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Uso de nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) como sistema de liberacion sostenida del factor de
crecimiento transformante B3 en la regeneracion del cartilago.
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El uso de nanoparticulas (NPs) de polihidroxialcanoato (PHA) como sistema de encapsulacion y liberacion de
farmacos proporciona una mejor estabilidad fisica y quimica, proteccion de la molécula encapsulada, mayor
biodisponibilidad, reduccion de las fluctuaciones en la concentracion sanguinea del principio activo, liberacion
controlada y penetracidon en tejidos y barreras especificas en comparacion con los métodos actuales. Las
caracteristicas de estos materiales los hacen adecuados para su uso en biomedicina (biodegradabilidad,
niocompatibilidad y no toxicidad) y pueden proceder de subproductos industriales, contribuyendo asi a abordar
oroblemas medioambientales. En este estudio, la molécula encapsulada fue el factor de crecimiento transformante
33 (TGF-B3), que participa en la diferenciacion condrogénica de células madre mesenquimales (CMMs).
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OBJETIVO Y METODOLOGIA

Evaluar la utilidad de las NPs de PHA como sistema de liberacion sostenida de TGF-B3. Se evalud la citotoxicidad de extractos de PHA en

queratinocitos humanos (HaCaTl) mediante ensayo MTT, siguiendo la norma ISO 10993-12:2021, con controles positivos y negativos. La liberacion
de TGF-33 a traves de las NPs de PHA se estudio en medio de diferenciacion condrogénico sin células durante 28 dias y se analizo mediante ELISA.
La eficacia biolégica se analizo en estudios de diferenciacion celular de CMMs a condrocitos en cultivos 2D y 3D mediante
inmunofluorescencia para detectar colagenos tipo | (COL I) y Il (COL Il) y tinciones histoldégicas con Safranina O (SO) y Tricrdmico de Masson (TM),
respectivamente. Se generaron constructos condrogénicos en andamios de colageno tipo | con CMMs y se aplicaron a un modelo in vitro de

reparacion de cartilago humano donde se evaluo la reparacion mediante histoquimica (SO, TM), inmunohistoquimica (COL |, COL Il, agrecano
(ACAN), antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA)) y la escala modificada ICRS |lI.

En el estudio de citotoxicidad, el biomaterial purificado con cloroformo y
etanol, ya sea por precipitacion simple (85,69% * 14,17%) o segunda
precipitacion (87,71% % 3,58%), no mostro citotoxicidad (figura 1).
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RESULTADOS

En la diferenciacion en 2D el analisis de inmunofluorescencia mostro

las tratadas con NPs de TGF-33 tuvieron mayor intensidad

Integrada normalizada en unidades arbitrarias (a.u.) para COL Il (3,07 £

0,33 u.a.) frente al control positivo con TGF-B3 libre (1,38 £ 0,07 u.a.).

el control positivo mostro valores mayores (1,38 £ 0,20

u.a.) comparado con las NPs de TGF-3 (0,77 £ 0,07 u.a.) (figura 3).
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Figura 1. Viabilidad celular (%). (a) Biomaterial purificado por precipitacion unica con (a)

cloroformo y etanol al 86%; (b) Biomaterial purificado por una segunda precipitacion con

cloroformo y etanol al 86%.

La liberacidon de TGF-B3 muestra un pico maximo de 235 pg/ml en el dia 4,

coL 1l

seguido de una disminucion progresiva hasta el dia 16 y una liberacion
fluctuante posterior, con una media diaria de 143,21 £ 41,07 pg/ml (figura 2).
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Figura 2. Perfil de liberacion del TGF-B3 durante 29 dias.
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Figura 3. (a)
TGF-B3 libre,

normalizada a NPs vacias para las diferentes condiciones: tratamiento con TGF-
B3 libre y NPs cargadas con TGF-[33.
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Inmunofluorescencia en diferentes condiciones: tratamiento con
NPs vacias y NPs cargadas con TGF-B3; (b) Densidad integrada

En la diferenciacion en 3D la tincion con TM indicd mas areas tenidas
con colageno en micromasas tratadas con NPs de TGF-B3 (36,20 *
4,01%) frente a las NPs vacias (10,54 + 2,83%), mientras que la safranina
SO evidencié una mayor produccion de proteoglicanos con NPs de TGF-
B3 (45,66 * 3,70%) frente a NPs vacias (10,40 = 0,61%) (figura 4a).

Ademas, se observaron lagunas pericelulares (Figura 4b).
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Figura 4. (a) Tincion histoldogica de TM y SO de micromasas cultivadas en
diferentes condiciones: tratamiento con TGF-B3 libre, NPs vacias y NPs cargadas
con TGF-B3. Todos los datos mostrados en las imagenes son en % de area
coloreada; (b) laguna pericelular del grupo TGF-B3 libre y NPs cargadas con TGF-

B3.

En el modelo in vitro de reparacion de cartilago humano se observo en el grupo
NPs de TGF-B3 mayor presencia de proteoglicanos y colageno (figura 5a) y mayor
cantidad de COL Il, ACAN, igual de PCNAy menor de COL | asociado a la formacion
de fibrocartilago (figura 5¢). En el modelo in vitro, la puntuacion ICRS |l fue superior
en lesiones tratadas con NPs de TGF-B3 (61%) frente al control positivo (54%) y las
NPs vacias (53%) (figura 5b).
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Parametros TGE-B3 libre Nanoparticulas vacias Nanoparticulas TGF-$3

Morfologia tisular 9% 8% 26%
Tincionde la matriz 8% 10% 27%
Morfologia celular 4% 2% 16%

Agrupamientode 100% 100% 100%
condrocitos

Arquitectura superficial 100% 85% 98%
Integracionbasal 85% 85% 90%
Valoracion global 54% 53% 61%

(c)

Figura 5. (a) Tincidon histologica de TM y SO realizada en el modelo de reparaciodn in vitro cultivado en
diferentes condiciones: lesion de control, tratamiento con TGF-B3 libre, NPs vacias y NPs cargadas
con TGF-83; (b) Evaluacion obtenida en el modelo de reparacidn in vitro basado en la escala ICRS Il
modificada; (¢) Tincidon inmunohistoquimica para COL I, COL Il, ACAN y PCNA para las mismas
condiciones que las tinciones histologicas.
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Las NPs purificadas con cloroformo y etanol al 86% no fueron citotoxicas y permitieron una liberacion sostenida del factor. Las CMMs mantuvieron su
viabilidad, proliferaron y se diferenciaron a condrocitos en presencia de las NPs, sintetizando matriz rica en proteoglicanos y colageno. En un modelo in
vitro de reparacion de cartilago humano, una sola dosis encapsulada fue igual o mas eficaz que multiples dosis libres, promoviendo COL |l y ACAN, y

reduciendo COL | asociado a fibrosis.
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