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Caracterizacion de Agarosas Tipo | y Tipo VI
para su uso en Ingenieria Tisular

Type | and type VIl agarose characterization for use in tissue
engineering.
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Resumen Palabras clave: agarosa, gel,
Objetivos: El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de un nuevo protocolo para la inclusién de geles de condrocito, Ingenieria Tisular.
agarosa en parafina que permita su estudio en histologia, y la posterior caracterizacién de dos tipos distintos de

agarosa, Tipo | y Tipo VII, para su uso en Ingenieria Tisular.

Meétodos: Se evaluaron distintos protocolos que permitiesen un correcto procesamiento de los geles de agarosa

permitiendo obtener cortes de dichos geles incluidos en parafina. Una vez optimizado el protocolo, se realizé una

caracterizacion de las agarosas tipo | y VII para su utilizacién en Ingenieria Tisular. Para ello se obtuvieron geles

de agarosa de ambos tipos a concentraciones del 2% y 2.5%, y en cuyo interior habia condrocitos. Se evalué la

permeabilidad de la membrana celular mediante la medida por espectrofotometria del ADN liberado al medio,

el tamafio celular de los condrocitos cultivados y el estado celular mediante inmunohistoquimica frente a PCNA

y Vimentina. También se realizd un estudio sobre la resistencia a la compresion que presentan los distintos geles

con el paso del tiempo.

Resultados: Tres de los protocolos propuestos hacian posible el procesamiento de los geles y permitieron la ca-

racterizacion de los distintos tipos de agarosa. En este caso, el estudio de las agarosas tipo | y VIl ha demostrado

que los condrocitos crecen correctamente en ambos tipos de agarosas, pero que la tipo VII favorece el desarrollo

de los mismos frente a la Tipo I. Ademads, la agarosa pierde elasticidad con el paso de los dias soportando a la vez

menos fuerza de compresién.

Conclusiones: El Protocolo propuesto para el procesamiento y posterior inclusién de geles de agarosa en parafina

en este trabajo permite realizar histologia en los mismos, y ha permitido confirmar que la agarosa tipo VIl favore-

ce el desarrollo y supervivencia celular.

Abstract
Purpose: The objective of the present work is the development of a new protocol for the inclusion of paraffin- Keywords: agarose, gel,
embedded agarose gels to allow their study in histology and the subsequent characterization of two different chondrocyte, Tissue Engineering

types of agarose, Type | and Type VII, for their use in Tissue Engineering.

Method: Different protocols were evaluated for a correct processing of the agarose gels allowing to obtain cuts
of paraffin-embedded agarose gels. Once the protocol was optimized, a characterization of type | and VIl agarose
was performed for their use in tissue engineering. For this purpose, agarose gels of both types were obtained at
concentrations of 2% and 2.5%, and in which chondrocytes were present. The permeability of the nuclear mem-
brane was measured by spectrophotometry of the DNA released, the cell size of the cultured chondrocytes and
the cellular state by immunohistochemistry against PCNA and Vimentin. A study on the compressive strength of
different gels over time was also performed.

Results: Three of the proposed protocols allowed the processing of the gels and allowed the characterization of
the different types of agarose. In this case, the study of the type | and VIl agarose has shown that chondrocytes
grow correctly in both types of agarose, but type VIl favors the development of the same against Type I. In addi-
tion, the agarose loses elasticity with the day pass while supporting less compressive force.

Conclusions: The proposed protocol for the processing and subsequent inclusion of paraffin-agarose gels in this
work allows the histology to be carried out in the same ones, and has allowed to confirm that type VIl agarose
favors the development and cellular survival.
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INTRODUCCION

La Ingenieria Tisular es una ciencia multidisciplinaria cuyo
objetivo es el desarrollo de estrategias para la generacion de
drganos y tejidos completamente funcionales; estrategias que
se basan en la interaccion de tres componentes fundamentales
como son: células, factores de crecimiento y andamios (1).

