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RESUMEN
Jorge Lara Arias Fecha de Graduacion: Marzo, 2006
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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 autdlogos (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 y Métodos. Se obtuvieron condrocitos humanos a partir de una
biopsia de cartilago tomada de la rodilla de un paciente de 23 afios con una lesién osteocondral
en el domo del astragalo izquierdo. Se realizd una curva de crecimiento y se estimé el tiempo de
duplicacion 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 autélogos que fue colocado en la lesion del paciente 24
horas post-inclusién celular. Se comparé la matriz extracelular (MEC) de una biopsia de cartilago
con la MEC sintetizada por los condrocitos establecidos en monocapa y al ser incluidos en la
matriz tridimensional, se realizaron pruebas de RT-PCR e IHQ a los 7, 14 y 21 dias para la
deteccién de Sox 9, de colageno tipo | y Il. A manera de seguimiento, se realizé IHQ a una biopsia
tomada del injerto seis meses post-implante. Resultados. No se encontré diferencia significativa
en el tiempo de duplicacion 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 observo el colageno tipo I. El colageno | se detectd desde la
primera semana en la monocapa, sugiriendo un proceso de desdiferenciacion. Sin embargo, las
células expresaron colageno Il y el factor Sox 9 en todo el periodo de cultivo. Durante la
permanencia de los condrocitos en la fibrina, fue méas apreciable el colageno I. No obstante,
también se pudo distinguir el factor Sox 9 y el colageno de tipo Il. La IHQ confirmé estos hallazgos
y reveld la extensién 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 reportd incorporado a sus actividades diarias, se tomé una
biopsia en el borde externo del injerto, y se encontré que el coladgeno de tipo | estaba rellenando
esa zona del implante. Conclusion. El ICA permitié la recuperacion clinica del paciente tratado,
aunque a los seis meses postimplante, se detectdé predominantemente colageno tipo I.
Perspectivas. Debera hacerse una valoracion del tipo de cartilago presente en el injerto a un
tiempo mas prolongado para determinar si hay formacién de cartilago hialino.

Dra. Herminia G. Martinez Rodriguez
Directora de Tesis
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CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 La Articulacion de la Rodilla

La rodilla constituye la articulacion mayor del cuerpo, puede flexionarse y
extenderse, posee la propiedad adicional de rotar y de deslizarse. La
articulacion de la rodilla esta formada por el fémur, la tibia y por la patela
(rétula). El extremo de cada hueso integrante esta cubierto con una capa de
suave Yy brillante cartilago que amortigua y protege a la vez que permite un

movimiento casi exento de friccion .

Rodeando a la estructura de la rodilla se encuentra el revestimiento interno
sinovial, que produce un lubricante. Cuando se dafia, el cartilago no es capaz
de auto-repararse. Las resistentes fibras, llamadas ligamentos, unen los
huesos de la articulacion de la rodilla manteniéndolos en su lugar; afiadiendo
estabilidad y elasticidad al movimiento. Los tendones también juegan un

importante papel para mantener la articulacién de la rodilla estable’.

1.2 El Cartilago

El cartilago es un tejido conectivo denso y especializado que forma el
esqueleto transitorio en el embrion y persiste en el adulto en articulaciones,
tracto respiratorio, costillas y orejas. En el sujeto adulto, se encuentran
distintos tipos de cartilago que se distinguen por su composicion bioquimica,
su microestructura molecular, sus propiedades biomecanicas y sus

funciones®. En este trabajo, nos enfocaremos al cartilago articular o hialino



1.3 El Cartilago Hialino

Es el mas abundante en el organismo * *. Recubre la superficie articular de
los huesos, constituye la placa de crecimiento de los huesos largos, el
septum nasal, la porcion anterior de las costillas y da soporte elastico al tracto
respiratorio. El cartilago hialino es flexible, elastico, de color blanco nacarado
y opalescente. Sus células (condrocitos) son practicamente esféricas, cerca
de la superficie las células se aplanan y se orientan paralelamente a la
superficie apareciendo individualmente o en parejas, mientras que en la
profundidad las células son redondeadas y tienden a adoptar una disposicion
columnar. La sustancia intercelular es homogénea y esta constituida
basicamente por agua, colageno, proteoglicanos y en menor medida, por
proteinas no colagenas?.

El cartilago no contiene vasos sanguineos, excepto aquellos que lo
atraviesan para dirigirse hacia otros tejidos. Su nutricion se realiza a partir del

liquido sinovial mediante difusion® *.

1.4 El Condrocito

Los condrocitos son células de origen mesenquimal responsables de la
sintesis y el mantenimiento del cartilago articular. En el tejido maduro ocupan
menos del 10% del volumen tisular total. La sintesis y degradacion de los
componentes de la matriz ocurren no solamente durante la fase de desarrollo
embrionario del esqueleto sino que continuan durante la vida adulta. El
condrocito se rodea de su matriz extracelular y no tiene contacto intercelular.

Los condrocitos vivos aislados In Vitro exhiben un movimiento ameboide.



Cambian constantemente su forma mediante la emision de pseuddpodos”.
Cerca de la superficie articular presentan morfologia alargada en una seccion
longitudinal, pero cuando el plano de corte del tejido es tangencial, su
apariencia es discoidea. Las células de superficie son menos activas que las
localizadas en capas mas profundas. A mayor profundidad, los condrocitos
son menos numerosos, de mayor tamafio, mas redondeados y con mayor
actividad metabdlica. Los condrocitos son metabdlicamente activos y
responden a gran variedad de estimulos ambientales que incluyen: a)
mediadores solubles, como los factores de crecimiento e interleucinas, b)
agentes farmacoldgicos, ¢) composicion de la matriz, d) cargas mecanicas, €)
cambios de la presion hidrostatica* °.

La aplicacién de cargas tiene un efecto controlador del metabolismo de los
condrocitos, si bien el mecanismo exacto se desconoce. Con la maduracion
decrece la sintesis de matriz y disminuye el nimero de células® ’, por lo que

existe una menor capacidad de reparacion.

