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Resumen

La ingenieria de tejidos es una disciplina emergente que ha supuesto un gran avance para la
medicina regenerativa. Gracias a su desarrollo se han conseguido alternativas terapéuticas para
numerosas enfermedades.

El objetivo principal de la ingenieria de tejidos es restaurar el tejido dafiado con productos
medicinales que combinan tres componentes: biomateriales, células y moléculas bioactivas.

En este trabajo se recogen terapias novedosas, basadas en esta disciplina, para el tratamiento de
lesiones en el tejido cartilaginoso articular. Estas son el resultado de una exhaustiva
investigacion cuya meta es conseguir un nuevo tejido funcional que mimetice las caracteristicas
estructurales, mecanicas y funcionales del tejido original lesionado, de manera que este quede
perfectamente restaurado.

Palabras clave: ingenieria de tejidos, cartilago, biomateriales

indice
I Lo oo [N o{ox o] o SRS USSP 2
1.1  Tejido del cartilago artiCular.............ccoveiiiieii e 2
1.2  Tratamientos tradicionales para lesiones del tejido cartilaginoso articular ................. 4
2. ODJBLIVOS ...ttt ettt e e b et e e e ra e re et e aaeenreenneares 6
K I |V 1= (oo (o] (oo | I- WSSOSO 6
4. ReSUIAA0S Y TISCUSION ......ecviiiieiieeie ettt ettt et e et e sre e te e s e saaenteennesneas 7
Ot =1 o] g -] = L= USSR 9
411 HIArOQEIES ... e 11
4.1.2  MaLriCes SOITAS......cveiveiie et 12
O O 1] F- T RSP 15
4.2.1  CoONAroCitoS QUIOIOJOS ... ....eiuiiieiiieiieieie ettt 15
4.2.2  Celulas madre mesenquimales (MSCS).......cccuiiiiiiiniiieie e 15
4.3  Factores bioldgicos y ambientales. Moléculas bioactivas. ...........cccccovevveiieieiiennenn, 16
4.3.1 Moléculas biactivas. Factores de CreCimiento. ..........ccooceverererieiesesieeeenienienns 16
4.3.2  Factores ambientales ..........cooo oo 17
TR o] 4 [0d 1] o PP RS 17
T =11 o] [ToTo ] ¢- 1 T VO RSSS 18



1. Introduccion

La ingenieria de tejidos comenzé a crecer y evolucionar principalmente a partir de los afios
ochenta (1), suponiendo un gran avance para la medicina regenerativa. Se trata de un campo de
investigacion multidisciplinar en el que se combinan los conocimientos y principios de la
ingenieria y las ciencias bioldgicas, con el objetivo de desarrollar sustitutos biolégicos que
puedan restaurar, mantener y/o mejorar la funcion de los tejidos alterados (2). En las dos ultimas
décadas han aparecido nuevas terapias avanzadas para tratar enfermedades complejas, muchas
de ellas cronicas, basadas en la ingenieria de tejidos.

Para afrontar el reto de regenerar o estimular la autoreparacion de los tejidos u 6rganos dafiados,
esta disciplina recurre, en lineas generales, a la utilizacién de lo que los investigadores han
denominado “La triada de la ingenieria de tejidos” (3. Esto consiste en la asociacién de
biomateriales (soportes o matrices), células y/o moléculas bioldgicamente activas (p.ej factores
de crecimiento), para dar lugar a los llamados tejidos u érganos funcionales. Los cuales, son
considerados por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) como Productos medicinales
de terapias avanzadas y definidos por la FDA (Food and Drug Administration, USA) como
Productos medicinales basados en células o tejido, gracias a su efecto biolégico una vez
implantados en tejidos lesionados. Esto supone una alternativa novedosa a la hora de tratar
ciertas lesiones y patologias como la artrosis, el accidente cerebrovacular isquémico o la
esclerosis maltiple entre otras ().

Por lo tanto, es evidente que la Ingenieria de tejidos es un area de estudio amplio y en constante
evolucidn, con numerosas publicaciones que recogen los nuevos avances en dicha materia.

Uno de los tejidos méas beneficiado de los ultimos descubrimientos en ingenieria de tejidos es
el tejido cartilaginoso. Esta memoria, retne algunos de los avances actuales de ingenieria,
relacionados con el tejido del cartilago hialino articular.

Debido a su capacidad limitada de auto-reparacion frente a una lesion, la exitosa regeneracion
del tejido cartilaginoso articular se ha convertido en uno de los objetivos a desarrollar dentro
de la ingenieria de tejidos en los Gltimos afios. La incidencia de patologias degenerativas como
la artrosis u otras lesiones del cartilago en articulaciones por traumatismos, degaste,
envejecimiento u otras enfermedades (p.ej cancer); ha ido en aumento y por ello clinicos e
investigadores en materia ortopédica han querido buscar nuevas técnicas que supongan una
alternativa a los actuales tratamientos basandose en los principios de la ingenieria de tejidos.

Para entender los retos que persigue la investigacién, es necesario, conocer las caracteristicas
de este tejido y el porque de su complicada y muchas veces defectuosa reparacion tras ser
danado.

1.1 Tejido del cartilago articular

El tejido cartilaginoso articular se trata de un tejido altamente especializado que encontramos
en las articulaciones sinoviales (moviles) y en los extremos de los huesos largos. Por su
composicion y caracteristicas fisicoquimicas tiene la funcion de proteger al hueso (hueso
subcondral) amortiguando las presiones mecanicas y proporcionando una superficie lisa y
lubricada que contrarresta el rozamiento entre los huesos durante el movimiento ).

Es un tejido blando, por lo tanto, su componente mayoritario es el agua. Pero a diferencia de
otros tejidos de este tipo se trata de un gel sélidamente estructurado y muy resistente. En él las
Unicas células son los condrocitos que estan inmersos en una red tridimensional (matriz
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extracelular) compuesta por agua, colageno (predomina el colageno de tipo Il), proteoglicanos
y glicosaminoglicanos ().