La funcién del andamio es servir como soporte estructural y
guia para la formacion del nuevo tejido, proporcionando un am-
biente en tres dimensiones, que facilite la adherencia, migracion,
proliferacion y organizacion espacial tridimensional de las células,
y por tanto juega un papel determinante en el crecimiento y dife-
renciacién celular (2). Alguno de los andamios utilizados en Ing-
enieria Tisular son colageno, fibrina y distintos tipos de polimeros
naturales, ya que presentan propiedades similares a las de la ma-
triz extracelular nativa (3). Estos biomateriales pueden extraerse
de plantas, animales, algas o pueden ser sintetizados por micro-
organismos (4).

La agarosa es un polisacdrido procedente de las algas marinas
gue tiene la capacidad de formar geles térmicamente reversibles (5).
Estructuralmente es un polimero lineal que consiste en unidades al-
ternas de D-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa. Este polisacarido es
soluble en agua a temperaturas por encima de 652C y, dependiendo
del grado de sustituciones de hidroxietilo en sus cadenas laterales,
gelifica en un rango de temperaturas comprendido entre 17-402C
(6), dando lugar a distintos tipos de agarosas comerciales. Una vez
que los geles de agarosa son estables no se vuelven a hacer liquidos
hasta alcanzar temperaturas mayores a 652C. Esta caracteristica en
la que las temperaturas de fusién y gelificacién son distintas recibe el
nombre de histéresis térmica (7).

Entre sus multiples usos destaca su utilizacion para la obten-
cion de geles para el cultivo de células en Ingenieria Tisular (8). La es-
tructura fisica de dichos geles puede ser controlada usando distintas
concentraciones de agarosa, lo que da lugar a diversos tamarios de
poro. Los grandes poros y la baja rigidez mecdnica de los geles a ba-
jas concentraciones de agarosa pueden permitir la migracién y pro-
liferacion de células (9). Entre sus aplicaciones en Ingenieria Tisular
destaca su uso conjugado con fibrina para la obtencién de hidrogeles
de fibrina-agarosa que permiten la elaboracion de tejidos artificiales
como piel (10), cérnea (11), mucosa oral (12) y nervio (13). Por otro
lado, los geles de agarosa suelen también utilizarse, en Ingenieria Ti-
sular, para la reparacién del cartilago (14), ya que favorecen el creci-
miento y la diferenciacion de los condrocitos (15).

Uno de los procedimientos mas usados en histologia es la in-
clusion en parafina de las muestras, ya que permite su conservacion
sin la necesidad de poseer un equipo que las mantenga (16). Sin em-
bargo, las caracteristicas de la agarosa, sobre todo su baja tempera-
tura de fusién, hace muy dificil el procesamiento de los constructos
fabricados con este material para su estudio en histologia. Por ello
se hace necesario establecer una nueva metodologia que permita el
procesamiento de los geles de agarosa para su estudio. El objetivo
del presente trabajo consiste en desarrollar un nuevo protocolo para
lainclusion de geles de agarosa en parafina y, por otro lado, la carac-
terizacion de dos tipos distintos de agarosa, Tipo | y Tipo VII, para su
uso en Ingenieria Tisular.

MATERIAL Y METODOS
Protocolo Procesamiento de Geles de Agarosa
Elaboracién de los geles

Para la elaboracion de los geles se partié de agarosa tipo VII
al 2% (Sigma — Aldrich, Steinheim, Alemania) preparada en So-
lucién Tamponada con Fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich). La agarosa
fue calentada hasta hacerse liquida y se distribuyd en placas de
Petri de 55mm. Una vez gelificado, se obtuvieron punchs de 8
mm del gel.

Evaluacion de los protocolos
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Una vez obtenidos los geles, fueron procesados de acuerdo
a cuatro protocolos, basados en la metodologia habitual de pro-
cesamiento para inclusién en parafina (17), y que se diferencian
en el tiempo de deshidratacion e inclusion (Tabla 1).