1.5 Matriz Extracelular

La matriz es la responsable del mantenimiento de la homeostasis de los
. 8 .. . .
condrocitos® y es el principal componente que determina las propiedades
biomecanicas del cartilago. Contiene una gran proporcion de agua, fibras de
colageno y una sustancia amorfa compuesta fundamentalmente por
carbohidratos y proteinas no colagenas. Una pequefia cantidad de lipidos y

componentes inorganicos también esta presente.
La composicion de la matriz varia segun las diferentes regiones del cartilago,

distinguiéndose la region pericelular, la territorial y la interterritorial®, seguin su



proximidad al condrocito. Estas regiones difieren en el contenido en colageno
y proteoglicanos (PG’s) y en el diametro y organizacion de las fibras de
colageno. La matriz pericelular es una capa delgada adyacente a la
membrana celular de los condrocitos, contiene principalmente proteoglicanos
y otros componentes no colagenos, casi no hay fibras colagenas. La matriz
territorial rodea a la matriz pericelular y presenta finas fibrillas de colageno
que parecen formar una red fibrilar que es diferente de la matriz exterior
interterritorial. Estudios recientes han reintroducido el término condrona para

" La matriz

englobar el condrocito y la matriz pericelular y territorial'™®
interterritorial es la mas grande de las regiones de la matriz y se halla situada
entre las matrices territoriales de los condrocitos individuales o de los grupos
de éstos. Contiene la mayor parte de los PG’'s y las fibras grandes de

colageno 1291011,

1.5.1 Agua

Constituye aproximadamente un 70% del peso humedo del cartilago y es
mas abundante en las capas superficiales. En escasa cantidad se halla
dentro de la célula y participa en la difusién de nutrientes. La mayor parte se
encuentra en el espacio extracelular, un 30% se asocia con el espacio
intrafibrilar dentro del colageno y el resto se encuentra en el espacio de poros
moleculares de la matriz extracelular. En el agua extracelular se encuentran
disueltas sales inorganicas como sodio, calcio, cloro y potasio’.

La cantidad de agua depende de varios factores': Concentracién de

proteoglicanos y presion resultante de sus cargas negativas, organizacion



macromolecular del colageno, resistencia y rigidez de las fibras de colageno.
El contenido de agua no esta distribuido homogéneamente en el cartilago,
disminuyendo su concentracion desde aproximadamente un 80% en las
capas superficiales hasta un 65% en la zona profunda. La mayor parte del
agua puede desplazarse en el tejido o exprimirse fuera de él al aplicarse un
gradiente de presion o comprimiendo la matriz sélida. La resistencia friccional
contra este flujo por los poros moleculares de la matriz extracelular es muy
alta, y por lo tanto la permeabilidad es muy baja. Esta resistencia friccional y
la presurizacion del agua dentro de la matriz son los dos mecanismos basicos
que permiten al cartilago soportar cargas articulares muy altas. La afinidad
del cartilago articular por el agua deriva de la naturaleza hidrofilica de los
proteoglicanos y en menor grado de la del colageno. La capacidad de los
proteoglicanos de atraer agua implica tres mecanismos fisicoquimicos'® '*:

a) La presion osmotica de Donnan, causada por los iones
intersticiales que flotan libremente (Ca,” y Na*) y que son necesarios
para neutralizar las cargas en los proteoglicanos.

b) Las fuerzas de repulsidn electrostatica desarrolladas por las cargas
negativas fijas de las moléculas de proteoglicanos.

c) La tendencia entropica de los proteoglicanos de ganar volumen
estando en solucion. En el cartilago articular, el grado de hidratacion
esta determinado por el equilibrio de la presién total del aumento de
volumen (suma total de estos tres efectos) ejercida por los
proteoglicanos, y las fuerzas de restriccion desarrolladas en la red de

colageno.



1.5.2 Colageno

Representa el 20% del peso total del cartilago articular y un 50 a 80% del
peso en seco del cartilago articular, al cual confiere su estructura y rigidez.
Sus principales funciones son proporcionar al tejido propiedades tensiles e
inmovilizar a los proteoglicanos dentro de la matriz. En el cartilago articular
hay diversos tipos de colageno, siendo el mas abundante el tipo Il, con un
porcentaje del 95%. El 5% restante esta formado por los tipos IX y Xl, y en
menor cantidad por los tipos V, VI'y X '°.

Las moléculas de colageno tipo Il estan constituidas por tres cadenas a1(ll)
de polipéptidos. El tipo IX esta formado por tres tipos distintos de cadenas
distintas, a1 a2 y a3; la cadena a1 contiene una region globular no helicoidea
y la cadena o2 estd modificada para contener una cadena de
glucosaminglicanos16. El tipo X es un colageno de bajo peso molecular que
contiene tres cadenas idénticas a. El tipo VI no es un componente primario
de la matriz extracelular, pero se encuentra en el area pericelular alrededor
de los condrocitos' '°.

El colageno tiene un alto nivel de organizacion estructural. La unidad basica
es el tropocolageno, que esta compuesto por tres cadenas polipeptidicas o
cadenas a. La composicion de aminoacidos de las cadenas incluye grandes
cantidades de glicina y prolina. Cada una de ellas tiene forma de hélice
levégira y entre las tres forman una triple hélice dextrogira unida por enlaces
covalentes. Estas moléculas de tropocolageno miden aproximadamente 1.4
nm de diametro y 300 nm de longitud. Extracelularmente se polimerizan y se
unen mediante enlaces covalentes formando fibrillas de colageno. EIl

colageno tipo Il no forma haces. El diametro de sus fibras, dispuestas



individualmente, varia entre 20 y 200 nm 14-16

1.5.3 Proteoglicanos

Son complejos proteino-sacaridos formados por cadenas de
glucosamioglicanos unidas a un filamento central proteico mediante enlaces
covalentes. Son el segundo componente mas abundante del cartilago
articular, constituyendo el 5 al 10% del peso total de éste'” 1819,