La histogénesis del cartilago hialino articular comienza en el desarrollo embrionario con la
condensacion de las células mesenquimaticas comprometiendo su evolucion hacia la linea
condrocitica, células condrogénicas, estas tienen solo la capacidad de dividirse. Al proliferar e
incrementar su tamarfio las células condrogeénicas dan lugar a los condroblastos. Estos ultimos
mantienen la capacidad de division ademas de secretar todos los componentes para formar la
matriz. El cartilago articular va madurando hasta llegar a la edad adulta. El resultado, es un
tejido organizado en zonas: superficial o fibrosa, media, profunda y zona calcificada. La
diferencia de la composicion y estructura de la matriz extracelular en cada una de las zonas y
las células presentes en las mismas, confiere las caracteristicas anatémicas y funcionales
necesarias para el cartilago.

La zona superficial, es la mas externa Articular surface B

y se encuentra en contacto con el
liquido sinovial, por lo tanto, actua
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rodeados de una abundante cantidad de

proteoglicanos (el agrecano es el

mayoritario); se trata de una zona de transicion entre zonas, superficial y profunda, que abarca
la mayor parte del tejido (40-60% del volumen total del cartilago). La zona profunda es la
responsable de resistir las fuerzas de compresion, contrarrestando las presiones mecéanicas. Es
una capa del cartilago en la que las fibras de coldgeno son mas gruesas y cuya disposicién es
perpendicular (radial) a la superficie articular; el contenido en proteoglicanos es el mas elevado
de las tres zonas y en cambio el contenido en agua el menor. Por ultimo, al observar un corte
histologico tefildo con hematoxilina y eosina se distingue lo que se conoce como la zona
calcificada. Es una capa que tiene un papel primordial en el anclaje del cartilago en el hueso, a
través de fibrillas de coldgeno el hueso subcondral y la capa profunda del cartilago hialino,).

Por otro lado, hay que remarcar que una de las caracteristicas mas significativas del tejido
cartilaginoso hialino articular es la falta o carencia de vasos sanguineos y nervios. Es decir, es
un tejido que se nutre por difusion de las sustancias procedentes del liquido sinovial.

De manera que al tratarse de un tejido avascular, aneural, alinfatico y con un contenido escaso
celular; en el que las células que lo integran son de un solo tipo (condrocitos) con una limitada
capacidad de divisién y movimiento. El tejido cartilaginoso tiene una repuesta incompleta de
regeneracion tras una lesion, es incapaz de contrarrestar las fuerzas que destruyen el tejido ).

Cuando el tejido cartilaginoso articular se dafa, los condrocitos que tienen una movilidad
reducida y son incapaces de llegar hasta el sitio donde se ha producido la lesion, asi que los
unicos que pueden participar en la reparacion del tejido son aquellos que se encuentran
cercanos a ésta. Las células condrogénicas por tanto se activan y generan un nuevo cartilago
pero no el suficiente como para cubrir todo el espacio de la lesion. Es entonces cuando el
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tejido dafiado es remplazado no por un nuevo cartilago sino por tejido conjuntivo, denso y
fibroso e irregular (tejido cicatricial) no funcional.

Por otro lado, no podemos olvidar que la irritacion sinovial, la inflamacion y los procesos de
remodelacion del hueso dan lugar a un desgaste desigual de la superficie articular que acelera

e incrementan la lesion del cartilago.

En resumen, podria decirse que mientras los condrocitos son los responsables del
mantenimiento y sintesis de la matriz extracelular. En conjunto, la homeostasis del cartilago,
se cree que es producto de una compleja interaccion entre los movimientos articulares, factores

de crecimiento, hormonas y la edad (7).

1.2 Tratamientos tradicionales para lesiones del tejido cartilaginoso articular

Enfermedades, traumas o el envejecimiento, que provocan la destruccion interna del cartilago
en la mayoria de los casos, necesitan de tratamientos complementarios que ayuden a los
mecanismos de autocuracion del cartilago a reparar el tejido dafiado.

Las opciones en clinica para tratar las
lesiones del cartilago son numerosas. El
problema que tienen la mayoria de los
tratamientos utilizados hasta la fecha, es
que estan dirigidos a aliviar los
sintomas de la lesién a corto plazo, pero
no llegan a alcanzar la meta de reparar
el tejido hasta el punto de recuperar las
caracteristicas mecanicas y anatomicas
anteriores al dafio (7. Por lo tanto,
podria decirse que los tratamientos
actuales mas utilizados en clinica, no
son lo suficientemente eficaces
regenerando el tejido, y su resultado
con el tiempo es malo.

En la tabla a continuacién (tabla 1) se
recogen las terapias  disponibles
actualmente en la clinica para las
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Figura 2: Estrategias terapéuticas para la regeneracion del cartilago. a2

lesiones del cartilago (7). Sobre todo, son empleadas para tratar los dafios en el cartilago articular
de la rodilla. Estan en orden creciente segun lo invasivas que sean. Ademas, los primeros
tratamientos de la tabla son aquellos enfocados a tratar lesiones sencillas y los Gltimos a las mas

complicadas.

Tabla 1: Actuales opciones en Clinica para el tratamiento de lesiones del cartilago. (7

Tratamiento

Descripcion

Beneficios

Limitaciones

No quirurgico

vida saludables.

Analgésicos orales, pérdida de peso  Evita la cirugia
y fisioterapia. Ademas de habitos de

Sélo enmascara los sintomas. Hace al paciente

depender de forma crénica de la medicacion




Tratamiento

Descripcion

Beneficios

Limitaciones

Condroplastia
artroscopica

Técnicas de
estimulacion
medular:
Microfractura,
abrasion o
perforacion

Mosaicoplastia/
autoinjerto
osteocondral

ACI (Implante
de condrocitos
autdlogos)

Aloinjerto
osteocondral

Es una intervencién quirdrgica
minimamente invasiva, en la que se
elimina o retira pequefias porciones
del tejido dafiado, con ayuda de un
artroscopio, suavizando la
superficie articular de manera que
se disminuye la irritacion mecanica
y el cartilago puede crecer sanoy en
su lugar.

Se trata de una intervencion
quirdrgica sencilla, en la que se
utiliza el artroscopio; y cuya técnica

consiste en romper, raspar O
agujerear, respectivamente, el
hueso subcondral (hueso que
subyace al cartilago) con la

intencion de liberar (arrastrar) las
células progenitoras de condrocitos
capaces de producir cartilago de
cualquier tipo, también
fibrocartilago.

Técnica en la que se reimplanta
pequefios trozos de hueso y
cartilago(injertos)extraidos del
propio paciente para restaurar el
tejido lesionado.

