).

Muestras

. : :

— ==
— TN
Enganches ||
o \
h —_ 1 §\
RN T pieza

F' | movil
T ¥ v T

Fig. 2.6 Vista de planta del biorreactor. Muestras trenzadas fijadas mediante
unos enganches fijos en el extremo izquierdo y en el extremo derecho, fijadas

a una pieza movil.

El disefio del biorreactor era capaz tedricamente, de aplicar a las
muestras fuerzas del orden de 200 N a una frecuencia de 2 Hz y con una
deformaciéon de amplitud 2 mm. No obstante, dado que la cadena de

trasmision de fuerzas no era completamente rigida, y tras una

64



Materiales y métodos

verificacion del aparato, se comprobé que podia aplicar fuerzas de 10 N
a una frecuencia de 0.5 Hz con una amplitud de deformacién de 1 mm
(entre el 1% y 2% de la longitud de la muestra).

El biorreactor esta disefiado para que sea facilmente esterilizable,
con materiales resistentes para que puedan aguantar varios ciclos de
esterilizacion. Ademas se disefid y fabric6é una caja de metacrilato de
dimensiones 22 cm de largo, 18 cm de ancho y 8 cm de alto, para
minimizar el riesgo de contaminacion del cultivo y facilitar el
transporte del biorreactor desde el incubador a la campana de flujo

laminar.

2.2 METODOS

En esta seccidon se describiran las diferentes técnicas empleadas para
obtener las estructuras poliméricas que forman parte del prototipo de
protesis, es decir, microparticulas de distintos materiales y el
recubrimiento de la trenza; posteriormente se detallarda como se
ensambla cada una de las partes de que consta la prétesis para obtener

el prototipo final.

2.2.1 Microparticulas

Las microparticulas de acido poli(L-lactico) (PLLA) y quitosano

(CHT) como parte esencial del prototipo de proétesis disefiado fueron
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fabricadas con la finalidad de utilizarse a modo de medio de transporte
y soporte celular. Asimismo, fueron elaboradas microparticulas de
acido hialurénico (HA) para ser empleadas en combinacién con una de
las microparticulas anteriores con el proposito de mejorar la

regeneracion del tejido a reemplazar.

2.2.1.1 Método de obtencion de microparticulas de PLLA

Las microparticulas de PLLA con un didmetro de entre 50-100 pum,
fueron preparadas utilizando el método de emulsién simple de aceite en
agua (oil in water, O/W) [107]. Para ello, el PLLA se disolvié en
diclorometano (CH2Clz) en una concentracién del 5% (1 g/20 ml). Esta
disolucion, la fase organica, se dejo gotear con un flujo de 1 ml/min
sobre una fase acuosa de polivinilalcohol (PVA) al 0.5% en peso y se
agitdo durante 24 h a 1350 rpm. Durante este tiempo, el solvente
organico, volatil, se evaporo6 a través de la fase acuosa, obteniéndose las
microparticulas de polimero sélidas en suspensiéon Transcurrido este
tiempo las microparticulas obtenidas fueron lavadas con agua destilada
repetidas veces, centrifugadas y liofilizadas. A continuacién, en la
Fig. 2.7 se muestra el diagrama de flujo seguido para la obtencidén de las

microparticulas.
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Disoluciéon PVA 0.5%

PLLA 5% CH2Clz ————— b
\ 4

Agitar 24h /1350 rpm

\ 4

Microparticulas
Lavado, centrifugado y
liofilizado

Fig. 2.7 Diagrama de flujo de la fabricaciéon de microparticulas de PLLA.

2.2.1.2 Método de obtencion de microparticulas de CHT

Las microparticulas de CHT con un diametro de entre 50-100 pum,
fueron preparadas utilizando el método de emulsién, agua en aceite
(water in oil, W/0) y posterior reacciéon de entrecruzamiento [108],
como se indica en la Fig. 2.8. Para ello, se prepar6 una disolucion de
CHT al 2%, pesando 2 g de quitosano que fueron disueltos en 100 ml de
una disolucion de acido acético (CH3COOH) al 1%. Esta disolucién se
hizo gotear a una velocidad de 10 ml/h sobre la fase organica
compuesta de 100 ml de aceite mineral y 1 ml de Tween 80. Se agito
durante 30 min a 1750 rpm. A continuacion, se envolvid el reactor en

papel de aluminio y se afladié 10 ml de una disolucion de genipin con
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una concentracién de 30 mM, (0.068 g de genipin en 10 ml de agua
destilada) con un flujo de 1 ml/min. La oscuridad es necesaria para
evitar reacciones parasitas del genipin, debido a que es un compuesto
fotosensible. Se agit6 durante 15 horas a 1750 rpm. Las microparticulas
obtenidas fueron lavadas con etanol absoluto y centrifugadas repetidas

veces.

100 ml de aceite
mineral+1 ml tween 80

CHT2% ————»
(10 ml/h) v

Agitar 1750 rpm/30 min

\
Genipin 30 mM
(1 ml/min)

Agitar 15 h

> Condiciones de oscuridad

\ 4

Lavado v centrifugado

Fig. 2.8 Diagrama de flujo de la fabricacién de microparticulas de CHT.

2.2.1.3 Método de obtencion de microparticulas de HA

Las microparticulas de HA con un diametro de entre 5-20 pm, fueron
preparadas utilizando el método de emulsion, en este caso, fase acuosa
sobre fase organica (W/0) [109]. Para ello, se prepar6 una disolucion

de acido hialurénico al 5% (0.5 g de HA en 10 ml de NaOH 0.2 M) y se
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afiadié con una velocidad de 10 ml/h sobre una disolucion compuesta
de: 100 ml de isooctano, 1.7 ml de heptanol y 1.34 g de sodio bis(2-
etihexil) sulfosuccinato. Se agitdé a 1300 rpm durante 15 min y
seguidamente se inici6 el proceso de entrecruzamiento al afiadir 112 pl
de divinil sulfona (DVS). Transcurridos 20 min, las particulas fueron
lavadas con acetona repetidas veces, centrifugadas y liofilizadas. A
continuacidn en la Fig. 2.9, se muestra el diagrama de flujo seguido para

la obtencion de las microparticulas.

100 ml isooctano+1.7ml
heptanol+1.34g sodio bis(2-
etilhexil)sulfosucianato

10mlHA5% —————
(10ml/h)

Agitar 1300 rpm/15min

112 pm DVS —»l

Agitar 1300 rpm/20min

A4

Lavado, centrifugado y
liofilizado

Fig. 2.9 Diagrama de flujo de la fabricacién de microparticulas de HA.
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2.2.2 Recubrimiento del material trenzado

El material trenzado utilizado como parte del prototipo de protesis
final, fue recubierto con &cido hialurénico con el fin de evitar
adherencias de los tejidos adyacentes. El recubrimiento se realiz6é por
deposicién mediante la técnica de electrospinning como se muestra en
la Fig. 2.10. Se utiliz6 dos bombas de jeringa conectadas entre si. En una
de ellas se colocé 10 ml de una solucién de acido hialurénico (0.28 g de
HA fue disuelto en 798 g de H;0 destilada, 5.32 g de N,N-
Dimetilformamida y 1.48 g de EtOH absoluto) con un flujo de 5 ml/h. En
la otra, una la solucién del entrecruzante (DVS, 49.2 pl en 4.8 ml de
NaOH 0.2 M) con una velocidad de 1.6 ml/h. Una vez eyectadas las
soluciones, se unen en un punto entre si, manteniéndose la mezcla el
tiempo suficiente para que el entrecrudazor reaccione con el HA. Esta
mezcla final se electrodeposita alrededor del material trenzado, gracias
a la rotacion de 360° del mismo sobre un eje Se evalu6 distintos
tiempos de electrodeposiciéon (20 y 30 min) utilizando un voltaje de

27 kV.
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Rotor

Bomba 2 Solucion de DVS

||Ill L
Material
Trenzado

=G

Voltaje

Bomba 1 Solucién de HA

Fig. 2.10 Montaje de electrospinning utilizado para realizar el recubrimiento

con HA sobre el material trenzado.

2.2.3 Técnicas de caracterizacion fisicoquimica de los materiales

¢ Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para analizar las propiedades térmicas del material trenzado de PLA,
muestras de entre 5 y 10 mg fueron medidas con un calorimetro
(METTLER TOLEDO, modelo DSC 823e, Suiza) utilizando nitrégeno
como gas de purga (20 ml/min). La temperatura del equipo fue
calibrada con indio, y la entalpia de fusién del indio fue utilizada para
calibrar el flujo de calor. Las muestras trenzadas fueron sometidas a un
barrido de calentamiento entre 0 y 210°C a 10°C/min. Los distintos
parametros fueron determinados a partir del termograma obtenido y

fueron analizados con la ayuda del software del equipo: la temperatura
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de transicién vitrea, Tg, la temperatura de fusion, Ty, la entalpia de
fusiéon correspondiente a la cristalizacion AH. y la entalpia de fusién
AHt. La cristalinidad del material trenzado de PLA (X.) se determiné de
acuerdo a la ecuacion (2) haciendo uso de la entalpia de fusion teérica

reportada en la literatura, siendo de AH® pria = 93.7 ] /g [110]

f

AH
X, = x100% (2)
AH?

f

¢ Anadlisis termogravimétrico (TGA)

La degradacion térmica de los materiales de que consta el prototipo
de prétesis fue evaluada utilizando el equipo SDT-Q600 system (TA-
Instruments, USA). La trenza de PLA, los polimeros puros (PLLA; CHT y
HA) y las microparticulas de PLLA, CHT y HA, fueron pesadas entre 5-10
mg y fueron sometidas a un rango de temperatura entre 25°C a 600°C y
a una velocidad de calentamiento de 10°C/min en atmosfera de
nitrégeno con un flujo de 100 ml/min. La masa de la muestra se registrd
en funcion de la temperatura. El % de la pérdida de masa, se calcul6
mediante la proporcion entre el peso de las muestras en cada instante y

el peso inicial.

¢ Ensayos de tension-deformacion del material trenzado
Las propiedades mecanicas de la trenza de PLA fueron
caracterizadas mediante dos tipos de ensayos mecanicos: ensayos de

tensién-deformacién y ensayos dindmicos. Ambos fueron realizados en
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una maquina electromecanica (MICROTEST SCM 4000 98, Espafia) con
una célula de carga de 400 N. Las medidas fueron realizadas a
temperatura ambiente por triplicado.

Los ensayos de tensién-deformaciéon del material trenzado y de 4
hilos obtenidos al destrenzar la trenza de PLA, cada hilo compuesto de
4 fibras con 150 microfibras (600 microfibras en total), fueron
realizados a una velocidad de deformacién de 5 mm/min, registrandose
los valores de carga y deformaciéon a 1 dato/s. El médulo de Young se
calcul6 a partir de la pendiente de la region lineal de la curva obtenida
de acuerdo con la ecuacioén (3):

E_C _AF/S (3)
e Alll

donde AF es la fuerza aplicada, S es la seccidn transversal efectiva de la
muestra, 1 es la longitud y Al es la deformacion de la muestra trenzada.
Tanto la seccion transversal de las microfibras como la seccion
transversal efectiva de la trenza fueron calculadas mediante la ecuacién
(1) anteriormente citada.

La extension de zona toe, €we, (parte no lineal de la curva previa a la
zona del comportamiento lineal) se define como la deformacion a la que
la linea tangente trazada en la parte lineal de la curva se separa de la
curva. El limite de linealidad (ciim) se tomé como la mayor tension
alcanzada cuando cesa el comportamiento lineal. Trenzas tal y como
fueron recibidas y trenzas después de ser sometidas a degradacion

después de diferentes tiempos fueron sometidas a ensayos de tension-
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deformacion del tipo descrito anteriormente hasta alcanzar la rotura,
con el fin de determinar la tensién de rotura y el % de elongacién. En la
Fig. 2.11 se muestra la curva tipica de tensiéon deformaciéon de un

tendon.

Maximo esfuerzo
Y T

¢ Rotura
Zona de cesion

Tension

— Zona /' Zona
basal - lineal

T T T T T T T T T 1
Elongacion relativa

Fig. 2.11 Gréfica tipica de tensién-deformacién de un tend6n representado las

zonas tipicas: basal, lineal y de cesion [111].

Los ensayos dinamicos de la trenza de PLA fueron realizados
seleccionando los valores de fuerza aplicada con el fin de asegurar
deformaciones dentro de la region lineal del material, entre 30N-90N, lo
que corresponde a tensiones de entre 20 y 70 MPa. Se aplicé una fuerza
de tracciéon a 5 mm/min hasta 60 N de carga y alcanzada esta fuerza se
aplic6 100 ciclos de carga sinusoidal de amplitud 30 N a una frecuencia
de 0.5 Hz. Se registr6 5 de los 10 ciclos tomando 20 datos/s. La pérdida

de energia por unidad de volumen en cada ciclo se calculé a partir de la
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zona del ciclo de histéresis mecanica debido al desfase entre la tensioén

y la deformacién, mediante la ecuacion (4):

%Histeresis = VV\\//C 100 (4)

.
donde W, es el area de superficie encerrada en el ciclo de histéresis y
Wr el area encerrada entre la curva de traccion del ciclo y el eje de
deformacion. Los datos que se aportan son el promedio de tres

muestras ensayadas.

¢ Ensayos de degradacion del material trenzado

Se estudid la degradacién hidrolitica de la trenza hueca de PLA en
tres medios distintos: una solucién tampdn de fosfato salino, PBS, con
pH 7.4, una soluciéon de NaOH 0.01 N con pH 11 y una solucién de HCl
0.001 N con pH 3 a 37°C. El ensayo de las trenzas inmersas en medio
neutro tuvo una duracién de 12 meses, mientras que el ensayo de las
trenzas inmersas en medio acido y en medio basico duré un mes.
Fueron preparadas tres réplicas para cada tiempo, teniendo trenzas de
10 cm para la caracterizacién mecanica y trenzas de 1 cm para el resto
de la caracterizacién. Antes de empezar el estudio se pesé cada muestra
obteniendo la masa inicial (mg), mediante el uso de una balanza
analitica (XS Excellence, USA). La solucion neutra fue renovada
semanalmente y las soluciones acida y basica, cada 48h. El pH de la
soluciéon se midi6 en cada cambio de medio mediante un pH-metro

(Eutech Instrumentos modelo PH1500, Singapur) para asegurar que se
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mantenia estable el pH de las soluciones. En el caso de la degradacién
en PBS, las muestras fueron retiradas mensualmente hasta los 6 meses,
después fueron retiradas cada dos meses hasta llegar al afio. En el caso
de la degradacién basica y acida fueron retiradas a 2, 4, 7, 14 y 30 dias.
El grupo de trenzas extraido, se lavo con agua destilada a 50°C para no
afectar a las propiedades del material y para eliminar posibles sales de
la superficie y se secé a 37°C y vacio hasta peso constante antes de
proceder a la caracterizacion. El peso de las trenzas después de la
degradacién (mg) permitié calcular la pérdida de peso mediante la
ecuacion (5):
Pérdida de peso (%) =M.1oo (5)
mO

Las propiedades mecanicas de las trenzas degradadas en distintos
tiempos fueron determinadas como se ha explicado anteriormente,
obteniéndose el mdédulo de Young, el limite de linealidad (oim), la

tension de roturay el % de elongacidn.

¢ Cromatografia de permeabilidad en gel (GPC)

Para determinar la distribucién de los pesos moleculares en la trenza
de PLA, se utiliz6 la técnica de cromatografia de permeabilidad en gel
(GPC), mediante el uso del software del Cromatégrafo HPLC_GPC,
(modelo Waters 1525) con el detector del indice de refraccién. Las
muestras fueron disueltas en tetrahidrofurano, grado ACS (THF)

(Sharlab) 6 mg/ml. Para la calibracién fueron utilizados patrones de
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poliestireno. A partir de la distribucién de los pesos moleculares se
obtuvo: el peso molecular promedio en peso (Mw), el peso molecular
promedio en numero (M) y el indice de polidispersion (PDI), obtenido

del cociente entre My/Mn.

¢ Cdlculo del volumen inyectable en el interior del material
trenzado

La cantidad de volumen que puede albergar el interior de la trenza
de PLA, ver Fig. 2.12, de didmetro externo 2 mm, didmetro interno 0.9

mm y longitud 4 cm, se calculé6 mediante la ecuacion (6):

V =x-r’-h

cilindro (6)

Siendo r el radio del cilindro interno y h la longitud de la muestra.
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Fig. 2.12 Dimensiones de la trenza hueca de PLA.
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¢ Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los materiales de que consta el prototipo de
protesis: material trenzado, recubrimiento y microparticulas, fue
observada mediante el microscopio electrénico de barrido (SEM,
modelo JEOL JSM-5410, Jap6n) con un voltaje de 10 kV. Previamente,
las muestras después de ser montadas en portas de cobre mediante una
cinta conductiva con grafito fueron recubiertas con una fina capa de oro
mediante la técnica de pulverizacién. Con respecto a la morfologia de la
trenza de PLA, el didmetro interior y exterior de la trenza, el angulo de
trenzado y el didmetro de las microfibras fueron medidas a partir de las

imagenes (n = 3) calculandose el valor promedio.

¢ Distribucion de tamainos de las microparticulas

La distribucidn de tamafios de las distintas microparticulas se obtuvo
mediante el método basado en analisis de imagenes (n=3) adquiridas
mediante lupa (Leica MZ APO, Alemania). Se midid el didametro de 250-
300 microparticulas aproximadamente y se calculo el diametro
promedio. Se representé la distribucién de tamafios obteniendo el % de

frecuencia del didmetro promedio de cada rango.

¢ Consistencia del recubrimiento
La morfologia del recubrimiento del material trenzado de PLA
realizado a distintos tiempos mediante la técnica de electrospinning, se

observd mediante el microscopio electrénico de barrido (SEM).
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Asimismo, se midié el espesor del recubrimiento en distintas zonas a
partir de las imagenes obtenidas en SEM (n = 2) calculandose el valor
promedio. Ademas, las trenzas de PLA recubiertas con HA fueron
sumergidas en H20 durante 24 h. Transcurrido este tiempo las trenzas
fueron fotografiadas mediante una camara digital calculandose el

espesor del recubrimiento en estado hinchado.

79



Capitulo 2

2.3 CULTIVOS CELULARES

2.3.1 Citotoxicidad del material trenzado

El ensayo de citotoxicidad celular del material trenzado esterilizado
con distintos medios, se llevd a cabo siguiendo la norma UNE-EN
[S010993-5 mediante el método indirecto. El ensayo se basa en el
estudio de la viabilidad celular en un medio de cultivo que habia estado
previamente en contacto con el material durante 24 h a 37°C y
constante agitacion, 60 rpm, en condiciones estériles. Para ello, la
trenza de PLA fue sometida a diferentes métodos de esterilizacion: 1) la
inmersiéon en una solucién acuosa de etanol al 70%, (EtOH 70%)
durante 4h con cambios cada 30 min, 2) la exposicidén a una irradiacion
ultravioleta de 30W (UV) durante la noche, y 3) autoclave (Mocom
Proxima, Alemania), durante 30 min a 120°C. Hay que afadir, que el
método (1), etanol al 70%, no era considerado un método de
esterilizacién, era un método de desinfeccién. No obstante, se compar6
con los otros dos métodos de esterilizacién con el fin de elegir la
metodologia del estudio.

