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PALABRAS CLAVE Resumen

Células madre Introduccién: La creacion in vitro de cartilago hialino articular supone un reto, ya que, a dia de
mesenquimales; hoy, no se ha conseguido la sintesis ex vivo de un tejido estructurado con las mismas propiedades
MSC; biomecanicas e histoldgicas del cartilago articular. Para simular las condiciones fisioldgicas
Cartilago hialino; hemos disefiado un sistema de cultivo in vitro que reproduce el movimiento articular.
Cartilago articular; Material y método: Hemos desarrollado un biorreactor de cultivo celular que imprime un esti-
Biorreactor; mulo mecanico sobre una matriz de elastina en la que estan embebidas células troncales
Compresién y mesenquimales (MSC). La primera fase de estudio corresponde al desarrollo de un biorreac-
cizallamiento; tor para cultivo de cartilago hialino y la comprobacion de la viabilidad celular en la matriz de
Estimulo mecanico elastina en ausencia de estimulo. La segunda fase del estudio engloba el cultivo de MSC bajo

estimulo mecanico y el analisis del tejido resultante.

Resultados: Tras el cultivo bajo estimulo mecanico no obtuvimos tejido hialino por falta de
celularidad y desestructuracion de la matriz.

Conclusion: El patron de estimulo utilizado no ha resultado efectivo para la generacion de
cartilago hialino, por lo que se deberan explorar otras combinaciones en futuras investigaciones.
© 2020 SECOT. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Abstract

Introduction: The in vitro creation of hyaline joint cartilage is a challenge since, to date, the
ex vivo synthesis of a structured tissue with the same biomechanical and histological properties
of the joint cartilage has not been achieved. To simulate the physiological conditions we have

Material and method: We have developed a cell culture bioreactor that prints a mechanical
stimulus on an elastin matrix, in which mesenchymal stem cells (MSC) are embedded. The first
phase of study corresponds to the development of a bioreactor for hyaline cartilage culture
and the verification of cell viability in the elastin matrix in the absence of stimulus. The second
phase of the study includes the MSC culture under mechanical stimulus and the analysis of the

Results: After culture under mechanical stimulation we did not obtain hyaline tissue due to

Conclusion: The stimulus pattern used has not been effective in generating hyaline cartilage,

Bloreactor; designed an in vitro culture system that reproduces joint movement.
Compression
and shear;
Mechanical
stimulation
resulting tissue.
lack of cellularity and matrix destructuring.
so other combinations should be explored in future research.
© 2020 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.
Introduccion

El cartilago articular hialino presenta una compleja estruc-
tura tisular que le confiere sus propiedades biomecanicas.
Han sido muchos los intentos de cultivo in vitro para obtener
este tejido, pero ninguno ha logrado, a dia de hoy, reprodu-
cir la arquitectura tisular que se traduce en sus cualidades
de alta resistencia a fuerzas de compresion, deslizamiento
y lubrificacion.

Los condrocitos, células cuyo origen se encuentra en las
células madre mesenquimales (MSC), se hallan distribuidos
en una matriz de colageno |l y proteoglicanos que ellos mis-
mos producen siguiendo el patron descrito por Benninghoff'.

Elinterés en el cultivo in vitro de este tejido radica en la
creciente prevalencia de las lesiones condrales, tanto por
el envejecimiento poblacional y el desarrollo de artrosis
como por el aumento de actividades deportivas, que favore-
cen lesiones del cartilago. Disponer de un tejido sano para
poder sustituir el enfermo seria el inicio de la terapia tisu-
lar y bioingenieria en el tratamiento de la enfermedad del
cartilago.

Como muchos estudios previos ya han demostrado, el
estimulo mecanico favorece la produccién de matriz extra-
celular (MEC) de cartilago hialino?3. Ademas produce un
aumento de la proporcion de proteoglicanos y colagenoll.
Lo que no se ha conseguido es la reorganizacion de esas
fibras en haces.

Existen estudios previos en los que se aplica un esti-
mulo mecanico (compresion directa, cizallamiento, presion
hidrostatica, flujo de fluido superficial), para los cuales han
sido disenados biorreactores de diferente indole“. La mayo-
ria de los biorreactores ejercen de forma monoaxial y solo
unos pocos combinan presion y cizallamiento®”.

Nosotros partimos de la hipotesis de que el estimulo
mecanico ciclico ayuda a la diferenciacion celular hacia
condrocito y a la reorganizacion de la matriz extracelular.
Empleando la tecnologia de impresion 3D hemos disefiado

un biorreactor que permite realizar de forma independiente
el estimulo de compresion directa y el estimulo de cizalla-
miento.