Tratamiento cuya técnica consiste
en extraer condrocitos del propio
paciente, cultivarlos y
reimplantarlos en el tejido dafiado.

Terapia que consiste en colocar un
injerto  procedente  de  otro
individuo.

Cirugia ambulatoria
sencilla, cuyo tiempo
de recuperacion es
mas réapido que otros
procesos
quirdrgicos.

Es una técnica poco
invasiva, que no
requiere de
trasplantes de tejido
simplemente de los
instrumentos

comunes de una
cirugia. Suele ser
usada para lesiones
de < 2,5 cm?

Al ser del propio
paciente el injerto es
aceptado de mejor

manera  por el
paciente e integrado
tedricamente de

forma éptima en el
cartilago.

Es capaz de producir
tejido cartilaginoso
hialino,  reparando
lesiones de 2-10 cm?

Es capaz de reparar
grandes lesiones y

por lo tanto no
aumentan la
morbilidad.

S6lo enmascara los sintomas. Y es una solucién
a corto plazo. Tratamiento paliativo.

La formacion de fibrocartilago en el interior del
cartilago hialino afecta a las caracteristicas
biomecéanicas de la articulacion, y por lo tanto
pérdida de sus funciones a largo plazo.
Tratamiento reparativo a corto plazo.

El injerto no es capaz de mimetizar las
caracteristicas mecanicas del cartilago original.
Por lo tanto, podria decirse se esta técnica lleva
asociada el incremento de la morbilidad, debido
a su falta de integracién con el tejido subyacente.

No se utiliza para lesiones graves.

Necesita de mas

recuperacion.

tiempo de cirugia vy

Tiene riesgo de complicaciones frecuentes como
la hipertrofia de la membrana de periostio o la
delaminacion (por la falta de integracion del
nuevo tejido al ya presente).

Al tratarse de un trasplante donde el injerto que
se utiliza proviene de un individuo que no es el
paciente, se debe tener en cuenta la
compatibilidad entre los tejidos de ambos. No
solo habrd que tener en cuenta que no se
produzca un rechazo por parte del paciente y sea
lo més similar posible, sino que también el tejido
que extraemos para trasplantar sea el suficiente
como para reparar la lesion.

Ademés, tenemos que tener en cuenta que,
durante el almacenaje del injerto, la viabilidad de
las células que lo componen puede verse
comprometida. De forma que su funcion
regeneradora  una vez implantado es
cuestionable.




Tratamiento

Descripcion

Beneficios

Limitaciones

Artroplastia
articular

Consiste en la reconstruccion de la
articulacion destruida 0
anquilosada, a través de una
operacion quirdrgica en la que se
realiza una reseccion de las
superficies articulares y se coloca
una protesis normalmente de
metalica (p.ej. cobalto-cromo) con
el fin de recuperar la funcion del

Alivia el dolor y
permite a la
articulaciéon realizar
su  funcibn  sin
cartilago.

Devuelve a su funcién a la articulacion, pero con
limitaciones. Ya que no se recrea completamente
las caracteristicas anatbmicas y mecanicas que
poseia el cartilago original de la articulacion.

Puede haber infecciones, por contaminacion de
la protesis.

Ademas, hay que tener en cuenta el desgaste que
sufre la protesis a lo largo del tiempo, lleva a una

cartilago y asi suprimir el dolor. nueva operacion quirdrgica.

El tratamiento ideal para curar una lesion del cartilago articular seria: aquel que restableciera
las propiedades mecénicas que permiten al tejido cartilaginoso hialino articular ser ese tejido
excepcional que reduce la friccion entre los huesos y amortigua la sobrecarga de la superficie
articular en el movimiento; con la capacidad de resistir al desgaste del paso del tiempo ya que
consigue repoblar de forman completa la lesion con condrocitos, y estos a su vez son capaces
de producir la matriz extracelular, dando lugar a un nuevo tejido que se integra perfectamente
en el cartilago original subyacente al tejido dafiado).

Podria decirse que la meta o el reto que se plantea la medicina a la hora de tratar un cartilago
dafado, es el de regenerar de forma intrinseca, completa y permanente en el tejido lesionado.
Asi pues, el desarrollo de la ingenieria de tejidos ha permitido a la medicina regenerativa
evolucionar y avanzar hacia dicha meta.

2. Objetivos

El propdsito de este trabajo es recopilar nuevas estrategias en materia de medicina regenerativa
que podrian ser empleadas como alternativa a los tratamientos tradicionales. En concreto, esta
memoria reune los avances, hasta la fecha, desarrollados en Ingenieria de tejidos sobre la
regeneracion del cartilago en humanos. Lo que se pretende realizar es una descripcion de
técnicas innovadoras que utilizando los principios de la ingenieria de tejidos buscan desarrollar
tejido cartilaginoso nuevo que sustituya al lesionado. A partir de la revision de componentes y
materiales utilizados hasta el momento.

3. Metodologia

El trabajo realizado ha consistido en una revision bibliografica de articulos de libre acceso
publicados en las bases de datos: ScienceDirect, PubMed y Google Scholar. Para llevar a cabo
la basqueda de manera sistematica estableciéndose los siguientes criterios de inclusion: se
seleccionaron aquellas publicaciones con textos completos y cuya antigiiedad no excediese los
5 afios. Al buscar se utilizaban palabras clave como: “tissue engineering”, “Cartilage”,
“Cartilage repair”, “Chondrocytes”, “biomaterials”, “Scaffold”, “Mesenchymal stem cells”,
“Osteoarthritis”, “Bi-layer Scaffold” “ cartilage injuries”. Ademas, con ayuda de la tutora desde
la pagina de la Biblioteca de la Universidad Complutense (BUCea) se pudo acceder a los
articulos de no libre acceso, que completaron la revision profunda sobre el tema.
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4. Resultados y discusion

Las lesiones del cartilago en humanos han experimentado un crecimiento significativo en los
ultimos afios. Al aumentar la esperanza de vida, las enfermedades musculoesqueléticas y de las
articulaciones debidas al envejecimiento son, actualmente, una de las mayores causas de
morbilidad en el mundo y suponen un enorme gasto para los Sistemas de salud y Seguridad
Social en los paises. Las enfermedades inflamatorias cronicas de las articulaciones, como la
artritis, es una de las de las 5 primeras causas de discapacidad en adultos (Centers for Disease
Control and Prevention; CDC; http://www.cdc.gov/, USA)(9).