T, T, T, T,
Fijacién FORMALDEHIDO |24 24 24 24
3.7% horas |horas |horas |horas
ALCOHOL 50% 10 min | 20 min |25 min |30 min
Deshidrata- | ALCOHOL70% |10 min |20 min |25 min |30 min
cion ALCOHOL 70% | 10 min |20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 95% 10 min |20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 95% 10 min |20 min | 25 min | 30 min
ALCOHOL 95% 10 min |20 min |25 min |30 min
ALCOHOL 100% |10 min | 20 min | 25 min |30 min
ALCOHOL 100% | 10 min | 20 min | 25 min | 30 min
ALCOHOL 100% |10 min | 20 min | 25 min | 30 min
XILOL 10 min |20 min | 20 min | 20 min
XILOL 10 min |20 min | 20 min | 20 min
Inclusién PARAFINA 10 min |20 min | 25 min |30 min
PARAFINA 10 min | 20 min | 25 min |30 min

Tabla 1: Protocolos para el Procesamiento de Geles de Agarosa

Tras la inclusién en parafina, se obtuvieron cortes de 5 um
que fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina para poder determi-
nar cual era el procedimiento idéneo.

Caracterizacion de Agarosa Tipo | 'y Tipo VII
Cultivo de Condrocitos

Los condrocitos se obtuvieron a partir de biopsias de tejido car-
tilaginoso de rata. Las muestras fueron fragmentadas mecanicamente
en pequefios trozos e incubadas a 37.52C en una solucién estéril de
colagenasa tipo | de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL Life Techno-
logies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% en medio de cultivo
DMEM durante 7 horas. Posteriormente los condrocitos fueron aisla-
dos mediante centrifugacion y cultivados en medio de expansion para
condrocitos [DMEM-F12 (GIBCO) suplementado con Suero Fetal Bovi-
no al 10% (FBS, Sigma-Aldrich), Solucién Antibidtica al 1% (100 U/ml
de penicilina G, 100 pg/ml Estreptomicinay 0,25 pg/ml de anfotericina
B, Sigma — Aldrich, Steinheim, Alemania) y 2mM de L-glutamina (Sig-
ma-Aldrich, Alemania)] a 37.52C y 5% de diéxido de carbono. El medio
de cultivo se renovo cada 3 dias y los condrocitos se expandieron hasta
el pase VI para su utilizacién en la elaboracion de los constructos.

Fabricacion de los geles

Los geles de agarosa se elaboraron utilizando dos tipos distintos:
Agarosa Tipo | y Tipo VII (Sigma-Aldrich). La agarosa Tipo | es un tipo de
agarosa comercial cuya temperatura de gelificacion esta comprendida
entre los 34.5-37.52C, mientras que la agarosa Tipo VIl o Agarosa Low
Gelling Temperature, se caracteriza por tener una temperatura de ge-
lificacién que oscila entre los 24-28C. En Ingenieria Tisular la agarosa
normalmente utilizada para la elaboracién de constructos es de tipo
VIl ya que su baja temperatura de gelificacion permite que las célu-
las no disminuyan su viabilidad. En este caso, para caracterizar ambos
tipos de agarosa y determinar la viabilidad celular en cada una de las
condiciones anteriormente citadas, se fabricaron geles a dos concen-
traciones, 2%y 2.5%, partiendo de agarosa estéril al 4% preparada en
Solucién Tamponada con Fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich). Para ello se
prepararon 3 mL de mezcla para cada condicidén que contenia agarosa
estéril liquida al 4%, y condrocitos en medio condrogénico [DMEM-
F12 (GIBCO) suplementado con Solucién Antibiética al 0.1%, 2mM de
Piruvato de sodio (GIBCO), ITS al 0.1%, 4 uM de Acido ascorbico (Sig-
ma — Aldrich), 10 ng/mL de TGF-B1, 10 uM de Dexametasona (Sigma
— Aldrich) y 0.35 mM de L-Prolina (Sigma-Aldrich)]. Tras homogeneizar
cuidadosamente, esta mezcla se distribuyo en placas de 12 pocillos (3
pocillos por condicidn) en alicuotas de 1 mL que contenian 100.000
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células. Una vez gelificado, se le afiadié medio condrogénico para fa-
vorecer el desarrollo de los condrocitos y este se renovd cada 2 dias.
Se realizaron 3 placas exactamente iguales para realizar los estudios a
los 2, 8 y 16 dias. Las placas se mantuvieron en un ambiente de 37.52C
y 5% de CO,.