Los glucosaminoglicanos constituyen el 95% de los proteoglicanos (PG’s), y
son basicamente el condroitin sulfato y el queratan sulfato. Estos polianiones
se unen covalentemente a un filamento proteico central para formar el
monomero de proteoglicano. Este filamento presenta varias regiones, una
region N-terminal con dos dominios globulares (G1 y G2), una rica en
queratan sulfato, una rica en condroitin sulfato y un dominio globular C-
terminal (G3) ™ '°. Los PG’s se encuentran en la matriz en forma de
monomeros (decorina, biglicano, lumicano y fibromodulina), o bien en forma
de agregados o grandes complejos macromoleculares de los cuales el
agrecano es el mas abundante. Los agregados de PG’s se forman por la
union de varios de estos monomeros con una cadena de acido hialuronico a
través del dominio globular G1 mediante una proteina de union. El tamafo de
los agregados varia dependiendo del tamafio de la cadena de &acido
hialurénico. La estructura de los proteoglicanos en el cartilago no es
uniforme. Las diferencias en la longitud de las cadenas, cantidad de
condroitin y queratan sulfato, longitud del core proteico y grado de agregacion
contribuyen a las variaciones estructurales y de composicion de los

proteoglicanos en el cartilago. A su vez, la distribucion de los proteoglicanos



en la matriz tampoco es homogénea, siendo mas abundantes en la zona
media que en la superficial "> ¢ 18,

La concentracién de glucosaminoglicanos en el cartilago articular es del 6%
del peso total y de ellos depende una gran parte de las propiedades fisicas
del tejido condral. El condroitin sulfato esta constituido por una repeticion de
unidades disacaridas de acido glucuronico y de N acetilgalactosamina con un
grupo sulfato por disacarido; el queratan sulfato esta formado por la
repeticion de unidades disacaridas de galactosa y N acetil-glucosamina de
nuevo con un grupo sulfato por disacarido. Ambos son moléculas grandes,
con un peso molecular de 50000 D y considerable carga negativa. Estan
asociados a una densidad de carga fija elevada (0.05 a 0.3 mEq/g de peso
total del tejido)'" 2% 2" 22,

Las propiedades mas importantes del cartilago que dependen de los
proteoglicanos son: a) rigidez a compresioén, b) presion osmoética, regulacion
de la hidratacion tisular, d) rigidez de cizallamiento.

La carga negativa fija de los proteoglicanos contribuye a mantener un alto
grado de hidratacion del tejido cartilaginoso al generar una elevada presién'”
23, 24-29.

En el cartilago articular, se establecen interacciones covalentes y no
covalentes entre las moléculas de colageno. A su vez, también se establecen
interacciones no covalentes colageno-proteoglicanos y proteoglicano-
proteoglicano. El tamano de los PG’s y su capacidad para formar grandes
agregados juega un papel fundamental para retener moléculas en el tejido y
para formar una estructura elastica que contribuye a las propiedades

materiales del cartilago. Existen interacciones electrostaticas entre los grupos



cargados positivamente de las moléculas de colageno y las cargas negativas
de los agregados de proteoglicanos que también participan en las
propiedades mecanicas del tejido condral™®.

Con el transcurso de la edad aparecen cambios en la estructura vy
composicion de los agregados de proteoglicanos™® que pueden ser atribuidos

a la alteracion en el metabolismo del condrocito o a la degradacion en la

matriz.

1.5.4 Proteinas no Colagenas

La fibronectina, la condronectina y la ancorina Cll son las denominadas
proteinas no colagenas''®. Constituyen el armazén de las macromoléculas,
y si bien su funcidén es poco conocida, parece que organizan y mantienen las

macromoléculas de la matriz y su interrelacion con el condrocito.

1.5.5 Lipidos
Constituyen un 1% o menos del peso humedo del cartilago. Se encuentran

tanto en las células como en la matriz y no se conoce su funcién exacta™.

1.6 Nutricién del Cartilago

El cartilago, que no posee terminaciones nerviosas ni aporte sanguineo,
recibe las sustancias nutrientes del liquido contenido en la articulacion.
Debido a que el tejido es avascular en la vida adulta, la mayoria de los
investigadores postulan que los nutrientes difunden a través de la matriz
desde el liquido sinovial o desde el hueso subyacente. Algunos

10, 31,

investigadores %2 defendieron el aporte nutricional a partir del hueso



subcondral. Por el contrario, otros han considerado a la via sinovial como la
unica fuente de nutricion del cartilago y aun otros, han defendido un patron
mixto de nutricion a partir no soélo del liquido sinovial sino también de la
cavidad medular del hueso subcondral®® ** 2% 3 |ngelmark® describio la
existencia de unas "zonas de contacto" entre el cartiiago y el hueso
subyacente. Harrison®” observo la presencia de asas o canales vasculares
que ponian en contacto el cartilago con la medula del hueso subcondral, a
través de los cuales los nutrientes podrian pasar al cartilago y sugirié que en
animales inmaduros una parte de los nutrientes entra en el cartilago articular
por difusion desde el sustrato éseo permeable subyacente. Sin embargo, en
el adulto este tipo de difusién desaparece debido a la acumulacién de sales
de calcio en la zona calcificada del cartilago, dejando al liquido sinovial como
fuente mas probable de nutricion. De esta forma, el mecanismo de nutricién
del cartilago articular se veria afectado por la madurez esquelética.

A favor de la teoria sinovial apuntan una serie de hechos como son el
necesario efecto de bombeo provocado por los procesos ciclicos del
movimiento y la carga articular, la gran extension de superficie del cartilago
articular en contacto con la membrana sinovial, la supervivencia del cartilago
en forma de cuerpo libre en el medio sinovial y la imposibilidad de paso de
diversas sustancias a través de la capa calcificada del cartilago debido al
efecto barrera de ésta cuando se ha alcanzado la madurez 6sea.