Las células utilizadas para el ensayo fueron los fibroblastos de ratén
de la linea celular L929. El latex fue utilizado como material de control
positivo y un pocillo vacio de la placa de cultivo se utilizé6 como control

negativo.
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Para obtener los extractos, 1 g de trenza y 1 g de latex fueron
incubados por separado en 20 ml de DMEM con 4.5 g/l D-glucosa,
suplementado con un 10% de FBS, un 1% penicilina/estreptomicina y
un 1% L-glutamina, sin rojo de fenol, durante 24 h a 37°C a 60 rpm.
Seguidamente, 3500 células/pocillo fueron sembradas en placas de 48
pocillos; a las 24 h de cultivo se reemplazé el medio por los extractos:
en el caso del control positivo, fueron incubadas con el medio de latex,
en el caso del control negativo, medio normal. Posteriormente las
placas fueron incubadas a 37°C y 5% COz, manteniendo el extracto
como medio de cultivo los 14 dias de la duracién del ensayo. Las

muestras fueron extraidas a 1, 3, 7 y 14 dias.

2.3.2 Cultivo in vitro de fibroblastos de raton (L929) en los

componentes de la proétesis

Los cultivos in vitro sobre los distintos materiales del prototipo de
protesis, material trenzado, los tres tipos de microparticulas y
combinaciones entre ellas fueron realizados a distintos tiempos 1, 7 y
14 dias. Se estudi6 la viabilidad, la adhesion y la proliferacion celular.
Para la realizacion de los cultivos, las células fueron cultivadas en
flascones de 75 cm? utilizando el medio de cultivo para las L929, DMEM
con 4.5 g/l D-glucosa, suplementado con un 10% de FBS, un 1%
penicilina/estreptomicina y un 1% L-glutamina. Una vez llegado a una

confluencia mayor del 80%, las células fueron desprendidas
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enzimaticamente del flascén utilizando 5 ml de tripsina y fueron

contadas en una cdmara de Neubauer (Labor Optik, China).

2.3.2.1 Cultivo en el material trenzado

Una vez desinfectado el material trenzado de PLA de 8 mm de
longitud, con EtOH 70% y acondicionado 24 h en DMEM con 4.5 g/1 D-
glucosa sin FBS, se procedié a realizar el cultivo con las L929.
Posteriormente, 50 ul de una suspensiéon celular de 11x103 células
fueron sembradas sobre la superficie de cada trenza de PLA. Las
muestras fueron incubadas a 37°C y 5% CO; durante 1 h con el fin de
promover la adhesion celular y después se afiadié medio de cultivo. El
cultivo en los pocillos de la placa de P48 fue utilizado como control.
Cada experimento se realizé por triplicado. Trenzas sin células fueron
procesadas bajo las mismas condiciones y utilizadas como referencia. El
medio de cultivo se renovo cada 3 dias. Los tiempos de ensayo fueron 1,

7'y 14 dias.

2.3.2.2 Cultivo sobre las microparticulas

Las microparticulas de distintos materiales (PLLA, CHT y HA) y
combinaciones de PLLA:HA en proporcion 1:2 y 2:1, fueron pesadas y
desinfectadas con EtOH 70% antes de realizar el cultivo con las L929 en

los microtubos de 1.5 ml. Las muestras fueron acondicionadas 24 h en
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DMEM con 4.5 g/l D-glucosa sin FBS. Transcurrido dicho tiempo se
afiadié6 100 pl de la suspension celular con una concentracién de
1x105 células/50 mg de microparticulas. Estas fueron mantenidas 1 h
sin afladir mas medio de cultivo con el fin de mejorar la adhesién
celular. Seguidamente, se completé medio de cultivo hasta alcanzar los
1000 pl. El medio de cultivo se renové cada 3 dias en ambiente de 37°C
y 5% de CO;. Cada experimento se realiz6 por triplicado, y se utiliz6
como control el cultivo en un microtubo y como referencia,
microparticulas sin células procesadas bajo las mismas condiciones. Los
tiempos de ensayo fueron 1, 7 y 14 dias.

Por otra parte, con el fin de averiguar a qué tiempo se formaban los
primeros aglomerados de células-microparticulas, se realizé un cultivo
a tiempos cortos, 1, 2, 3, y 6 h sobre microparticulas de PLLA siguiendo

los pasos anteriores.

2.3.3 Cultivo in vitro de células mesenquimales humanas de

médula 6sea (hMSCs) en los componentes de la protesis

Para el estudio fueron realizados cultivos in vitro a tiempos largos
sobre el material trenzado y los tres tipos de microparticulas, PLLA,
CHT y HA. Se evalué y compar6 la viabilidad, la morfologia y la
proliferacién celular de las hMSCs, en los diferentes soportes. Por ultimo
se realiz6 un estudio de diferenciacion de las hMSCs a tenocitos en la

trenza de PLA y en las microparticulas de PLLA mediante el uso de
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BMP-12 y un combinado de IGF-I con TGF-B1 (medios de diferenciaciéon
tenocitica descritos en el apartado 2.1.4 del presente capitulo). Se
estudiéo la morfologia adoptada de las células en los substratos
mediante SEM y confocal. Para estudiar la diferenciaciéon se analiz6 la
expresion en las células de colageno tipo I y tenomodulina mediante
inmunofluorescencia. También fueron cuantificadas la tenomodulina y
la decorina mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(g-PCR).

Para ello, una vez las células fueron recogidas, la fraccion
enriquecida en hMSC fue separada en Percoll (Sigma) mediante un
gradiente de sedimentacién de 20.000 g durante 15 min y suspendida
en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium, con 4.5 g/l D-glucosa
(DMEM, Sigma). Las hMSCs en pase 0 fueron cultivadas en flascones de
75 cm? utilizando el medio Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM
(Fisher) 4.5 g/1 D-glucosa, suplementado con 10% de suero bovino fetal
FBS (Fisher), 1% penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina (Lonza) y
un 0.5% de Amphotericin B Solution (Sigma). El medio se renové dos
veces por semana y fueron seleccionadas aquellas células capaces de
adherirse, eliminando las células flotantes en el medio a las primeras
72h. Una vez llegado a una confluencia del 80% aproximadamente, las
células fueron desprendidas de los flascones usando tripsina y fueron
suspendidas en DMEM con 10% de FBS. Estos ensayos fueron
realizados en el Laboratorio de Bioingenieria y Regeneracion Tisular

(LABRET) de la Universidad de Malaga (UMA).
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2.3.3.1 Cultivo en el material trenzado y sobre las microparticulas

sintetizadas.

Una vez esterilizado todos los materiales y acondicionados 24 h en
DMEM con 4.5 g/1 D-glucosa sin FBS, se procedi6 a su cultivo. Tanto el
material trenzado como los diferentes tipos de microparticulas (PLLA,
CHT y HA) fueron cultivados siguiendo el procedimiento tal y como se
describe en los apartados 2.3.2.1 y 2.3.2.2 con la diferencia de que las

células utilizadas fueron las hMSCs.

2.3.3.2 Diferenciacién de las células hMSCs a tenocitos en la trenza

de PLA y en las microparticulas de PLLA

El cultivo se efectu6 sobre la trenza de PLA y sobre las
microparticulas de PLLA. El cultivo se realizé siguiendo las mismas
condiciones del ensayo anterior, con la diferencia de que a partir del dia
7 el medio de cultivo utilizado fue el medio diferenciador. Por una parte
se experiment6 muestras cultivadas con medio de cultivo de las células
hMSCs suplementado con BMP-12 y por otra parte se experiment6 con
muestras cultivadas con medio de cultivo de las hMSCs suplementado
con una mezcla de TGF-B1 y IGF-1. El cultivo se realiz6 a 1, 7, 14 y 21
dias en ambiente de 37°C y 5% de CO>. El medio de cultivo se renovo
cada 3 dias hasta alcanzar 7 dias de cultivo. Transcurrido ese tiempo, se

renovo cada 48 h hasta finalizar el ensayo.
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2.3.4 Cultivo in vitro en el prototipo de protesis en régimen
estatico y dinamico

Los cultivos in vitro de las células L929 tanto en régimen estatico
como en régimen dindmico fueron realizados durante un periodo de 14
dias con el fin de evaluar y comparar como responden las células tras el
estimulo mecanico aplicado. Las células fueron cultivadas en la prétesis
utilizando el soporte seleccionado, una combinacién de microparticulas
de PLLA:HA con células pre-sembradas. Como muestra control se utiliz6
la trenza de PLA recubierta con HA y cultivada mediante la inyeccién de
una suspension celular. Finalmente, se realizd el ensayo tanto en
régimen estatico como en régimen dindmico utilizando células
mesenquimales provenientes del tejido adiposo, ADSC, de oveja. El
cultivo se realizd en el prototipo de prétesis con relleno de células en
combinacién de microparticulas de PLLA:HA con células pre-
sembradas.

Se caracteriz6 la morfologia celular mediante SEM y la tincién del
citoesqueleto de actina. Se cuantific6 la produccién de componentes de

la matriz extracelular (coldgeno tipo I y glicosaminoglicanos (GAGs)).

2.3.4.1 Verificacién de la funcionalidad del biorreactor

Con respecto a los ensayos en régimen dinamico, antes de realizar
los ensayos con el prototipo de prétesis, se realizé un ensayo dinamico

a 7 y 14 dias para demostrar que el prototipo de biorreactor disefiado
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transmitia el estimulo mecanico a las células y para adaptar y mejorar
el manejo del mismo. El cultivo de las L929 se realizé en la superficie
del material trenzado. Aunque el biorreactor esta disefiado para colocar
tres muestras, los ensayos fueron realizados con dos.

Inicialmente el biorreactor se esteriliz6 mediante el autoclave junto
con el resto del material necesario para proceder a su montaje (carcasa
del biorreactor, cable, funda del cable, destornillador y llaves Allen,

entre otros). Una vez esterilizado se procedio al cultivo.

Fig. 2.13 Biorreactor y material de montaje a utilizar en el ensayo antes de
proceder al cultivo (carcasa del biorreactor, cable, funda del cable,

destornillador, llaves Allen y placa petri).
La trenza de PLA de 10 cm de longitud fue unida en ambos extremos

a una trenza de Kevlar de 5 cm. Una vez realizada la union, el material

se desinfecté con EtOH 70%, se acondicioné con PBS durante una noche
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y con DMEM con 4.5g/1 D-glucosa sin FBS durante 24 h antes de
proceder al cultivo. Posteriormente, 100 pl de una suspension celular
(1x105 células) fueron sembradas sobre la superficie del material
trenzado, tal y como se muestra en la Fig. 2.14a, e incubadas a 37°C y
5% CO2 durante 1 h. Transcurrido dicho tiempo se procedi6 a
montarlas en el biorreactor previamente esterilizado (ver Fig. 2.14b), y
se anadi6 medio de cultivo hasta cubrir las muestras, 110ml
aproximadamente, Fig. 2.14c. Finalmente se trasladé al incubador y se
conect6 al motor, Fig. 2.14d. El tiempo de ensayo fue de 7 y 14 dias con
dos réplicas por tiempo (n=2). El medio de cultivo se renovo

semanalmente en ambiente de 37°C y 5% de CO..
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Fig. 2.14 Ensayo in vitro en régimen dinamico del cultivo de L929 sobre el
material trenzado a 7 y 14 dias. a) Siembra sobre la trenza de PLA, b) montaje
de las trenzas en el biorreactor, ¢) Afiadir medio de cultivo y d) conexion del

biorreactor al motor desde dentro del incubador.

2.3.4.2 Cultivo del prototipo de protesis mediante L929

La trenza de PLA fue recubierta con HA mediante la técnica de
electrospinning durante 30 min, tal y como se describe en el apartado
2.2.2. Para los ensayos en régimen estatico fueron utilizadas trenzas
recubiertas de HA de 4 cm de longitud mientras que en los ensayos en

régimen dinamico, las trenzas empleadas fueron de 10 cm de longitud.
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En la Fig. 2.15 se muestran los pasos seguidos para realizar el cultivo
en el prototipo de protesis final. Inicialmente, la trenza de PLA
recubierta con HA se desinfecté con EtOH al 70% y se realizé un
intercambio controlado de EtOH 70% a PBS (Fig. 2.15a). Después de
que la trenza recubierta de HA estuviera en PBS durante una noche se
procedié a acondicionarla con DMEM 4.5 g/l D-glucosa y sin FBS
durante 24 h. Posteriormente, se procedié a la inyeccidn del relleno,
células pre-sembradas durante 4 h sobre microparticulas de PLLA:HA
en proporcion 2:1, utilizando una jeringa y una aguja de 0.5 mm de
didmetro. El relleno se inyecté por ambos extremos de la trenza de PLA,
con el fin de distribuir el relleno de una forma homogénea (Fig. 2.15by
Fig. 2.15¢).

Una vez realizado el cultivo, las muestras fueron incubadas durante
1 h a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido este tiempo, las muestras
destinadas al ensayo con el biorreactor fueron ubicadas en el mismo,
(Fig. 2.15d y Fig. 2.15e). El estimulo mecanico fue aplicado durante 9
h/dia como valor promedio. Las muestras para el ensayo en régimen
estatico fueron cultivadas en una placa petri (Fig. 2.15f).

Como muestra control se utilizé el material trenzado recubierto con
HA y se inyect6 una suspension celular (1x105 células suspendidas en
100 pl de medio de cultivo). Los ensayos fueron realizados durante 14

dias a 37°Cy 5% de CO2. El medio se renovo cada 3 dias.
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Fig. 2.15 Cultivo del prototipo de prétesis. a) Intercambio de EtOH 70% a PBS
del material trenzado recubierto con HA, b) inyecciéon del relleno en la
protesis para el ensayo en estatico, c) inyeccion del relleno en la proétesis para
el ensayo en dinamico, d) ajuste de la protesis en el biorreactor, e) adicion de
medio de cultivo y f) cultivo en el biorreactor y en placa petri para ensayo en

régimen estatico y dindmico a 14 dias de cultivo.
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2.3.4.3 Cultivo del prototipo mediante ADSC

El cultivo del prototipo de protesis en régimen estatico y dinamico,
utilizando como relleno una combinacién de microparticulas (PLLA:HA)
pre-sembradas con las ADSC de oveja, se efectud siguiendo los mismos

pasos que en el apartado 2.3.4.2.

2.3.5 Técnicas de caracterizacion bioldgica

¢ Estudio de la viabilidad celular mediante MTS

La viabilidad celular se evalué utilizando (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-carboximetoxifenil)-2(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), mediante el
Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, MTS
(Promega). Se analiza mediante un método colorimétrico que
determina el nimero de células vivas debido a la bio-reduccién del
reactivo de Owen, por la accion de las co-enzimas NADPH
(Nicotinamida-Adenina Dinucleotido fosfato) o NADH producidas en las
enzimas deshidrogenasas presentes en las células metabdlicamente
activas. Como consecuencia se obtiene un producto coloreado, el
formazan, el cual es soluble en el medio de cultivo y puede ser
cuantificado midiendo la absorbancia. Una vez transcurrido el tiempo
de cultivo, el material trenzado (trenza-células) fue transferido a placas
de 48 pocillos y lavado repetidas veces con PBS; las microparticulas

fueron lavadas en los mismos microtubos. El medio de cultivo DMEM,
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pero esta vez sin rojo fenol y sin FBS se mezclé con el reactivo MTS en
relacién 5:1 y posteriormente fue afladido hasta cubrir totalmente los
materiales. Tras 3 horas de incubacién con 5% de CO; a 37°C y en
ausencia de luz, fueron extraidos 100 ul de medio y depositados en
placas de 96 pocillos para medir la absorbancia a 490 nm utilizando un
lector multiplacas (Victor 3, PerkinElmer, EEUU). El ensayo se realizd

por triplicado.

¢ Estudio de la adhesion y de la morfologia celular mediante SEM
Para estudiar la adhesion y la morfologia adoptada por las células
cultivadas sobre los distintos soportes: trenza de PLA, diferentes
microparticulas y prototipo de proétesis se empled el microscopio
electronico de barrido con un voltaje de 10 kV. Las muestras fueron
lavadas 2 veces con PBS y fijadas con una disolucién de glutaraldehido
al 2.5% durante 1 h a 4°C. Transcurrido dicho tiempo fueron lavadas
con PBS 3-4 veces en intervalos de 5 min. Previamente a la observacion
en SEM las muestras fueron deshidratadas realizando cambios a
distintas concentraciones de EtOH (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 98%, 100%) cada 5 min. Las muestras fueron secadas por el
meétodo del punto critico y fueron recubiertas con oro para su posterior
analisis. Para analizar la morfologia celular en el interior del prototipo,

la muestra se corté con la ayuda de un bisturi.
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¢ Estudio de la morfologia y de la diferenciacion celular mediante
ensayos inmunofluorescencia

Se estudio la morfologia celular mediante la tincion del citoesqueleto
de actina y se evaluo la expresion de colageno tipo I y de la
tenomodulina contenido en la matriz extracelular. Para ello, cumplido el
tiempo de cultivo, las muestras fueron lavadas 1 vez con PBS, fijadas
con una disolucién de formalina al 10% durante 1 h a 4°C y finalmente
lavadas 3 veces con PBS.