Liberacién de ADN

Una forma de estudiar la muerte celular es mediante la evalua-
cion de la permeabilidad de la membrana celular. EI ADN liberado se
cuantificd en un espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific) por espectrofotometria a A = 260-280 nm, siguiendo
el método descrito previamente por Rodriguez-Arco (18). El sobrena-
dante del medio de cultivo se colocé en tubos Eppendorf para la cu-
antificacién de ADN. Para este analisis se utilizaron tres geles de cada
modalidad y se registraron tres determinaciones para cada uno (n=9
para cada condicion). Como control negativo las células fueron trata-
das con Triton X-100 al 2% durante 10 minutos, introduciéndose una
liberacién elevada de ADN debido al dafio irreversible en las membra-
nas plasmaticas y nucleares. Se utilizé agua destilada y medio de cul-
tivo como controles para la técnica de ensayo.

Evaluacion Histoldgica

Para los andlisis histoldgicos e inmunohistoquimicos, los geles
fueron procesados utilizando el Protocolo T, descrito con anterioridad.
Una vez que los geles fueron incluidos en parafina, se obtuvieron sec-
ciones transversales de 5 um de cada uno de ellos. Los cortes se tife-
ron con azul Alcian y se contrastaron con Nuclean Fast Red (19) para su
observacion al microscopio y obtener el area celular.

Para estudiar el comportamiento celular, se analizaron diferentes
procesos celulares mediante técnicas inmunohistoquimicas (13). Se
utilizé el antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA) para iden-
tificar las células proliferantes (20). También, se utilizé el anticuerpo
frente a la Vimentina para identificar aquellas células que mantenian
la integridad fisica (21). Para cada reaccion inmunohistoquimica, se
utilizaron controles para asegurar el correcto funcionamiento de los
anticuerpos. Todos los procedimientos se realizaron bajo las mismas
condiciones para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Estudios de compresion

Para realizar los estudios de compresion de los distintos geles se
utilizdé un sistema electromecdnico para ensayos de materiales Instron,
Modelo 3345-53327. Se utilizaron geles sin células de ambos tipos de
agarosas a concentraciones del 2% y 2.5% para realizar las medidas.
Para obtener resultados fiables, la compresion se realizd suavemen-
te de modo que la fuerza normal que actuaba sobre la muestra era
siempre inferior a 0.05 N y la separacion placa-placa era de 3 mm. El
mddulo de Young (E) se calculé como la tangente de la porcién lineal
inicial de la curva esfuerzo-deformacion de cada prueba experimental,
mientras que los valores del esfuerzo a rotura (o) y de la deformacién a
rotura (€) se determinaron mediante la seleccion del punto de la curva
de esfuerzo-deformacién donde se produjo la fractura.

Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos se analizaron, para la presencia de valores
atipicos, usando el test de Grubb (método ESD). Los andlisis estadisti-
cos se llevaron a cabo utilizando el programa informatico Statgraphics
Centurion XVI v.16.1.03 mediante ANOVA Simple. Seguidamente, se
realizd un test de Tukey para la comparacion entre grupos significati-
vamente diferentes, siendo considerados estadisticamente diferentes
cuando p<0.05.

RESULTADOS
Protocolo Procesamiento de Geles de Agarosa

Los geles de agarosa procesados mediante los protoco-
los T,, T, y T, nos permitieron obtener cortes de los mismos
tras la inclusidn en parafina, a diferencia de los geles some-
tidos al protocolo T,. En estos ultimos, los geles incluidos en
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parafina presentaron cierta dureza que impedia el corte de los
mismos.

Con microscopia Optica se observé una estructura fibrilar
tanto en T, como en T,, y que estaba ausente en T,. (Figura 1)

T, Ty T,

4x

40x

Figura 1: Imdgenes obtenidas por microscopia de los cortes de los
geles a los que se les realizo los protocolos de procesamiento T2, T3
y T4 a los aumentos 4x y 40x.