Por esto, es ldgico que especialidades como la ortopedia, la traumatologia, la reumatologia o la
medicina deportiva busquen nuevas técnicas para tratar estas lesiones. De manera que, se
disminuya la discapacidad ocasionada por las patologias osteoarticulares con un tratamiento
eficaz; y/o se reduzca la aparicion de las mismas.

La ingenieria de tejidos es una disciplina que, con su investigacion y desarrollo dentro de la
medicina regenerativa, ha supuesto un gran beneficio para el tratamiento de lesiones
osteoarticulares. Los nuevos avances en esta materia emergente pretenden dar solucion a las
limitaciones de los tratamientos tradicionales de reparacién del cartilago: insuficiente capacidad
de reparacion o regeneracion del tejido dafiado, escasa integracion con el tejido subyacente o
la dependencia de encontrar un donante compatible en el caso de los trasplantes alogénicos.

Las nuevas estrategias en medicina regenerativa para tratar las lesiones del cartilago, utilizan
los principios de la ingenieria de tejidos para conseguir la creacion de un tejido funcional nuevo
gue mimetice las caracteristicas histologicas, bioquimicas y biomecanicas del tejido
cartilaginoso dafado.

Basandose en la terapia celular y el desarrollo de biomateriales, la ingenieria de tejidos quiere
llegar a conseguir una nueva alternativa que estimule la reparacion “in situ” del cartilago
lesionado (10

Functional assessment I
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selection formation stimulation

e

=
T R =

Produce hyaline Form neocartilage Apply TGFp family growth Enable lateral and
tissue without free of scaffold- factors, mechanical stimulation, vertical biologic fixation in
immune rejection related limitations and remodeling agents vivo and restore function

Figura 3: Esquema del desarrollo del neocartilago en ingenieria de tejidos. (12
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La meta que persiguen los ingenieros e investigadores: un neocartilago que sea capaz de:

1. Integrarse no solo con el hueso subcondral de la articulacién, sino también con el tejido
cartilaginoso adyacente permitiendo a la articulacion realizar su funcion de distribucién
estable de las cargas y el soporte mecéanico en el movimiento.

2. Tener, gracias a su estructura perfectamente organizada, las mismas propiedades
mecénicas que el tejido cartilaginoso natural adyacente y asi evitar el desgaste del tejido
producido por la disparidad de tensiones.

3. Soportar las carga durante las deformaciones y movimientos.

Por lo tanto, es todo un reto el poder desarrollar este neocartilago que reemplace y sane “in
situ” el tejido dafiado, y que dicha reparacion del tejido perdure en el tiempo.

Ademas para logralo, la ingenieria de tejidos debe hacer frente a varios obstaculos como: la
limitada capacidad de autoreparacion del tejido cartilaginoso; la importante organizacion
estructural del mismo y las propiedades mecéanicas que derivan de esta; la compleja integracion
del tejido cartilaginoso con el tejido 6seo adyacente (tejido subcondral); o el estrés ambiental
que envuelve el tejido lesionado y que fomenta la destruccion del tejido (11

Asi pues, las nuevas técnicas consisten en utilizar productos medicinales que combinan
estructuras tri o bidimensionales (biomateriales), células y factores estimulantes de la
condrogénesis u otros que permitan el crecimiento, mantenimiento o integracion de los
condrocitos.

Chondrogenic cells biomaterials Biofactors

chondrocytes MSC >
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Shaping 4/ fa':::‘:o
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-

Figura 4: Triada de la ingenieria

genética usada para la

reparacion del cartilago (s

El estudio sobre nuevos productos medicinales para
hialino, estd enfocado hacia 5 areas:

1. Definir y optimizar la fuente de células, condrocitos.

2. Estudiar la interaccion entre el tejido cartilaginoso articular y los biomateriales. Ademas
de estudiar la degradacion de estos.

Identificar y aplicar estimulos nuevos.

Estudiar sobre la construccion “in situ”, maduracion, caracteristicas biomecanicas y la
funcionalidad del tejido nuevo regenerado, a partir de la utilizacion de los productos
medicinales creados.



5. Desarrollar estrategias que mejoren las técnicas de implantacion, fijacion y los métodos
de rehabilitacion.

4.1 Biomateriales

En ingenieria de tejidos las células se siembran sobre unas estructuras que tienen el objetivo de
replicar las caracteristicas de la matriz extracelular del tejido diana en cuestion. Estas se cultivan
in vitro (0-35 dias) y después se implantan. (11

Los biomateriales son un elemento clave en el desarrollo de tejidos funcionales. Son estructuras
disefiadas por la ingenieria de tejidos con las funciones de facilitar la expansion del numero
celular (proliferacion); dirigir la proliferacion y diferenciacion celular (organizacion del tejido);
permitir y fomentar la accion secretora que permite la formacion de la matriz del tejido; ademas
de facilitar una correcta integracion del injerto en el tejido que se quiere reparar.

Se han disefiado soportes variados, tanto en los materiales utilizados como en estructura,
buscando conseguir el biomaterial ideal que presentaria los siguientes requisitos: (13)

1. Biocompatible. Para prevenir la respuesta infamatoria y/o reaccién inmunoldgica frente
al implante.

2. Biodegradable. Tiene que ser una estructura capaz de integrarse en el proceso
fisiolégico de remodelacion del tejido. De manera que con el paso del tiempo, el
biomaterial ha desaparecido pero el tejido esta perfectamente regenerado.

3. Permeable. El material utilizado debe tener la porosidad adecuada (100um-300um) para
permitir la difusién de moléculas, nutrientes y factores de crecimiento. ()

4. No citotdxico.
Mecénicamente estable. Tiene que imitar las cualidades fisicoquimicas del tejido.

Ser condro-conductivo, es decir, que sea capaz de soportar y facilitar la proliferacion de
los condrocitos. Debe proporcionar un ambiente favorable para que las células
mantengan el fenotipo (condrocitos) y que permita la adhesién correcta de las mismas
al tejido lesionado, regenerandolo.