Hechos que pudieran favorecer la via sanguinea o subcondral son la
supervivencia del -cartilago tras la realizacion de sinovectomias, la
persistencia de canales vasculares en grandes mamiferos que nutren capas

mas superficiales del cartilago tras la maduracidén esquelética y la aparicion
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de signos artrésicos cuando el hueso subcondral pierde su vazcularizacion'
31

Dada la ausencia de vasos en el cartilago articular, el transporte de nutrientes
a través del mismo hasta llegar al condrocito puede realizarse por tres
mecanismos °*: 1- Difusién, 2- Conveccién, 3- La combinacién de ambos.

El mecanismo de conveccion se produce por el flujo de liquido intersticial

cuando el cartilago se deforma al someterse a carga.

1.7 Estratos del Cartilago

Ya se ha mencionado que el tejido del cartilago se organiza en una serie de
capas o estratos que se pueden distinguir por la distribucion de las células y
de los componentes de la matriz extracelular. A continuacion se describen

brevemente las principales propiedades de cada uno de los estratos.

1.7.1 Capa Superficial o Tangencial

Adyacente a la cavidad articular. Los condrocitos adoptan una forma alargada
o elipsoide y se orientan paralelos a la superficie. Las células presentan
escasa actividad, con mitocondrias pequefas y poco numerosas, escaso
volumen citoplasmatico, reticulo endoplasmico rugoso pobremente
desarrollado y pocos ribosomas® ' 2,

Todo ello sugiere una pobre sintesis proteica. Las fibras de colageno son

finas y se disponen paralelamente a la superficie para soportar las fuerzas de

cizallamiento durante el movimiento articular.
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1.7.2 Capa Intermedia o Transicional

Las células adoptan morfologia redondeada y son mayores que las de la
capa 1 o superficial. Presentan un aparato de Golgi bien desarrollado con
abundantes vesiculas, vacuolas y mitocondrias. El reticulo endoplasmico
rugoso es extenso y con numerosos ribosomas. Los condrocitos se disponen
irregularmente y las fibras de coladgeno son mas gruesas y se orientan en los

tres planos del espacio® ' 12,

1.7.3 Capa Profunda o Radial

Las células son redondeadas y presentan las mismas caracteristicas de las
de la capa 2, lo que puede traducirse en una elevada sintesis proteica. Si
bien adoptan una disposicion columnar, las fibras de colageno son gruesas y
se distribuyen paralelamente entre si y perpendiculares a la superficie
articular para ofrecer resistencia a las fuerzas de compresion. El contenido en
agua es menor que en las anteriores y los proteoglicanos son mas

abundantes® ' 12,

1.7.4 Capa Calcificada

Adyacente al hueso y separada de la capa 3 por una linea basdfila llamada
linea de marea o "tide mark"®’. La matriz esta impregnada de sales de calcio,
las células son pequefias y con escaso citoplasma, e incluso aparecen
necroticas. En esta capa se produce el anclaje del cartilago al hueso

subcondral'?.
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1.8 Metabolismo del cartilago articular

En el cartilago articular existe un metabolismo muy activo. Ultiliza
principalmente la via anaerobia para la produccion de energia, por lo que el
consumo de oxigeno es considerablemente menor que en otros tejidos. Los
condrocitos realizan la sintesis y ensamblaje de los componentes de la matriz
y dirigen su distribucién en el tejido. Este proceso implica la sintesis de
proteinas, la sintesis de glucosaminoglicanos y su unidén a las proteinas
centrales y la secrecion de las moléculas completas al medio extracelular.
Todos estos mecanismos tienen lugar en un medio avascular. El
mantenimiento de la matriz extracelular depende del equilibrio en la sintesis
de los componentes de la matriz, la incorporacion de éstos a la matriz
extracelular y de su degradacion y liberacidn del cartilago. Este equilibrio
responde a las modificaciones del ambiente quimico y mecanico. La
composicién de la matriz, las cargas mecanicas, los cambios de presion
hidrostatica, los campos eléctricos y los mediadores solubles (factores de
crecimiento, interleucinas) modifican la actividad metabdlica del condrocito

para mantener una matriz estable'® 3! %2,

1.9 Lesiones del Cartilago

Existen diversos mecanismos capaces de provocar una alteracion de las
propiedades histoquimicas y por lo tanto mecanicas del cartilago. Todos ellos
pueden originar una modificacion en la respuesta del cartilago a las
solicitaciones mecanicas. La respuesta del tejido condral frente a las lesiones
de caracter fisico es variable en dependencia del mecanismo de actuacion de

éstas® 3846,
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1.9.1 Inmovilizacion - Compresion

Cuando se inmoviliza una articulacion o se la somete a una presion
constante, se produce un deterioro del cartilago articular dependiente de la
alteracion del paso de nutrientes y electrolitos a través del mismo originada
por la afectacion de su respuesta viscoelastica. Este deterioro se produce en
tres fases*’ 2.

a) Fase I: Necrosis superficial. Se traduce por una coloraciéon amarillenta del
cartilago, que se torna blando. Los condrocitos alteran su forma y se agrupan
en nidos.

b) Fase Il: Hay una pérdida del espesor del cartilago, fundamentalmente de la
capa superficial.

c) Fase lll: Existe una pérdida completa del grosor, llegando a exponerse el

hueso

1.9.2 Efectos por Impactos Repetidos

Los traumatismos por impacto, simple o repetido, son capaces de producir,
cuando la fuerza es suficiente, una degeneracion del cartilago articular que
puede llegar hasta la capa calcificada y el hueso subcondral al igual que se
observa en la artrosis, si bien el movimiento precoz puede tener un efecto

reparador®® >,

1.9.3 Lesiones por Penetracién
Las lesiones por penetracién superficial son aquellas que afectan solo al
cartilago, sin llegar al hueso subcondral. Se han empleado tres

procedimientos para producir lesiones superficiales con el propdsito de
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comprender el mecanismo de reparacién: escarificacion, afeitado y defectos
superficiales:

a) Escarificacion: Consiste en la realizacion de multiples cortes en la
superficie de cartilago sin penetrar la unién osteocondral® °°.

b) Afeitado: Se realiza una escisién mediante fresa motorizada de lesiones
cartilaginosas propias de la condromalacia®” %,

c) Defectos superficiales: La creacion de defectos superficiales en el
cartilago articular de animales de experimentacion ha sido realizada por
diversos investigadores, observando una ausencia de capacidad reparadora

por parte de las células cartilaginosas®® %% °'.