Caracterizacion de Agarosa Tipo | y Tipo VII
Liberacién de ADN

El analisis por espectrofotometria de la liberacién de ADN
(Figura 2), como resultado del dafio irreversible en la membrana
celular, pone de relieve que la liberacion de ADN es mayor en los
geles de agarosa Tipo | en relacién con la agarosa Tipo Vil al 2% y
2.5%, respectivamente, a los 2, 8 y 16 dias de cultivo. Mediante
el tratamiento estadistico de los resultados se observé que existia
una diferencia estadisticamente significativa de la liberacion de
ADN entre las distintas condiciones de cultivo (Tipo de agarosa y
concentracion) con un nivel del 95.0% de confianza. Para los dias
2y 8, mediante el Test de Tuckey, se distinguieron dos grupos ho-
mogéneos correspondientes a cada tipo de agarosa independien-
temente de la concentracion utilizada. Mientras que para el dia
16 dicho test establecié dos grupos homogéneos, uno formado
por la agarosa tipo | y la condicién agarosa tipo VIl al 2.5%, y otro
por la condicidn agarosa tipo VIl al 2%.

Evaluacién Histoldgica

El andlisis del area celular, en cada una de las condiciones
y en los distintos tiempos, puso de relieve en el dia 2 diferencias
estadisticamente significativas entre el tamafio y las condiciones
de cultivo, identificandose dos grupos (Figura 4, A), uno formado
por la agarosa Tipo | al 2% donde el tamafio es superior, y otro
grupo formado por las condiciones restantes. En el dia 8 (Figura 4,
B) no existian diferencias estadisticamente significativas entre el
tamafio y las condiciones de cultivo, identificandose un solo gru-
po homogéneo. Mientras que en el dia 16 (Figura 4, C) si existian
diferencias estadisticamente significativas entre el tamafio y las
condiciones de cultivo, identificandose tres grupos homogéneos.
El test de Tuckey establecid que la agarosa tipo VIl al 2% formaba
parte tanto del grupo “Agarosa tipo VIl al 2.5%"” como del grupo
“Agarosa tipo | al 2%.” A

Los resultados obtenidos de los analisis inmunohistoquimi-
cos resultaron ser positivos tanto para PCNA (Figura 3, A) como
Vimentina (Figura 3, B).

Estudios de compresidn

Tras la realizacion de los estudios de compresion se obtuvo
el médulo de Young o médulo de elasticidad y la Fuerza en el pun-
to de rotura para cada una de las condiciones (Tabla 2). Como se
puede observar el médulo de Young es mas pequeiio en los geles

Caracterizacion Agarosas |y VIl para uso en Ing. Tisular
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ADN Liberado - Dia 2 ADN Liberado - Ia 8

C ADN Literado - Dia 16

Figura 2: Representacion grdfica del ensayo de liberacion de
ADN. Liberacién de ADN Dia 2 (A), Dia 8 (B) y Dia 16 (C). Quedan
representados los niveles de liberacion de ADN (ng/ul) respecto
a las distintas condiciones de cultivo. Los grdficos representan la
media + SEM (n=9). Las letras simbolizan grupos con diferencias
estadisticamente significativas para cada Tratamiento (ANOVA
a una via, p < 0,05). El control negativo poseia un valor medio de
246.33 ng/ul.

A B

c wmaio células ~ Dia 16

Figura 4: Representacion grdfica del ensayo de tamarfio celular.
Dia 2 (D), Dia 8 (E) y Dia 16 (F) quedan representados el drea
celular (um2) respecto a las distintas condiciones de cultivo. Los
grdficos representan la media + SEM (n=10). Las letras simbolizan
grupos con diferencias estadisticamente significativas para cada
Tratamiento (ANOVA a una via, p < 0,05).

