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5.3 CULTIVOS DE CONDROCITOS

Se realizd el cultivo celular utilizando, con algunas modificaciones, la técnica
reportada por Visna y col (9). La biopsia de cartilago articular se seccion6 en
pequefios cubos de aproximadamente 1-3 mm®, en una campana de flujo
laminar clase 1l (SterilGARD® Il advance®. THE BAKER COMPANY,
Gatehouse Road. Sanford, USA), en todo momento se evitd que la muestra se
desecara agregando solucion salina Gey’s (SIGMA-ALDRICH Inc. St Louis,
USA). Los fragmentos de cartilago se colocaron en un vial de 10ml y se trataron
con 3ml de tripsina sin EDTA al 2.5% (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES.
{Grand Island, NY, EUA) durante 30 minutos a 37 °C, se mantuvieron en
agitacion suave y constante, utilizando una barra y un agitador magnético
(Corning, NY, EUA) para mover los fragmentos. Para la digestion de la [natriz
condral, se tratd al cartilago por 90 minutos con colagenasa tipo Il (GIBCO-BRL
LIFE TECHNOLOGIES, Grand Island, NY, EUA), previamente se diluyé 40mg
de la enzima en 20ml de solucion salina Gey’s, y se pasd este volumen por un
filtro de disco de 0.22y (NUNC™ Creek Drive, Rochester, NY). Una digestion
enzimatica eficaz del cartilago requiere que la mayor superficie posible del
tejido sea expuesta a las enzimas. La cantidad de medio de digestion fue
proporcional a la canfidad del cartilago a disgregar. La digestion con
colagenasa se realizé a 37°C y en agitacién continua. Una vez transcurrido el
tiempo de digestion de la muestra, se recuperé el sobrenadante y los
fragmentos no digeridos fueron sometidos a una nueva digestién con
colagenasa tipo Il por otros 90 minutos. Las células del sobrenadante fueron

sedimentadas por centrifugacion ‘(Heraeus, Thermo Electron Corporation.
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Ridgeﬁela Court, Asheville, USA) a 1500 rpm por 5 minutos y lavadas varias
veces con medio de cultivo para eliminar el resto de colagenasa. La condrocitos
obtenidos, fueron sembrados en frascos de cultivo de 75 cm? (NUNC™ Creek
Drive, Rochester, NY) para su crecimiento in vitro. El medio empleado fue Opti-
MEM (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (GIBCO-BRL LIFE
TECHNOLOGIES. Grand lIsland, NY, EUA) o con 10% de suero humano
autologo (SHA), obtenido de 100ml de sangre periférica del paciente por
centrifugacién a una velocidad de 2500 rpm durante 10 minutos. A los dos
medios se ies afnadié 0.05 mg de gentamicina. Los culti_vos se mantuvieron en
una incubadora de CO, (New Brunswick Scientific Inc. Taimadge Road Edison,
New Jersey, USA) a una atmdsfera controlada de 5% de CO. y una humedad
relativa del 100%. La proliferacién de los condrocitos se monitore6é usando un
microscopio invertido (ZEISS®, Carl Zeiss. Gottingen, Germany). Cuando los
cultivos en monocapa alcanzaron entre el 70-80% de confluencia, se levantaron
las células incubandolas con tripsina-EDTA al 0.25% (GIBCO-BRL LIFE
TECHNOLOGIES. Grénd Island, NY, EUA). Después de recibir este tratamiento
durante 5 minutos a 37°C, las células se despegaron de la superficie en la que
se encontraban adheridas, facilitando su resuspensién en medio de cultivo
fresco para posteriormente subcultivarlas a menor densidad de uno a fres
frascos, lo que permitié a los condrocitos seguir proliferando (siempre se tuvo
cuidado de que la confluencia en las botellas antes del subcultivo no fuera

mayor al 70-80%).
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RESUMEN
Jorge Lara Arias Fecha de Graduacién: Marzo, 2006

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: CULTIVO DE CONDROCITOS AUTOLOGOS HUMANOS
PARA LA IMPLANTACION EN LESIONES ARTICULARES

Numero de Paginas: 56

Area de Estudio: Ingenieria Tisular

Introduccién. El implante de condrocitos autélogos (ICA) es una técnica terapéutica disefiada
para reparar lesiones del cartilago hialino ubicado en la superficie de las articulaciones sinoviales,
Objetivo. Implementar el cultivo de condrocitos autdlogos humanos para el transplante en
defectos articulares. Material v Métodos. Se obtuvieron condrocitos humanos a partir de una
biopsia de cartllago tomada de la rodila de un paciente de 23 arios con una lesidn osteocondral
en el domo del astragalo izquierdo. Se realizé una curva de crecimiento y se estimé el tiempo de
duplicacién y la viabilidad de condrocitos cultivados en medios suplementados con SHA o SBF. A
las células cultivadas en un medio suplementado con SHA, se les realizaron dos pasajes para
aumentar la poblacion a 15 x 10° células, posteriormente se incluyeron en una matriz de fibrina
para generar un implante de condrocitos autdiogos que fue colocado en la lesion del paciente 24
horas post-inclusion celular. Se compard la matriz extracelular (MEC) de una biopsia de cartilago
con la MEC sintetizada por los condrocitos establecidos en monocapa y al ser incluides en la
matriz tridimensional, se realizaron pruebas de RT-PCR e IHQ a los 7, 14 y 21 dias para la
deteccion de Sox 9, de colageno tipo 1y Il. A manera de seguimiento, se realizé IHQ a una biopsia
tomada del injerto seis meses post-implante. Resuitados. No se encontrd diferencia significativa
en el tiempo de duplicacién ni en la viabilidad de los condrocitos cultivados con SHA o SBF. El
colageno de tipo Il y el factor de transcripcion Sox 9, estuvieron presentes en la biopsia de
cartilago hialino, en donde no se observé el coldgeno tipo I. El colédgeno | se detectd desde la
primera semana en la monocapa, sugiriendo un proceso de desdiferenciaciéon. Sin embargo, las
células expresaron colageno Il y el factor Sox @ en todo el periode de cultivo. Durante la
permanencia de los condrocitos en la fibrina, fue mas apreciable el colageno |. No obstante,
también se pudo distinguir el factor Sox 9 y el colageno de tipo il. La IHQ confirmé estos hallazgos
y reveld la extension de la MEC formada. Muchos de los condrocitos incluidos en la fibrina
demostraron su viabilidad migrando a la caja de cultivo para establecerse en monocapa. Seis
meses postimplante, el paciente se reporté incorporado a sus actividades diarias, se tomé una
biopsia en el borde extemo del injerto, ¥y se encontré que el coldgeno de tipo | estaba rellenande
esa zona del implante, Conclusién. El ICA permitid la recuperacion clinica del paciente tratado,
aunque a los seis meses postimplante, se detecté predominantemente colagenc tipo |
Perspectivas. Debera hacerse una valoracidén del tipo de cartilago presente en el injerto a un
tiempo més prolongade para determinar si hay formacion de cartilago hialino.

Dra. Herminia G. Martinez Rodriguez
Directora de Tesis



CAPITULO i

OBJETIVOS
31 OBJETIVO GENERAL
Implementar el cultivo de condrocitos autélogos humanos para el transplante en

defectos articulares

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar la técnica de cultivo de condrocitos humanos en medio dg
cultivo suplementado con suero bovino fetal (SBF)

2. Implementar la técnica de cultivo de condrocitos humanos en medio
suplementado con suero autélogo.

3. Comparar las caracteristicas celulares presentes en ambos tipos de cultivos.

4, Incluir Jos condrocitos cultivados en monocapa en una matriz tridimensional
a base de fibrina para generar el auto-injerto.