Para la nutricion celular existen muchos medios de cultivo
disponibles, de los cuales hemos elegido el Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium (DMEM), con el que ya se han realizado
estudios bajo presion de células mesenquimales y de cultivos
de condrocitos®’:2, y el NH-Chondrodiff® para la diferen-
ciacion de células mesenquimales a condrocitos, medio que
también ha sido probado en otros estudios para tal fin®.

Las células mesenquimales o condrocitos deben incluirse
en una matriz que haga de soporte. La matriz ideal debe
tener resistencia suficiente, permitir la supervivencia (bio-
compatible) y expansion celular y ser degradable para poder
ser sustituida a largo plazo por el producto de nuestras
células'®. La ingenieria tisular ha estudiado multiples bio-
materiales —naturales, polimeros y ceramicos— para el
cultivo celular. Entre los biomateriales naturales encon-
tramos matrices de colageno, acido hialurénico o matriz
extracelular descelularizada. Los biomateriales ceramicos,
como hidroxiapatita o fosfato de calcio, como materiales
osteoinductores. Por Ultimo, los polimeros, como el acido
poliglicolico (PGA), el acido polilactico (PLA), muy hidro-
fobos, o los polimeros hidrogeles, con gran capacidad de
hidratacion y menor afectacion de la MEC''. Para nuestro
trabajo buscamos un hidrogel capaz de soportar las fuerzas
a las que se iba a someter y que hubiese demostrado ya via-
bilidad celular para cultivos, eligiendo un recombinamero
de elastina.

Material y métodos
Sistema de cultivo

El sistema de cultivo celular empleado esta constituido por:
biorreactor, matriz de cultivo y elementos celulares.
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Desarrollo del biorreactor

Para poder llevar a cabo nuestro experimento hemos creado
un biorreactor que simula en la medida de lo posible el
entorno natural del condrocito. Para ello hemos disefado un
biorreactor que cumple los requisitos necesarios para man-
tener la viabilidad de células en cultivo y ademas consta
de los elementos mecanicos que aplican los estimulos de
compresion y cizallamiento manteniendo las condiciones de
esterilidad e incubacion. El disefio del biorreactor se realizd
mediante el software Tinkercad®. A continuacion, las piezas
fueron impresas en 3D. Para ello empleamos filamento de
tereftalato de polietilenglicol (PETG). Este material fue ele-
gido dado que no es toxico para las células y es compatible
con las condiciones ambientales de incubacion (tempera-
tura 37°C, 5% CO,, humedad del 80%). El biorreactor consta
de un mecanismo con partes moviles, mediante las cuales
un piston entra en contacto con la superficie del cultivo
celular y es capaz de realizar movimientos de compresion
axial y rotacion (cizallamiento). Este mecanismo es llevado a
cabo mediante tres servos y un procesador (HiTec HS-65MG®,
Arduino UNO). La duracion y la magnitud de dichos esti-
mulos es controlada a través de un programa informatico
creado por los autores. Dicho programa nos permite ajustar
el codigo para modificar los intervalos de tiempo entre esti-
mulos, asi como la magnitud de la compresion y grados de
cizallamiento (fig. 1).

Para asegurar que la magnitud del estimulo de compre-
sion fuese similar en todos los cultivos se llevo a cabo un
proceso de calibracion realizando una medicion de las fuer-
zas de compresion en un pocillo creado a tal fin con un sensor
resistivo (FRS).

La presion elegida para someter a nuestro cultivo la
hemos basado en experimentos previos en los que se ha
demostrado un inicio de produccion de matriz de colagenolll
y produccién celular de glicosaminoglicanos y proteoglicanos
propios del cartilago articular cuando las MSC eran some-
tidas a presiones en un amplio rango (0,5-10MPa)® y con
mas frecuencia a 5Mpa'>'. Esto, traducido en unidades
de masa-fuerza, equivaldria a estimulos entre aproximada-
mente 50 y 1.100 g fuerza/cm?. Elegimos una cifra maxima
de presidn que se encontrase en el rango (300g/cm?) que es
capaz de imprimir el servomotor.

La frecuencia de cizallamiento la hemos basado en la
mayoria de publicaciones en las que el estimulo se rea-
liza a 1Hz, ya que es la mas frecuentemente empleada en
publicaciones previas'®.

Previo a su uso, todo el conjunto (biorreactor, pocillos
de cultivo y componentes electrénicos) fueron esteriliza-
dos mediante 6xido de etileno y almacenados en paquetes
sellados estériles.