A PCNA
AGAROSA AGAROSA AGAROSA AGAROSA
TIPO [ - 2% TIPOT-2.5%  TIPOVII-2%  TIPO VII-2.5%
D @ L3 L] @
— ——— — —
°
SD : e ® &
P — — —
16D e g e [
e — — —

Figura 3: Resultados Inmunohistoquimica PCNA (A) y Vimentina (B).

del dia 2 que en los del dia 16, lo que indica que los geles con
el paso del tiempo van perdiendo elasticidad y volviéndose mas

Caracterizacion Agarosas | y VIl para uso en Ing. Tisular

B Vimentina
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Figura 3: Resultados Inmunohistoquimica PCNA (A) y Vimentina (B).

rigidos, ademas alcanzan el punto de rotura a una compresion
menor que sus homadlogos en dias anteriores. Es necesario des-
tacar, que los geles de agarosa Tipo | — 2.5% y Tipo VIl — 2% pre-
sentan comportamientos similares. La agarosa Tipo | — 2% por su
parte presenta mayor elasticidad pero resiste menos fuerza que
las otras condiciones, mientras que al Tipo VIl — 2.5% le ocurre
justamente lo contrario, tiene un menor médulo de elasticidad
pero resiste mas fuerza.

Tras el analisis estadistico de los datos se observd que exis-
tian diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
condiciones. Mediante el test de Tuckey, se identificaron tres
grupos homogéneos donde la condicién Tipo | — 2.5% y la Tipo
VIl — 2% formaban parte del mismo grupo. Asimismo existian di-
ferencias estadisticamente significativas entre el dia 2 y 16 para
cada una de las condiciones.

DISCUSION

Establecer un protocolo que permita el procesamientoy la
posterior inclusion de geles de agarosa en parafina contribuye
al estudio de este tipo de geles, y por tanto, a su desarrollo y
a la posibilidad de que en un futuro se extienda el uso de este
biomaterial en biomedicina. Los resultados obtenidos en este
trabajo demostraron que los protocolos T, T,y T, permitian
obtener cortes al micrétomo y posteriormente realizar analisis
histoldgicos. En este caso se decidid utilizar T, porque sus tiem-
pos eran intermedios con respecto a los otros dos protocolos,
dandonos un margen de 5 minutos en cada uno de los pasos de
deshidratacion e inclusion. Ademas como se puede observar en
la Figura 1, en los cortes obtenidos por T, se distingue la estruc-
tura fibrilar de los geles de agarosa (22), fo que indica que el gel
sigue manteniendo su estructura tras el procesamiento.

En cuanto a la caracterizacion de los distintos tipos de aga-
rosa, los estudios de integridad de la membrana celular, por la
medida de la liberacién del ADN al medio, mostraron que las
células cultivadas en agarosa tipo VIl liberan menor cantidad de
ADN que las cultivadas en agarosa tipo I. Esto revela que las cé-
lulas cultivadas en agarosa tipo VIl presentan mayor viabilidad
que las cultivadas en agarosa tipo I. Ademas, existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos tipos de agarosas,
mientras que la concentracion de agarosa parece no afectar en
gran medida a la viabilidad celular. De manera que podemos
establecer que la viabilidad de los condrocitos se ve afectada
principalmente por el tipo de agarosa utilizada para su cultivo.
Esto se puede deber, principalmente, al hecho de que a la hora
de elaborar el constructo la agarosa tipo | necesita una temper-
atura algo mayor a los 352C para mantenerse liquida y poder
obtener el gel con las células en su interior, lo que puede afec-
tar a la integridad de la célula y puede favorecer a una muerte
prematura de la misma.
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Tipo | —2.5%**

Tipo VII — 2%**

Tipo VII — 2.5%***

1.7115 £ 0.2400

1.6145 T 0.4045

3.1675 £ 0.4739

0.0034 £ 0.0005

0.0032 £ 0.0008

0.0063 £ 0.0009

24.956 T 3.402

28.977 £ 5816

29.556 £ 7.716

0.0270 £ 0.0056

0.0225 £ 0.0073

0.0388 £ 0.0094

Tipo | — 2.5%**

Tipo VIl — 2%**

Tipo VIl — 2.5%***

1.0469 *0.1441

1.4060 £ 0.3246

1.9728 £ 0.2545

0.0021 * 0.0003

0.0029 £ 0.0007

0.0040  0.0005

41.442 £ 3507

49.782 £3.791

44.253 % 1.742

Tipo | - 2%*
Punto Rotura (N) 0.4648 £ 0.0584
o (mm) 0.0009 T 0.0001
Dia 2 £ (%) 31.264 £3.971
E (MPa) 0.0059 T 0.0001
Tipo | —2%*
Punto Rotura (N) 0.3571 £ 0.1054
o (mm) 0.0013 £ 0.0002
Dia 16 € (%) 34.140 £ 2.715
E (MPa) 0.0720 £ 0.0103