5. Defectar la presencia de Sox 9, colégéno tipo I y Il en una biopsia de
cartilago, en cultivos en monocapa y en el injerto mediante ensayos
moleculares e inmuno—hiﬂoquihicos.

6. Detectar la presencia de colageno tipo | y Il en una biopsia de cartilago del

paciente a los seis meses post-implante del injerto.
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CAPITULO IV

ESTRATEGIA GENERAL

1. Biopsia
3 Dicacts 2 Tripsina
. Digestion
9 Colagenasa I
i e Opti Mem + ant + SBF
3. Siembra

¢ Opti Mem + ant + SH

4. Sub-cultivo al 60-70% de confluencia

5. Inclusion en Matriz Tridimensional

6. Implante en el Paciente

Viabilidad celular
Tiempo de duplicacién

RT-PCR: Colageno |, Il y Sox9
Inmunhistoquimica: Colagenoly Il

IHQ: Colageno |, II

Seis meses post-implante

Figura 3. Esquema de la estrategia general.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS
El presenie estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Investigacion y
Etica del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzélez” y se le asigné el nimero

de registro OR03-053.

5.1 PACIENTE TRATADO

Se incluyd un paciente masculino de 23 afios de edad con cuadro clinico de
dolor, bloqueo articular y limitacion funcional del tobillo izquierdo, con
antecedentes de lesion deportiva.

5.1.1 Criterios de Inclusion

Para la seleccion del paciente se tomé en cuenta:

e Edad entre los 15 -55 afios

No osteoartrosis o enfermedad reumética

Lesiones localizadas Unicas

* Lesiones condrales de espesor total

* | esiones osteocondrales

2 2

s >2cm® y<10cm

* Profundidad de lesion dsea menor de 10mm
5.1.2 Exploracién Fisica
Bloqueo articular y limitacion funcional.

Rangos de movilidad en tobillo derecho:

Dorsiflexion de 15° y flexion plantar de 55°
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Rangos de movilidad en tobillo izquierdo:

Dorsiflexion de 9° y flexién plantar de 50°

5.1.3 Radiologia

En la radiografia anteroposterior y lateral del tobillo izquierdo, se observé una
zona de radiolucidez en el margen externo del doﬁo del astragalo, lo cual
sugirid fractura osteocondral. La resonancia magnética nuclear, proporciond
una imagen de hipointensidad en las secuencias de T2 en el mismo sitio.

5.1.4 Impresion Diagnéstica

Fractura osteocondral en el borde extemno del domo del astragalo izquierdo.
5.1.5 Toma de la Biopsia

Mediante un procedimiento quirGrgico con invasion minima (artroscopia),
utilizando un OATS™ de Artrex® (Karisfeld, Germany) se obtuvo una muestra
de cartilago de 8mm de diametro del surco intercondileo, zona que

normalmente no es sometida a carga.

52 TRANSPORTE DE LA BIOPSIA

La biopsia de cartilago se envié al Laboratorio de Ingenieria Tisular del Banco
de Hueso y Tejidos, division del Servicio de Ortopedia y Traumatologia del
Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez' en donde se procesé para la
expansioén y mantenimiento de condrocitos in vitro. El transporte de |a biopsia se
realizd en suero fisioldgico suplementado con 0.05mg de gentamicina para la

prevencion al crecimiento bacteriano.,
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5.4 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y VIABILIDAD CELULAR
Para estimar la velocidad de crecimiento y la viabilidad celular, se sembraron
condrocitos en placas de 24 pozos (Corning Inc Costar®. Corning, NY, EUA), a
una densidad inicial de 30,000 células por pozo. Estas celulas se levantaron
cada 24 horas utilizando tripsina-EDTA, se tifieron con azul tripano {(SIGMA
CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA) y se contaron utilizando una camara de
Neubauer, en un microscopio invertido. Se utilizé la siguiente férmula para
determinar el tiempo de duplicacion celular (56, 57).

n=logioN - 10g1g No/ l0gq0 2
En donde:
n = Numero de generaciones que ha ocurrido durante la fase exponencial.
N = Numero final de células.
N, = Nimero inicial de celulas.
El tiempo de generacion de la fase exponencial se calcula g = t/n

= Tiempo total de cultivo / Numero de generaciones

55 INCLUSION DE LOS CONDROCITOS EN LA FIBRINA

Para incluir a los condrocitos en un medio tridimensional, se utilizé el adhesivo a
base de fibrina Tissucol® de Baxter (Viena, Austria). Se siguieron las
instrucciones de la casa comercial y previa a la mezcla del fibrindégeno vy la
trombina, proporcionados en el estuche, se adicionaron los condrocitos para
quedar suspendidos en la fibrina, por Gltimo, se verti6 una gota de este
combinado en una caja de Petri con el objetivo de observar la distribucién

celular, asi como también detectar la presencia de Sox 9, y de colageno tipo | y
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Il por medio de IHQ y RT-PCR a diferentes tiempos. El resto de los condrocitos
incluidos en el Tissucol®, se vertid en un molde de acrilico de 4 por 5cm,
durante 5 minutos, tiempo en el cual se alcanzé el fraguado de la matriz.
Después de solidificado, el implante se conservd durante 24 horas a

temperatura ambiente, en un frasco estéril con medio sin suero.

56 IMPLANTE DE CONDROCITOS AUTOLOGOS EN EL PACIENTE

El ICA se realizd 24 horas después de la inclusion celular, por medio de una
artrotomia realizando osteotomia en libro abierto del extremo distal del peroné
logrando la exposicion de la zona dafiada, se retird el fragmento osteocondral
desprendido y se realizé el curetaje de tejido cicatrizal en el fondo de la lesidn.
Se retiraron los bordes marginales del cartilago articular circundante al defecto,
se realizaron microfracturas en el lecho de la lesion. Se tomé un molde de la
morfologia del defecto con una plantilla de aluminio y se verificd que éste lo
cubriera en su totalidad. Con el molde se realizd el disefio del bioimplante, el
cual se fijé con Tissucol® y se tuvo cuidado .que sus bordes contactaran con el
ldefecto articular receptor. Se realizo osteosintesis de la osteotomia del peroné
con una placa tercio de cafia y tornillos corticales. Se realizd el cierre de la
herida quirdrgica por planos y se colocd un vendaje compresivo anti-edema.
5.6.1 Rehabilitacién

Se inicid con movilidad temprana en el postoperatorio inmediato. Movilidad
pasiva de la articulacion 8 horas después de la cirugia. La movilidad activa
comenzd a las 48 horas. A los 10 dias después, se procedio con marcha punta-

pie asistida con muletas y con carga progresiva. A las seis semanas, el proceso
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se continudé con marcha plantigrada con 75% de carga del peso corporal. El
protocolo de rehabilitacién concluy6 a las 18 semanas retirando las muletas y
aplicando carga total.

5.6.2 Toma de Biopsia a los Seis Meses Postimplante

A las 24 semanas postimplante, se retird la placa tercio de cafa de
osteosintesis y los tornillos corticales. En el mismo tiempo quirdrgico, se tom6
una pequefia biopsia del borde marginal de! implante, en una zona no sometida

a carga en el extremo lateral del domo del astragalo.