Para la preparacién de la tinciéon del citoesqueleto de actina, las
muestras fueron lavadas con tampdn fosfato (PB) 0.1 M durante 5 min a
temperatura ambiente. Seguidamente, se afiadié el tampdén bloqueo
(TB) que contenia 8.9 mL de PB (0.1 M), 1 mL de FBS (10%) y 0.1 mL de
triton X-100 al 0.1% durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afladié el tampén bloqueo junto con 10 ul de
bodipy-FL phallacidin (Invitrogen) por cada muestra y se mantuvo
durante toda la noche a 4°C y en ausencia de luz. Transcurrido dicho
tiempo, se elimind esta disolucion y se realizé tres lavados con PB 0.1 M
cada 5 min. Seguidamente se procedi6é al montaje en el portaobjetos y
se adicion6 una gotita de medio de montaje con 4’6-diamino-2-
fenilindol (DAPI) incorporado (Vectashield, Vector Laboratories,

Inglaterra) que permitid tefiir los nucleos celulares.
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Para la preparacion de la inmunofluorescencia del coldgeno tipo I
(Col I) (Chemicon) las muestras fueron lavadas con PB 0.1 M durante 5
min a temperatura ambiente. Seguidamente se afiadié el tampodn
bloqueo (TB) durante 2 h. Posteriormente, se afiadi6 la mezcla madre
preparada de anticuerpo (Ac) primario en proporcién 1:40 (Col I:TB),
150 pl en el material trenzado y 100 pl en las microparticulas. Se dejo
incubando toda la noche a temperatura ambiente. Se elimin6 esta
disolucion y fueron realizados tres lavados con PB 0.1 M cada 5 min. Se
prepard la mezcla madre del Ac secundario Cy3 (Abcam) en TB en
proporciéon 1:200 (Cy3:TB) anadiendo 10 ul de bodipy-FL phallacidin
por cada muestra. Una vez resuspendida toda la mezcla, se adicioné 150
ul en el material trenzado y 100 pl en las microparticulas. Las muestras
fueron mantenidas entre 2-3 horas a temperatura ambiente y en
ausencia de luz. Después se eliminé la solucién madre y las muestras
fueron lavadas 3 veces con soluciéon PB 0.1 M cada cinco minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente los nucleos celulares fueron
tefiidos con una disolucién de DAPI en proporciéon 1:1000 (DAPI:H20) y
las muestras fueron incubadas entre 15-30 min en ausencia de luz.
Transcurrido el tiempo, se elimind esta solucién y fueron realizados
tres lavados con PB 0.1 M cada 5 min. Seguidamente se procedid al
montaje en el portamuestras adicionando una gota de medio de
montaje. Las imagenes de las inmunofluorescencias fueron adquiridas
mediante microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS con laser invertido,

usando un objetivo de aceite.
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Para la deteccion de la tenomodulina (Santa Cruz Biotechnology, Inc)
se siguid los mismos pasos que para la detecciéon del colageno tipo I
utilizando las mismas proporciones del anticuerpo primario 1:40

(Tn:TB) y del secundario 1:200 (Cy3:TB).

¢ Evaluacion de distintos marcadores de la membrana celular
mediante citometria de flujo

Se evalud la expresion de distintos marcadores de superficie celular
expresados por las hMSCs mediante citometria de flujo usando las
células previamente cultivadas sobre las microparticulas de distintos
materiales. El ensayo se realizé a 14 dias sobre las microparticulas de:
quitosano, acido hialurénico y acido poli(L-lactico) y a 21 dias
utilizando los medios de diferenciacién sobre las hMSCs en las
microparticulas de acido poli(L-lactico). Los marcadores utilizados
fueron el CD44, HLA-DR y CD166. El CD44 es el receptor del acido
hialurénico y es un marcador expresado también por los tenocitos,
siendo asi mismo un control positivo de la diferenciacion, el HLA-DR se
utiliza como marcador negativo en estas células mientras que el CD166
esta relacionado con la adhesion celular.

Para la preparacion del ensayo, una vez transcurrido el tiempo de
estudio se procediéo a tripsinizar las células de cada uno de los
materiales. Para ello todas las microparticulas de un mismo material
fueron transferidas a un tubo de 50 ml, fueron lavadas tres veces con

PBS e incubadas con 0.5% de tripsina durante 5 min a 37°C.
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Seguidamente se inactivé la tripsina mediante la adiciéon de medio y se
procedié al filtrado. Para ello, se filtr6 la solucién de células y
microparticulas por tamices celulares de: 100 pm, 70 um y 40 pm
(Becton, Dickinson and Company), para eliminar las microparticulas.
Una vez filtrado, se centrifugé y se recogio los pellets correspondientes
de cada material. Cada uno de los pellets, fueron lavados dos veces con
el tampdén FACS que consiste en 10 mM de HEPES (Gibco), 1% de
penicilina/estreptomicina y un 0.2%, albumina de suero bovino BSA
(Sigma) en L-15 de Leibovitz (Gibco). Después del lavado, alicuotas de
1x106 células fueron incubadas en tampén FACS conteniendo
anticuerpos monoclonales: Anti-CD44 y HLA-DR humano (BD
Pharmingen TM), y Anti-CD166 (AbD Serotec). Después de 30 minutos
en ausencia de luz y en hielo, las células fueron lavadas de nuevo en
tampon FACS antes del andlisis de citometria de flujo. Quinientos mil
eventos por muestra fueron analizaron en un MoFlo® SP1338
(DakoCytomation, Dinamarca) utilizando software Summit. Las células
muertas fueron excluidas mediante la tincién con 7-amino-actinomicina
D (7-AAD, BD Pharmigen).

El tampén FACS también se utiliz6 para estudiar la diferenciacion
tenocitica. Se analizé la expresion de CD44, CD166 y HLA-DR en las
células cultivadas en microparticulas de PLLA después de 21 dias en

medio de diferenciacion.
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¢ Estudio de cuantificacién de proteinas mediante q-PCR

El ensayo de PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) cuantitativa,
fue realizado por el Laboratorio de Investigacidon del Hospital Virgen de
la Victoria de Malaga, Fundacién IMABIS. Se realizd sobre las
microparticulas de acido poli(L-lactico) en contacto con los medios de
diferenciaciéon después de 21 dias de cultivo. Se estudié y se cuantifico
la expresion génica de dos proteinas: la decorina y la tenomodulina,

ambas presentes en los tenocitos.

¢ Estudio de cuantificacion de glicosaminoglicanos (GAGs)

Previo a la cuantificacién, se realizé una digestiéon enzimatica. Para
ello, las muestras fueron colocadas en un microtubo y se les adicion6
1 ml de agua destilada. Las muestras fueron mantenidas en incubacién
a 4°C durante toda la noche, se elimin6 el agua y se adicioné 500 ul de
acido acético 50 mM, y después 50 pl de solucion de pepsina 10 mg/ml,
(Sigma-Aldrich) en acido acético 50 mM, todo se llevd a agitacion a 60
rpm durante 72 horas a 4°C. Tras este tiempo se adicion6 50 ul de TBS
10X sobre cada muestra y se ajusté el pH a 8.0, después se adicion6 en
cada muestra 50 pl de soluciéon de elastasa pancreatica 1 mg/ml
(Sigma-Aldrich) solubilizada en TBS 1X, todo se mantuvo en agitacién a
60 rpm a 4°C durante 48 horas. Se centrifugé las muestras a 10000 rpm
durante 5 minutos a 4°C.

El contenido de glicosaminoglicanos en el prototipo de proétesis en

régimen estatico y dinamico, se determiné utilizando el kit Blyscan
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(Biocolor, RU), siguiendo el protocolo del fabricante. Este ensayo
consiste en teflir con azul de dimetilmetileno los componentes de
polisacaridos sulfatados. Para el desarrollo del ensayo se utilizo
diferentes concentraciones (0, 2, 5, 10, 15, 20 y 30 pg/ml) de 4-sulfato
de condroitina bovina como estandares para preparar la curva de
calibracién. Una vez las muestras se encontraban a temperatura
ambiente se aplico vortex durante unos segundos. En un microtubo se
deposité 1 ml de blyscan dye reagent y se adicioné 100 pl de muestra o
estandares, luego los tubos fueron agitados mecanicamente durante 1
hora protegiéndolos de la luz; tras la reaccion fueron centrifugadas las
muestras a 12000 rpm durante 10 minutos, luego se elimin6 el
sobrenadante y se adicion6 700 pl de reactivo de disociacion en cada
microtubo. Tras la dilucién del colorante (10 min aprox.), se deposité
200 pl de la dilucién resultante en placa de 96 pocillos y se midié la
absorbancia a una longitud de onda de 656 nm en un espectrofotémetro

multiplaca Victor 3, Perkin Elmer.

¢ Estudio de cuantificacion del DNA

Después de digerir las muestras como se ha detallado en el apartado
anterior, el contenido total de acido desoxirribonucleico (DNA) de las
células cultivadas en el prototipo de protesis fue determinado usando el
kit de cuantificacion PicoGreen dsDNA (Invitrogen), siguiendo las
indicaciones del fabricante. En una placa de 96 pocillos se mezclé

28.7 pl de sobrenadante de cada muestra con 71.3 ul de Picogreen
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solution y 100 pl de buffer TE 1X. Posteriormente las placas fueron
incubadas durante 10 min protegidas de la luz y fueron realizadas las
medidas de fluorescencia en un lector de multiplacas Victor 3 a una
longitud de onda de 490 nm. Cada muestra se midi6 por triplicado y la
concentracion de DNA fue obtenida a partir de una curva patron

elaborada a partir de diferentes concentraciones.

¢ Estudio de cuantificacion de coldageno tipo I

Una vez digeridas las muestras como en los ensayos anteriores, la
cuantificacion de colageno tipo I en el prototipo de prétesis fue
determinado usando el kit de cuantificacion Mouse type I collagen
detection kit (Chondrex, EEUU), siguiendo el protocolo del fabricante.
En una placa de 96 pocillos se afadi6é 100 pl del anticuerpo de capturay
se incubd a 4°C toda la noche. Para el desarrollo del ensayo se utilizo
diferentes concentraciones (0, 0.08, 0.16, 0.32, 0.63, 1.25, 2.5 ug/ml) de
una solucion estandar de mouse type I collagen para preparar la curva
de calibracion. Se afiadié a cada pocillo 100 pl de los estandares y las
muestras y fueron incubadas durante 2 h a temperatura ambiente. Los
pocillos fueron lavados tres veces con un buffer de lavado y se afiadid
100 pl de una solucién de estreptavidina peroxidasa por 1 h. Se repitié
el lavado y se adicioné 100 pl de una solucién OPD durante 30 min a
temperatura ambiente. Trascurrido este tiempo se detuvo la reacciéon

anadiendo 50 pl de una solucién 2 N de acido sulftirico. Finalmente se
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midié la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un lector

multiplacas Victor 3, Perkin Elmer.

2.4 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS RESULTADOS

Los valores obtenidos fueron representados como un valor promedio
con su respectiva desviacion estandar. El estudio estadistico fue
realizado mediante el programa SPSS 16.0 utilizando t Student y

ANOVA. Se consider6 un valor de significacion estadistica con p <0.05.
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3.1 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICO-
QUIMICAS Y MECANICAS DE LOS MATERIALES

El estudio de las propiedades de los materiales que van a formar
parte del prototipo de protesis se muestra en esta seccion. En primer
lugar se presenta la caracterizacion y el estudio de degradacion
hidrolitica del material trenzado de PLA. Una vez caracterizada la
trenza, se muestra la caracterizacién de los distintos soportes celulares
que se han fabricado, las microparticulas de PLLA, de CHT y de HA y del

recubrimiento.

3.1.1 Caracterizacion del material trenzado de PLA

La morfologia de la trenza hueca de PLA puede observarse en la
Fig. 3.1, donde se muestra el aspecto general y los detalles relevantes
tales como: el angulo de trenzado y las dimensiones de la trenza. La
trenza esta formada por 12 hilos, cada hilo mide 500 um (Fig. 3.1c), y
estd compuesto por cuatro fibras de 150 microfibrillas. El diametro
observado de las microfibrillas fue de 15£0,5 um como se observa en la
Fig. 3.1d; mientras que los didmetros externo e interno de la trenza
fueron de 1.940.2 mm y 0.9£0.03 mm (Fig. 3.1b) respectivamente. El
angulo del trenzado fue medido a partir de las imagenes y el valor

obtenido fue de 80+7°.
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10 pm
—

Fig. 3.1 Trenza de PLA utilizada en el estudio: a) aspecto macroscopico de la

trenza, b) seccion transversal, c) angulo de trenzado y d) microfibrillas.

La morfologia de la trenza es un aspecto importante a considerar, ya
que las dimensiones de la trenza, el numero de fibras y el angulo de
trenzado determinaran la correcta adaptacion de la misma al tenddn
que se quiera reemplazar. Estudios realizados por Freeman et al. [81],
demuestran que solamente modificando el dngulo de trenzado las

propiedades mecanicas del material pueden variar.

Se realiz6 un ensayo de DSC a la trenza hueca de PLA para analizar la
calidad quimica del PLA utilizado por el fabricante. La Fig. 3.2 muestra
el termograma obtenido durante el barrido de calentamiento del
material tal y como fue recibido. Se observa que a temperatura
ambiente, el material se encuentra en estado vitreo (por debajo de su
Tg). La transicion vitrea ocurre aproximadamente a 62°C;
inmediatamente, por encima de esta temperatura se manifiesta
claramente en la curva un pico exotérmico, debido a la cristalizacion de

las cadenas, las cuales estaban previamente atrapadas en el estado
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cristalino, y ahora adquieren suficiente movilidad para reacomodarse y
cristalizar. A temperaturas aiun mas elevadas, el material finalmente se
funde, y el termograma muestra el tipico pico de fusién endotérmico. A
partir del termograma la entalpia de cristalizacién y de fusion se
pueden obtener por los procedimientos estandar. Una comparacion
entre la entalpia de fusion obtenida con la entalpia de fusién del PLA
cristalino, nos permite obtener el grado de cristalinidad del material;
con el fin de determinar el valor de esta cantidad para el material
recibido, la entalpia de cristalizacion se rest6 de la entalpia de fusion y
el resultado se divide por el valor de la entalpia de fusién del PLA
cristalino. Todas estas cantidades se muestran en la Tabla 3.1; y
coinciden con los valores de PLA reportado en la literatura [112].
Puesto que la Tg calculada del material, esta unos 25°C por encima de la
temperatura corporal, los procesos que ocurren en el estado vitreo
pueden suponerse con seguridad que estaran ausentes o tendran lugar
a un ritmo muy lento, por lo que la trenza hueca de PLA puede
considerarse como un material fisicamente estable a temperatura

corporal.
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Fig. 3.2 Curvas de DSC de la trenza de PLA.

Los datos de Tg Tf AH., AHf y % X obtenidos se recogen en la

siguiente tabla:

(0 | AH(g) AH:(Jg") T: (0 Xc (%)
62.4 10.7 43.8 167 35.9

Tabla 3.1. Temperaturas de transicion vitrea (Tg), entalpia de cristalizacion de
cristalizacién (AHc), entalpia de fusion (AHg), y cristalinidad (X.) de la trenza

de PLA tal y como fue recibida.
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Para confirmar la calidad del PLA utilizado por el fabricante se
realizé un estudio de degradacién térmica mediante termogravimetria
(TGA) a la trenza hueca de PLA. La Fig. 3.3 muestra la derivada de la
pérdida de peso obtenida en el ensayo termogravimétrico de la trenza
de PLA. Se observa que la degradacion térmica empieza
aproximadamente en 250°C y se completa en los 400°C, observandose
un maximo de velocidad de degradacion a 360°C. Estos valores

coinciden con los reportados en la literatura [113].
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Fig. 3.3 Degradacidn térmica de la trenza de PLA.
Ademas del analisis quimico realizado a la trenza de PLA, también

fueron caracterizadas las propiedades mecanicas tanto de los hilos que

componen la trenza, como de la trenza hueca. En la Fig. 3.4 se
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representa la curva tipica de tensién-deformacién de hilos de la trenza

de PLA (a) y de la trenza de PLA (b).
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Fig. 3.4 Tipica curva tension (fuerza) - deformacién de 4 hilos pertenecientes a

la trenza de PLA (a) y de la trenza de PLA (b).

La grafica muestra que los hilos presentan un comportamiento lineal
tras la aplicacion de una deformacién de 5 mm/min, el cual difiere del
comportamiento no lineal de la trenza hueca. El médulo de Young de los
hilos de PLA obtenido en la regidn lineal es de 5+0.15GPa. Con respecto
a la trenza hueca de PLA, cuando se le aplica una carga, los hilos que la
forman empiezan a alinearse en la misma direccion de la carga aplicada,
incrementando la deformacién con pequenas cargas, y dando lugar a la

primera regién de la curva conocida como region toe; el limite de esta
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region es de €we, 320.1 %. Si los hilos siguen orientandose en la
direccion de la carga aplicada, la trenza se vuelve mas rigida debido al
estiramiento de un gran numero de hilos, hasta que todos ellos se
estiran alcanzando la deformacién lineal. El médulo de Young en esta
region es de 1370 + 90 MPa. El comportamiento lineal se pierde para
valores de carga mayores que oiim 77.5 * 0.7 MPa; desde este punto, si la
carga se incrementa, el modulo de Young disminuye. Se observa que el
comportamiento de tension-deformacion de la trenza de PLA es similar
al del ligamento y el tendén [114].

Cuando el material se somete a régimen dindmico y se estira bajo
ciclos de la misma carga, se observa un incremento de la deformacion
no recuperable (Fig. 3.5a), siendo el % de elongacion del orden del 7%
después de 90 ciclos. Teniendo en cuenta que el porcentaje de histéresis
mecanica es un indicador de la pérdida de energia en cada ciclo, la
grafica Fig. 3.5b muestra una tendencia decreciente estabilizandose
alrededor del 9% después de 50 ciclos. Esta pérdida de energia se debe
atribuir tanto a la viscoelasticidad del material como a la friccién entre

las microfibras mientras se orientan.
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Fig. 3.5 Propiedades mecanicas de la trenza hueca de PLA en el ensayo
dinamico. a) Incremento de la maxima deformacién con el nimero de ciclos. b)

Decrecimiento de la histéresis mecanica con el nimero de ciclos.

Se ha reportado que los tendones trabajan normalmente entre la
region toe y la primera parte de la region lineal [115], donde el tend6n
tiene valores del médulo de Young sobre 1-2 GPa [116]. La curva de
tensién-deformacién de nuestra trenza de PLA mostro valores de €we ¥
de mo6dulo de Young muy similares a los del tendén natural. Ademas,
los trenzados analizados mostraron un comportamiento mecanico
lineal hasta tensiones muy superiores a las maximas estimadas para
tendones naturales, que son alrededor de 30 y 67 MPa [117, 118]. Es
importante destacar que cuando se necesite ajustar las propiedades
mecanicas del material a un tendén en particular, se puede intervenir

en las caracteristicas de su trenzado [81, 118].
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Asimismo, la histéresis mecanica estimada en las trenzas (9%) se
mostré dentro del rango de valores reportados para los tendones, entre
3% y 38% [119, 120]. Esta propiedad es de importancia funcional para
el comportamiento dinamico del tenddn, teniendo relacién con la
cantidad de energia metabdlica que puede estar almacenando durante
la locomocién. No obstante, la aplicacion de cargas ciclicas entorno al
limite de linealidad, provocé deformaciones no recuperables dando a
conocer la necesidad de realizar un preacondicionamiento del material
previo al implante. Estos resultados obtenidos con respecto a las
propiedades mecanicas validan la utilizacion de la trenza de PLA desde
el punto de vista de su uso inicial, es decir proporcionar la fuerza
necesaria tras la implantacion in vivo.