0.0992 £ 0.0110

0.1065 T 0.0248

0.1731 T 0.0266

Tabla 2: Resultados obtenidos de las pruebas de compresion realizadas. Se representan la media + Desviacion Estdndar (n=10) del Punto
de Rotura, esfuerzo a rotura (o), deformacion a rotura (€) y el médulo de Young (E). Las asteriscos (*) simbolizan grupos con diferencias

estadisticamente significativas para cada condicion (ANOVA a una via, p < 0,05).

Por otro lado, el tamafio celular que presentan los condrocitos
se ve mas afectado con el paso del tiempo que con el tipo de agarosa
y la concentracidn utilizada, aunque aparezcan pequefias diferencias
en dias mas tempranos. Se puede observar que en el dia 8 de cultivo
todos los condrocitos presentan aproximadamente un tamafio similar
independientemente de la condicidn de cultivo. Es en el dia 16 cuando
ya aparecen mas diferencias, las cuales se pueden deber principal-
mente al tiempo en cultivo y a la degradacién que va sufriendo la aga-
rosa, la cual se va deshidratando, lo que explicaria la disminucién del
tamainio celular. Por lo tanto, el tamario celular no se ve afectado por la
condicién de cultivo, sin embargo, la degradacién que sufre la agarosa
en el tiempo hace que disminuya el tamafio celular y que aparezcan
diferencias en el mismo.

Por otra parte, el resultado de los analisis inmunohistoquimicos
realizados pone de relieve que los condrocitos son viables y que pre-
sentan una estructura adecuada durante el tiempo de estudio, inde-
pendientemente del tipo de agarosa y la concentracion utilizada, lo
que deja claro que la agarosa favorece el crecimiento de los condroci-
tos en cultivo.

En cuanto al estudio de compresion de los Geles, ha demostrado
que el paso del tiempo hace que el médulo de Young o médulo de
elasticidad de los geles aumente, lo que se traduce en un aumento
de la rigidez. Este aumento de la rigidez hace que los geles sean mas
fragiles y disminuyan su resistencia a la compresion. Este efecto se pu-
ede explicar por la degradacion que sufre la agarosa con el paso del
tiempo (23). Por otro lado, los geles de agarosa tipo | presentan menor
resistencia a la compresién que los geles de agarosa tipo VIl a la misma
concentracién. Asimismo, los geles de agarosa a concentraciones del
2% presentan menor resistencia a la compresion que los geles a una
concentracién del 2.5%. Sin embargo, es importante destacar que el
estudio pone de relieve que la agarosa tipo | al 2.5% presenta un com-
portamiento reoldgico similar a la tipo VII al 2%. En este caso, seria
importante tener en cuenta las caracteristicas biomecanicas del tejido
humano que se quiere obtener por Ingenieria Tisular.

CONCLUSION

El Protocolo propuesto para el procesamiento y posterior
inclusion de geles de agarosa en parafina en este trabajo permite
realizar el analisis histolégico de los mismos, haciendo posible en
este caso la caracterizacidn de la agarosa tipo | y tipo VII.

En el presente trabajo se ha podido comprobar que los
condrocitos crecen en ambos tipos de agarosa. Sin embargo, se
ha podido observar que la agarosa tipo VIl favorece el desarro-
llo y supervivencia celular durante el tiempo de estudio frente

a la agarosa tipo |. Las investigaciones realizadas en este campo
permitiran, por tanto, el abrir nuevas vias de trabajo en la rege-
neracion de cartilago.
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