7. Versatil.
8. Facil de conseguir y disponible.
Facil de fabricar o elaborar.

10. Fécil de administrar. Lo ideal es que se tratase de un biomaterial inyectable, permitiendo
que la implantacion sea minimamente invasiva.

Con los avances en ingenieria, la investigacion se esta acercando cada dia mas a conseguir este
biomaterial ideal.

Actualmente podemos clasificar los biomateriales segun su composicion en biomateriales
naturales, sintéticos, o bien, una combinacion de ambos. Debemos remarcar que la naturaleza
quimica del material utilizado condiciona la interaccion con las células que se van a implantar.

En la siguiente tabla [tabla 2] se recogen las principales matrices utilizadas en la ingenieria del
tejido cartilaginoso hialino articular.

Por otro lado, también podemos hacer una clasificacion de los biomateriales segln la estructura
de la matriz que forman. Distinguiendo matrices cuya base es un hidrogel (estructura
microporosa) y matrices con una estructura sélida macroporosa. La porosidad de la matriz
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formada, como se ha dicho anteriormente, tiene un papel clave en el desarrollo del neocartilago;
y en la degradacion y remodelacion del biomaterial con el paso del tiempo.

Tabla 2: Principales matrices utilizadas en ingenieria del tejido cartilaginoso articular.

Tipo

Naturales

Sintéticos

Matrices de
base proteica

Polisacaridos

Combinacion
de materiales

Componentes

Colégeno

Fibrina

Seda

Acido hialurénico
Chitosan/glicerol
Celulosa
Alginato-agarosa

Acido polilactico (PLA)

Polietilenglicol (PEG)
Copolimero  del  acido
polilactico y el é&cido

poliglicolico (PLA/PGA)

Colageno  equino  con
hidroxiapatita enriquecida
con magnesio

Polimero compuesto por
PLA/PGA, sulfato de calcio

Carbonato calcico (CaCO3)
cristalizado en forma de
Aragonito combinado con
acido hialurénico

PLA/PEG/G5(cristal
bioactivo compuesto por
P20s5-Ca0-Na20-TiOy)
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4.1.1 Hidrogeles

Se trata de polimeros de naturaleza hidrofébica que forman una red tridimensional capaz de
retener/absorber una gran cantidad de agua. Son materiales que dan lugar a una matriz
microporosa, en forma de gel (14).

La medicina regenerativa al empezar a utilizarlos como matrices o soportes en el tratamiento
de lesiones osteocondrales, se did cuenta de que se trataba de biomateriales con un gran
potencial en la ingenieria de tejidos.

Las ventajas que presentan los hidrogeles son (s):

a) Las caracteristicas mecéanicas son similares a las del cartilago articular. Dan lugar a una
amortiguacion y lubricacion el movimiento parecido a la que realiza el cartilago
original.

b) Su naturaleza viscoelastica facilita la distribucion de las cargas mecéanicas.

c) Permite que las células mantengan su morfologia esférica, caracteristica del fenotipo de
los condrocitos.

d) La composicion acuosa del biomaterial, es muy parecida a la cantidad de agua que
compone la matriz extracelular del tejido cartilaginoso.

e) Gracias a su estructura en gel es posible la difusion de sustancias biactivas, nutrientes y
factores de crecimiento.

f) Inyectable por su naturaleza en gel, esto facilita la insercion del producto de forma
minimamente invasiva a través de una artroscopia. Suelen utilizarse para tratar
lesiones focalizadas del cartilago.

Los materiales utilizados para formar estos hidrogeles son: colageno, fibrina, alginato-agarosa,
acido hialurénico o polimeros sintéticos como el Polietilenglicol (PEG), entre otros.

Entre los ultimos avances de ingenieria de tejidos, los cientificos e ingenieros han estado
desarrollando nuevos hidrogeles mezclando o fusionando distintos biomateriales, con el
objetivo de lograr matrices que repliquen las propiedades estructurales y funcionales del
cartilago. Para sintetizarlos se utiliza tecnologia novedosa, Bioimpresion 3D con Bio
degradable Ink Jet film. Aun asi, todavia la ciencia no ha conseguido replicar las complejidades
del nicho Condrogeénico.

En este trabajo se recoge un breve apunte sobre 4 productos medicinales que cuentan con un
hidrogel como biomaterial.

I.  Gelrin C® (Regentis, Haifa,lsrael): es utilizado en clinica. Compuesto por un hidrogel
fotopolimerizado de Polietilenglicol diacrilato. Se trata de un biomaterial bioadsorbible
que se une al fibrindbgeno y se destruye en 6-12 meses @s). Al inyectarse en
microfracturas se polimeriza “in situ”. “In vitro” el Gelrin® tiene un potencial
condrogenico y osteoconductivo, no presenta una respuesta inmunolégica, y ademas se
ha demostrado que facilita y promueve la sintesis de colageno tipo Il y proteoglicanos. (7

Il.  BTS-CarGel® (Piramal Healthcare, Aurora,ON, Canada): hidrogel compuesto por un
copolimero de Chitosan/p-glicerolfosfato. El producto resultante ha presentado
significantes ventajas clinicas pero todavia se encuentra en Fase I1l en ensayos clinicos
(16)-
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1. CARTIPATCH®: es un hidrogel compuesto por agarosa-alginato, en el que los
condrocitos se encuentran suspendidos y permanecen metabdlicamente activos durante
8 meses (11). Este biomaterial presenta inconvenientes como las limitadas propiedades
mecénicas, es inmundgeno, poco biocompatible y hay que remarcar que la agarosa no
es biodegradable. Se encuentra en Fase 111 de la FDA ().

IV. CaReS® (Arthro Kinetics Biotechology, Krems, Austria): el nombre del producto
corresponde a la abreviatura de The Cartilage Regeneration System, consiste en un
implante compuesto por un hidrogel de colageno tipo | en el que se encuentran
embebidos condrocitos autlogos (11).

4.1.2 Matrices sélidas

En este grupo los biomateriales son muy variados. Encontramos desde laminas sencillas hasta
estructuras tridimensionales multicapa; formados a partir de compuestos naturales, sintéticos o
bien, una combinacion de ambos.