A continuacion se presenta la caracterizacion de la degradacién
hidrolitica de la trenza de PLA in vitro. Como se ha citado en la seccion
1.3, la protesis es biodegradable y por ello sera reabsorbida in vivo
mientras que el neotejido vaya creciendo. Debido a eso, es importante
conocer como afecta la degradacion hidrolitica a las propiedades del

trenzado.
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3.1.2 Estudio de la degradacion hidrolitica del material trenzado

Los ensayos de degradacion hidrolitica del material trenzado fueron
llevados a cabo en varios medios con diferentes condiciones de pH. Los
ensayos fueron realizados en una solucién tampoén de fosfato, PBS, a pH
7.4 que contenfa 0.2 mg/ml de azida de sodio, una solucién basica con

pH 12 y una solucién acida con pH 3.

La pérdida de masa de la trenza de PLA tras su degradacion en los
distintos medios se presenta en funcién del tiempo en la Fig. 3.6. Los
resultados muestran que las trenzas expuestas a un medio basico
presentan una pérdida de masa de un 21% en 30 dias. Mientras que las
muestras degradadas en medio acido y PBS muestran una pérdida de
masa muy pequefia, 0.65% después de 30 dias en medio acido y menos
de 1% después de un afio en PBS. El analisis estadistico mediante ¢t
Student indica que las muestras en medio basico presentan una pérdida
de masa significativa a partir del séptimo dia de ensayo mientras que
las muestras inmersas en medio acido no muestran un cambio
significativo. Las trenzas en PBS después de dos meses presentan una
pequefia pérdida de masa, sin embargo los cambios de masa después de

este periodo no son significativos.
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Fig. 3.6 Pérdida de masa del material trenzado de PLA con respecto del tiempo

de degradacion en distintos medios. a) muestras inmersas en medio basico y

acido durante un mes, b) muestras inmersas en medio PBS a 37°C durante un

afo.
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Esta diferencia tan notable de pérdida de masa en los distintos
medios se debe a que el mecanismo asociado con la hidrdlisis del grupo
éster en medio basico se produce por el ataque del i6n hidroxilo a los
carbonos del carbonilo. Este i6n hidroxilo tiene un fuerte efecto
catalitico que acelera la degradaciéon provocando un incremento de
grupos hidroxilo (-OH) y grupos carboxilicos (-COOH) en la superficie
de la trenza haciéndola mas hidroéfila y mas expuesta a la degradacion.
Sin embargo, las trenzas sometidas a medio PBS y medio acido tienen
una pérdida de masa muy pequefia, esto sugiere que los pequefios
fragmentos formados de la rotura de los enlaces éster iniciada mediante
los iones hidronios (H30+*) produce cadenas de bajo peso molecular que
quedan atrapadas dentro de la estructura, probablemente entrelazados
de una manera que impide su difusién al medio [121]. Tsuji et al. [122-
124] en sus estudios de degradacién hidrolitica del PLA demostraron
que en el medio bdasico el material era degradado por una erosién
superficial provocando una importante pérdida de masa, mientras que
en medio acido y medio PBS la erosion era en bloque mostrando una

pérdida de masa muy pequefia.
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En la Fig. 3.7 se muestran micrografias correspondientes a 6 meses
de degradacion en PBS de la trenza de PLA. La trenza antes de ser
degradada (To) presenta una superficie lisa y bastante regular. Tras 4 y

6 meses de degradacidn, las fibras de PLA tenian un aspecto mas rugoso

comparandolo con el inicio del ensayo (Tbo).

T T

Fig. 3.7 Micrografias de SEM de la trenza de PLA antes y después de ser
degradada en PBS a distintos tiempos. To, muestra sin degradar, T4 después de

4 meses y T¢ después de 6 meses de degradacion a 37°C.

La morfologia de la trenza antes y después de ser expuestas a 15y 30
dias en medio basico y acido puede verse en la Fig. 3.8. Después de 15
dias de estudio, la trenza en medio basico presenta en la superficie de
las microfibras las primeras grietas que sugieren degradacién, mientras
que en las trenzas sometidas a medio acido no se observan
imperfecciones. Transcurridos 30 dias del ensayo, los cambios en la
superficie del material trenzado sometido a medio basico se muestran
mas notables, observandose multiples perforaciones en la superficie de
las microfibras. En medio 4&cido aparecen microfibras con

irregularidades y grietas en direccion transversal.
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Fig. 3.8 Micrografias de SEM de la trenza de PLA antes y después de ser
expuesta a medio basico y acido durante distintos tiempos. Ty, indica el inicio
del ensayo, Tisq tras 15 dias de degradacidon y Tzoa después de 30 dias de

degradacion a 37°C.

Esta morfologia adquirida en las microfibras degradadas con
distintos medios indica la posibilidad de que se esté produciendo una
erosidn superficial en la muestra sometida a medio basico y una erosiéon
en bloque en las trenzas sometidas a PBS y a medio acido. Estos
resultados son similares a los reportados por Yuan et al. [125, 126]

después de estudiar la degradacion hidrolitica de fibras de PLA.
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Para corroborar la degradacién hidrolitica que sufre la trenza a pH
neutro, fueron estudiados los cambios del peso molecular de la trenza
mediante GPC. La distribuciéon de los pesos moleculares de la trenza
antes y después de producirse la degradacion hidrolitica se muestra en
la Fig. 3.9. Cuando la degradacién estd en proceso, los pesos
moleculares se desplazan hacia valores de My, menores. La base de la
curva se vuelve mas ancha indicando un incremento de cadenas de

menor peso molecular.
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Fig. 3.9 Curvas de GPC de la trenza de PLA antes y después de la degradacion
hidrolitica para distintos tiempos en PBS. Ty, muestra sin degradar, T¢ después

de 6 meses y T12 después de 12 meses de degradacion.
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En la Tabla 3.2, se muestra el peso molecular promedio de la trenza
de PLA degradada en PBS a distintos tiempos. Aplicando el test
estadistico t Student con una p<0.05 no se observa cambios
significativos de My hasta el octavo mes de degradacion, sin embargo
aparecen cambios significativos para M, en el tercer mes. El M,
promedio es el 50% del valor inicial y el M, promedio es el 60% del
valor inicial tras 12 meses de degradacion. El indice PDI va aumentando

a lo largo del ensayo.

Tiempo de
degradacion | M, (g mol1) | M, (g mol-1) PDI
(meses)
0 (1.6+0.02)x105 | (7.7+0.5)x104 | 2.1+0.16
1 (1.4+0.01)x105 | (5.9+0.8)x10* | 2.4+0.34
3 (1.2+0.07)x105 | (5.3+1.2)x104] 2.3+0.39
6 (1.3£0.3) x105 | (3.9+1.1)x104 | 3.3+0.18
8 (7.4+1.3)x10* | (3.2+0.7)x10% | 2.4+0.14
10 (7.9+0.7)x10* | (3.2£0.4)x10*[ 2.5£0.03
12 (7.9+0.3)x104 | (3.1£0.2)x104 | 2.5+0.22

Tabla 3.2 Valores de GPC del peso molecular promedio en peso (M), en
numero (M,) y el indice de polidispersion (PDI) de la trenza de PLA, antes y

después de distintos periodos de degradaciéon en PBS a 37°C.

Los datos obtenidos de la distribucién de pesos moleculares
mediante GPC debidos a la degradacién hidrolitica de la trenza de PLA
en medio basico y dcido se muestran en la Tabla 3.3 y en la Tabla 3.4. El

My de la trenza de PLA degradada en ambos medios desciende
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significativamente al segundo mes (t Student con p<0.05); el mismo
comportamiento se refleja en M, El indice PDI va aumentando

levemente durante el periodo de degradacién en ambos medios.

Tiempo de Solucion basica
deg(r;i(;g:mn My, (g mol1) M, (g mol-1) PDI
0 (1.61+£0.02)x105 | (7.7+£0.5)x10% | 2.09+0.60
2 (1.33+£0.04)x105 | (6.840.4)x10% | 1.96%0.06
4 (1.31+£0.05)x105 | (6.4+1.0)x10% | 2.01+0.24
7 (1.30+0.05)x105 | (5.8+1.2)x10% | 2.33+0.35
14 (1.28+0.04)x105 | (6.3£0.8)x10% | 2.05+0.22
30 (1.26+0.02)x105 | (5.3+0.9)x10* | 2.44+0.35

Tabla 3.3 Peso molecular promedio en peso (My), en numero (M,) y el indice
de polidispersion (PDI) de la trenza de PLA, antes y después de distintos
periodos de degradaciéon en NaOH pH 12 a 37°C

Tiempo de Solucion acida
deg(r(;ili(;:;;lon M (g mol-1) M, (g mol-1) PDI
0 (1.61+0.02)x105 | (7.7+£0.5)x104 | 2.10+0.16
2 (1.274£0.06)x105 | (5.5+0.5)x10% | 2.18+0.23
4 (1.32+0.01)x105 | (5.6£0.9)x104 | 2.40+0.18
7 (1.30+0.05)x105 | (5.9+1.4)x104 | 2.21+0.20
14 (1.25+0.04)x105 | (5.8+0.8)x104 | 2.18+0.28
30 (1.25+0.05)x105 | (5+0.80)x104 | 2.52+0.20

Tabla 3.4 Peso molecular promedio en peso (My), en numero (M,) y el indice
de polidispersion (PDI) de la trenza de PLA, antes y después de distintos
periodos de degradacién en HCl pH 3 a 37°C.
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La rotura de los enlaces ésteres producida por la degradacion
hidrolitica en los distintos medios da lugar a la formacién de cadenas de
bajo peso molecular. El aumento de estas cadenas se reflejo en el
descenso considerable del My y M, del material trenzado siendo de un
12% y un 23% en medio PBS, un 22% y un 35% para medio acido y un
22% y un 31% para las muestras sometidas a medio basico. El descenso
del peso molecular no se corresponde con la pérdida de masa de las
muestras observada en la Fig. 3.6. Este comportamiento es debido a que
las muestras expuestas a un medio basico se vuelven mas hidréfilas
facilitando la difusiéon de cadenas de bajo peso molecular al medio,
mientras que las muestras degradadas en los otros medios permanecen

hidrofobas dificultando la difusion de las cadenas al medio.

Para determinar las propiedades térmicas de la trenza de PLA antes
y después de la degradacion hidrolitica a 37°C se utiliz6 la técnica de
DSC. La Tg, AHc, AHy, Try la Xc de las trenzas de PLA expuestas a los
distintos medios de degradacion, fueron estimados mediante los
termogramas obtenidos. Los resultados obtenidos del barrido de
calentamiento de la trenza de PLA degradada en PBS a lo largo de 12
meses se observan en la Tabla 3.5. Se observa que AH;, Ty y la X.
aparentemente aumenta con el tiempo de degradacion, mientras que Tt

y AH¢ disminuye.
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Tiempo de Soluciéon PBS

defq}fiii?)on T, (°C) | AH. (Jjg-1) | AH;(Jg") | T:(°C) | X. (%)
0 62.4 10.7 43.8 167.6 36
1 77.0 5.81 48.0 170.2 42.2
3 76.8 5.66 48.0 168.0 42.3
6 77.1 5.26 50.7 168.4 45.4
8 76.8 5.56 48.5 164.7 42.9
12 76.5 4.76 48.1 163.9 43.6

Tabla 3.5 Propiedades térmicas de la trenza de PLA antes y después de la

degradacion en PBS a 37°C durante 12 meses de estudio.

La Tabla 3.6 muestra las propiedades térmicas del material trenzado
de PLA degradado en solucion basica y acida. En ambos medios, se
observa que AHy, Ty y la Xc del material incrementan en funcién del
tiempo de degradacién, mientras que AH. disminuye con el tiempo. Tt

no muestra una tendencia clara.

Tiempo Solucion basica Solucion acida
(CC | Ug-Y) | Uz (°C [(%) (A UgY]UgY)  (°C) | (%)

0 62.4| 10.7 43.8 [167.6| 36 |62.4| 10.7 | 43.8 [167.6| 36

2 69.0| 7.45 46.6 |164.6(39.2|75.5| 746 | 47.1 |167.2|39.6

14 759| 6.58 489 |167.1]42.3|759]| 7.18 | 48.1 |167.3|40.9

30 77.1| 5.28 479 [167.3142.6|77.1| 6.23 | 47.3 [164.9]41.1

Tabla 3.6 Propiedades térmicas de la trenza de PLA antes y después de la
degradacion en medio basico y en medio acido a 37°C durante 1 meses de

estudio.
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La fragmentacion de las cadenas poliméricas influye en las
propiedades térmicas del material. Los datos obtenidos mostraron un
incremento de la cristalinidad en todos los medios utilizados.
Resultados similares han sido observados en estudios de degradacion
de membranas de PLA [127, 128]. El incremento de la cristalinidad
puede ser atribuido a que los principales efectos de la degradacion
ocurren en la fase amorfa, provocando una reorganizacion de las
cadenas de bajo peso molecular dando lugar a nuevas zonas cristalinas.
Estas nuevas regiones cristalinas son menos estables que la estructura
cristalina del material, debido a ello se observd un decrecimiento de la

temperatura de fusion

Para conocer los efectos de la degradacion hidrolitica en las
propiedades mecdanicas de la trenza hueca de PLA fueron realizados
ensayos de traccion. La Fig. 3.10, muestra las curvas tension-
deformacion obtenidas de las trenzas después de estar expuestas en los
distintos medios de degradacion. Se observa que la trenza degradada en
PBS (Fig. 3.10a) muestra un notable descenso del médulo de Young a
los 2 meses de degradacion. La misma tendencia se observa en las
trenzas sometidas a medio basico y medio acido después de 15 dias de
degradacidn (Fig. 3.10b y Fig. 3.10c). Es importante destacar que 1a &e,
es mucho mayor en las muestras degradadas que en las no degradadas.
Los rangos pasan de €xe, 3%+0.1 a € 8%+1.5 en trenzas degradadas

en PBS durante 12 meses de estudio, a e de 10%+0.1 y €re 7%+0.6 en
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muestras expuestas a medio basico y dcido respectivamente después un

mes de estudio. Este incremento de la €. es debido a la fragmentacion

de las cadenas poliméricas que facilita la deformaciéon de la muestra.
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Fig. 3.10 Curvas tension-deformacion de la trenza de PLA antes y después de

la degradacién a 37°C en a) medio basico, b) medio 4cido y c) medio en PBS

También fueron estimados a partir de

las curvas tension-

deformaciéon el médulo de Young, la tensiéon de rotura y el % de
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elongacion de las trenzas de PLA degradadas en los distintos medios.

Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 3.7 y Tabla 3.8.

Tiempo de Moédulo | Tension .
i Elongacion
degradacion | de Young | de rotura (%)
(meses) (MPa) (N) 0
0 1268+87 | 217+0.1 4+0.5
2 341427 190+8 28+4
4 311+16 186+6 30+4
12 282+13 15245 32+8

Tabla 3.7 Médulo de Young, tension de rotura rotura y % de elongacion de la
trenza de PLA, antes y después de distintos periodos de degradacion en PBS a

37°C

Solucion basica Solucion acida

Tiempo | Médulo | Tensién | Elonga- | Médulo | Tension | Elonga-
(dias) ' de Young| derotura  cién | deYoung| derotura @ cién

(MPa) (N) (%) (MPa) (N) (%)

0 1268+87 | 217+0,1 4+0.5 | 1268487 | 217+0.1 4+0,5

15 427413 | 211#15 28+2 403£15 214+12 281
30 392+17 19911 33+2 414x27 202+8 29+0.02

Tabla 3.8 M6dulo de Young, tension de rotura y % de elongacién de la trenza

de PLA, antes y después de distintos periodos de degradaciéon en NaOH y HCI

Los datos muestran que tanto el mdédulo de Young como la tension de
rotura de las trenzas de PLA degradadas decrecen con respecto del
tiempo en todos los medios de degradacién. El médulo de Young de la

trenza después de dos meses de degradacion en PBS desciende un 75%
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con respecto del valor inicial. En medio acido después de un mes de
degradacién disminuye en un 70% y un 71% en medio basico. Con
respecto a este descenso de las propiedades mecanicas del material, se
ha reportado en diversos estudios realizados in vivo con materiales
trenzados para la regeneracién del tendén de Aquiles, que las bajas
propiedades mecanicas del material se refuerza con la produccién de
colageno I y colageno I1I segregado por las células [60, 75]. En esta linea
Surrao et al. [97] demostraron que la produccion de matriz extracelular
incrementaba en los cultivos in vitro de scaffolds fibrosos cuando se les
aplicaba un estimulo mecanico. Previos estudios han reportado que la
degradacién hidrolitica afecta considerablemente las propiedades
mecanicas del PLA [125, 126, 129, 130], estando en concordancia con
nuestros resultados.

El estudio de degradacién hidrolitica realizado nos mostr6 la
evolucion de los cambios de las propiedades morfoldgicas, térmicas y
mecanicas de la trenza de PLA. Hay que tener en cuenta, que la
degradaciéon completa de la trenza de PLA en el cuerpo puede tardar un
tiempo que es dificil de estimar cuando se habla de los tendones, y que
puede tardar varios afios tal y como muestra la experiencia quirtrgica
en otros tejidos [131]. Acerca de los fragmentos liberados en la
segmentacion de las cadenas del polimero, se ha reportado que pueden
ser eliminados del cuerpo humano sin causar respuesta inflamatoria

[132].
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3.1.3 Caracterizacion de las microparticulas

Las distintas microparticulas de PLLA, CHT y HA, fueron preparadas
mediante el método de emulsioén [43] siguiendo los pasos descritos en
el apartado 2.2.1 de materiales y métodos. El objetivo era obtener
microparticulas con un didmetro aproximado entre 50-100 um para
utilizarlas como soporte celular en el caso de PLLA o CHT y como
relleno en combinacién de una de las anteriores, las microparticulas de
HA.

La Fig. 3.11 muestra imagenes realizadas con la lupa de las distintas
microparticulas (PLLA, CHT y HA) y los histogramas del % de
frecuencia obtenido del diametro de las mismas. El didmetro se midio
sobre las imagenes realizadas con la lupa y se calculé el tamafio
promedio siendo de 60%24 pum para las microparticulas de PLLA,
70£32 pm para las microparticulas de CHT y 60+20 pm para las de HA

que fueron hinchadas previamente durante 5 h en agua.
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Fig. 3.11 Fotografias realizadas con lupa para medir didmetros de
microparticulas y respectivo histograma del tamafio de las microparticulas de:
a) PLLA, b) CHT y c¢) HA.

129



Capitulo 3

La morfologia de las microparticulas obtenidas fue examinada
mediante imagenes realizadas con SEM, Fig. 3.12. Las micrografias
muestran que las microparticulas de PLLA son esféricas y presentan
una superficie lisa. Las microparticulas de CHT y de HA, presentan
irregularidades en la superficie que pueden ser debidas al proceso de
deshidratacion utilizado para realizar las micrografias. Sin embargo,
todas las morfologias estudiadas poseen una superficie lisa y una

geometria redondeada cuando estan hinchadas.