57 EXTRACCION DE RNAY RT-PCR

Se obtuvo RNA de cultivos de condrocitos humanos establecidos en monocapa
alos 7, 14 y 21 dias siguiendo el protocolo de extraccion establecido por el
estuche de la marca comercial Purescripif® de Gentra Systems Inc
(Minneapolis, Mn, EUA). Se realizé el mismo procedimiento a una muestra de
cartilago sano, asi como también al explante de condrocitos humanos incluidos
en fibrina a los 7, 14 y 21 dias post-inclusion celular. Se utilizaron iniciadores
especificos para la deteccidn de colageno tipo Il {240 pb), colageno tipo | (250
pb) y del factor de transcripcion Sox 9 (300 pb), los cuales se disenaron
utilizando el programa de cdmputo Vector NTI Viewer 4.0.1 (informax Inc,
Gaithersburg, USA) (tabla 1) a partir de las secuencias reportadas en el
GenBank para Sox 9 (>gi|5123454|ref|NP_005336.2|}, colageno |
(0i|48762933]ref|NIM_000089.3| [4876 2933)) y colageno I
(gi|15149478|ref|INM_033150.1|[15149478]). E! estuche empleado para la RT-

PCR fue de EPICENTRE® Biotechnologies (Madison, WI, EUA), estas
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reacciones se montaron en el termociclador Geneamp PCR Sysiem 9700 de
Applied Biosystems. Las condiciones para la amplificacion de colageno |, 1l y de
Sox 9, asi como del programa para dichas amplificaciones, se describen en las
tablas Il y I!l respectivamente. Los productos de PCR se cargaron en un gel de
agarosa (Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) al 1.5% y las
bandas obtenidas se observaron en un transiluminador de rayos ultravioleta
(Gel Documentation System 1000, BIORAD).

Tabla i. Oligonucledtidos y productos amplificados.

Primer Secuencia Producto |Referencial

Colagenc] CCCCTCCCCAGCCACAAAGAGTCTA 204 [Vector NTI
I CCACACGTCTCGGTCATGGTACCTG

Colageno|] GAGGTGGATGCCACACTCAAGTCCCT 203 [|Vector NTI
I GCCAGTCTCCATGTTGCAGAAAACCT

Sox 9 AAGATGGCCCAGGAGAACCCCAAG 145  |Vector NTI
TAATCCTTCATGTGCACCGCCCTG

Tabla Il. Condiciones de amplificacién para colageno Il y Sox 9.

Componentes | Volumen ] Componentes | Volumen

Premix 1 pl Premix 2 ul
H,0 14.5 H.O 18.5
Buffer 20x 2.5 dNTP's 2.0

MgCl, 25 mM 1.5 Primer mix 10 mM 2.5

Master amp 5.0 RNA 2.0
MnSO, 1.0
Retro amp 0.5

Total 25.0 25.0
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Tabla lll. Condiciones de amplificacion para colageno .

Componentes | Volumen | Componentes | Volumen
Premix 1 ul Premix 2 ul
H,O 14.0 H,0O 19.0
Buifer 20x 2.5 dNTP’s 2.0
MgCl, 25 mM 2.0 Primer mix 10 mM 25
Master amp 50 RNA 1.5
MnSO, 1.0
Retro amp 0.5
Total 25.0 25.0

Tabla V. Condiciones de ampiificacion para la RT-PCR.

Retro-transcripcion 60° C 20 minutos
PCR 40 ciclos
Desnaturalizacién 05°C 30 segundos
Alineacién 60°C 30 segundos
Extensién 72°C 60 segundos
72°C 4 minutos

31




5.8 INMUNOFLUORESCENCIA

Esta técnica se llevd a cabo en el Laboratorio de Patologia Experimental del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional, en la ciudad de México Distriio Federal, a cargo del Dr. Juan B. Kouri
Flores. Muestras de cartilago y de injerto de condrocitos se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS (SIGMA CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA)
pH 7.2 por 2 horas, posteriormente se lavaron tres veces con PBS por dos
minutos. Se mantuvieron en sacarosa al 10% en PBS pH 7.2 toda la noche.
Después de una serie de lavados por dos minutos en PBS, las muestras se
cortaron en un criostato y se colocaron en laminillas previamente lavadas con
agua desionizada y desengrasadas con etanol absoluto e incluidas en gelatina
al 0.5% con sulfato de potasio cromico al 0.5%, estas laminillas se prepararon
con un dia de anticipacion y se dejaron secar toda la noche. Los cortes se
conservaron a -20°C y se hidrataron con PBS pH 7.2 por 10 minutos, se lavaron
con PBS-tween (PBS-T) al 0.2% pH 7.2 por 10 minutos. Se bloqued con
albumina libre de IgG (Invitrogen® Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) de
0.5%-0.2% en PBS-T por 20 minutos a temperatura ambiente. Después de dos
lavados durante cinco minutos con PBS-T, se colocaron 50 pl del primer
anticuerpo (colageno | 6 colageno II) de la marca Santacruz Biotechnology Inc
(Santa Cruz, CA, EUA), se hicieron diluciones 1:100 en PBS-T y se dej6
incubando toda la noche a 4°C. Se lavé tres veces por cinco minutos en PBS-T,
se secO el area alrededor de la muestra y se incubaron los anticuerpos
secundarios con el fluorocromo en PBS-T (50ul) por dos horas en la oscuridad a

temperatura ambiente y en camara himeda. Cada laminilla se lavo tres veces
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por cinco minutos con PBS-T y tres minutos con PBS. Se adiciond ioduro de
Propidio (IP) a una concentracion de 10 mg/ml. Se incubd el IP por cinco
minutos cubriendo la laminilla de la luz. Se realizaron tres lavados de un minuto
con PBS en agitacion suave y se lavaron dos veces por ¢cinco minutos con agua
bidestilada (en agitacion). Por ultimo se adiciond Vectashield® (Vector
Laboratories, Ontario, Canada) como medio protector para evitar la pérdida de
la fluorescencia, se coloco un cubre objetos y se sellaron los bordes con barniz
para finalmente visualizar los cortes en el microscopio de fluorescencia. Los

cortes procesados se almacenaron a -20°C.

59 INMUNOHISTOQUIMICA

El tejido se secciond en pequefios cubos, estos se fijaron con formol al 10% y
se sometieron a deshidrataciones con alcohol etilico a concentraciones
crecientes de 85%, 98% y culminando con alcohol absoluto. Se incluyeron en
xilol por 10 minutos y se incluyeron en parafina fundida a 60°C. Por dltimo, la
pieza se colocd en un molde y los cortes se hicieron con un microtomo (3y). Se
fijaron con albOmina y se incluyeron en Xxilo! por' 10 minutos, después se re-
hidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol etilico, es decir, 100%,
98% y 85% (20 inmersiones c/u), el proceso concluyd con recuperacion en
agua. A continuacion, se dirigieron anticuerpos primarios especificos para la
deteccion de colageno | y para colageno Il (1:50) Abcam plc (Cambridge, MA,
EUA) a células establecidas en monocapa, a una muestra de cartilago hialino y
al implante de fibrina/condrocitos. Se utilizd el equipo Dako Autostainer (Dako