1.9.4 Penetracion Profunda (Osteocondral)

Cuando se realizan defectos profundos, que afectan al hueso subcondral,
existe unanimidad entre los autores acerca de la aparicibn de procesos
reparadores. Estos procesos, cuyo objetivo es el relleno del defecto por un
nuevo tejido de reparacion, presentan en las fases iniciales un potencial
regenerador condral, pero con el transcurso del tiempo sufre un deterioro

progresivo y acaba por transformarse en tejido fibrocartilaginoso o fibroso ™.

1.10 Mecanismo de Reparacién

Tiene lugar a partir de la profundidad del defecto, es decir, del hueso
subcondral. En los primeros dias se forma un hematoma parcialmente
organizado producido por la ruptura de vasos que progresivamente se
transforma en un coagulo rico en fibrina que engloba hematies, leucocitos y

elementos medulares. Con el crecimiento de capilares procedentes del lecho
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vascular, el coagulo se transforma en un tejido de reparacion de caracter
fibroblastico bien vascularizado. La metaplasia progresiva de este tejido de
granulacién hace que se torne cada vez mas celular y menos vascular®.

En experimentos realizados a largo plazo (uno o dos afos) se observo la
aparicion de fendmenos degenerativos en el tejido de reparacion
caracterizados por adelgazamiento de éste y pérdida de las caracteristicas

macroscopicas de su superficie con aparicion de fenomenos de fibrilacion®®.

1.10.1 Localizacion del Defecto

Se han realizado defectos superficiales en céndilos y en surco patelar de
perros, observando escasa o0 nula reparaciéon en esta ultima localizacion,
hecho que atribuyd a la friccién originada por el deslizamiento patelar®®. De
Palma® realizd los defectos en zonas de carga y no carga del céndilo
femoral, no encontrando diferencias significativas entre ambos.

1.10.2 Tamafio de la Lesion

El tamafo de la lesidon constituye un factor primordial en el proceso de
reparacion. Convery66 obtuvo una reparacion completa a los tres meses en
defectos menores de 3 mm realizados en rodillas de caballos. Por el
contrario, en defectos mayores de 9 mm la reparacion era incompleta y
presentaba areas de fibrocartilago, cartilago pobremente diferenciado y tejido
fibroso. Buckwalter®®, en un experimento realizado en conejos obtuvo
reparacion en el 50% de ellos y afirmd que los resultados en defectos de 1
mm de diametro eran mucho mejores que en aquellos de 3 mm. Ambos
trabajos demostraron un indice de reparacion mayor cuanto menor era el

tamano del defecto.
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1.10.3 Influencia de la Matriz Osea

Reddi®” considerd la posibilidad de que la presencia de factores de
crecimiento y diferenciaciéon condral en la matriz ésea, tenia una accion
inductora sobre el proceso de reparacion en las lesiones del cartilago,
concluyendo que la agresién del hueso subcondral en defectos profundos
desencadena la liberacion de estos factores dando lugar a un proceso
reparador con la aparicion de tejido fibrocartilaginoso. Este fendbmeno no
aparece en las lesiones superficiales, por lo que no se desencadenan los

mecanismos de reparacion.

1.10.4 Efecto de la Movilizacidon
Partiendo de la base de que la inmovilizacién ejerce una influencia negativa
sobre el proceso de reparacién asi como sobre el cartilago sano, distintos
experimentos han recabado informacién de los efectos de los distintos tipos
de movilizaciéon en los fendmenos reparativoseg' 69,
i. Movilizacién precoz
ii. Movilizacion continua pasiva

v'Favorece la nutricion y la actividad metabdlica del cartilago normal.

v Estimula a las células mesenquimales para su diferenciaciéon hacia

cartilago articular.

v'Acelera la reparacion del cartilago y de los tejidos periarticulares,

tendones y ligamentos.
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1.11 Reparacion de Lesiones del Cartilago

Debido a su escasa nutricion, el cartilago articular posee baja capacidad de
auto-reparacion. Los tratamientos para las lesiones del cartilago pueden ser
sintomaticos (medicamentos como condroprotectores, anti-inflamatorios no
esteroides, esteroides), funcionales (lavado artroscépico con desbridacién o
rehabilitacion) o diferentes técnicas quirdrgicas incluyendo la

reparacion/regeneracion del cartilago basada en implante de células’.

1.12 Opciones Quirurgicas sin Implante de Células

Estas técnicas representan la manera tradicional de repara el cartilago
articular, en general, se basan en el estimulo de la médula ésea, en donde el
hueso sub-condral es penetrado para obtener un area de vascularizacion,
que estimula la formacién de un coagulo de fibrina que contiene células
mesenquimales provenientes de la médula 6sea. Estas células madre, son
capaces de reproducir (a través de una metaplasia fibrosa) un tejido de
reparacion fibrocartilaginoso)’®. Dentro de estas técnicas se encuentran la
abrasion’, la microfractura’, la reparacién del cartilago con un parche de
periostio’?, transplante de pericondrio™, fibra de carbon, alotransplantes
osteocondrales frescos’®, transplantes osteocondrales autdlogos™® 'y

mosaicoplastia’’
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1.13 Opciones Quirudrgicas con Implante de Células
1.13.1. Cultivo de Condrocitos Autélogos (ICA)