Dentro de los naturales tenemos productos medicinales como MACI® (Verigen, Leverkusen,
Alemania), Maix® (Matricel, Hezoenrath, Alemania) y Chondro-Gide® (Geistlich
Biomaterials, Wolhusen, Switzerland) que estan compuestos por matrices proteicas formadas
por membranas de colageno tipo I/lll de origen animal, sobre las que estdn sembradas
condrocitos aut6logos. 7

Son matrices que gracias a su caracteristicas microestructurales permiten que las células
sembradas se adhieran a sus fibras evitando la perdida de las mismas cuando se coloca el
producto en la lesion. Ademas son biomateriales biocompatibles; biodegradables; con baja
inmunogenidad; con capacidad para producir la adhesion, diferenciacion y proliferacion
celular, pero a la vez son matrices que reducen la hipertrofia del injerto en lesiones del cartilago;
y han demostrado que al cultivarse in vitro mantiene la viabilidad celular y el fenotipo de los
condrocitos sembrados en ellos. Todas estas caracteristicas hacen que este tipo de biomateriales
sea popular en terapias de regeneracion de tejidos. Pero el inconveniente que tienen es la
presencia de colageno tipo I, que disminuye la actividad biosintética de los condrocitos, dando
lugar a un tejido con morfologia fibroblastoide. La produccion de colageno tipo | en vez del
tipo Il forma una red fibrética que provoca la pérdida de las caracteristicas elasticas y
amortiguadoras propias del cartilago hialino. ()

Otros productos medicinales con biomateriales de naturaleza proteica son:

= NeoCart® (Histogenics, Waltham, MA) compuesto por condrocitos autélogos
sembrados en una membrana de colageno tipo I. Presenta el mismo problema de fibrosis
que los productos descritos anteriormente. Por eso es una solucién de la lesion a corto
plazo, pero a largo plazo no se consigue los resultados requeridos. (7

= El Novocart® 3D (TETEC, Melsungen, Germany) aunque también de naturaleza
proteica presenta una estructura matricial con una complejidad mayor. Compuesto por
una matriz bifasica de colageno tipo | en la que estan sembradas condrocitos autélogos.
Una de las capas estd formada por cartilago descelularizado que proviene del
tratamiento del pericardio bovino, es una capa densa celularmente impermeable. La otra
capa esta formada por una matriz esponjosa de colageno.1y)

Ademas de los biomateriales compuestos por proteinas de la familia del colageno, dentro de los
biomateriales de origen natural encontramos los biomateriales cuyo componente principal es el
acido hialurénico.
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El &cido hialurénico es un componente de la matriz extracelular del cartilago humano. Un
polisacérido capaz de ser utilizado por la ingenieria de tejidos como soporte de condrocitos
autoldgos. Tiene la ventaja de ser un material que se reabsorbe por completo a los 3 meses,
dando lugar al hialuronano, molécula bioactiva responsable de la diferenciacion condrogénica
y el aumento de la sintesis de agrecano y colageno de tipo Il con descenso de sintesis de
colageno tipo I. A pesar de que los buenos resultados sobre la regeneracion del tejido
cartilaginoso, el inconveniente de este tipo de biomateriales es un citotoxicidad, ya que en su
degradacion dan lugar a compuestos que pueden ser perjudiciales para el organismo. Por esta
razon, no estaban disponibles en Norte América y en Europa fueron recientemente retirados del
mercado (7); y aquellos pacientes en los que fueron utilizados dichos productos se han tenido
que someter a un control. Destacamos en esta memoria dos productos cuyo biomaterial es el
acido hialurénico: HIAFF-11® (Fidia Avanced Biopolimers, Abano Terme, Italia) y
Hialograft-C® (Anika Therapeutics, Bedford, MA)

En esta misma linea encontramos el BioCart 11™ (Histogenics, Waltham, MA). Este es un
producto medicinal compuesto por un soporte de Fibrina y Acido hialurénico en el que estan
sembrados condrocitos autlogos. Se trata de una terapia que todavia se encuentra en fase Il de
la FDA (11). La combinacion del &cido hialuronico con la fibrina, hace que la matriz ademas de
tener las caracteristicas para que las células mantengan su fenotipo y se estimule la produccion
de la matriz celular, sea capaz de estimular a los condrocitos para que secreten las proteinas que
degradan y recambian el cartilago dafiado. s

Por otro lado, tenemos los biomateriales sintéticos. Estos tienen la ventaja de no desencadenar
una respuesta inmunoldgica y las propiedades quimicas y mecanicas pueden ser disefiadas a
medida.

Bio-Seed®- C (BioTissue Technologies, Freiburg, Alemania) es biomaterial sintético sembrado
con condrocitos autdlogos que ha resultado ser un tratamiento efectivo de lesiones articulares
que han progresado hacia artrosis.@) Su soporte estd compuesto por un copolimero de acido
polilactico (PLA) y acido poliglicélico (PGA).

Los inconvenientes que presentan los biomateriales sintéticos es la inflamacion o citotoxicidad
fruto de sus productos de degradacion; y la
dificultad que tienen para integrarse de forma
correcta en el tejido. Para superarlos, la
ingenieria de tejidos ha desarrollado

Bone physiology
No surface-on-surface motion
Compression, torsion, bending
High cellularity
Rapid matrix turnover

Cartilage physiology
Large articular motion

Low cellularity
Slow matrix turnover

Hyaline, non-adhesive matrix

Compression, tension, lubricatfon

biomateriales combinados que intentan
reducir esa respuesta inflamatoria (matriz
biodegradable); y que aumenten la
biocompatibilidad.

L~ . {
Osteocytes = i W = V)

> Sl
B, 8 )
M ¢/

Vascularity -1 7_

Es cierto que, uno de los grandes retos a los
que la ingenieria de tejidos se enfrenta, es la

Stem cells 7%=

= —=t>Chondrocytes

Negatively

\] charged GAGs

Collagen type Il

Tide mark

Subchondral
tissues (bone
and marrow)

regeneracion del tejido osteocondral
completo. Es decir, desarrollar una terapia

Bone’s putative
healing capacity
Nutrients and stem cells to

inability to heal

Cartilage’s intrinsic

Insufficient cell response

capaz de reparar tanto el tejido del hueso
subcondral como el tejido cartilaginoso,
manteniendo la compleja interaccion entre
ambos tejidos, la composicion y propiedades
biomecanicas de cada uno de ellos.