Corporation. Via Real, Carpinteria, CA), el cual utiliza los reactivos
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Dakocytomation Tris-Buffered y DakoTween®20 para los tiempos en incubacion
y lavados. Como blogueador se utilizaron 200 ul de H;O,, como anticuerpo
secundario 200 pl de Link2 HRP (Universal biotinytated secondary antibody,
Link, DAKO LSAB®-HRP system), 200 yl de SA2ZHRP como conjugado (DAKO
LSAB®-HRP system) y 200ul de DAB+ como cromdgeno/substrato, todos estos
reactivos de la marca Dako Corporation (Carpinteria, CA, EUA). El proceso
automatizado concluyé en dos horas aproximadamente, posteriormente se
realizaron tres lavados con agua y se incubaron por 20 segundos en
hematoxilina SIGMA CHEMICAL CO (St, Louis, MO, EUA), para después ser
lavados en agua hasta decolorarse por completo. Las laminillas se trataron con
alcohol etilico a concentraciones decrecientes (100-70%}) hasta terminar en xilol
por 10 minutos, se fijaron con Entellan® Merck (Darmstadt, Germany). Se
colocaron los cubre objetos y se observaron en un microscopio invertido

adaptado a un sistema de computo para capturar las imagenes.
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CAPITULO IV

ESTRATEGIA GENERAL

1. Biopsia
* Tripsina
2. Digestion
Colagenasa |l
; S Opti Mem + ant + SBF
3. Siembra

" Opti Mem + ant + SH

4. Sub-cultivo al 60-70% de confluencia

5. Inclusién en Matriz Tridimensional

6. Implante en el Paciente

J

Viabilidad celular
Tiempo de duplicacién

RT-PCR: Colageno |, Il y Sox9
Inmunhistoquimica: Colageno |y I

T,

.- ¥ i AN __'
3 G

s IHQ: Colageno [, Il

Seis meses post-implante

Figura 3. Esquema de la estrategia general.




CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS
El presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Investigacién y
Etica del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez" y se le asigné el nimero

de registro OR03-053.

5.1 PACIENTE TRATADO

Se incluyd un paciente masculino de 23 afos de edad con cuadro clinico de
dolor, bloqueo articular y limitacion funcional del tobillo izquierdo, con
antecedentes de lesion deportiva.,

5.1.1 Criterios de Inclusién

Para la seleccién del paciente se tomé en cuenta:

Edad entre los 15 -55 afios

No osteoartrosis o enfermedad reumatica

Lesiones iocalizadas (nicas
* Lesiones condrales de espesor total
* Lesiones osteocondrales
e >2cm? y<10om?
* Profundidad de lesién ésea menor de 10mm
5.1.2 Exploracién Fisica
Bloqueo articular y limitacion funcional.
Rangos de movilidad en tobillo derecho:

Dorsiflexién de 15° y flexién plantar de 55°
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Rangos de movilidad en tobillo izquierdo:

Dorsiflexion de 9° y flexién plantar de 50°

5.1.3 Radiologia

En la radiografia anteroposterior y lateral del tobillo izquierdo, se observé una
zona de radiolucidez en el margen externo del domo del astragalo, lo cual
sugirié fractura osteocondral. La resonancia magnética nuclear, proporciond
una imagen de hipointensidad en |as secuencias de T2 en el mismo sitio.

5.1.4 Impresién Diagnostica

Fractura osteocondral en el borde externo del domo del astragalo izquierdo.
5.1.5 Toma de la Biopsia

Mediante un procedimiento quirdrgico con invasién minima (artroscopia),
utilizando un OATS™ de Artrex® (Karisfeld, Germany) se obtuvo una muestra
de cartilago de 8mm de diametro del surco intercondileo, zona que

normalmente no es sometida a carga.

5.2 TRANSPORTE DE LA BIOPSIA

La biopsia de cartilago se envié al Laboratorio de Ingenieria Tisular deI-Banco
de Hueso y Tejidos, division del Servicio de Ortopedia y Traumatologia del
Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” en donde se procesé para la
expansion y mantenimiento de condrocitos in vitro. El transporte de la biopsia se
realizé en suero fisiolégico suplementado con 0.05mg de gentamicina para la

prevencién al crecimiento bacteriano.
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5.3 CULTIVOS DE CONDROCITOS

Se realizo el cultivo celular utilizando, con algunas modificaciones, la técnica
reportada por Visna y col (9). La biopsia de cartilago articular se seccioné en
pequefios cubos de aproximadamente 1-3 mm®, en una campana de flujo
laminar clase |l (SterilGARD® Il advance®. THE BAKER COMPANY,
Gatehouse Road. Sanford, USA), en todo momento se evitd que la muestra se
desecara agregando solucién salina Gey's (SIGMA-ALDRICH inc. St Louis,
USA). Los fragmentos de cartilago se colocaron en un vial de 10ml y se trataron
con 3ml de tripsina sin EDTA al 2.5% (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES.
(Grand Island, NY, EUA) durante 30 minutos a 37 °C, se mantuvieron en
agitacién suave y constante, utilizando una barra y un agitador magnético
(Corning, NY, EUA) para mover los fragmentos. Para la digestion de la matriz
condral, se trat6 al cartilago por 90 minutos con colagenasa tipo Il (GIBCO-BRL
LIFE TECHNOLOGIES, Grand Island, NY, EUA), previamente se diluyé 40mg
de la enzima en 20ml de solucion salina Gey’s, y se pasd este volumen por un
filtro de disco de 0.22u (NUNC™ Creek Drive, Rochester, NY). Una digestion
enzimatica eficaz del cartilago requiere que fa mayor superficie posible del
tejido sea expuesta a las enzimas. La cantidad de medio de digestion fue
proporcional a la cantidad del carilago a disgregar. La digestién con
colagenasa se realizé a 37°C y en agitacién continua. Una vez transcurrido el
tiempo de digestion de la muestra, se recuperd el sobrenadante y los
fragmentos no digeridos fueron sometidos a una nueva digestion con
celagenasa tipo [I por otros 90 minutos. Las células del sobrenadante fueron

sedimentadas por centrifugacion (Heraeus, Thermo Electron Corporation.
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Ridgefield Court, Asheville, USA) a 1500 rpm por 5 minutos y lavadas varias
veces con medio de cultivo para eliminar el resto de colagenasa. La condrocitos
obtenidos, fueron sembrados en frascos de cultivo de 75 cm? (NUNC™ Creek
Drive, Rochester, NY) para su crecimiento in vitro. El medio empleado fue Opti-
MEM (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (GIBCO-BRL LIFE
TECHNOLOGIES. Grand island, NY, EUA) o con 10% de suero humano
autdlogo {SHA), obtenido de 100ml de sangre periférica del paciente por
centrifugacion a una velocidad de 2500 rpm durante 10 minutos. A los dos
medios se ies afiadié 0.05 mg de gentamicina. Los cultivos se mantuvieron en
una incubadora de CO; (New Brunswick Scientific Inc. Talmadge Road Edison,
New Jersey, USA) a una atmésfera controlada de 5% de CO; y una humedad
relativa del 100%. La proliferacion de los condrocitos se monitoreé usando un
microscopio invertido (ZEISS®, Carl Zeiss. Gottingen, Germany). Cuando los
cultivos en monocapa alcanzaron entre el 70-80% de confluencia, se levantaron
las células incubandolas con tripsina-EDTA al 0.26% (GIBCO-BRL LIFE
TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA). Después de recibir este tratamiento
durante 5 minutos a 37°C, las células se despegaron de la superficie en ia que
se encontraban adheridas, facilitando su resuspension en medio de cultivo
fresco para posteriormente subcultivarlas a menor densidad de uno a ires
- frascos, lo que permitié a los condrocitos seguir proliferando (siempre se tuvo
cuidado de que la confluencia en las botellas antes del subcul'tivo no fuera

mayor al 70-80%).
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54 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y VIABILIDAD CELULAR
Para estimar la velocidad de crecimiento y la viabilidad celular, se sembraron
condrocitos en placas de 24 pozos (Corning Inc Costar®. Corning, NY, EUA), a
una densidad inicial de 30,000 células por pozo. Estas células se levantaron
cada 24 horas utilizando tripsina-EDTA, se tifieron con azul tripano (SIGMA
CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA) y se contaron utilizando una camara de
Neubauer, en un microscopio invertido. Se utilizo la siguiente férmula para
determinar el tiempo de duplicacion celular (56, 57).