PLLA HA CHT

A - SOpmy
Fig. 3.12 Micrografias de SEM de microparticulas de PLLA, HA y CHT.

La Fig. 3.13 muestra el % de pérdida de peso obtenido en los ensayos
termogravimétricos de las diferentes microparticulas comparado con el
de los polimeros puros respectivamente. Entre el rango 0-100°C, los
termogramas de las microparticulas de PLLA y de CHT comparados con
los termogramas de sus respectivos polimeros puros, muestran un
comportamiento muy similar, mostrando ausencia de trazas de
disolventes provenientes del proceso de fabricacién. Los termogramas

de las microparticulas de HA con respecto al del HA puro muestra
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diferencias por debajo de 100°C debido a la humedad absorbida
durante el almacenamiento y la manipulacién.

Con respecto a la degradacion térmica de las diferentes
microparticulas, se observa que las de PLLA se degradan entre el rango
de temperaturas de 260°C a 400°C aproximadamente, teniendo la
maxima velocidad de degradacion en 370°C. Asimismo, las
microparticulas de CHT presentan un rango de degradacién entre
200°C y 450°C, apareciendo su maxima velocidad de degradacién a
300°C. Por ultimo, el rango de temperaturas de degradacién de las
microparticulas de HA se encuentra entre 150°C a 450°C, presentando
un maximo de degradaciéon en 250°C. Al final de la degradacién, se
observa que las microparticulas de PLLA no dejan residuo, sin embargo

las de CHT y HA dejan un 37% y un 23% respectivamente.
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Fig. 3.13 % de pérdida de peso en funciéon de la temperatura de las

microparticulas de PLLA, CHT y HA comparada con los polimeros puros.

3.1.4 Caracterizacion del recubrimiento

El recubrimiento se realiz6 mediante la técnica de electrospinnig tal
y como se describe en el apartado 2.2.2 de materiales y métodos. En la
Fig. 3.14 se muestran imagenes del espesor y de la morfologia de los
recubrimiento de HA realizados sobre el material trenzado de PLA a
distintos tiempos (20 y 30 min). A 20 min el espesor promedio obtenido

es de 31+9 pm y a 30 min es espesor promedio es de 33+5 pm. Las
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imagenes a mayores aumentos muestran que a mayor tiempo de
electrodeposiciéon de HA sobre el material trenzado (30 min), el

recubrimiento parece presentar una morfologia mas tupida.

Fig. 3.14 Micrografias de SEM del recubrimiento de HA realizado con

electrospinnig a distintos tiempos.

Para observar la consistencia del recubrimiento las muestras fueron
inmersas en H20 durante 24 h. En la Fig. 3.15 se muestran las imagenes
del recubrimiento de HA realizado a 20 y 30 min después de estar
inmerso en H20 durante 24h. Se observa que a 30 min el recubrimiento
permanece bien adherido al material mostrando un espesor promedio

de 270£0.04 um. A 20 min no se pudo medir el espesor.

133



Capitulo 3

20 min 30 min

Fig. 3.15 Trenza de PLA hinchada en PBS después de 1 dia.

Aunque los espesores medidos para 20 y 30 min mostraron una
morfologia y un espesor muy similar, el ensayo de hinchado durante
24 h mostr6 que la muestra recubierta con HA durante 30 min
presentaba mejor consistencia. Por ello, se selecciond este tiempo para
los ensayos posteriores. Este recubrimiento de HA ademas de evitar
adherencias del material trenzado de PLA con los tejidos adyacentes
[133, 134], permite gracias a su permeabilidad la difusién de nutrientes

desde el medio.
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3.2 EVALUACION BIOLOGICA DE LOS MATERIALES QUE
FORMAN EL PROTOTIPO DE PROTESIS

Después de realizar la caracterizacion de los materiales en cuanto a
sus propiedades fisico-quimicas y mecanicas, en este apartado se
presentan los resultados obtenidos de los ensayos biolégicos realizados
sobre los materiales que componen el prototipo de protesis. Para ello,
se han utilizado dos tipos celulares de diferente procedencia: (i)
fibroblastos de ratén (de la linea celular L929) y (ii) células madre
mesenquimales provenientes de médula 6sea humana. Los fibroblastos
han sido utilizados como modelo biolégico y ademas porque junto con
los tenocitos, son las células mayoritarias que se encuentran en el
tendon ejerciendo una funcién de sintesis y mantenimiento de la matriz
extracelular.

Por otra parte y teniendo en cuenta que en un futuro, el prototipo de
protesis esta destinado para una aplicacion clinica, se opté por utilizar
células madre mesenquimales provenientes de médula 6sea humana,
hMSCs, para analizar el comportamiento celular in vitro de estas células
sobre los componentes de que consta la prétesis. El uso de las hMSCs,
representa un mayor acercamiento a las condiciones que simulan el
entorno fisiolégico in vivo donde se implantara el material desarrollado.
En un futuro préximo, se espera poder utilizar células mesenquimales
del propio paciente durante la intervencién quirdrgica en el momento

de implantar la protesis.
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3.2.1 Estudio del comportamiento in vitro de las L929 sobre los

distintos componentes de la proétesis

Para analizar la respuesta bioldgica de los fibroblastos sobre los
diferentes sustratos entre los que se incluyen: la trenza de PLA, las
microparticulas (de quitosano, de acido hialurénico y de PLLA) y
distintas combinaciones entre las dos ultimas, fueron realizados
cultivos durante 1, 7 y 14 dias. La viabilidad y la proliferacién celular
fueron evaluadas mediante ensayos de MTS. La adhesién y morfologia
de las células fueron examinadas mediante microscopia electrénica de

barrido y microscopia de fluorescencia.

3.2.2.1. Material trenzado

Debido a que el material trenzado es un producto comercial,
fabricado por la Asociacién de Industriales del Textil (AITEX), como
ensayo previo a los cultivos celulares se realiz6 un ensayo de
citotoxicidad in vitro. Para ello, se siguio el procedimiento detallado en
el apartado 2.3.1 de materiales y métodos segin la norma UNE-EN
IS010993-5. Asimismo, se evalué también la idoneidad de diferentes
técnicas de esterilizacion entre las que se incluyen, esterilizacion por

ultravioleta (UV) y autoclave y desinfeccidn con etanol (EtOH) al 70%.

Para seleccionar el método de esterilizacién mas adecuado fueron

evaluados dos parametros fundamentales: la viabilidad y la morfologia
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de las células. La adhesion y morfologia de los fibroblastos fue analizada
mediante microscopia o6ptica (Fig. 3.16) y la viabilidad celular se
determin6 mediante un ensayo de MTS (Fig. 3.17).

Las células cultivadas utilizando el medio que ha estado en contacto
con el latex (control positivo citotoxico) y el material trenzado
esterilizado por UV y en el autoclave muestran una morfologia
redondeada a diferencia de las células cultivadas utilizando el medio
que ha estado en contacto con el material trenzado desinfectado con
EtOH 70%, donde las células estan bien adheridas al sustrato (placa de
cultivo) y muestran una morfologia alargada en forma de huso incluso a
los 14 dias de cultivo (Fig. 3.16). La morfologia de las células en el
control negativo (no citotoxico) es muy similar al de las células
cultivadas con el medio que ha estado en contacto con el material
trenzado esterilizado en EtOH 70%, lo cual nos sugiere que dicho

meétodo es hasta el momento el mas adecuado.
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Fig. 3.16 Imagenes del microscopio éptico de células L929 cultivadas durante
1, 7 y 14 dias con: medio de cultivo suplementado con 10% FBS (CN), medio
que ha estado en contacto con las trenzas esterilizadas por diferentes técnicas

(EtOH 70%, UV y autoclave), y medio en contacto con el latex (CP).
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Una vez analizada la morfologia de las células se determiné también
la viabilidad celular mediante un ensayo de MTS a los diferentes
tiempos de cultivo, 1, 7 y 14 dias. Como se muestra en la Fig. 3.17 las
células cultivadas utilizando el medio que ha estado en contacto con el
material trenzado en EtOH 70% permanecen viables durante los 14
dias del ensayo. El nimero de células viables aumenta con el tiempo de
cultivo de manera similar a lo que ocurre en el control negativo, no
siendo asi en el control positivo (latex) y en los materiales esterilizados
por UV y en el autoclave, donde el numero de células viables disminuye
significativamente a partir de los 7 dias de cultivo. Analizando en
conjunto los resultados obtenidos podemos decir que las técnicas de
esterilizacion por UV y en el autoclave no son adecuadas
probablemente porque alteran las propiedades fisico-quimicas del
material trenzado, siendo el proceso de esterilizacién por autoclave
mas agresivo que por UV debido a que el material se somete a altas
temperaturas durante el proceso de esterilizacion cristalizandolo y
volviéndolo mas rigido. Por otra parte, la esterilizaciéon por UV puede
que no esté siendo efectiva debido al grosor de la trenza de PLA y a la
gran cantidad de microfibras que la componen impidiendo que la

radiacion UV penetre en todo el volumen de la trenza.
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Estos resultados validaron la eleccion de EtOH al 70% como la
técnica de desinfeccidbn mas eficaz con respecto a las alternativas
estudiadas. Aunque el EtOH al 70% no esteriliza completamente, es
ampliamente utilizado en estudios realizados in vitro debido a su
facilidad de uso, su eficacia y porque posee la ventaja de no alterar las
propiedades del material [135].

En analisis estadistico mostré que la viabilidad celular obtenida en el
cultivo con el medio que habia estado en contacto con el material
desinfectado con EtOH 70% fue significativamente mayor que la
viabilidad celular mostrada en el control positivo a 1 dia de cultivo y

mayor para 7 y 14 dias de cultivo con respecto al UV y al autoclave.
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Fig. 3.17 Ensayo de MTS de las L929 cultivadas durante 1, 7 y 14 dias para el
ensayo de citotoxicidad de la trenza de PLA con: medio de -cultivo
suplementado con 10% FBS sin estar en contacto con el material (Control
negativo), el medio que ha estado en contacto con las trenzas esterilizadas por
diferentes técnicas (EtOH 70%, UV y autoclave), y medio en contacto con el
latex (Control positivo). (p <0,05, *significa que hay diferencia significativa

entre las diferentes muestras en un mismo tiempo).

Una vez corroborado que el material trenzado no era citotéxico, se
procedi6 al cultivo de fibroblastos sobre el material trenzado tal y como
se describe en el apartado 2.3.2.1 de materiales y métodos. Se evalud la
viabilidad, la morfologia y la adhesién celular después de 1, 7 y 14 dias

de cultivo.
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Después de sembrar y cultivar en la trenza de PLA, se observa que el
numero de células viables incrementa con el tiempo tal y como revelan
los resultados obtenidos del ensayo de MTS (Fig. 3.18). El niimero de
células viables en el material trenzado de PLA aumenta
significativamente con el tiempo de cultivo llegando a alcanzar la misma

viabilidad de las células cultivadas en el pocillo de la placa de cultivo.

2,5
4 Control negativo

T 20 - [ Trenza de PLA
c
o
&
= 15
R
[&]
=
= 1,0
[
2 sk .
=)
<< 0,5 - 7

0,0 / —

Fig. 3.18 Ensayo de MTS de los fibroblastos cultivados sobre las trenzas de
PLA después 1, 7 y 14 dias de tiempo de cultivo. (p <0,05, *significa que hay

diferencia significativa entre las diferentes muestras en un mismo tiempo).

La morfologia y la adhesion celular de los fibroblastos L929
cultivados sobre el material trenzado durante 1, 7 y 14 dias de cultivo
cambian en el tiempo como se puede apreciar en la Fig. 3.19. A las 24

horas de cultivo (1 dia) las células muestran una morfologia

142



Resultados y discusioén

redondeada, sin embargo a los 7 dias de cultivo muestran una
morfologia fusiforme. A tiempos largos (14 dias), las células crecen
orientandose longitudinalmente a la fibra, recubriéndola por completo
y estableciendo entre ellas puentes celulares (uniones célula-célula)
que llegan a compactar las fibras. La propagacion del citoplasma
revelado en las micrografias, es indicativo de una buena adhesion de las
células a las microfibras de PLA a través de extensiones citoplasmaticas.

Con el fin de analizar la distribucion de las células en el material se
realizé un ensayo de tincidon del citoesqueleto de actina (Fig. 3.20).
Como se observa en la Fig. 3.20 las células exhiben una forma
redondeada después del primer dia de cultivo, para tiempos de cultivo
mas largos (7 y 14 dias), las células se orientan longitudinalmente en la
direccion de las fibras, mostrando una morfologia alargada con un
citoesqueleto de actina bien desarrollado y nudcleos bien definidos. A los
14 dias de cultivo se observan interacciones célula-célula que llegan a
fusionar varias fibras. Ademds, se observa una tincién verde
(citoesqueleto de actina) que recubre completamente el material
trenzado. La actina es una proteina del citoesqueleto que proporciona
andamiaje a las células; capaz de reorganizarse dependiendo de las
caracteristicas del entorno creando microfilamentos necesarios para la
migracion celular.

El citoesqueleto de actina bien desarrollado evaluado mediante
fluorescencia indic6 que las células se adhirieron perfectamente y

fueron capaces de migrar y colonizar todo el material trenzado. La
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caracterizacion de la trenza hueca de PLA, indica que posee unas
caracteristicas fisicas, quimicas y morfolégicas que permiten una
excelente adhesion y supervivencia celular que se incrementa con el
tiempo de cultivo. Resultados similares fueron obtenidos sembrando
fibroblastos procedentes del ligamento anterior cruzado en trenzados

compactos de PLA [79].

144



Resultados y discusioén

Fig. 3.19 Iméagenes de SEM de la morfologia del fibroblasto en la superficie del

material trenzado de PLA a 1, 7 y 14 dias de cultivo.
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T1

T7

Fig. 3.20 Tincion del citoesqueleto de actina (verde) y nucleos celulares (azul)

de los fibroblastos L929 a 1, 7 y 14 dias de cultivo sobre la trenza de PLA.
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3.2.2.2. Microparticulas

En este apartado se analizara el comportamiento biolégico de las
células L929 en diferentes microparticulas con el objetivo de
seleccionar el soporte mas adecuado, microparticulas de CHT o PLLA,
para transportar las células en el interior del material trenzado.
Posteriormente, el soporte celular seleccionado se combinara con
microparticulas de HA, que actuaran de relleno junto con el soporte
portador de las células. El HA es uno de los componentes de la matriz
extracelular del tejido conectivo, promueve la angiogénesis
potenciando asi la regeneracion del tejido lesionado [136]. Es de gran
importancia realizar una buena eleccion de las microparticulas
portadoras de las células inductoras a la regeneracién, ya que estos
sustratos deben expandir y transportar a las células por el interior de la
trenza de PLA.

Para ello, las células L929 fueron sembradas sobre las
microparticulas de CHT, PLLA y HA durante 1, 7 y 14 dias, siguiendo los

pasos descritos en el apartado 2.3.2.2 de materiales y métodos.
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La viabilidad celular sobre las diferentes microparticulas estimada
mediante el ensayo de MTS (Fig. 3.21) revela un incremento en el
numero de células viables en funcién del tiempo. Las microparticulas de
HA y CHT tienen un comportamiento muy similar a lo largo de todo el
estudio. El numero de células viables sobre las microparticulas de PLLA
es mayor comparado con las microparticulas de HA y CHT, aunque a los

14 dias de cultivo no se observan diferencias significativas.
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Fig. 3.21 Ensayo de MTS de los fibroblastos cultivados en las distintas
microparticulas después de 1, 7 y 14 dias de cultivo. (p <0,05, *significa que
hay diferencia significativa entre las diferentes muestras en un mismo tiempo

y ** entre la misma muestra a distintos tiempos de cultivo).
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Es de destacar que en las microparticulas de PLLA a tiempos cortos
(1 dia), se observa un mayor nimero de células viables con respecto a
las microparticulas de CHT y HA. La viabilidad celular en el control
(suspension celular) es significativamente superior con respecto a
todas las microparticulas, lo cual es indicativo de que las células en
suspensidn proliferan mas rapido que las adheridas a un soporte fisico.
Por ello, las células cultivadas sobre los soportes con superficie
hidroéfila, (CHT y HA) se adhieren inicialmente con mayor dificultad al
material pero al haber mas contacto célula-célula hay un crecimiento
mas rapido que las cultivadas en el soporte con una superficie
hidréfoba, PLLA, donde las células se adhieren inicialmente con mucha
facilidad al material ralentizando el crecimiento celular [137].

La morfologia de las células sobre las distintas microparticulasa 1y
14 dias de cultivo se analizé mediante SEM (Fig. 3.22). Las células sobre
las microparticulas de PLLA se adhieren bastante bien adoptando una
morfologia extendida desde el primer dia de cultivo (Fig. 3.22a). Sin
embargo, sobre las microparticulas de HA y CHT la adhesion celular es
mas pobre a tiempos cortos exhibiendo una morfologia redondeada
(Fig. 3.22b y c). Con la evolucion del cultivo las células muestran una
morfologia mas fusiforme con un citoplasma bien extendido tanto en las
microparticulas de PLLA como en las de CHT (Fig. 3.22a y c). Ademas,
en todos los soportes (microparticulas de HA, PLLA y CHT) se observa
la formacibn de  agregados de  células-microparticulas.

Excepcionalmente, sobre las microparticulas de HA las células exhiben
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una morfologia redondeada independientemente del tiempo de cultivo

(Fig. 3.22b).

T1<

T14<

o
Fig. 3.22 Imagenes de SEM de la morfologia de las L929 sobre las diferentes
microparticulas siendo (a) las de PLLA, (b) las de HA, y (c) lasde CHT a1y 14
dias de cultivo. Se representa por cada tiempo una imagen panoramica y otra a

mayores aumentos (T1y T14).
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También fueron realizados ensayos de tincion del citoesqueleto de
actina como se muestra en la Fig. 3.23. Las células sobre las
microparticulas de PLLA y CHT muestran un citoesqueleto de actina
bien desarrollado, llegdndose a distinguir la formaciéon de agregados
células-microparticulas. Los resultados obtenidos coinciden con los de

SEM y viabilidad celular.

PLLA CHT . HA

Fig. 3.23 Tincién del citoesqueleto de actina de las células L929 después de 7
dias de cultivo sobre las microparticulas de PLLA, CHT y HA. Los ntcleos

fueron teitidos con DAPI.