El aislamiento de condrocitos del cartilago articular fue realizado por Smith’®
en 1965, demostrando In Vitro la supervivencia de los mismos a bajas
temperaturas. Para la disgregacion del cartilago hialino o articular, se han
empleado diferentes enzimas (papaina, colagenasa, pronasa, tripsina, etc)
que rompen las uniones intercelulares, asi como la red de fibras de colageno
y para la expansion celular, se han probado diferentes medios de cultivo que
varian en su composicion (Ham F12, OptiMem®, D-Mem, etc), teniendo como
suplemento suero sanguineo (humano, bovino fetal, ternera, etc). En 1987,
inicié una revolucion en los intentos por reparar zonas dafadas del cartilago
articular, desde la inyeccion de condrocitos suspendidos en un medio liquido
e inyectados en la lesién, mantenidos por un parche de periostio, hasta el uso

de un hidrogel a base de colageno’ &

que proporciond una mejor fijacién a
las células y un mejor medio para la sintesis de macromoléculas por la
matriz. Brittberg y Cols, en 1994 fueron los primeros en reportar sus
experiencias clinicas, que consistieron en una técnica de dos etapas. En la
primera etapa, se tomé una biopsia de cartilago normal que posteriormente
fue macerada y sometida a digestiones enzimaticas, las células se cultivaron
y expandieron empleando medios de cultivo especificos, asi como
temperatura y humedad controlada. Finalmente, se suturé y se sell6 con

adhesivos de fibrina un parche de periostio y las células fueron inyectadas en

la zona de la lesion. Desde entonces han sido varios los autores que han
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empleado el cultivo de condrocitos en combinacion con matrices
tridimensionales para el recubrimiento de defectos condrales, hasta su

generalizacion en el empleo en clinica®® 8%,

Existen diferentes factores a considerar en la reconstruccion del cartilago
articular mediante el implante de condrocitos autdlogos, los mas importantes
son el tamano de la lesidn, el nivel de actividad de los pacientes, las
actividades diarias, la invasion quirurgica, el costo del procedimiento y la
rehabilitacion. Las lesiones menores a 2 cm? generalmente no derivan a
lesiones degenerativas y cuando son mayores a 2 cm? la reparacion del
cartilago se asocia a las células provenientes del hueso subcondral y el

implante de condrocitos autdlogos es el tratamiento sugerido’®.

1.13.2 Des-diferenciacion de Condrocitos

Es bien sabido que durante el cultivo y expansion en monocapa de
condrocitos In Vitro, las células pierden su fenotipo y comienzan a expresar
marcadores embrionarios primitivos®® ®. Durante la expansion de condrocitos
articulares, el grado de des-diferenciacion, ha sido correlacionado con el

nimero de divisiones celulares o pasajes®®.

1.13.3 Re-diferenciacion de Condrocitos
Los condrocitos expandidos en monocapa, son capaces de re-diferenciarse
cuando son restituidos a un ambiente tridimensional y bajo condiciones

94, 95, 96

adecuadas de cultivo Esta habilidad es particularmente importante

cuando las células seran transplantadas a un paciente. Recientemente, se
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ha demostrado que la capacidad celular de re-diferenciacion puede ser
alterada por la exposicién a ciertos factores de crecimiento durante el cultivo

en monocapa®’ %%,

1.13.4 Primera Generacion del ICA

La primera generacion del implante de condrocitos, se basé en la toma de
una biopsia de cartilago sano, el cultivo celular y su posterior aplicacion,
empleando un medio liquido como acarreador en la zona lesionada del
cartilago articular’®. Otra caracteristica de esta técnica, es que se sutura un
parche de periostio para contener las células en suspension. Se reportaron
diferentes complicaciones como hipertrofia del parche de periostio y/o
delaminacion, asi como un 80% de mejoria en los pacientes tratados'"’.
Posteriormente, el parche de periostio fue reemplazado por una membrana
de colageno tipo | y lll de origen porcino, en donde se pudo evitar la
hipertrofia que se habia presentado con el parche de periostio'®. Sin
embargo, la mejora clinica de los pacientes fue parcial en comparacion al uso

del periostio'®.

1.13.5 Segunda Generacion del ICA (Ingenieria Tisular)

En afos recientes, la ingenieria tisular del cartilago articular ha desarrollado
técnicas prometedoras en cuanto a la regeneracion de defectos articulares
basadas en la aplicacién de condrocitos autdlogos que secreten proteinas

caracteristicas de una matriz extracelular. Esta segunda generacién de
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implantes, se centra en el uso de biomateriales combinados con los
condrocitos provenientes del cartilago hialino. Una matriz tridimensional,
proporciona a las células un andamio que les sirve como una superficie de
adherencia, medio de proliferacion y soporte para la produccion de
estructuras tisulares complejas, puede guiar la migracion celular en la zona
dafada y estimular su crecimiento y diferenciacion, para finalmente ser
degradada en respuesta a la liberacién de enzimas de degradacion liberadas
por las células incluidas en su interior'®. Las matrices varian desde
fibras(colageno, acido hialurénico), mallas (esponjas de colageno), hasta
geles (alginato, agarosa, chitosan, adhesivos de fibrina). Las matrices de
caracteristicas solidas proporcionan un substrato en donde las células
pueden adherirse, mientras que los liquidos y geles, atrapan o envuelven
fisicamente a las células. Se han disefiado andamios de origen natural como
agarosa, alginato, acido hialurénico, gelatina, adhesivos de fibrina, derivados
del colageno y matrices de cartilago acelulares'®"'*. También de origen

sintético como acido poliglicélico, acido polilactico y la mezcla entre ambos'™®.