n=logieN - logio No/ logip 2
En donde:
n = Numero de generaciones que ha ocurrido durante la fase exponencial.
N = Namero final de células.
N, = Numero inicial de células.
El tiempo de generacion de la fase exponencial se calcula g = t/n

= Tiempo total de cultivo / Namero de generaciones

55 INCLUSION DE LOS CONDROCITOS EN LA FIBRINA

Para incluir a los condrocitos en un medio fridimensional, se utilizé el adhesivo a
base de fibrina Tissucol® de Baxter (Viena, Austria). Se siguieron las
instrucciones de la casa comercial y previa a la mezcla del fibrinégeno y la
trombina, proporcionados en el estuche, se adicionaron los condrocitos para
quedar suspendidos en la fibrina, por dltimo, se vertid una gota de‘ este
combinado en una caja de Petri con el objetivo de observar la distribucion

celular, asi como también detectar la presencia de Sox 9, y de colageno tipo |y
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Il por medio de IHQ y RT-PCR a diferentes tiempos. E! resto de los condrocitos
incluidos en el Tissucol®, se verti6 en un molde de acrilico de 4 por 5cm,
durante 5 minutos, tiempo en el cual se alcanzé el fraguado de la matriz.
Después de solidificado, el implante se conservdé durante 24 horas a

temperatura ambiente, en un frasco estéril con medio sin suero.

5.6 IMPLANTE DE CONDROCITOS AUTOLOGOS EN EL PACIENTE

El ICA se realizd 24 horas después de la inclusién celular, por medio de una
artrotomia realizando osteotomia en libro abierto del extremo distal del peroné
logrando la exposicion de la zona dafiada, se retiré el fragmento osteocondral
desprendido y se realizd el curetaje de tejido cicatrizal en el fondo de la lesion.
Se retiraron los bordes marginales del cartilago articular circundante al defecto,
se realizaron microfracturas en el lecho de la lesién. Se tomé un molde de la
morfologia del defecto con una plantilla de aluminio y se verificd que éste lo
cubriera en su totalidad. Con el molde se realizé el disefio del bioimplante, el
cual se fijo con Tissucol® y se tuvo cuidado que sus bordes contactaran con el
defecto articular receptor. Se realizé osteosintesis de la osteotomia del peroné
con una placa tercio de cafia y tomillos corticales. Se realiz6 el cierre de la
herida quirirgica por planos y se colocé un vendaje compresivo anti-edema.
5.6.1 Rehabilitacién

Se inicié con movilidad temprana en el postoperatorio inmediato. Movilidad
pasiva de la articulacidn 8 horas después de la cirugia. La movilidad activa
comenzd a las 48 horas. A los 10 dias después, se procedié con marcha punta-

pie asistida con muletas y con carga progresiva. A las seis semanas, el proceso
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se continué con marcha plantigrada con 75% de carga del peso corporal. El
protocolo de rehabilitacién concluyd a las 18 semanas retirando las muletas y
aplicando carga total.

5.6.2 Toma de Biopsia a los Seis Meses Postimplante

A las 24 semanas postimplante, se retird la placa tercio de cafia de
osteosintesis y los tornillos corticales. En el mismo tiempo quirdrgico, se tomé
una pequeiia biopsia del borde marginal del implante, en una zona no sometida

a carga en el extremo lateral del domo del astragalo.

5.7 EXTRACCION DE RNA Y RT-PCR

Se obtuvo RNA de cultivos de condrocitos huﬁanos establecidos en monocapa
a los 7, 14 y 21 dias siguiendo el protocolo de extraccién establecido por el
estuche de la marca comercial Purescript® de Gentra Systems Inc
(Minneapolis, Mn, EUA). Se realiz6 el mismo procedimiento a una muestra de
cartilago sano, asi como también al explante de condrocitos humanos incluidos
en fibrina a los 7, 14 y 21 dias post-inclusion celular. Se utilizaron iniciadores
especificos para la deteccién de colageno tipo Il (240 pb), colageno tipo | (250
pb) y del factor de transcripcion Sox 9 (300 pb), los cuales se disefiaron
utilizando el programa de computo Vector NTI Viewer 4.0.1 (Informax Inc,
Gaithersburg, USA) (tabla 1) a partir de las secuencias reportadas en el
GenBank para Sox 9 (>gi|5123454|ref[NP_005336.2|), colageno |
(0i|48762933|ref[NM_000089.3] [4876  2933]) 'y  colageno Il
(0i]15149478|ref[NM_033150.1)[15149478)). El estuche empleado para la RT-
PCR fue de EPICENTRE® Biotechnologies (Madison, WI, EUA), estas
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reacciones se montaron en el termociclador Geneamp PCR System 9700 de
Applied Biosystems. Las condiciones para la amplificacién de colageno |, Il y de
Sox 9, asi como del programa para dichas amplificaciones, se describen en las
tablas Il y lll respectivamente. Los productos de PCR se cargaron en un gel de
agarosa (Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) al 1.5% y las
bandas obtenidas se observaron en un transiluminador de rayos ultravioleta
(Gel Documentation System 1000, BIORAD).

Tabla |. Oligonucleétidos y productos amplificados.

Primer Secuencia Producto|Referencial

Colageno] CCCCTCCCCAGCCACAAAGAGTCTA 204 [Vector NTI
I CCACACGTCTCGGTCATGGTACCTG

Colageno| GAGGTGGATGCCACACTCAAGTCCCT | 203 |[Vector NTI
I GCCAGTCTCCATGTTGCAGAAAACCT

Sox © AAGATGGCCCAGGAGAACCCCAAG 145 |Vector NTI
TAATCCTTCATGTGCACCGCCCTG

Tabla Il. Condiciones de amplificacién para colageno |l y Sox 9.

Componentes | Volumen | Componentes | Volumen

Premix 1 ul Premix 2 !
H,O 14.5 H.0 18.5
Buffer 20x 2.5 dNTPs 2.0

ﬂ]Clz 25 mM 15 Primer mix 10 mM 2.5

Master amp 50 RNA 2.0

MnSO, 1.0

Retro amp 0.5

Total 25.0 25.0
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Tabla Ill, Condiciones de amplificacién para colageno |.

Componentes |{ Volumen| Componentes | Volumen
Premix 1 ul Premix 2 yl
H.0 14.0 H.0 19.0
Buffer 20x 25 dNTP's 2.0
_MgCIz 25 mM 2.0 Primer mix 10 mM 2.5
Master amp 5.0 RNA 15
MnSO, 1.0
Retro amp 0.5
Total 25.0 25.0

Tabla IV. Condiciones de amplificacién para la RT-PCR.