Matriz de cultivo

Es el medio de soporte en el cual cultivaremos las célu-
las. Este constructo consta de tres componentes: una base
de masilla de matriz 6sea desmineralizada, un hidrogel en
el que van embebidas las MSC, y el medio de cultivo que
difunde para aportar nutricion a las células (fig. 2).

En las fases iniciales el disefo consistio en una base de
hidroxiapatita (discos de hidroxiapatita obtenidos mediante
corte de un cilindro de hidroxiapatita Engipore®). En un pri-
mer test se aprecio una excesiva porosidad que resultaba en

una desestructuracion de la matriz, por lo que se sustituyo
este elemento por matriz 6sea desmineralizada de hueso
humano en masilla (DBM putty SteriFuse®), menos porosa
y que impedia la migracion del gel de cultivo. El resto de
cultivos se realizaron empleando este método.

La matriz elegida para plantar las MSC fue el gel ELRc-
ELRa (Bioforge®). Es un gel recombinamero tipo elastina
(ELR) que a bajas temperaturas se encuentra en estado
liquido y a partir de la temperatura de transicion (4°C) soli-
difica, pasando a un estado hidrofobo, dotando al gel de
las propiedades biomecanicas que toleraran el estrés del
biorreactor. La preparacion del gel ELRc-ELRa (Bioforge®)
se realiza en eppendorf a baja temperatura (introducidos
en hielo seco). Mientras el estado es liquido, nos permite
la plantacion de MSC. Una vez solidificado, a temperatura
ambiente, las células quedan distribuidas por el gel recom-
binamero de elastina.

Como medios de cultivo usamos Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) como medio estandar y NH-
Chondrodiff® como medio de diferenciacion condral.

Obtencidn de las células madre mesenquimales
Las muestras de MSC fueron obtenidas, previo consen-
timiento informado y aprobacién del Comité de Etica,
mediante puncion aspiracion de cresta iliaca anterior pro-
cedente de pacientes sanos. La técnica y los protocolos de
extraccion fueron los mismos que los descritos en nuestros
estudios previos® ¢,

La caracterizacion de las MSC se hara acorde con los crite-
rios descritos por la Sociedad Internacional de Citoterapia'’.

Cultivos de control

A continuacidon se realizé un cultivo de control en un
biorreactor estandar. El objetivo de este control era com-
probar el comportamiento y la viabilidad de las MSC en el
gel ELR y la presencia del disco de hidroxiapatita.

En pocillo de cultivo, se coloca la base de hidroxiapatita,
el gel recombinamero de elastina con las MSC embebidas en
él y DMEM. Se mantiene el cultivo durante 21 dias cambiado
el medio 3 veces a la semana. El cultivo se retira para rea-
lizar cortes histoldgicos y tincion con hematoxilina-eosina y
asi comprobar la viabilidad celular (fig. 3).

Realizamos la misma operacion con medio de cultivo NH-
Chondrodiff® observando también la supervivencia celular y
la diferenciacion de MSC a condrocito (fig. 4).

Cultivos bajo estimulo mecanico

Se realizaron dos lineas de cultivo: A)MSC en gel ELR con
medio DMEM sometidas a ciclos de compresion y cizalla, y
B) MSC en gel ELR con medio NH-Chondrodiff® sometidas a
ciclos de compresion y cizalla. Durante este trabajo solo se
expondra la investigacion correspondiente a la linea A.

Tras la expansion de las células mesenquimales y su
sembrado en el gel ELR a una concentracion de 80.000
células/400 pl, dejamos el cultivo en el pocillo con DMEM
durante 7dias para permitir la estabilidad celular en el
nuevo medio de cultivo. A partir del dia8 se ensambla el
pocillo de cultivo en el biorreactor de estimulo mecanico e
iniciamos los ciclos de presion y cizalla.
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Figura 1

Biorreactor. Planos de disefo grafico y piezas impresas en PETG. En la imagen central de la derecha se muestran los

pistones que imprimen el movimiento de compresion y cizallamiento y los pocillos de cultivo.

El estimulo mecanico de compresion se programo para
aplicar una presion de 300mg/cm?, y el estimulo de
cizallamiento para una rotacion de 180° en posicion
de maxima compresion durante 3 ciclos, durante un total de
30segundos. Este proceso se repite cada 10 min, durante
3 semanas, pausando el proceso Unicamente para el cambio
de medio de cultivo.

Cumplido el dia 30, retiramos el biorreactor y desmon-
tamos las muestras del pocillo, incluyéndolas en parafina,
para realizar cortes histologicos y tincion con hematoxilina-
eosina.