Hay que recordar, que cada tejido tiene sus
propias necesidades para la regeneracion.

leading to unsuccessful healing

= Mechanically
inferior
fibrocartilage
fills osteo-
chondral
defects

Stem cells of &3
periosteum B

Active s
remodeling | ~

Collagen |
Marrow ¢
(stem cells,
nutrients
growth
factors)

Fibrochon-
drocytes

-13-



Empezando por las distintas células que van a participar en ella: en el caso del hueso los
osteoblastos u otras células precusoras, y en algunos casos células endoteliales; mientras que el
cartilago utiliza condrocitos. Por otro lado, las necesidades nutricionales (oxigeno) son
distintas, ya que el tejido 6seo es un tejido muy vascularizado, y en cambio el cartilaginoso es
avascular y su crecimiento se desarrolla en un ambiente de hipoxia.

Por estas diferencias entre tejidos, los avances en ingenieria de tejidos pretenden disefiar un
biomaterial multifasico capaz de regenerar de manera simultanea cartilago y hueso subcondral,
con una reabsorcion al mismo tiempo.

Estos biomateriales multicapa forman dos nichos diferentes para que la reparacion de cada uno
de los tejidos, sea Optima. Son sintetizados por medio de técnicas avanzadas como la
Bioimpresion 3D, que permite el disefio y elaboracidn controlada de cada una de las capas del
biomaterial.(sg)

En esta memoria recogemos 4 biomateriales multicapa que estan en desarrollo y que persiguen
este objetivo de regeneracion osteocondral completa.

= Biomaterial cuya matriz esta formada por una bicapa que combina una capa polimérica
de PLA con una capa bifasica (PLA/G5). Esta Gltima, esta compuesta por la mezcla de
PLA con un sustituto sintético del hueso cuyo componente principal es el fosfato de
calcio. Consiste en un biocristal conocido como G5 (P20s, CaO-Na.O- TiO.) que tiene
un potencial angiogénico. 1sAdemas se puede modificar la matriz polimérica de PLA
con PEG que modulando la degradacién y mejorando las cualidades superficiales de la
matriz.(1)

» MaioRegen® (Finceramica, Faenza, Italy): biomaterial multicapa cuya estructura es una
bioceramica compuesta por fibras de colageno tipo | e hidroxiapatita enriquecida con
Magnesio. Es un producto trifasico que imita la estructura natural del cartilago y el
hueso subcondral: la capa superior esta formada completamente por colageno tipo | e
imita la matriz extracelular cartilaginosa; la capas intermedia e interna combinan el
colageno con la hidroxiapatita siendo la proporcion en colageno superior en la
intermedia.(1o)

»  TruFit™ (Smith & Nephew, Andover, MA): es un biomaterial bicapa compuesto por
una estructura semiporosa de PLA/PGA combinada con sulfato de calcio. Aunque en
los resultados en regeneracion del cartilago auricular fueron buenos, los resultados en
el cartilago articular de la rodilla no han sido las esperadas. En un estudio realizado
(Dhollander et al. 2012) se observé que 3 de cada 15 pacientes un afio después de recibir
el tratamiento presenta vascularizacion en el tejido reparado. (10

= Agili-C™ (CartiHeal Ltd, Israel): biomaterial bicapa cuya estructura cilindrica esta
sintetizada a partir de aragonito combinado con &cido hialurénico. Es un material
sintetizado que ha presentado un gran potencial restaurativo intrinseco y es
biodegradable.
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4.2 Células

Las estrategias alternativas para el tratamiento de lesiones
del tejido cartilaginoso hialino articular propuestas por el
desarrollo de la ingenieria de tejidos, estan basadas en la
terapia celular.

Gross view

La reconstruccion del tejido dafiado se hace utilizando
implantes celulares que en un soporte y con los estimulos
quimicos (citoquinas) y mecanicos adecuados, promueven
la condrogenésis y mantienen la funcion secretora de los
condrocitos y su fenotipo.

HE

Las fuentes celulares mas utilizadas en estas terapias
avanzadas son los condrocitos aut6logos y las células madre
mesenquimales (MSCs, Mesenchymal stem cells). Figura 6: Reparacion de una lesion osteocondral
en el cerdo utilizando condrocitos y células
madre de la médula 6sea (BMSCs) sobre una
membrana de acido poliglicolico (PGA))

Chondrocytes BMSCs

4.2.1 Condrocitos autdlogos

Los condrocitos son las células propias del tejido cartilaginoso, responsables de secretar los
productos necesarios para la sintesis de la matriz extracelular. Por lo tanto, es 16gico que sean
elegidas por la ingenieria para el desarrollo de implantes para la regeneracion del cartilago.

Los condrocitos son aislados a partir de varias fuentes: cartilago articular, del tabique nasal o
bien del costal o del auricular. Sin embargo, los condrocitos derivados de estos dos ultimos
cartilagos provienen de un tejido cartilaginoso elastico, que tiene unas propiedades mecanicas
distintas al hialino presente en las articulaciones y el tabique nasal, por esto es preferente aislar
los condrocitos de tejido cartilaginoso hialino.

Ademas, debemos remarcar la idea de que los condrocitos se obtienen del mismo paciente
(condrocitos autélogos). Asi  minimizamos las complicaciones inmunoldgicas de
histocompatibilidad. Pero el problema es que muchas veces la fuente es escasa debido a las
lesiones del cartilago, como puede pasar en patologias como la artrosis.

El riesgo que tiene el uso de implantes de condrocitos aut6logos, es la hipertrofia, la
delaminacién o bien la artrofibrosis. Para disminuirlo la investigacion esta desarrollando
productos medicinales que siembran estos condrocitos autologos en biomateriales disefiados
para controlar la proliferacién, mantener el fenotipo del condrocito y facilitar la sintesis de la
matriz extracelular. Ademas de en algunos casos afiadir moléculas bioactivas que favorezcan
la regeneracion del tejido, manteniendo la viabilidad de los condrocitos y sus propiedades
funcionales. (.9

4.2.2 Celulas madre mesenquimales (MSCs)

Por la limitacion que pueden presentar los implantes de condrocitos autélogos, la investigacion
estd estudiando y desarrollando terapias celulares de regeneracion que tienen como base las
MSCs.

Son células pluripotenciales capaces de generar tejido cartilaginoso, pero también 0seo. Esto
las hace una fuente celular interesante para el tratamiento de lesiones osteocondrales.