1.14 Evolucioén del ICA

La segunda generacion de implante de condrocitos, ha evolucionado al
disefio de esferas de origen autdlogo que proporcionan un micro-ambiente
tridimensional a las células sin la adicion de suero alogénico o heterologo,
antibioticos y factores de crecimiento. El principio de la formacién de las
esferas, se basa en la agregacion tridimensional de los condrocitos y su

posterior secrecion de los componentes caracteristicos de la matriz
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extracelular. La agregacion se induce mediante viales especiales sin el
estimulo de agentes quimicos o fisicos. Las condroesferas (co.don
Chondrospheres®) solo reciben el aporte del medio de cultivo suplementado

con el suero del paciente'®.

1.15 Células Madre, Aislamiento y Cultivo

Se ha demostrado la capacidad condrogénica de las células estromales de la
meédula 6sea o células madre mesenquimales, mediante el cultivo en un
medio libre de suero suplementado con acido ascorbico, dexametasona y
TGF-p1"". La induccién con BMP-2 y BMP-9 promueven la diferenciacion
condrogénica en células incluidas en perlas de alginato''®. También se ha
investigado el efecto condrogénico promovido por otros factores de
crecimiento como FGF-2, PDGF bb, EGF e IGF-1 durante la expansion de las

células mesenquimales'® '%°,

1.16 Diferentes Modalidades de Cultivo de Condrocitos

1.16.1 Cultivo Dindmico

Se basan principalmente en la agitacion continua del medio de cultivo y por
consiguiente de los implantes generados a partir de la inclusion de células en
una matriz tridimensional. De esta manera, el choque entre estas
construcciones, estimulan el crecimiento celular, la sintesis de

glucosaminoglicanos y colageno 11!

. Permiten el aporte de nutrientes en
cultivos con alta densidad celular y minimizan la acumulacion de productos

de degradacion'??. Existen diferentes métodos de cultivos dinamicos, que van
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desde un frasco “spinner’ o giratorio'?®, viales en rotacién constante'®,

sistemas de perfusion vy bio-reactores'®>, que mantienen un ambiente
biolégicamente activo, manteniendo ciertas condiciones propicias (pH,

temperatura, concentracion de oxigeno, etcétera) para las células en cultivo.

1.16.2 Modificacion Genética de Condrocitos

Con el desarrollo de métodos para la introduccion de genes a células
precursoras y condrocitos, ha llamado la atencion la promesa de tratar
desérdenes del cartilago articular mediante terapia génica. Sin embargo, la
idea de tratar lesiones localizadas en el cartilago hilalino, con esta estrategia,
debera de acompafarse por un amplio respaldo cientifico que explique los
principios de la reparacion del tejido y principalmente las consecuencias de
implantar células que han sido modificadas genéticamente. Las estrategias
para estas modificaciones, dependeran en gran medida de la reproducibilidad
y de la eficiente introduccion del material genético y de la expresion local del
los factores terapéuticos. Algunos factores de crecimiento son moléculas
idoneas para aplicar técnicas de transferencia de genes, debido a que se
pueden secretar y de esta manera estimular diferentes vias autécrinas o
paracrinas. Entre las células blanco para una transferencia de genes se
incluye: 1. Células progenitoras que llenen el defecto, 2. Condrocitos
diferenciados que son transplantados al interior de la lesion y condrocitos
adyacentes, y 3. Sinoviocitos'?®. La susceptibilidad de los condrocitos a ser
transducidos por ciertos vectores adenovirales, ha sido documentada in Vitro
127, 128, 129

gracias al uso de vectores portadores de genes reporteros

alcanzando eficiencias que llegan hasta el 100%. Los condrocitos también
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130, 131

pueden ser transducidos por vectores retrovirales pero con bajo

porcentaje de eficiencia. También se ha reportado que es posible la

transduccion de células del cartilago articular por baculovirus™? '3

y
lentivirus "**. De la misma manera, se han empleado vectores rAAV para
transducir condrocitos articulares de diferentes especies de mamiferos a altas

eficiencias'®® 136

, una ventaja que se ha observado con los vectores rAAV, es
que son capaces de transferir genes directamente a los condrocitos
embebidos en su propia matriz extracelular, esto, cuando se aplica

135136 En contraste a los riesgos

directamente a explantes de cartilago
ofrecidos por la transferencia viral de genes, como la posible respuesta
inmunoldgica o la probabilidad de neo-formaciones, los condrocitos pueden
ser transfectados por vectores de origen bacteriano como los plasmidos
mediante técnicas como liposomas catidnicos como la Lipofectina o
LipofectAmina'’, asi como sistemas basados en compuestos Lipidicos como
FuGENE 6'%. Una gran variedad de genes terapéuticos han sido transferidos
a condrocitos aislados in Vitro y han estimulado la sintesis de diferentes
compuestos moleculares como el IGF1, TGF-B1, FGF2, entre otros factores,
que promueven la produccion de proteoglicanos, colageno tipo Il y proteinas
no colagenas en cultivos en monocapa y tridimensionales " '*. También se
ha reportado las disminucion gradual de la expresion cuando los ensayos se
realizan en cultivos en monocapa™® y cuando los cultivos son
tridimensionales, se ha observado que se extiende la sobre-expresion de
ciertos factores de crecimiento’”'*®. Las estrategias para transferir estos

vectores a la zona comprometida o lesionada han sido: 1. La inyeccién del

vehiculo portador del gen o las células modificadas al espacio articular, 2. El
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transplante de un implante portador de células que han sido genéticamente
modificadas directamente a la lesion y 3. La administracion directa de los

vectores en la zona dafiada'®.

1.17 Factores de Crecimiento que Afectan el Crecimiento de las Células

en Cultivo

Recientemente, se ha procurado evitar la manipulacion genética de los
condrocitos mediante mecanismos quimicos y/o fisicos que puedan estresar
a las células ocasionando que muchas de ellas se programen para entrar en
apoptosis o que puedan alterar de manera negativa sus vias de sefalizacion.
El estimulo del micro-ambiente mediante factores de crecimiento adicionados
a los medios de cultivo o a matrices tridimensionales inteligentes que puedan

administrar de manera eficiente estas proteinas, han sido motivo de estudio

141, 142 143, 144

en diversos modelos tanto in Vitro , como in Vivo y seleccionando

matrices de diferentes origenes, asi como variando las lineas celulares'* ™°.
Los efectos de los factores de crecimiento sobre los condrocitos varian in
Vivo e in Vitro. En general estimulan la sintesis de los componentes de la
matriz extracelular del cartilago’.