La morfologia que adopta la célula sobre los distintos soportes
(PLLA, CHT y HA) esta relacionada con la interaccién célula-material. El
proceso de adhesién de las células sobre diferentes sustratos
(microparticulas) estd mediado por distintos mecanismos. Por una
parte estan las caracteristicas de la superficie como la topografia y el
caracter hidroéfilo o hidrofobo, entre otros, los cuales juegan un papel

muy importante y tienen una gran influencia en la interaccién célula-
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material [138]. Dependiendo de las caracteristicas fisicas o quimicas de
la superficie del material, las proteinas se adsorben de forma distinta
tanto en cantidad, como el tipo de proteinas que se adsorbe, la
orientacidn que toma o la configuracion de éstas al ser adsorbidas.
Teniendo en cuenta estas caracteristicas, la variacion de la
morfologia observada sobre las microparticulas de PLLA, morfologia
extendida, y una morfologia mas redondeada sobre las microparticulas
de CHT coincide con los estudios realizados por Garcia et al. [139]
donde se demuestra que en el CHT las proteinas se adsorben
inicialmente con una conformaciéon globular y en el PLLA con una
conformacion extendida, influyendo de este modo en la adhesion y
morfologia de las células. Con respecto a las de HA, la mayoria de las
células no se adhirieron en su superficie, formaron aglomerados. En la
literatura estd reportado que este material se utiliza en aplicaciones
para liberacién controlada de factores de crecimiento[140] y de

farmacos [141] principalmente.

Después de analizar los resultados en conjunto de todos los ensayos
realizados sobre las diferentes microparticulas, se selecciond las
microparticulas de PLLA frente a las de CHT como soporte celular
debido a que inicialmente manifestaron mayor afinidad por este

sustrato mostrando una buena interaccion célula-material.
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Como se ha mencionado anteriormente, el soporte seleccionado se
cultivara con las células apropiadas (hMSCs) y se inyectara mediante
una jeringa y una aguja de 500 pm de didmetro en el interior del
material trenzado. Debido a que las células tienden a formar agregados
con las microparticulas, se decidi6 evaluar el tiempo de cultivo a partir
del cual se empiezan a formar agregados células-microparticulas, con el
objetivo de poder inyectar facilmente el relleno (células vy
microparticulas) en el interior del material trenzado sin bloquear la
jeringa. Para conocer este parametro, se realizo un ensayo de adhesion
a tiempos cortos a 1, 2, 3 y 6 horas, con fibroblastos (células L929)
sobre las microparticulas de PLLA y se evaludé su morfologia mediante
SEM.

En la Fig. 3.24 se muestran las micrografias de SEM obtenidas
después de 1, 2, 3 y 6 horas de cultivo. Como se puede apreciar a partir
de las 6 horas de cultivo aparecen los primeros agregados de células-
microparticulas de aproximadamente 100 pum. Teniendo en cuenta el
resultado obtenido se decidi6 que el tiempo de cultivo previo a la
inyeccion deberia ser menor que 6 horas para evitar problemas de
obstruccion de la jeringa. En concreto, se ha determinado que el tiempo

de cultivo previo a la inyeccion seria de 4 h.
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T1h ~ T2h

100 prm

Fig. 3.24 Micrografias de SEM de las microparticulas de PLLA sembradas con
L929 durante 1, 2,3 y 6 horas.

Una vez elegido el soporte celular, microparticulas de PLLA, y
estimado el tiempo de cultivo antes de inyectar, las microparticulas de
PLLA fueron combinadas con las microparticulas de HA en dos
proporciones diferentes: 2PLLA:1HA y 1PLLA:2HA. En este caso, se

evaluo la viabilidad y morfologia de las células en cada grupo.

154



Resultados y discusioén

En la Fig. 3.25, se muestran los resultados obtenidos del ensayo de
MTS. A tiempos cortos (1 dia), el nimero de células viables sobre las
microparticulas de PLLA es mayor respecto a los dos grupos ensayados,
lo cual coincide con los resultados esperados. Sin embargo, a los 14 dias
de cultivo el nimero de células viables en los dos grupos (2:1 y 1:2,
PLLA:HA) es mayor que en las microparticulas de PLLA y HA e incluso
mayor que en el control. Este comportamiento puede deberse a que el
HA proporciona un efecto potenciador cuando se combina con el PLLA
aumentando la velocidad de proliferacion celular. Por una parte, se
encuentran las células adheridas a las microparticulas de PLLA y por
otro lado hay mas cantidad de células que estan en contacto entre si, tal
y como sucedia cuando se cultivaron sobre HA, favoreciendo de este

modo la proliferacion.
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Fig. 3.25 Ensayo de MTS de los fibroblastos cultivados en las microparticulas
(PLLA y HA) y en las combinaciones entre ellas (2:1y 1:2, PLLA:HA)a 1,7y 14
dias de cultivo. (p <0,05, *significa que hay diferencia significativa entre las
diferentes muestras en un mismo tiempo y ** entre la misma muestra a

distintos tiempos de cultivo).

La morfologia de las células L929 sobre los dos grupos de
microparticulas, 2PLLA:1HA y 1PLLA:2HA, se muestran en la Fig. 3.26
después de 1, 7 y 14 dias de cultivo. Como era de esperar, se observa
una diferencia evidente en la morfologia de las células sobre las
microparticulas de PLLA (células fusiformes) y las de HA (células
redondeadas). En ambos casos se forman agregados células-

microparticulas como se ha visto anteriormente.

156



Resultados y discusioén

Los resultados obtenidos en ambos grupos (2:1 y 1:2, PLLA:HA)
muestran que la combinacion de ambas microparticulas mejora la
proliferacion celular respecto a un Unico tipo de microparticulas. Como
a tiempos iniciales las microparticulas de PLLA muestran una mejor
adhesion, se ha seleccionado la combinacién de microparticulas con

mayor proporcion de PLLA o sea, la combinacion 2PLLA:1HA.
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2PLLA:1HA
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L
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Fig. 3.26 Imagenes de SEM de la morfologia de las L929 sobre las distintas
combinaciones de microparticulas de PLLA y HA (2:1 y 1:2) después de 1,7 y
14 dias.
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Los resultados obtenidos en el cultivo de las L929 sobre los
diferentes componentes de la protesis (material trenzado y relleno,
células, microparticulas de PLLA y HA) demuestran que la adhesidn,
supervivencia y proliferacién celular se incrementa con el tiempo de
cultivo. A los 14 dias de cultivo, la superficie de los componentes de la
protesis esta completamente cubierta por células y matriz extracelular,
por lo que, los materiales seleccionados para la fabricacion del
prototipo de prétesis presentan un buen comportamiento biologico.

Con el objetivo de mimetizar “in vitro” el comportamiento bioldgico
de la prétesis con células mesenquimales y su posterior diferenciacion
se procedié a validar cada uno de los componentes de la protesis con
células madre mesenquimales humanas, hMSCs provenientes de médula

Osea.

3.2.2 Estudio del comportamiento de las hMSCs in vitro en los

distintos componentes de la protesis

Para estudiar el comportamiento de las hMSCs, sobre los
componentes de la protesis fueron realizados cultivos a tiempos largos
sobre la trenza de PLA y las diferentes microparticulas (PLLA, CHT y
HA). Se estudié la viabilidad, la morfologia y la proliferacién celular en
los diferentes materiales ensayados. Asimismo, se realiz6é un ensayo de

diferenciacion de hMSCs a tenocitos, utilizando un medio de
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diferenciacién suplementado con BMP-12 y otro con los factores de

crecimiento, IGF-I1 y TGF-31.

3.2.2.1. Material trenzado

El cultivo sobre el material trenzado con las hMSCs, se realizd del
mismo modo que el cultivo del material trenzado con las células L929.
En la Fig. 3.27 se muestran los resultados del ensayo de MTS. Como se
puede observar el nimero de células viables aumenta de forma

significativa en el tiempo.
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Fig. 3.27 Ensayo de MTS de las hMSCs cultivadas sobre el material trenzado a
1, 7 y 14 dias de cultivo. (p <0,05, *significa que hay diferencia significativa
entre las diferentes muestras en un mismo tiempo y ** entre la misma

muestra a distintos tiempos de cultivo).
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Las hMSCs cultivadas sobre la trenza de PLA a 1, 7 y 14 dias

(Fig. 3.28) muestran una morfologia alargada.

/ \ fa
10kV X500 §0pm - 000410 40 SEI GkV ™. X500  50pm 1140 SEI \ 5K\ X500  S0pm 1140 SEI

Fig. 3.28 Imagenes de SEM de la morfologia de las hMSCs sobre la trenza de

PLA a1, 7y 14 dias. Las flechas indican células en las microfibras.

Para visualizar mejor la distribuciéon de las células en el material
trenzado se realizd6 una tincién del citoesqueleto de actina. En la
Fig. 3.29 se observa que las células se orientan en la direccién de las
fibras mostrando una morfologia alargada con un citoesqueleto de
actina bien desarrollado.

Estos resultados revelan que las hMSCs muestran un buen
comportamiento celular, adhiriéndose y proliferando correctamente
sobre este material. Resultados similares han sido reportados en la
literatura donde confirman el buen comportamiento de estas células

cultivadas sobre materiales trenzados [75].
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Fig. 3.29 Tincién del citoesqueleto de actina (verde) desarrollado por las

hMSCs cultivadas sobre la trenza de PLA tras 1, 7 y 14 dias. Los nucleos se

tifleron con DAPI (azul).

3.2.2.2. Microparticulas

El cultivo de las hMSCs sobre las distintas microparticulas (PLLA, HA
y CHT) se realiz6 con el mismo propdsito que con el cultivo de la linea
celular L929, es decir, seleccionar el soporte que presente un mejor
comportamiento celular.

En la Fig. 3.30, se muestran los resultados obtenidos de los ensayos
de MTS a 1, 7 y 14 dias de cultivo. El numero de células viables sobre las
diferentes microparticulas aumenta con el tiempo de cultivo. A 1y 7
dias, el numero de células viables sobre las microparticulas de HA y
PLLA es mayor comparado con las microparticulas de CHT, sin embargo
a 14 dias no se observan diferencias significativas. Resulta valido
aclarar que la viabilidad de las células en la muestra control es similar a

la observada en las microparticulas, lo cual nos sugiere que un soporte
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fisico juega un papel fundamental en la viabilidad y proliferaciéon

celular.
1,4 1 EControl
**
C1PLLA T

1,2
—_ 7 HA
=
wn 14 WCHT
n
6 0’8 - * %
-
&
5
2 0,6
—_
=) - —
a
<I: 0,4’ 7

0,2

0 I

Tiempo (dias)

Fig. 3.30 Ensayo de MTS de las hMSCs cultivadas sobre las distintas
microparticulas a 1, 7 y 14 dias de cultivo. (p<0,05, *significa que hay
diferencia significativa entre las diferentes muestras en un mismo tiempo y **

entre la misma muestra a distintos tiempos de cultivo)

En la Fig. 3.31 se muestran las micrografias de SEM obtenidas sobre
las diferentes microparticulas a 1 y 14 dias de cultivo. A un dia de
cultivo se observa que hMSCs sobre las microparticulas de PLLA se
adhieren a la superficie del material emitiendo prolongaciones y

adoptando una morfologia extendida y plana (Fig. 3.31a). En cambio, la
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morfologia de las células en las microparticulas de HA es mas alargada
llegdndose a observar aglomerados células-microparticulas (Fig. 3.31b).
Las hMSCs adheridas sobre las microparticulas de CHT muestran una
morfologia mas redondeada en los primeros dias de cultivo. A 14 dias,
las células proliferan perfectamente sobre los distintos soportes
mostrando la misma morfologia que mostraban para un dia de cultivo
en el caso de las células cultivadas sobre las microparticulas de PLLA y
HA (Fig. 3.31a y b) y una morfologia poliédrica y menos fibroblastica las

células cultivadas sobre las microparticulas de CHT (Fig. 3.31c).
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Fig. 3.31 Imagenes de SEM de la morfologia de las de las hMSCs sobre las
diferentes microparticulas siendo (a) las de PLLA, (b) las de HA, y (c) las de
CHT a 1 y 14 dias de cultivo. Se representa por cada tiempo una imagen
panoramica y otra a mayores aumentos (T1 y T14). Las flechas indican células

en las microparticulas.
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Para visualizar mejor la distribucién de las células sobre las
microparticulas se realiz6 la tinciéon del citoesqueleto de actina. En la
Fig. 3.32 se observa que a un dia de cultivo, las células cultivadas sobre
las microparticulas de PLLA muestran la disposicion de los filamentos
de actina sobre toda la superficie de la microparticula, demostrandose
que las hMSCs se adhieren correctamente sobre este sustrato. En el caso
de las microparticulas de HA y CHT se observa una gran acumulacion de
células entre las microparticulas, con un citoesqueleto de actina bien

desarrollado, que forman agregados celulares.

PLLA HA CHT

Fig. 3.32 Tincion del citoesqueleto de actina (verde) desarrollado por las
hMSCs en las microparticulas de PLLA, HA y CHT a 1 dia de cultivo. Los nucleos

se han marcado con DAPI.

Posteriormente a la caracterizacion morfolégica se realiz6é un ensayo
de citometria de flujo para evaluar la expresion de distintos marcadores
de superficie celular expresados por las hMSCs. Se ha evaluado y

comparado la expresiéon de los marcadores: CD44, HLA-DR y CD166 a
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los 14 dias de cultivo. La expresién positiva de los marcadores CD44 y
CD166 indica que las células aisladas y empleadas en el estudio son
hMSCs.

En la Fig. 3.33 se representa las células vivas y los porcentajes de
cada uno de los marcadores de superficie existentes en la membrana de
la célula. La linea negra representa el isotipo control, de la linea negra
hacia la izquierda aparecen las células que no emiten fluorescencia
debido a que no poseen este marcador en su membrana y de la linea
negra hacia la derecha, se representan las células que si expresan el

marcador en su superficie.
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Fig. 3.33 Inmunofenotipo del cultivo de hMSCs sobre las microparticulas de
distintos materiales CHT, PLLA y HA a tiempo T14. Representados 5000

eventos.

Como se puede apreciar las células cultivadas en las microparticulas
de HA expresan un 0% en cada uno de los marcadores de superficie
estudiado (CD44, CD166 y HLA-DR) lo cual puede ser debido a que el
tamafio de las microparticulas y el de las células es muy similar y el
equipo no es capaz de discernir entre lo que es microparticula y lo que
es una célula.

En el caso de las microparticulas de CHT y PLLA, como estas emiten

fluorescencia al ponerles el marcador de viabilidad, el citémetro
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diferenciaba con facilidad entre células muertas y microparticulas, de
las células vivas. Por lo tanto, se observa que las células no expresan el
marcador HLA-DR (0%), tal y como se esperaba ya que dicho marcador
es negativo para las mesenquimales. Sin embargo, estas células si que
expresan 2 receptores caracteristicos de este tipo celular, el CD166 y el
CD44. Los porcentajes obtenidos del marcador CD166 es muy similar en
ambos materiales, obteniéndose valores de 11 y 12.5% para los
materiales CHT y PLLA respectivamente. Sin embargo la expresion del
CD44 es significativamente mayor en el PLLA, 46 %, respecto del CHT,
27%. Estos datos sugieren que las células muestran caracteristicas
fenotipicas de las hMSCS después del cultivo sobre las microparticulas
de PLLA y CHT.

En previos estudios se ha reportado que las microparticulas de PLLA
actian como buenos soportes para el transporte celular [107]. EI buen
comportamiento mostrado de las hMSCs sobre las microparticulas de
PLLA desde el primer dia de cultivo, sumado a la diferencia tan notable
del porcentaje en la expresion del receptor CD44 y sabiendo que este
marcador es el receptor de hialuronato [34] y lo expresan los tenocitos,
se optd por este tipo de microparticula como soporte celular frente al
CHT.

Las hMSCs cultivadas en las microparticulas de HA también
mostraron un buen comportamiento, por lo que se siguen manteniendo
como material de relleno para ser combinado con las de PLLA en

futuras inyecciones en el prototipo de protesis.
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Una vez elegidas las microparticulas de PLLA como soporte celular,
se decidi6 realizar un estudio de diferenciacién tenocitica tanto en las

microparticulas como en el material trenzado.

3.2.3 Estudio de diferenciacion tenocitica

Las hMSCs fueron cultivadas sobre la trenza de PLA y sobre las
microparticulas de PLLA durante 21 dias utilizando dos medios de
cultivo diferentes con la finalidad de estudiar su diferenciacién in vitro:
un medio suplementado con la proteina BMP-12 (medio M1) y medio
suplementado con una mezcla de factores de crecimiento, TGF-f1 y
IGF-1 (medio M2).

La viabilidad celular sobre la trenza de PLA se evalu6é mediante un
ensayo de MTS. La Fig. 3.34 indica que el nimero de células viables
aumenta significativamente en funcion del tiempo siguiendo la misma
tendencia en ambos medios. Tanto en un medio como en otro, el control
presenta un numero de células viables mayor con respecto al que
muestran las células sobre el material.

El andlisis estadistico t Student, indic6 que habia un aumento
significativo en el nimero de células viables después de la adicién del

medio diferenciador.
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Fig. 3.34 Ensayo de MTS de las hMSCs cultivadas sobre la trenza de PLA
utilizando dos medios distintos: medio suplementado con BMP-12 y medio
suplementado con TGF-B1 y IGF-1 a 1, 7, 14 y 21 dias de cultivo. (p <0,05,
*significa que hay diferencia significativa entre las diferentes muestras en un

mismo tiempo y ** entre la misma muestra a distintos tiempos de cultivo).
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La morfologia de las células cultivadas sobre la trenza de PLA con los
distintos medios a 14 y 21 dias se muestra en la Fig. 3.35. Las células
cultivadas con el medio suplementado con BMP-12, adoptan una
morfologia alargada y con aspecto fibroblastico. Sin embargo, las células
cultivadas con el medio suplementado con TGF-f3 y IGF-1 presentan una
morfologia mas extendida formando una capa de células que recubren

las fibras.
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Fig. 3.35 Imagenes de SEM de la morfologia de las hMSCs sobre la trenza de
PLA utilizando distintos medios de diferenciaciéon: medio suplementado con

BMP-12, fila superior y medio suplementado con TGF-B1 y IGF-1, fila inferior
tras 14 y 21 dias de cultivo.
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Para evaluar si se ha producido diferenciacién de hMSCs a tenocitos
fueron realizados ensayos de inmunofluorescencia para detectar la
expresion de varios marcadores como son el colageno tipo I y la
tenomodulina presentes en los tenocitos. También se ha utilizado los
marcadores de actina para corroborar la morfologia celular (Fig. 3.36).

A partir de los 14 dias, se observa la formacion de matriz colagénica,
siendo mas evidente en las muestras con medio suplementado con
BMP-12 (Fig. 3.36a y b). A partir de los 21 dias de cultivo se observa
una expresion positiva de la tenomodulina siendo mas visible en las
células cultivadas con el medio suplementado con la mezcla de factores
TGF-B1 y IGF-1 (Fig. 3.36¢). La tincion de actina revela que las células

cultivadas en ambos medios presentan una morfologia alargada.
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Fig. 3.36 Inmunofluorescencia de proteinas expresadas por las hMSCs
cultivadas en la trenza de PLA utilizando los medios diferenciadores. a) y b)
Expresion de colageno tipo I (rojo) y tincion del citoesqueleto de actina
(verde) a 14y 21 dias y, ¢) expresion de la tenomodulina (rojo) tras 21 dias de

cultivo . Los nicleos se han marcado con DAPI.