Retro-transcripcién 60° C 20 minutos
PCR 40 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Alineacién 60°C 30 segundos
Extension 72°C 60 segundos
72°C 4 minutos
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5.8 INMUNOFLUORESCENCIA

Esta técnica se llevd a cabo en el Laboratorio de Patologia Experimental del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional, en la ciudad de México Distrito Federal, a cargo del Dr. Juan B. Kouri
Flores. Muestras de cartilago y de injerto de condrocitos se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS (SIGMA CHEMICAL CO. St, Louis, MO, EUA)
pH 7.2 por 2 horas, posteriormente se lavaron tres veces con PBS por dos
minutos. Se mantuvieron en sacarosa al 10% en PBS pH 7.2 toda la noche.
Después de una serie de lavados por dos minutos en PBS, las muestras se
cortaron en un criostato y se colocaron en laminillas previamente lavadas con
agua desionizada y desengrasadas con etanol ahsoluto e incluidas en gelatina
al 0.5% con sulfato de potasio crémico al 0.5%, estas laminillas se prepararon
con un dia de anticipacién y se dejaron secar toda la noche. Los cortes se
conservaron a -20°C y se hidrataron co'n PBS pH 7.2 por 10 minutos, se lavaron
con PBS-tween (PBS-T) al 0.2% pH 7.2 por 10 minutos. Se bloqued con
albumina libre de IgG (Invitrogen® Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) de
0.5%-0.2% en PBS-T por 20 minutos a temperatura ambiente. Después de dos
lavados durante cinco minutos con PBS-T, se colocaron 50 pl del primer
anticuerpo (colageno | 6 colageno Il) de la marca Santacruz Biotechnology Inc
(Santa Cruz, CA, EUA), se hicieron diluciones 1:100 en PBS-T y se dejo
incubando toda la noche a 4°C. Se lavo tres veces por cinco minutos en PBS-T,
se secO el drea alrededor de la muestra y se incubaron los anticuerpos
secundarios con el fluorocromo en PBS-T (50pl) por dos horas en la oscuridad a

temperatura ambiente y en cdmara himeda. Cada laminilla se lavo fres veces
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por cinco minutos con PBS-T y tres minutos con PBS. Se adiciond ioduro de
Propidio (IP) a una concentracion de 10 mg/ml. Se incubd el IP pbr cinco
minutos cubriendo la laminilla de la luz. Se realizaron tres lavados de un minuto
con PBS en agitacién suave y se lavaron dos veces por cinco minutos con agua
bidestilada (en agitacién). Por ultimo se adicioné Vectashield® (Vector
Laboratories, Ontario, Canada) como medio protector para evitar 1a pérdida de
la fluorescencia, se colocd un cubre objetos y se sellaron los bordes con barniz
para finalmente visualizar los cortes en el microscopio de fluorescencia. Los

cortes procesados se almacenaron a -20°C.

59 INMUNOHISTOQUIMICA

El tejido se seccion6 en pequenos cubos, estos se fijaron con formol al 10% y
se sometieron a deshidrataciones con alcohol etilico a concentraciones
crecientes de 85%, 98% y culminando con alcohol absoluto. Se incluyeron en
xilol por 10 minutos y se incluyeron en parafina fundida a 60°C. Por (ltimo, la
pieza se colocod en un molde y los cortes se hicieron con un microtomo (3u). Se
fijaron con albumina y se incluyeron en xilol por 10 minutos, después se re-
hidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol etilico, es decir, 100%,
98% y 85% (20 inmersiones c/u), el proceso concluyé con recuperacién en
agua. A confinuacion, se dirigieron anficuerpos primarios especificos para la
deteccion de colageno | y para colageno 1 (1:50) Abcam plc (Cambridge, MA,
EUA) a células establecidas en monocapa, a una muestra de cartilago hialino y
al implante de fibrina/condrocitos. Se utilizé el equipo Dako Autostainer (Dako

Corporation. Via Real, Carpinteria, CA), el cual utiliza los reactivos
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Dakocytomation Tris-Buffered y DakoTween®20 para los tiempos en incubacion
y lavados. Como bloqueador se utilizaron 200 ul de H;O2, como anticuerpo
secundario 200 ul de Link2 HRP (Universal biotinylated secondary antibody,
Link, DAKO LSAB®-HRP system), 200 ul de SA2HRP corﬁo conjugado (DAKO
LSAB®-HRP system) y 200ul de DAB+ como cromégeno/substrato, todos estos
reactivos de la marca Dako Corporation (Carpinteria, CA, EUA). El proceso
autdmatizado concluyd en dos horas aproximadamente, posteriormente se
realizaron tres lavados con agua y se incubaron por 20 segundos en
hematoxilina SIGMA CHEMICAL CO (St, Louis, MO, EUA), para deépués ser
lavados en agua hasta decolorarse por completo. Las laminillas se trataron con
alcohol etilico a concentraciones decrecientes (100-70%) hasta terminar en xilol
por 10 minutos, se fijaron con Entellan® Merck (Darmstadt, Germany). Se
colocaron los cubre objetos y se observaron en un microscopio invertido

adaptado a un sistema de cémputo para capturar las imagenes.
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CAPITULO VI

RESULTADOS
Se establecié el cultivo primario de condrocitos autologos utilizando para su
crecimiento un medio suplementado con suero bovino fetal y otro con suero
humano, ambos al 10%. El seguimiento de los culfivos durante la etapa de
propagaciéon fue mediante microscopia de luz, y se pudieron observar las
caracteristicas morfologicas tipicas de fibroblastos en los condrocitos adheridos

al frasco de cultivo (figura 4).

Figura 4. Condrocitos cultivados en monocapa. Se observa una morfologia
caracteristica de fibroblastos.

En la curva de crecimiento no se encontrd diferencia significativa entre los
cultivos suplementados con suero bovino fetal y con suero humano (figura 5),
el tiempo de duplicacion celular fue de 2.11 dias para los cultivos con suero

humano y de 2.13 dias para suero bovino fetal. La viabilidad se mantuvo entre
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el 90 y 93% hasta por un periodo de 15 dias en ambos tipos de cultivo (figura

6).
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Figura 6. Curva de crecimiento celular. No se observé diferencia significativa entre el
SBF y el SHA como suplemento en el medio de cultivo.
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad celular. Viabilidad entre 80-83% en un periodo de 15
dias.
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Cuando se estimé un 80% de confluencia, las células se levantaron con
tripsina-EDTA 0.25%, se contaron en una camara de Neubauer mediante el
método de azul tripano y se subcultivaron en tres fracciones para favorecer la
propagacion celular y el establecimiento de nuevos cultivos, con el objetivo final
de obtener 15 millones de células. Se realizaron pruebas microbiolégicas para
asegurar que los cultivos no tenian contaminacion. Este nimero de condrocitos
se alcanzo en 26 dias y en 15 frascos de cultivo de 75 cm?, posteriormente, las
células se incluyeron en ia matriz tridimensional de fibrina, la cual se verti¢ en
un molde, en donde fragud después de cinco minutos resultando un implante de

condrocitos autélogos (figura 7).

Figura 7. Generacion del bicimplante de condrocitos. A. Vaciado de la mezcla
fibrina/condrocitos en el molde. B. Fraguado de la mezcla.

Durante la inclusion celular en el adhesivo comercial a base de fibrina, los
condrocitos se distribuyeron hacia diferentes niveles y en toda la matriz,
observando también la migraciéon de muchos de ellos hacia la caja de cultivo,

estableciéndose en monocapa, en donde continuaron con su division (figura 8).
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Figura 8. Migracién celular. Muchas de las células incluidas en la fibrina se
establecieron en monocapa. A. Condrocitos incluidos en fibrina. B. Migracién celular a
una semana post-inclusion.