Durante todo el tiempo de cultivo el medio DMEM se cam-
bia cada 2-3 dias y la manipulacion del biorreactor y células
se realiza bajo campana de flujo laminar. El biorreactor tra-
baja en la incubadora a 37°C.

Resultados

Los grupos control fueron cultivados durante 21 dias, obser-
vando la adecuada proliferacion y supervivencia celular de
MSC y condrocitos, sin estimulo mecanico.

A continuacion se realizaron un total de 5 cultivos, todos
ellos correspondientes al grupo de MSC en gel ELR con
medio DMEM sometidas a ciclos de compresion y cizalla
(grupoA).

El primer cultivo fue el correspondiente al diseno inicial
con disco de hidroxiapatita. Tras la primera semana obser-
vamos que la hidroxiapatita se deshizo en granulos y el gel
se interdigitd entre ellos. No pudimos realizar cortes his-
tologicos, asi que usamos la muestra para analizarla con
microscopia electrénica de barrido. No observamos células
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DMEM / NH-Chondrodiff®
Gel ELRa-ELRc + Mesenquimales
Hueso liofilizado (EngiPore®)

Figura 2  Disposicion del cultivo celular. Fase inferior, hueso liofilizado; en el centro, gel de ERL con las MSC; en la parte superior,

medio de cultivo DMEM.

Figura 3
DMEM.

Imagen de microscopia optica del cultivo control en el que se observa la viabilidad de las MSC en el gel ERL con medio

Figura 4 Tincion azul de toluidina del cultivo control. Se observa la viabilidad de las MSC en el gel ERL con medio

NH-Chondrodiff®.

en la superficie de la hidroxiapatita y el gel estaba deses-
tructurado.

Ante estos resultados, como se ha comentado previa-
mente, se cambio el disefo del estudio procediéndose a
sustituir el disco de hidroxiapatita por una masilla de hueso
humano liofilizado (DBM putty SteriFuse®).

Los tres siguientes cultivos se llevaron a cabo de forma
completa. En las muestras obtenidas al final del proceso
observamos una presencia celular minima en el gel y la

rotura de la interfaz hidroxiapatita-gel ELR. En una de
ellas las células estaban distribuidas en forma de agrega-
dos celulares. No fue posible realizar comprobaciones de
diferenciacion celular.

La Gltima muestra se contamind con hongos en la segunda
semana de cultivo y fue desechada.

En todas las muestras la matriz ELR a partir de los pocos
dias tras el inicio del estimulo mecanico aparecia adelgazada
y débil, no superando el espesor de 1 mm.
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Tras los cinco experimentos de la linea A paramos el estu-
dio, debido a los problemas detectados.

Discusion

Nuestra hipotesis parte de la observacién de la movilidad
fetal durante el embarazo. El inicio de los movimientos
fetales generales se inicia a las 9 semanas de gestacion.
Estos movimientos permiten delimitar las zonas articula-
res y el desarrollo de las articulaciones sinoviales a partir
de nucleos de células mesenquimales. Asi, la presion intra-
uterina, sumada a la movilidad de cizalla y a la presion
ejercidas por la musculatura fetal sobre la zona donde se
alojara la futura articulacion, van a permitir el desarro-
llo de las articulaciones y, por consiguiente, del cartilago
articular'®2°,

Ya son numerosas las publicaciones en las que se realiza
un estimulo mecanico de cultivos celulares condrales para
la obtencion de cartilago hialino articular.

Los estimulos mecanicos encontrados seran la presion
directa, el cizallamiento, la presion hidrostatica y el flujo
de un fluido por la superficie®2"23,

Muchos de los modelos presentan disefos de estimulo uni-
direccional. Otros usan la presion hidrostatica sin comprimir
directamente las células. Y en los que el mecanismo es com-
binado no diferencian el componente de cizallamiento de
aquel de presion’-?425, En algunos de los modelos en los que
combinan presion y cizallamiento una de las superficies es
curva, de manera que las presiones no son homogéneas en
toda la superficie de cultivo®®.

En todos ellos, la mayoria cultivados a 21dias, no se
obtiene un tejido con una estructura histologica que pre-
sente el orden de fibras en haces verticales en la profundidad
y paralelos en la superficie.

Nuestro biorreactor permite independizar el movimiento
de cizallamiento y presion, simula una leve presion hidros-
tatica hasta que desciende la columna de estimulo vertical.
Cuando contacta con el cultivo comienza el estimulo por
presion directa.

En cuanto a la fuente celular elegida, las MSC estan pre-
sentes principalmente en la médula 6sea y tienen una gran
plasticidad que les permite su diferenciacion a tejido adi-
poso, cartilago y hueso.