174



Resultados y discusioén

De todos los resultados obtenidos pudimos confirmar que las hMSCs
cultivadas en el material trenzado muestran signos de diferenciacién,
no sélo por el cambio morfolégico observado sino también por la
expresion de las distintas proteinas. De forma cualitativa, se observo
que las células cultivadas en el medio suplementado con la BMP-12
expresan mas colageno tipo I que las cultivadas en el medio
suplementado con TGF-B1 y IGF-1. En cambio, las células en contacto
con este medio (TGF-B1 y IGF-1) expresan mas tenomodulina indicando
que esta mezcla de factores favorece la adhesion, proliferacion y
diferenciacién de las hMSCs.

Una vez finalizado el estudio de diferenciacién en el material
trenzado, se realiz6 la diferenciacion de las hMSCs a tenocitos sobre las
microparticulas de PLLA utilizando los mismos medios de cultivo que

en el ensayo anterior.

En la Fig. 3.37 se muestran los resultados del ensayo de MTS
obtenidos en los cultivos de las microparticulas de PLLA utilizando los
dos medios diferenciadores. El nimero de células viables cultivadas en
el medio suplementado con BMP-12 se mantiene constante hasta los 21
dias de cultivo. Sin embargo, el nimero de células viables cultivadas en
el medio suplementado con TGF-f1 y IGF-1 disminuye
significativamente. El nimero de células viables en la muestra control

disminuye notablemente al adicionar ambos medios de diferenciacion.
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Fig. 3.37 Ensayo de MTS de las hMSCs cultivadas sobre las microparticulas de
PLLA utilizando dos medios distintos: medio suplementado con BMP-12 y
medio suplementado con TGF-B1 y IGF-1 a 1, 7, 14 y 21 dias de cultivo. (p
<0,05, *significa que hay diferencia significativa entre las diferentes muestras

en un mismo tiempo).
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Los resultados de MTS demuestran que el comportamiento de las
hMSCs sobre las microparticulas es diferente al obtenido en la trenza de
PLA, donde el niimero de células viables aumentaba en el tiempo en
ambos medios. Este comportamiento revela que ademas de la influencia
de los medios diferenciadores sobre las células, el soporte fisico al cual
se adhieren las células juega un papel fundamental.

La morfologia de las hMSCs cultivadas sobre las microparticulas de
PLLA a tiempos largos y empleando los distintos medios de
diferenciacion fue analizada mediante microscopia electrdénica. En la
Fig. 3.38 se muestran las micrografias a 14 y 21 dias. En el medio
suplementado con BMP-12 las células se adhieren a la superficie de las
microparticulas y exhiben una morfologia alargada. En el medio
suplementado con TGF-B1 y IGF-1 se observan un mayor nimero de
células con una morfologia extendida que recubren las microparticulas

y forman fuertes uniones entre las microparticulas.
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Fig. 3.38 Imagenes de SEM de la morfologia de las hMSCs sobre las
microparticulas de PLLA utilizando distintos medios de diferenciacién: medio
suplementado con BMP12, fila superior y medio suplementado con TGF-f1 y

IGF-1, fila inferior a 14 y 21 dias de cultivo.

La morfologia de las hMSCs cultivadas en el medio de diferenciaciéon
suplementado con TGF-B1 y IGF-1 es muy similar a la observada cuando
las células se cultivan en un medio no suplementado, sin factores (Fig.

3.38y3.31).
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Para evaluar si se ha producido diferenciaciéon celular a tenocitos
fueron realizados ensayos de inmunofluorescencia para detectar la
expresion de colageno tipo I y tenomodulina y la tincién del
citoesqueleto de actina (Fig. 3.39).

A partir de los 14 dias de cultivo, las hMSCs cultivadas con medio
suplementado con la BMP-12 comenzaron a expresar matriz colagénica,
incrementandose esta expresion a los 21 dias de cultivo. La tincién del
citoesqueleto de actina revela la presencia de células con una
morfologia mas alongada (Fig. 3.39a y b), lo cual coincide con los
resultados observados en las micrografias de SEM (Fig. 3.38). Las
células cultivadas en el medio suplementado con la mezcla de factores
TGF-B1 y IGF-1 expresan en menor medida el coldgeno tipo I. La
expresion de tenomodulina es positiva en ambos medios
diferenciadores aunque resulta mas evidente en las células cultivadas

con el medio suplementado con la BMP-12 (Fig. 3.39¢).
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Fig. 3.39 Inmunofluorescencia de proteinas expresadas por las hMSCs
cultivadas en las microparticulas de PLLA utilizando los medios
diferenciadores. a) y b) expresion de colageno tipo I (rojo) y tincion del
citoesqueleto de actina (verde) a 14 y 21 dias, y c) expresién de la

tenomodulina (rojo) tras 21 dias de. Los nticleos se han marcado con DAPI.
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Las inmunofluorescencias de colageno tipo I y tenomodulina
muestran indicios de que el medio con BMP-12 tiene mayor efecto
inductor. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Lou et al
[142] donde se demuestra que la BMP-12 mejora la produccién de

colageno tipo [ y acelera la curacién tendinosa.

Para verificar de forma cuantitativa si las células cultivadas sobre las
microparticulas de PLLA se han diferenciado a tenocitos se realizé una
PCR cuantitativa. Mediante esta técnica se evalu6 la expresion y la
cuantificacion de dos proteinas presentes en los tenocitos: la decorina y
la tenomodulina, implicadas en el proceso de maduracién de las fibrillas
de colageno.

En la Fig. 3.40 se muestran los resultados de la PCR cuantitativa de
las células cultivadas en las microparticulas con los dos medios
diferenciadores tras 21 dias de cultivo.

Finalmente la cuantificacion muestra que el uso de ambos medios
promueve la diferenciacién tenocitica, siendo el medio suplementado
con BMP-12 el que induce una mayor expresiéon de tenomodulina y
decorina. Esta proteina morfogenética dsea ha sido utilizada
anteriormente en estudios de diferenciacién tenocitica aportando
buenos resultados [142, 143]. En esta linea, Violini et al. [91] utilizaron
células madre de médula 6sea procedente de equino demostrando que

la BMP-12 induce a la diferenciacién tenocitica.
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Fig. 3.40 g-PCR en las hMSCs cultivadas sobre las microparticulas de PLLA con
los dos medios de cultivo diferenciadores, siendo M1 el medio suplementado

con BMP-12, y M2 el suplementado con TGF-1 e IGF-1, tras 21 dias de cultivo

Para conocer el efecto de la diferenciacion sobre la expresion de los
marcadores de superficie expresado por las hMSCs, fueron evaluados
los marcadores: CD44, HLA-DR y CD166. En este caso se han comparado
las células cultivadas sobre las microparticulas de PLLA en medio de
cultivo sin factores a tiempo 14 y las cultivadas con los dos medios de

diferenciacion a 21 dias de cultivo.

En la Fig. 3.41 se observa que las células no expresan el marcador
HLA-DR, como se esperaba y si expresan los dos receptores
caracteristicos de las células mesenquimales, el CD166 y el CD44. El
porcentaje de expresion del CD166 ha disminuido del 12.5% a 7.4%
cuando el medio estd suplementado con BMP-12 y de un 12.5% a

10.4%, cuando el medio estd suplementado con TGF-f1 y IGF-1. Esta
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disminucién en el primer caso, puede deberse al cambio morfolégico de
las células, ya que se observé en las micrografias de SEM y confocal, que
las células cultivadas con medio suplementado con BMP-12 adquirian
una morfologia alargada y estaban en menor contacto con el material
pudiendo influir en el descenso de la expresion de este marcador. Otra
causa podria ser que las células estén utilizando otra integrina de
adhesion. Esta molécula de superficie celular es un mediador de las
interacciones célula-célula [144] y la nueva morfologia adoptada por las
células implica que estan en menor contacto entre si y con la superficie
del material. En cambio, la reduccién en el porcentaje de la expresion
del marcador CD44 si ha sido significativa. Se observa que en los
medios de diferenciacién se reduce de un 46% a un 26%, cuando el
medio esta suplementado con BMP-12 y de un 46% a un 18%, cuando el
medio estd suplementado con TGF-$1 y IGF-1. El CD44 también esta
implicado en la interaccién célula-célula y célula-matriz, siendo asi
responsable de la migracion, del crecimiento y de la supervivencia
celular [145]. Por ello, el cambio morfoldgico puede haber afectado
estas interacciones provocando un descenso en la expresion del
marcador. Por el contrario, en el estudio realizado por Zhu et al.[146]
muestra que las MSCs derivadas de médula dsea estimuladas mediante
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), aumentaba
significativamente los niveles del marcador CD44 de la superficie

celular.
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No se conoce bien la causa de esta reduccion, la bibliografia indica

que realmente expresan un porcentaje elevado cuando se le aplica un

estimulo mecanico. En el resto de los casos, indican que este marcador

se expresa positivamente pero no hacen referencia a porcentajes.
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Fig. 3.41 Inmunofenotipo del cultivo de hMSCs sobre las microparticulas de

PLLA utilizando los medios de diferenciacion, M1, medio suplementado con

BMP-12 y M2, medio suplementado con TGF-B1 y IGF-1. Representados 5000

eventos.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos podemos decir que las
hMSCs derivadas de médula 6sea son una fuente celular apropiada para
la regeneracion tendinosa. La inyeccién del relleno (microparticulas y
células) en el interior del material trenzado y la estimulacion con la
proteina BMP-12 podria acelerar y mejorar la regeneracion de estos

tejidos.
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3.3 COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DEL PROTOTIPO DE
PROTESIS EN REGIMEN ESTATICO Y DINAMICO

En el apartado anterior se evalud el comportamiento celular sobre
los distintos componentes que forman el prototipo de prétesis (trenza
de PLA y microparticulas de HA y PLLA) utilizando dos fuentes
celulares diferentes, la linea fibroblastica L929 y las hMSCs,
confirmandose en ambos casos una buena adhesién y proliferacion
celular sobre los diferentes soportes y revelando signos de
diferenciacién tenocitica cuando se emple6 las células mesenquimales.
En este apartado se presenta el estudio biolégico realizado con los
fibroblastos de linea celular L929 y células mesenquimales derivadas de

tejido adiposo de oveja en el prototipo de protesis final (Fig. 3.42).
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Fig. 3.42 Esquema del prototipo de protesis
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Los ensayos biolégicos fueron realizados en estatico y en un
biorreactor con la finalidad de reproducir en cierto modo las
condiciones fisiolégicas a la que estd sometido el tejido tendinoso in
vivo. Resulta valido sefialar que aunque las células mesenquimales
utilizadas son de origen animal, este modelo in vitro deberia ser
trasladable a un modelo in vivo en estudios futuros, donde se pueda

utilizar células autologas.

3.3.1 Verificacion de la funcionalidad del biorreactor

Antes de empezar los ensayos biologicos tanto en estatico como en
dinamico del prototipo de proétesis final, se realizé un ensayo previo en
régimen dindmico utilizando sélo el material trenzado para poner a
punto el biorreactor disefiado en el CBIT. El cultivo se realizé durante 7
y 14 dias como se ha descrito anteriormente en el apartado 2.3.4.1 de
materiales y métodos.

Una vez esterilizado el biorreactor y las trenzas de PLA, se procedi6 a
la siembra de las mismas y a su colocacion en el biorreactor.
Transcurrido el tiempo de cultivo (7 y 14 dias), las muestras fueron
fijadas y se analiz6 la morfologia de los fibroblastos (linea celular L929)
sembrados en la superficie de la trenza y en el interior de la misma
mediante microscopia electrénica de barrido.

En la Fig. 3.43 se muestran las micrografias obtenidas de la

superficie de la trenza a 7 y 14 dias de cultivo en régimen dinamico.
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Como se puede observar las células se adhieren y se distribuyen por
toda la superficie de la trenza. A los 14 dias de cultivo se observa un
incremento de la densidad celular, las células se orientan en la direccién
de las fibras mostrando una morfologia alongada y fusiforme.

T7 R T14

1 mm

Fig. 3.43 Imagenes de SEM de la morfologia de las L929 sobre la superficie de

la trenza de PLA a 7 y 14 dias de cultivo en régimen dinamico.
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Las imagenes de SEM tomadas en el interior de la trenza (Fig. 3.44)
revelan la presencia de células en el interior de la misma lo cual es
indicativo, de que las células han migrado desde la superficie hacia las
fibras mas internas. De manera similar a como ocurre en la superficie
del material trenzado las células exhiben una morfologia extendida y

adaptada a la microfibra.

T14

_ /] o .
Fig. 3.44 Imagenes de SEM de la morfologia de las L929 en el interior del

material trenzado de PLA tras el cultivo in vitro en régimen dindmico después

de 14 dias de cultivo.

Para evaluar si se ha producido una respuesta celular al estimulo
mecanico aplicado en el biorreactor, se analiz6 la expresion de colageno
tipo I mediante ensayos de inmunofluorescencia y la tincién del
citoesqueleto de actina. En este caso, también se ha analizado a modo
de comparacién una muestra cultivada bajo las mismas condiciones

pero en régimen estatico (Fig. 3.45).

189



Capitulo 3

Como se observa en la Fig. 3.45 las células parecen expresar mas
colageno tipo I cuando estan sometidas a un estimulo mecanico, en el
biorreactor, que cuando se cultivan en régimen estatico. El colageno
tipo I es la proteina predominante del tejido tendinoso y su expresion y
secrecidn son determinantes en el proceso de formacién de este tejido.
En ambos casos, se observa un citoesqueleto de actina bien

desarrollado.
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T7 Estétio T7 Dindmico

Fig. 3.45 Imagenes de inmunofluorescencia del colageno tipo I (rojo) y tincién
del citoesqueleto de actina (verde), de fibroblastos sembrados sobre la trenza
de PLA en régimen estatico y dindmico después de 7 dias de cultivo. Los

nucleos se han tefiido con DAPI (azul).
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Con la realizacion de estos ensayos previos hemos podido poner a
punto el protocolo de siembra y el anclaje del material trenzado en el

biorreactor.

3.3.2 Estudio del comportamiento in vitro de las L929 en el

prototipo de protesis final

3.3.2.1 Ensayo de viabilidad y andlisis morfoldégico del prototipo.

Antes de realizar los ensayos biolégicos con el prototipo de protesis
en régimen estatico y en el biorreactor se comprobé la viabilidad
celular mediante un ensayo de MTS a 1, 7 y 14 dias y se analiz6 la
morfologia de las células mediante SEM.

En la Fig. 3.46 se muestran los resultados del ensayo de MTS
obtenido en el prototipo de protesis. El nimero de células viables
aumenta hasta el dia 7 de cultivo y luego se mantiene constante hasta el
final del experimento. La muestra control (pocillo) presenta un

comportamiento similar.
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Fig. 3.46 Ensayo de MTS de las L.929 cultivadas en la protesis a 1, 7 y 14 dias
de cultivo. (p<0,05, *significa que hay diferencia significativa entre las
diferentes muestras en un mismo tiempo de cultivo y ** entre la misma

muestra a distintos tiempos de cultivo).
La morfologia de las células en el interior de la prétesis examinada

por SEM revela que las células se adhieren muy bien, tanto a las fibras

como a las microparticulas (Fig. 3.47).
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T7 T14

Fig. 3.47 Imagenes de SEM de la morfologia de las L929 en el interior del
prototipo a 1, 7 y 14 dias de cultivo. Las flechas blancas indican la presencia de

células adheridas a las microparticulas y a las fibras.

Los resultados obtenidos en este ensayo demuestran que los
fibroblastos presentan una buena adhesién al soporte y se mantienen

viables durante los 14 dias de cultivo.

3.3.2.2 Cultivo de fibroblastos en el prototipo de prétesis en
régimen estdtico y dinamico

Después de comprobar que el cultivo en el prototipo de proétesis era
viable, se realiz6 un ensayo preliminar (n=1) en régimen estatico y en el
biorreactor durante 14 dias. En este caso se analiz6 la morfologia de los
fibroblastos mediante SEM y la distribucién de células mediante
ensayos de tincion de nucleos celulares y citoesqueleto de actina.
También fueron realizados ensayos de cuantificacion de DNA, GAGs y
colageno tipo I. Como muestra control se utilizé el material trenzado

recubierto de HA.
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Una vez esterilizado el biorreactor y las trenzas de PLA recubiertas
previamente con HA, se procedié a la inyeccién del relleno (células y
microparticulas) en el caso del prototipo de protesis y de la suspension
celular en la muestra control siguiendo el protocolo de siembra descrito
anteriormente en el apartado 2.3.4.2 de materiales y métodos.

En la Fig. 3.48 se muestra una imagen panoramica correspondiente a
la seccion transversal del prototipo de protesis final. En la imagen se
puede apreciar cada uno de los componentes que conforman la
protesis: (i) el recubrimiento de HA, (ii) el material trenzado de PLA y
(iii) el relleno (células +microparticulas de PLLA y HA). La micrografia
tomada a mayor aumento correspondiente al recubrimiento de HA nos
confirma que se mantiene estable durante los 14 dias del ensayo y no
presenta células adheridas a su superficie, lo cual concuerda con los
resultados esperados. La imagen que corresponde al relleno revela que

las células estan bien distribuidas en el interior del material trenzado.
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Relleno (células+ microparticulas de PLLA y HA)
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Recubrimiento

Fig. 3.48 Seccidn transversal del prototipo de prétesis.

En la Fig. 3.49 se muestran las micrografias de SEM correspondientes
al interior de la protesis de las muestras cultivadas durante 14 dias en
régimen estatico y dindamico. Como se puede apreciar las células
cultivadas en el prototipo de prétesis se adhieren tanto a las
microparticulas como a las fibras del material trenzado mostrando una
morfologia mas alargada, cuando son estimuladas mecanicamente en el
biorreactor (Fig. 3.49b) que las cultivadas en régimen estatico donde las
células exhiben una morfologia mas extendida (Fig. 3.49a). En ambos
casos se aprecia la formacién de matriz extracelular. Las células
cultivadas en la muestra control bajo las mismas condiciones presentan

un comportamiento similar al observado en el prototipo (Fig. 3.49cy d).
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Al comparar la muestra control con el prototipo de prétesis en régimen
estatico y/o en el biorreactor no se aprecia un cambio notable en la
morfologia de las células.

Relleno

(células+microparticulas de PLLA y HA) Control

Dindmico

Fig. 3.49 Imagenes de SEM de la morfologia de las L929 cultivadas en la
prétesis mediante la combinacién de microparticulas PLLAy HA (ay b) oenla

muestra control como una suspension celular (cy d) a 14 dias de cultivo.