Ademas, son células con un rechazo inmunologico practicamente nulo, ya que no expresan
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 11 responsable de esta respuesta. Por
esto, los recursos de obtencion son mayores ya que no tienen que ser células del mismo paciente,
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sino que pueden ser aisladas de médula osea, tejido adiposo, muscular o sinovial de otras
personas (alogénico). (s

Sin embargo, también presentan limitaciones que la ingenieria intenta solucionar disefiado esos
productos medicinales o tejidos funcionales que combinan las MSCs con biomateriales y
moléculas biactivas. Estas son:

a) El bajo nimero de células madre mesenquimales que se obtienen de la médula 6sea o
de otro tejido donante.

b) La necesidad de crear un ambiente que permita la condrogénesis.
c) La presencia de otro subgrupo celular también fruto de la diferenciacion de las MSCs.
d) Lainestabilidad del fenotipo de los condrocitos generados.
e) La pérdida de tiempo que conlleva la diferenciacion celular, enlentece el proceso de
regeneracion del tejido.
4.3 Factores biologicos y ambientales. Moléculas bioactivas.

En el desarrollo de esos tejidos nuevos funcionales, existe en tercer componente utilizado por
la ingenieria de tejidos: los factores de crecimiento y otros factores mecénicos ambientales, que
favorecen y regulan la formacion del nuevo tejido.

4.3.1 Moléculas bioactivas. Factores de crecimiento.

Las moléculas bioactivas son fundamentales en terapias cuya fuente celular son las células
madre mesenquimales, ya que dirigen la diferenciacion celular de las mismas hacia los
condrocitos. Pero también son sustancias con otras funciones condro-inductivas, que favorecen
la proliferacion y maduracién de los condrocitos.

Podemos clasificar estos factores de crecimiento en 3 categorias recogidas en la siguiente tabla:

Tabla 3: Clasificacion de los factores de crecimiento y sus funciones relacionadas con la
condrogénesis. (7

Superfamilia de TGF-p
_ ; Factores de
Familia del Factor Proteinas Factores de crecimiento de
Factores de crecimiento morfogenéticas | crecimiento fibroblastos
transformante 3 Oseas insulinico (IGFs) (FGFS)
- . S
(TGF-$) (BMPs)
. Efecto . Dirige la Principalmente Promueve la
Funciones anabdlico en diferenciacion | IGF-1 reparacion del
condrocitos. de las cel_ulasI . Aumenta la cartilago.
Mantenimiento hmes:encimma €s proliferacion Fomenta la
del fenotipo far?'?.e del de proliferacion
condrocitico. enotipo de 10s condrocitos. celular en el
condrocitos. cartilaco
Favorece la BMP-2: aumenta la | * Promueve la go.
rediferenciacid d'f- - aumet ada acumulacién Suprime la
n en condrocitos Ire ' er:z(;]rcm_c;lon € de sintesis de
0s condrocitos que proteoglicano
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que han perdido
su fenotipo.

TFG-B1: promueve
la proliferacion
celular e inhibe la
accion  sobre la
matriz  de las
metaloproteasas.

GDF-5: regula la
produccion de
Glucosaminoglican
0S (GAG) y
coléageno tipo Il por
parte de condrocitos
que derivan de las

ha perdido su
fenotipo.

BMP-4 y BMP-6:

incrementan la
produccién de
proteoglicanos

(agrecano) y

colageno tipo I,
mientras disminuye
la del col&geno tipo
l.

BMP-2, BMP-12 y
BMP-13 aumentan
la  sintesis de
colageno, GAG vy

s Y sintesis de
colageno tipo
1. Y el
mantenimient
o0 de la matriz
por parte de
los
condrocitos.

Contrarresta
el catabolismo
que se da en
las lesiones
del cartilago,
fomentado la
union de los
proteoglicano

proteoglicano
S

Disminuye el
numero de
condrocitos lo
que fomenta
la forma
fibroblastica
del cartilago.

Inhibe la
diferenciacion
celular hacia
los
condrocitos.

MSC humanas | favorecen la
(hMSC) proliferacion de S
condrocitos. La Insulina
promueve la

condrogénesis

Un forma de utilizar estos factores de crecimiento que estd actualmente en desarrollo, es
administrandolos en un concentrado a un cultivo de células madre mesénquimas. Este
concentrado recibe el nombre en inglés de Platelet- Rich plasma (PRP), y esta compuesto por
TFG-B1, IGF-1, Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento
plaquetario (PDGF), entre otros. El cultivo de MSCs en presencia de PRP ha demostrado la
maduracion de estas hacia la condrogénesis y la osteogénesis.

4.3.2 Factores ambientales

Por otra parte la induccién y estimulacion condrogénica de las MSCs también puede depender
de factores ambientales como: la estructura tridimensional, la baja tasa de oxigeno o los
estimulos mecanicos.

Estos ultimos, entre los que se incluyen la presion hidrostatica, el estrés y la compresion a la
que esta sometido el cartilago que se va formando, son factores que condicionan la regeneracion
del tejido. Ya que por ellos la organizacion estructural de los componentes de la matriz
extracelular puede verse modificada. (3)

5. Conclusién

En los altimos afios, la ingenieria de tejidos ha desarrollado productos medicinales, que
combinan biomateriales, células y biofactores, capaces de regenerar los tejidos dafiados.Estos
representan una terapia alternativa para el tratamiento de lesiones tisulares.

Se podria decirse que el aumento de la incidencia de lesiones del cartilago en humanos, ha sido
un factor estimulante para que, la ingenieria de tejidos, intente ser una herramienta eficaz para
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reparar el tejido cartilaginoso articular dafiado por un traumatismo, la edad o bien por una
patologia como la artrosis.

MACI®, Novocart®3D, BioCartTM®, Hialograft-C®, BioSeed®-C o MaioRegen® son algunos
de los productos desarrollados por ingenieria de tejidos que intentan arreglar el cartilago
destruido, reemplazando el tejido dafiado por un tejido nuevo que tenga las mimas
caracteristicas anatomicas y funcionales que el cartilago original.

Pero aunque, los avances en esta disciplina han sido significativos, todavia no se ha conseguido
superar todos los retos que implican la restauracion y regeneracion del tejido osteoarticular.
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