Los resultados de la RT-PCR cualitativa para los cultives en monocapa y de las
células incluidas en la matriz de fibrina a los 7, 14 y 21 dias, asi como de una

biopsia de cartilago articular, se sefalan en la figura 9.
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Figura 9. Expresion de colagenos |, |l y de Sox 9. Amplificacién a partir de una biopsia
de cartilago articular, de condrocitos cultivados en monocapa e incluidos en fibrina. Los
diferentes tiempos de amplificacion, corresponden a las células cultivadas in vitro.

38



El colageno de tipo Il y el factor de transcripcion Sox 9, estuvieron presentes en
la biopsia de cartilago hialino, en donde no se observé el colageno tipo I. Los
condrocitos establecidos 'en monocapa, desde la primera semana expresaron
colageno tipo |, sugiriendo que se encontraban en un proceso de
desdiferenciacién. Sin embargo, en el mismo cultivo, estas células continuaron
expresando colageno tipo Il y el factor Sox 9. En el tiempo durante el cual, los
condrocitos permanecieron incluidos en la fibrina, fue mas apreciable el
colageno |. No obstante, también se pudo distinguir el factor Sox 9 y el colageno
de tipo Il. Estos resultados se comprobaron mediante inmunofluorescencia, en
donde se detecté la presencia de Colageno | y Il (figura 10) en las células en
monocapa. La técnica reveld la extensidon de la matriz sintetizada por los
condrocitos incluidos en la fibrina (figura 11), la cual en su mayoria estaba
compuesta por colageno de tipo | y s6lo en las regiones cercanas a las lagunas
se observd colageno Il. La localizacion de estas dos moléculas fue mas
evidente en la tincion inmunohistoquimica, en donde rodearon a los condrocitos
formando lagunas y se extendieron a través de la matriz acarreadora de fibrina

(figura 12).
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Figura 10. Inmunofluorescencia para células en monocapa. Cultivos primarios de una
semana. Los controles negativos se incubaron sin sus respectivos anticuerpos
primarios. A. Control negativo para colageno |. B. Presencia de colageno | en el cultivo
primario. C. Control negativo para colageno |l. D. Deteccion de colageno Il en
condrocitos establecidos en monocapa.

Figura 11. Inmunofluorescencia para células incluidas en fibrina. Cultivos primarios de
una semana. A. Ausencia de colageno | en la biopsia de cartilago. B. Presencia de
colageno | en celulas incluidas en fibrina. C. Colageno |l en |a biopsia. D. Colageno Il
en condrocitos incluidos en fibrina,
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Figura 12. iInmunohistoquimica para células incluidas en fibrina. Cultivos primarios de
una semana. Se observa la extensién de la MEC sintetizada por los condrocitos. A.
Tincion para deteccion de colageno | en biopsia de cartilago. B. Presencia de
colageno | en células incluidas en fibrina. C. Deteccién de colageno |l en la biopsia de
cartilago. D. Colageno Il en condrocitos incluidos en la matriz de fibrina.

Durante el proceso de rehabilitacion, el paciente refirié dolor en las primeras
dos semanas, pero sdlo en el extremo distal del peroné, sitio en donde se fijé la
placa de osteosintesis. El seguimiento radiolégico indicé integracién evidente
del injerto con el cartilago circundante desde la sexta semana postquirdrgica. A
los seis meses postimplante, el paciente se mostré asintomatico y
completamente reincorporado a sus actividades cotidianas. En el seguimiento
quirtrgico, al momento de tomar la biopsia, se observé que el injerto tenia una
apariencia macroscopica de cartilago, ademas de buena reparacién en la zona
de Ia lesion, asi como una buena integracién con el cartilago circundante (figura

13).
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Figura 13. Seguimiento seis meses post-implante. A. Lesion de espesor completo
endomo del astragalo. B. Las fiechas indican la posicién del bicimplante ocupando la
lesion. C. Area regenerada a seis meses post-implante. D. El circulo indica la zona de
integracion con el cartilago hialino circundante, mismo sitio en donde se tomé la
biopsia.

En la tincién inmunohistoquimica de la biopsia tomada en el borde externo y no
sometido a carga del implante, no se aprecié colageno tipo Il, pero si se
observé que los condrocitos sintetizaron colageno de tipo |, al menos en esta

zona del bioimplante (figura 14).
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Figura 14. Inmunochistoquimica seis meses posi-implante. Tincién de biopsia tomada
de una zona del injerto no sometida a carga. A y C. Deteccion de colageno tipo l en la
biopsia tomada al paciente. B y D. Tincién para colageno Il en la biopsia seis meses
post-implante. No se observé colageno .
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CAPITULO VI

DISCUSION
El cartilago hialino es esencial para la adecuada funcion de las articulaciones
diartrodiales del cuerpo humano. Posee baja capacidad de reparacion y
eventualmente, algunas lesiones traumaticas y osteoartriticas degenerativas
causan severa y progresiva inestabilidad de las articulaciones, culminando con
la degradacion del cartilago y destruccién de la superficie articular. El ICA se
centra en el uso de células autdlogas obtenidas por artroscopia de una zona
que normalmente no se somete a carga, las cuales se cultivan in vitro y se
implantan en el paciente ya sea suspendidas en un medio liquido o incluidas en
una matriz que facilite la adhesién celular y la organizacion tridimensional,
permitiendo rellenar el defecto con cartilaigo hialino formado por los condrocitos
autdlogos implantados. Schulze y colaboradores, incluyeron en alginato
condrocitos cuitivados en monocapa de hasta cuatro pasajes, observaron que
estas células producian MEC, colageno tipo Il y proteoglicanos especificos de
cartilago, en contraste con aquellos condrocitos que recibieron de cinco a ocho
pasajes, los cuales no sintetizaron estos materiales cuando fueron cultivados en
alginato (98). En el presente trabajo, se modificéd la técnica desarrollada por
Visna y colaboradores (9), realizando de uno a dos pasajes, para obtener 15 x
10% células en 26 dias, hecho que podria asegurar que los condrocitos todavia
mantengan su bapacidad de rediferenciacion al ser incluidos en una matriz
acarreadora. En los iltimos afios, ha existido una tendencia definida en la

utilizacion de suero autélogo como suplemento al medio de cultivo (9, 59, 60,



61). Roberts y colaboradores (61) reportaron el seguimiento post-implante de 3
pacientes tratados con ICA utilizando SBF y 20 pacientes tratados con suero
autdlogo. En ambos cultivos encontraron cartilago hialino en periodos de 20 a
30 meses, fibrocartilago en 12 meses y una mezcia entre ambos (fibro-hialino)
en el mismo periodo de tiempo. En el presente estudio, los condrocitos
autologos incluidos en una matriz de fibrina implantados, se suplementaron con
SHA. Al comparar el efecto del SBF contra SHA, no se encontrd diferencia
significativa en los parametros celulares evaluados, ya que el tiempo de
duplicacién celular fue de 2.11 dias para los cultivos con suero humano y de
2.13 dias para suero bovino fetal. La viabilidad se mantuvo entre el 90 y 93%
hasta por un periodo de 15 dias en ambos tipos de cultivo. No se descarta el
uso de SBF como suplemento al medio de cultivo, siempre y cuando provenga
de paises que estén libres de enfermedades de origen priénico y que los
pacientes no sean alérgicos a las proteinas presentes en el SBF. Los
condrocitos articulares, se encuentran distribuidos dentro de la MEC que
principalmente consiste en fibras de colageno, proteoglicanos y proteinas no
colagenas. Cuando son aislados mediante digestioneé enzimaticas y
méntenidos en sistemas de cultivo en monocapa, la expresion biosintética de
los condrocitos cambia hacia un fenotipo similar a fibroblastos. De manera
especial, se sintetiza colageno | y el factor de transcripcién Sox 9 es regulado
de manera negativa, lo cual es importante debido a que activa un potenciador
para la cadena a 1de colageno tipo Il influyendo de manera directa sobre la
expresion de esta molécula. Sox 9, ademas de intervenir en el desarrollo de