Para analizar la distribucién de las células inyectadas en el prototipo
en régimen estatico y en el biorreactor fueron realizados ensayos de

tincion del citoesqueleto de actina y DAPI. En la Fig. 3.50 se observa que
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las células pre-sembradas en las microparticulas estan bien distribuidas
en el interior del material trenzado. El soporte (microparticulas) en la
etapa inicial de adhesién hace posible que haya una mejor eficiencia en
la siembra, contrario a lo que sucede en la muestra control, que utiliza
como relleno la suspensiéon celular, en donde se observan menos
cantidad de células adheridas en el material trenzado y una distribucion
celular menos uniforme. Los ensayos en régimen dinamico inducen una
alineacién de las células, mientras que en régimen estatico no se
observan variaciones aparentes. La tincidn del citoesqueleto de actina
no ha sido muy efectiva, probablemente debido a problemas de difusién

del marcador hacia el interior del material.
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ESTATICO DINAMICO

Prototipo de prétesis

Control

Fig. 3.50 Imagenes de la tincidn del citoesqueleto de actina (verde), tanto en
régimen estatico como dinamico en el interior de la proétesis cultivada con
L929 durante 14 dias utilizando: una combinacién de microparticulas
PLLA:HA pre-sembradas previamente y una suspension celular. Los nucleos

fueron teftidos con DAPI.

Otros de los estudios realizados fue la cuantificacién de DNA, GAGs, y
colageno tipo I (Fig. 3.51). La Fig. 3.51a muestra que el contenido de
DNA es muy similar tanto en régimen estatico como en el biorreactor

tanto en el prototipo de proétesis como en la muestra control.

199



Capitulo 3

La produccién de coldgeno tipo I normalizado (Col I/DNA) en el
prototipo de prétesis es mayor en condiciones dindmicas con respecto
al cultivo en estatico (Fig. 3.51b). La muestra control cultivada en
régimen estitico no presenta diferencias en comparaciéon con el
biorreactor. Tanto en régimen estatico como en el biorreactor, la
produccion de colageno tipo I es aparentemente mayor en la muestra
control que en el prototipo de protesis.

La Fig. 3.51c muestra que la produccién de GAGs normalizada
(GAGs/DNA) en el prototipo de protesis tanto en condiciones estaticas
como en dinamicas es similar, mientras que en la muestra control el
contenido de GAGs es superior en régimen estatico que en dinamico. La
producciéon de GAGs en el prototipo de protesis, tanto en régimen

estatico como en el biorreactor, es mayor que en la muestra control.
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Fig. 3.51 Cuantificacion de la produccion de componentes de la matriz
extracelular. a) DNA, b) Colageno tipo I normalizado con el contenido de DNA
¢) GAGs normalizado con el contenido de DNA, y a 14 dias de cultivo en

estatico y con el biorreactor en el prototipo de prétesis.

Los resultados obtenidos indican que el cultivo en el prototipo de
protesis donde se utiliza como relleno (células + microparticulas de
PLLA y HA) aportan mejores resultados frente a la muestra control

donde las células se inyectan directamente.
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Las imagenes de SEM y la tincién del citoesqueleto de actina y de los
nucleos celulares en régimen dindmico en el prototipo de prétesis
mostraron una distribuciéon celular mimética a la que ocurre en el
estado natural del tend6n. La cuantificacion de los componentes de la
matriz extracelular (colageno tipo I y GAGs) mostrd un alto contenido
de GAGs. Este alto contenido de GAGs puede desempefiar un papel
esencial en el establecimiento, mantenimiento y remodelacién de la
arquitectura tisular en la fase temprana de la curacion tendinosa. La
produccion de colageno tipo I fue mayor en el prototipo de prétesis
estimulado mecanicamente. Resultados similares han sido reportados
por Yang et al.[94] y Surrao et al.[97] donde se confirma que las células
responden a un estimulo mecanico produciendo mas cantidad de GAGs
y colageno tipo I. No obstante, estos resultados realizados sobre una
muestra no deben tomarse como concluyentes, deben ser considerados
como resultados orientativos. Como los estudios con el biorreactor
indican una respuesta celular al estimulo mecanico, se procedié a la

realizacion de un ensayo con células de ADSC de oveja.

3.3.3 Estudio del comportamiento in vitro de ADSC de oveja en el

prototipo de protesis

Después de realizar el ensayo preliminar en el prototipo de prétesis
con la linea celular L929, se realizé un ensayo (n=2) del prototipo de

protesis cultivado con células ADSC de oveja. El ensayo se realizé en
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régimen estatico y en el biorreactor durante 14 dias. En este caso se
analizé la morfologia de las ADSC mediante SEM y la distribucién de
células mediante ensayos de tincion del citoesqueleto de actina.
También se realiz6 un ensayo de cuantificacion de GAGs.

En la Fig. 3.52 se muestran las micrografias de SEM correspondientes
al interior de la prétesis de las muestras cultivadas durante 14 dias en
régimen estatico y dinamico. Como se puede apreciar las células
cultivadas en el prototipo de protesis adoptan una morfologia
extendida sobre toda la superficie de la microfibra tanto en condiciones
dindmicas como estaticas. En régimen dindmico se observa la formacion

de matriz extracelular.

Estatico

Dinamico

Fig. 3.52 Imagenes de SEM del interior del prototipo cultivado con un relleno
de microparticulas pre-sembradas con ADSC de oveja a 14 dias de cultivo en

régimen estatico y dindmico a 14 dias de cultivo in vitro.
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Para analizar la distribucién de las células inyectadas en el prototipo
en régimen estatico y en el biorreactor fueron realizados ensayos de
tincion del citoesqueleto de actina y DAPI. En la Fig. 3.53, se observa el
interior de la protesis cultivada a 14 dias con las células ADSC de oveja
mostrando células bien adheridas en la superficie de la microfibra con
un citoesqueleto de actina bien desarrollado. La protesis estimulada

mecanicamente muestra una mejor alineacion celular en las fibras.

ESTATICO __DINAMICO

Prototipo de protesis

Fig. 3.53 Imagenes de la tincidn del citoesqueleto de actina (verde), tanto en
régimen estatico como dinamico en el interior de la proétesis cultivada con
ADSC de oveja durante 14 dias utilizando como relleno una combinacién de
microparticulas PLLA:HA pre-sembradas. Los nucleos fueron teflidos con

DAPI

Otro de los estudios realizados fue la cuantificaciéon de GAGs. La Fig.

3.54 muestra que el contenido de GAGs en el prototipo sometido a un
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estimulo mecanico parece presentar una mayor producciéon de GAGs

frente al régimen estatico.

4,5

4 4 [ Estitico

[ Dinamico

Prototipo de prétesis
Fig. 3.54 Cuantificacion del contenido de GAGs durante 14 dias de cultivo de

las ADSC de oveja en régimen estatico y dinamico, en el prototipo de protesis.
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Los resultados obtenidos tras el cultivo de ADSC de oveja mostraron
un buen comportamiento en el interior del prototipo de la protesis. Se
observé una distribucién uniforme de las células en el interior del
prototipo y las células parecian mostrar buena adhesion a las fibras. Se
observd que cuando se aplica un estimulo mecanico, las células
responden adoptando una morfologia mas extendida y alineada en la
direccion de la fibra, ademas de que parece aumentar la produccion de

GAGs.
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Discusion final

Debido a las limitaciones encontradas en las prétesis actuales, la
ingenieria tisular ha abierto nuevas posibilidades en la reconstrucciéon
de las roturas tendinosas. En la presente tesis doctoral se ha disefiado y
fabricado un nuevo prototipo de protesis tendinosa biodegradable, la
cual se espera que sea totalmente reabsorbida por el organismo sin
provocar ningun efecto negativo permaneciendo el nuevo tejido
formado. Esto no sucede cuando se implanta una prétesis permanente,
ya que no tienen la capacidad de regenerarse y con el tiempo sufren de
alguna manera, un fallo mecanico que da lugar a una segunda cirugia
[29].

La nueva protesis disefiada esta compuesta por tres componentes
fundamentales: (i) el material trenzado de PLA, (ii) el relleno (células +
microparticulas de PLLA y HA), y (iii) el recubrimiento de HA. Para
validar el prototipo de proétesis, en primer lugar se analizé el
comportamiento biolégico de cada uno de sus componentes con dos
lineas celulares diferentes (fibroblastos L929, hMSCs) y a continuacién
se analizé el comportamiento biolégico del prototipo de proétesis final

usando fibroblastos L929 y ADSC.

Uno de los componentes mas importantes y novedosos que forman el

prototipo de protesis tendinosa disefiada en este trabajo es la trenza
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hueca de PLA. El original disefio que presenta el soporte trenzado
reveld6 que sus propiedades mecdnicas se correspondian con las
propiedades biomecanicas que presenta el tendén natural, mostrando
una deformacién en la zona toe entre un 2-4% de su longitud y un
modulo de Young en la zona lineal entre 1-2GPa[116]. Estos ensayos
demostraron que las propiedades mecanicas de la trenza hueca de PLA
no diferian de las propiedades mecanicas de los trenzados
convencionales demostrando que el material trenzado de PLA es idéneo
para este tipo de reconstrucciones, tal y como se encuentra reportado
en la literatura [57, 147, 148]

En estudios previos se han realizado cultivos in vitro sobre la
superficie de materiales trenzados para la regeneraciéon de tendén [80,
81], uno de los inconvenientes de esta estrategia es que las células
quedan desprotegidas frente a cualquier estimulo externo. La ventaja
adicional que aporta el uso del trenzado hueco frente al trenzado
convencional, radica principalmente en que las células cultivadas en el
interior de la trenza hueca de PLA quedan totalmente protegidas por el
mismo soporte favoreciendo la regeneracion y diferenciaciéon celular de
una manera localizada. Esta propiedad de mantener las células en la
zona lesionada también es mas efectiva frente a la terapia celular, en la
cual la fuente celular se inyecta directamente en la lesion y por lo tanto
es muy probable que las células se dispersen a zonas no deseadas

trayendo como consecuencia una limitada regeneracion del tejido.
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En cuanto al relleno utilizado dentro de la trenza de PLA (células mas
microparticulas) lo mas destacable y novedoso es el efecto potenciador
del crecimiento celular revelado en la mezcla de microparticulas PLLA y
HA. Se comprobé que este relleno frente a una suspensiéon celular,
provoca una mejora en la distribucion, en la proliferaciéon y en la
diferenciacion celular en el caso de utilizar factores estimulantes, como
la BMP-12 en este caso. Sin lugar a duda, todo parece indicar que un
soporte fisico es de vital importancia para un buen comportamiento y
supervivencia celular.

El recubrimiento de HA sobre la trenza hueca de PLA es totalmente
necesario para evitar cualquier adhesion del prototipo de protesis con
los tejidos adyacentes una vez sea implantada. Este recubrimiento
posee unas excelentes propiedades antiadherentes, tal y como se ha
reportado en diversos estudios [133, 134]. Con respecto al
recubrimiento de HA realizado en este trabajo se ha comprobado que es
estable y no hay adherencia celular durante 14 dias de cultivo. Los
resultados de viabilidad revelan una perfecta difusiéon de nutrientes y

una adecuada eliminacion de los desechos celulares.

El prototipo de protesis disenado ha sido validado con células
mesenquimales, ADSC, en régimen dinamico utilizando un biorreactor
disefiado en el CBIT que simula el comportamiento mecanico que se
produce en estos tejidos in vivo. La movilizacion temprana en estos

tejidos después de una lesion es muy importante para que no se
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produzcan adherencias y haya una buena funcionalidad del tejido. En
nuestro caso los resultados obtenidos al estimular el prototipo de
proétesis a tiempos cortos se observa una mayor alineacién celular con
respecto al contorno de las fibras de PLA y mayor produccién de
componentes de la matriz extracelular, lo cual concuerda con los
estudios reportados por Lister et al. [14], que realiz6 estudios clinicos
observando que la movilizaciéon temprana en la fase de reparacion del
tendon evita adherencias con los tejidos circundantes y muestra una
mejora en la alineacion de colageno tipo [ y un aumento de la tension de

rotura del tejido cicatrizado.

Los resultados obtenidos en este trabajo son muy prometedores y
apuntan, a que el prototipo de proétesis disefiado es una buena opcién
como sustituto funcional para regenerar lesiones tendinosas. Aln asi, se
debe realizar mas experimentacion in vitro antes de pasar a modelos in
vivo en animales con el fin de confirmar su viabilidad como una solucién

clinica para la regeneracion del tenddn.
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1. Se comprobdé que una trenza hueca de PLA con morfologia tubular
es capaz de reproducir la curva tensién-deformacién de un tendéon
natural, indicando que es un material apto para formar parte del

prototipo de prétesis disefiado.

2.La trenza de PLA, al degradarse hidroliticamente, empezara a
transferir mas carga al tejido formado, mejorando su alineacion y

propiedades mecanicas.

3.Se logré sintetizar distintas microparticulas con los diametros
deseados. Se demostré que un soporte celular formado por la
combinacién de microparticulas de PLLA y HA en una proporcion
2:1, provoca unas sinergias que conducen a una mayor proliferacion

celular que en cada una de las microparticulas por separado.

4. Se ha conseguido dotar a la trenza de un recubrimiento permeable
y continuo de acido hialurdénico entrecruzado, que mantiene su
estructura de forma estable tras 14 dias de cultivo, tanto en régimen

estatico como en régimen dinamico.

5. Cultivos celulares in vitro de células con distintas procedencia,
tanto en los materiales que forman el prototipo de proétesis como en
el prototipo de protesis final, mostraron una buena adhesién y

proliferacién indicando un buen comportamiento celular.
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6.Se comprob6 que el uso de factores de crecimiento especificos
puede inducir la diferenciacién de las hMSCs a tenocitos sobre el

soporte celular seleccionado, microparticulas de PLLA.

7. El cultivo in vitro mediante células de distinta procedencia en el
prototipo de protesis, garantiza una mayor densidad celular si se

utiliza como relleno un soporte celular que una suspension celular.

8. Se observd una respuesta celular cuando el prototipo de protesis
se cultiva bajo régimen dindmico, mostrando una mayor alineaciéon
celular y un incremento en la producciéon de GAGs. Este estimulo
mecanico puede ser aplicado mediante un biorreactor construido ad

hoc.
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Lineas futuras

En este punto, disponemos de un disefio candidato para una prétesis
biodegradable y autoregenerativa de tenddén y extensible a ligamento.
Todos los ensayos efectuados hasta el momento nos confirman su
aptitud, pero estos ensayos sélo han sido efectuados en unas

condiciones no siempre idénticas a las existentes en el organismo.

Por otra parte, existen variables cuyos valores 6ptimos adn no
hemos sido capaces de determinar, como podria ser el nimero de
células a incorporar en el interior de la prétesis, las células idéneas o las
condiciones de estimulacién dindmica que conducen a una mejor

regeneracion del tejido.

Tampoco ha sido estudiado en esta tesis el procedimiento de anclaje
distal y proximal aunque se podria utilizar cualquier solucién de las

existentes en la cirugia.

Asi pues, y como primer paso para futuras lineas de trabajo,
proponemos la realizacion de ensayos in vitro en los que seamos
capaces de determinar el nimero y tipo de células a incorporar y las
condiciones del estimulo aplicado. Un redisefio y mejora del biorreactor
utilizado, que permita un mayor control del esfuerzo aplicado, es
necesario. Los resultados podrian inducirnos a reconsiderar el disefio o

materiales utilizados.
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Una vez determinados estos valores, acometeriamos ensayos in vivo
en un modelo animal de un tamafio suficiente como para provocar
esfuerzos comparables a los humanos. La reseccion del implante a
distintos tiempos nos permitiria evaluar la evolucion de la proétesis tras
su implante; la ausencia de reacciones adversas, la evolucion de las
propiedades mecanicas, la cantidad y calidad del tejido regenerado, o la
velocidad de degradacion de la protesis nos permitirian confirmar

todas nuestras expectativas.

Finalmente, y tras verificar el comportamiento in vivo de la protesis
en el modelo animal, procederiamos a la validaciéon del producto de
acuerdo con la normativa existente, de modo que podriamos acometer
la fase de ensayo clinico, conducente a la definitiva validacion del

producto.

216



Abreviaturas
v

ABREVIATURAS

A

Ac Anticuerpo

ADSC Células mesenquimales del tejido adiposo
AITEX Asociacion de industriales del textil
ANOVA Analisis de varianza

B

BSA Albumina de suero bovino

bFGF Factor de crecimiento fibroblastico
BMPs Proteinas morfogenéticas 6seas

C

CBIT Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular
CHT Quitosano

Col I Colageno tipo I

CO2 Di6xido de carbono

D

DAPI 4’6-diamino-2-fenilindol

DMEM Dulbecco's modified eagle medium
DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
DMF N, N-Dimetilformamida

DNA Acido desoxirribonucléico

DSC Calorimetria diferencial de barrido
DVS Divinil sulfona

E

EtOH Etanol

F

FBS Suero fetal bovino

FACS Seleccion de células activadas por fluorescencia
FDA Food and Drug Administration

G

GAGs Glicosaminoglicanos

GPC Cromatografia de permeabilidad en gel
H

217



Abreviaturas

HA

HCL
HLA-DR
hMSCs
Hz

I

IGF-I

L
LABRET

LRB
M
My
M,
MSC
MTS

MPa

NADPH

PB
PBS
PCR
PDGF
PDI
PGA
PLGA
PLLA
PDLA
PVA

SEM
SPSS

Acido hialurénico

Acido clorhidrico

Anticuerpo monoclonal

Células madre mesenquimales humanas
Hercios

Factor de crecimiento insulinico

Laboratorio de Bioingenieria y Regeneracion
Tisular
Laboratory of Biosurgical Research

Peso molecular promedio en peso
Peso molecular promedio en nimero
Células madre mesenquimales
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2(4-sulfofenil)-
2Htetrasolium)

Megapascales

Nicotinamida-Adenina Dinucleotido fosfato

Buffer fosfato

Buffer fosfato salino

Reaccién en cadena de la polimerasa

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
indice de polidispersién

Acido poliglicélico

Copolimero acido poli(lactico-co- glicélico)
Acido poli(L-lactico)

Acido Poli(D-lactico)

Polivinil alcohol

Microscépio electronico de barrido
Statistical Package for the Social Sciences

218



Abreviaturas
v

T

TGA Analisis termogravimétrico

TGF- s Factor de crecimiento transformante 3
TB Tampoén bloqueo

TBS Tris buffered saline

TE Buffer basado en tris-HCl y 1mM de EDTA
THF Tetrahidrofurano

Tn Tenomodulina

U

UMA Universidad de Malaga

uv Ultravioleta

\'

VEGF Factor vascular de crecimiento endotelial
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