Decidimos el empleo de esta fuente celular ya que son
las células que encontramos en el embrion cuando inicia sus
movimientos?. Ademas, son faciles de expandir y conservar
y ya han sido empleadas bajo estimulos mecanicos, demos-
trando la capacidad de produccion de matriz extracelular
de tejido cartilaginoso?>.

Para la eleccion de la matriz, buscamos aquella que
tuviera una resistencia al estimulo mecanico, sélida a 37°C
y que permitiera la supervivencia y la proliferacion celular,
asi como la difusion de nutrientes. La nanotecnologia ha des-
arrollado matrices de polimeros recombinameros capaces de
generar entramados de elastina a la que se pueden anadir
secuencias de degradacién. Estas matrices, resistentes en
mayor o menor medida a estimulos de compresion y cizalla,
liquidas a temperaturas por debajo de los 4°C y sélidas a
37°C, respondian a nuestras necesidades?’. Es interesante
también su capacidad de autodegradacion, ya que, una vez
que los condrocitos empiecen a sintetizar matriz, esta debe

ser la que empiece a dotar a la estructura de consistencia
y capacidad de tolerancia al estimulo fisico. La superviven-
cia celular en ellas fue adecuada en los experimentos sin
presion ni cizalla, pero encontramos un adelgazamiento de
la matriz a los pocos dias del inicio del estimulo mecanico.
Asimismo observamos una baja celularidad en los cortes his-
tologicos.

En cuanto a la resistencia de la matriz, a dia de hoy no
existen estudios para conocer la carga maxima que tolera,
pero el haber tenido un pocillo transparente nos hubiese
permitido ver su colapso y relacionarlo con un exceso de
compresion axial.

Para investigar la baja celularidad de los cortes histologi-
cos de los cultivos realizados bajo las condiciones descritas
de presion y cizallamiento, buscamos los lugares donde
podian estar las MSC. Por un lado, sometimos el pocillo
de PETG a lavado y tripsinizacion. Al tripsinizarlo (proceso
por el cual las MSC se despegan del PETG) y mirar bajo
microscopia Optica, vimos muchas de las MSC. Nos dimos
cuenta de que las células no habian muerto ni desapare-
cido, se habian adherido al PETG, plastico por el que las
MSC presentan, por naturaleza, gran avidez. Creemos que
las células migraron a través de los poros del gel, ayuda-
das por la compresion que se estaba realizando sobre ellas.
Cuando llegaron a las paredes del pocillo se adhirieron a
ellas.

El resto de células que no encontramos al tripsinizar cree-
mos que pudieron perderse en los cambios de medio DMEM
o por rebosamiento del pocillo.

La hidroxiapatita tiene, como primer objetivo, imitar el
ambiente del condroblasto que en las capas mas profundas
se encuentra cerca del tejido 6seo, y, como reto, conse-
guir una capa de transicion de hueso a cartilago dotando
al proyecto un caracter traslacional, ya que seria posi-
ble la implantacion de un injerto osteocondral generado
in vitro.

En nuestro caso tuvimos dificultad en el corte histoldgico
de grandes particulas de hidroxiapatita y creemos que puede
ser causa de migracion celular hacia la fase mineral previa a
la estabilizacion del cultivo condral, lo que explicaria la baja
celularidad en los cortes histoldgicos. En el proximo proto-
colo de cultivo eliminaremos este factor hasta controlar la
matriz y la estabilizacion celular.

Otros autores han empezado a dar soluciones a la crea-
cion de una interfaz con el empleo de nanoparticulas o con
gradientes de concentracion quimicos mas favorables para
la diferenciacion condral u dsea?®3°,

Pensamos que el hecho de que la matriz se haya deses-
tructurado puede ser debido a un exceso de presion sobre el
cultivo. Tendremos que readaptar el peso ejercido hasta que
la matriz empiece a desarrollar propiedades mecanicas con
la activacion de las MSC y su propia produccion de matriz
extracelular.

En cuanto a los periodos de cizallamiento, no estan
definidos los periodos de pausa entre los que se deberian
producir los ciclos de movimiento. Si atendemos de nuevo
al movimiento sacadico fetal, las pausas que realizan entre
ciclos de movimiento oscilan entre los 13 y los 45 min segln
el momento de gestacion. Si estos movimientos son los que
estimulan la formacion articular, y por ende el cartilago hia-
lino, deberiamos adaptar estos periodos de pausa en los
ciclos de movimiento de presion y cizalla'®"®
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