células condroprogenitoras, también se expresa en génadas masculinas, tejidos
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neuronales, corazon e higado (62, 63). Nuestros resultados coinciden con los
de diferentes autores que seiialan la expresion continua de colageno tipo Il y de
Sox 9 en monocapa hasta 21 dias (41, 64). Giroito y colaboradores (63)

realizaron de 1 a 8 pasajes en condrocitos cultivados en monocapa que.
posteriormente se incluyeron en alginato y demostraron que solo las células de
hasta 4 pasajes expresaron colageno tipo Il y Sox 9. Andlisis
inmunohistoquimicos realizados a condrocitos cultivados en monocapa, han
demostrado la presencia de colageno |, asi como una disminucién de colageno
Il conforme progresan el nimero de pasajes y los dias en cultivo (62, 64).
Después de una semana en monocapa, en este estudio, se detectd que ambos
tipos de colageno estaban presentes en las células. Respecto a la extension de
la matriz sintetizada por los condrocitos, trés una semana de haber sido
incluidos en la fibrina, se observd que la sefial para colageno tipo | fue mas
intensa que la del colageno tipo 1l y que ambas moléculas formaban nédulos
alrededor de las células. Resulfados similares han sido reportados por
diferentes autores, en los cuales, los condrocitos fueron incluido;c. en alginato
(68, 63). Los primeros implantes se realizaron con células en suspensién (7),
las complicaciones que se han presentado en algunoé casos son hiperirofia del
parche de periostio (7-9 meses), fuga celular, falta de integracion y
desprendimiento total (1), ademas de una probable distribucién no uniforme de
los condrocitos, debido a que al ser incluidos a la lesién en un medio de
transporte liquido, podrian precipitar por gravedad hacia una zona en particular.
En respuesta a estas limitantes, la ingenieria de tejidos ha disefiado métodos

acarveadores de células para recrear las estructuras tridimensionales como las
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presentes en el cartilago, con el objetivo de reemplazar un tejido daiiado (65).
Estos soportes deben ser biocompatibles y deben degradarse gradualmente, en
la medida que las células secreten su propia matriz extracelular, permitiendo
una éptima integracién entre el tejido existente y el tejido nuevo formado.
También deben permitir la distribucién tridimensional de los condrocitos,
prevenir la pérdida total de su fenotipo, expresando sus moléculas de MEC,
esto una vez que han sido implantados (66). De los 23 pacientes a los que se
les dio seguimiento, Roberts y colaboradores (61), encontraron que siete de
ellos presentaron fibrocartilago rellenando la lesibn a los 12 meses
postimplantacion. También demostraron que solamente cinco pacientes, tenian
cartilago hialino en esta zona y que este hallazgo fue evidente hasta un periodo
de tiempo que vari6 entre 19.8 + 11.2 mes[as. Otra observacién fue que en 11
pac‘:ientes. existia cartilago de tipo fibro-hialino cubriendo la lesién en un tiempo
intermedio, lo que sugiere que los condrocitos sufren un proceso de
rediferenciacion en periodos prolongados, este grupo de investigadores utilizé
un medio liqguido como material acarreador para estas células del cartilago
articular. Informes similares fueron demostrados por Tins y colaboradores (67)
en donde 25 de 39 pacientes mostraron fibrocartilago como material de
reparacion, 10 fibro-hialino y Gnicamente cuatro de ellos teniaﬁ cartilago hialino
en el area comprometida, estos resultados corresponden a 12 meses post-
operacion y al mismo medio liquido. Para evitar las desventajas antes
mencionadas que conlleva utilizar un parche de periostio como barrera de
contencion para los condrocitos resuspendidos inyectados, la estrategia actual

es la de incluir a los condrocifos en medios viscosos que mantengan

47



distribuidas y suspendidas a estas células, Maracci y colaboradores (8) trataron
21 pacientes con ICA a los cuales se le dio seguimiehto artroscpico para
valorar una matriz tridimensional hecha a base de acido hialurdnico, ellos
encontraron que en cuatro pacientes de 12 a 24 meses post-operacién, habia
fibrocartilago y que seis de ellos tenian cartilago fibro-hialino ocupando la zona
de la lesion de 10 a 18 meses. La presencia de cartilago hialino fue evidente en
11 pacientes de 12 a 18 meses. Visna y colaboradores (9) reportaron a cuatro
pacientes con ICA utilizando como medio de transporte celular el Tissucol, el
cual es un adhesivo de fibrina, que tiene la propiedad de suspender a los
condrocitos en diferentes niveles y de adherirse al tejido sano adyacente. Sus
hallazgos corresponden a un periodo comprendido entre tres y cinco meses
post-operacién, en ellos mencionan la presencia de fibrocartilago en dos
pacientes y cartilago de tipo hialino en los dos restantes. En este estudio, a seis
meses post-implantacion de condrocitos autélogos resuspendidos en el mismo
adhesivo fibrina en un paciente, encontramos predominantemente colageno de
tipo | y practicamente no se detecté colageno de tipo Il en la biopsia tomada en
una zona marginal del injerto. Sin embargo, es alentador que el paciente tratado
‘con ICA y reportado en el presente trabajo se encuentre asintomatico desde los
cuatro meses posteriores a la intervencién quinirgica y completamente
reincorporado a sus actividades diarias, por lo que puede decirse que su
evolucion clinica ha sido satisfactoria. Los resultados de los autores antes
mencionados sugieren que, al incluir a los condrocitos en un medio
tridimensional, podrian sintetizar MEC rica en colageno tipo Il en periodos mas

cortos, en comparacion a los trabajos en los que se han inyectado las células
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cartilaginosas en medios liquidos y que estas células del cartilago articular,
sufren un proceso de adaptacién en donde la capacidad de rediferenciacion
celular dependera de factores como la edad del paciente, asi como de un
adecuado programa de rehabilitacion postoperatorio que estimule a los
condrocitos a producir las moléculas que le confieren sus propiedades
biomecanicas carac-ten'sticas. Los tiempos en los que estos autores han
evaluado la calidad del tejido cartilaginoso, oscila entre los 12 y los 24 meses
post-quiradrgicos, exceptuando a Visna y colaboradores, los cuales realizaron
esta valoracion de tres a cinco meses post-intervenciéon. Por lo que
consideramos que es necesario contar con un numero mayor de pacientes
implantados para poder valorar el tipo de matriz sintetizada por los condrocitos
" incluidos en la fibrina y que se requiere de un tiempo mas largo para determinar
si hay formacién de cartilago hialino. Estas técnicas de ingenieria celular
representan una conexion para la aplicacion de las ciencias basicas en el

fratamiento de problemas clinicos relacionados con la disfuncidn articular.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES
Reducir el nimero de pasajes de los condrocitos en cultivo, mantuvo la
expresion continua de colageno tipo lI.
La inclusién de condrocitos en soportes de fibrina puede proporcionar un micro
ambiente favorable para la sintesis de matriz extracelular.
Se requiere de un periodo mas prolongado, asi como de un mayor nimero de

pacientes, para hacer una evaluacion del injerto implantado.
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