Los factores de crecimiento forman un grupo de macromoléculas polipepti-
dicas, que presentan acciones especificas y potentes sobre la regulacion de
la proliferacién, la muerte, la movilidad y la diferenciacion de células
competentes. Desde la perspectiva de la fisiologia celular, los factores de
crecimiento son primeros mensajeros que interactuan sobre receptores

glicoproteicos de membrana que transducen la sefial generando una cascada

de reacciones que termina en la regulacion de ciertos factores de

26



transcripcion y por lo tanto de la expresion génica. Su mecanismo de
secrecion mas frecuente es paracrino o autocrino, y solo ocasionalmente es
endocrino™®. En la actualidad, el principal uso médico de los factores de
crecimiento y sus receptores es la marcacién mediante inmunohistoquimica
de tejidos tumorales para realizar diagnésticos y, de ser posible, establecer
pronosticos'™’ Sin embargo sus potenciales aplicaciones terapéuticas son
muy amplias y quizas en un futuro cercano sean sustancias indispensables

en la industria farmacéutica.

1.17.1I1GF1

La familia de los factores de crecimiento similar a insulina, actian como
mediadores de las acciones de la hormona del crecimiento, por lo que
durante afnos se les denominaba somatomedinas. Posteriormente se las
incluyd dentro de los factores de crecimiento y, por sus semejanzas
estructurales y funcionales con la insulina, se les otorgd la denominacion de
IGFs. Hoy se conocen dos IGFs (I y 1) cuyas moléculas son semejantes a la
de insulina, pero de tamafio algo mayor (7.5 KDa)"® ejerce efectos
anabdlicos'® durante el desarrollo y en adultos, participando en la sintesis de
poteoglicanos y colageno IlI, ademas inhibe la destruccion de la matriz

extracelular y favorece la adhesion de los condrocitos al colageno tipo 11"*2.

1.17.2 FGF2

En cuanto a la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos, su
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existencia se demostré experimentalmente en la década de 1940, el
aislamiento de los mismos recién se produjo en 1984 a partir de extractos de
hipdfisis bovina que demostraron ser mitégenos para fibroblastos primarios
en cultivo. FGF1 o FGFa (acidico) y FGF2 o FGFb (basico) fueron los
primeros miembros de la familia caracterizados. Posteriormente se
reconocieron otros miembros de la familia, de los cuales unicamente el FGF7
o KGF se encontr6 en los tejidos de mamiferos adultos. Los factores
restantes fueron identificados a partir de oncogenes y su aparicién normal
solo se limitaria a ciertos momentos del desarrollo embrionario. Actualmente
se considera que la familia comprende en vertebrados al menos 23 factores
distintos. El prototipo de la familia es FGF2 o bFGF. En su forma activa el
FGF2 es una proteina de 146 aminoacidos. y 16-18 KDa, aunque existen
isoformas de mayor peso molecular que penetran en la célula y llegan al
nicleo’™. En el suero humano el FGF2 es detectable y su concentracion
presenta un evidente ritmo circadiano.”®' Tanto en suero como en orina, la
concentracion de FGF2 aumenta en ciertas neoplasias malignas'®. In Vitro,
el factor de crecimiento de fibroblastos 2 posee efectos mitogénicos,
quimiotacticos y ejerce acciones sobre la diferenciacion celular de
condrocitos, osteoblastos, entre otras células. In Vivo, FGF-2 mejora la

reparacion de lesiones profundas del cartilago articular'™’.

1.18 Antecedentes Particulares

En un trabajo previo en nuestro laboratorio, que fue el trabajo de tesis de
Maestria del autor de esta tesis, nos propusimos implantar condrocitos

autdlogos cultivados e incluidos en una matriz de fibrina, para la reparacion
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de defectos articulares. En este caso, se aislaron condrocitos a partir de
biopsias de cartilago de pacientes con diferentes lesiones osteocondrales. Se
incluyeron 15 x 10° células en una matriz de fibrina para generar un implante
de condrocitos autélogos que fue aplicado 24 horas post-inclusidon. Se
compardé la composicion de la matriz extracelular (MEC) de cartilago sano
con la matriz sintetizada por los condrocitos en monocapa y al ser incluidos
en la fibrina. Se realizaron pruebas de RT-PCR e inmunohistoquimica a los 7,
14 y 21 dias de cultivo para detectar la expresién de Sox 9, colageno tipo | y
Il. En el cartilago hialino se observo colageno I, el factor de transcripcion Sox
9 y ausencia de colageno I. En monocapa se detectd colageno | desde la
primera semana, sugiriendo un proceso de desdiferenciacion. Sin embargo,
las células expresaron colageno Il 'y Sox 9 en todo el periodo de cultivo. Se
pudo distinguir Sox 9, colageno Il y colageno | en los condrocitos incluidos en
fibrina. Se implantaron condrocitos incluidos en la matriz de fibrina a un
paciente que presentaba una lesion osteo-condral en el domo del astragalo
izquierdo. Seis meses postimplante, el paciente se reporté incorporado a sus
actividades cotidianas. Finalmente, pudimos concluir que el ICA permitié una
recuperacion clinica exitosa en la funcion articular del paciente tratado, 5
afnos posteriores a su implante, el paciente lleva una vida normal e incluso
practica deporte de manera constante. Hasta este momento, se han
implantado mas de 80 pacientes con lesiones condrales de diferente
localizacion como en condilos femorales (medial o lateral), patela y en el
domo del astragalo, observandose una recuperacion total en el 85% de los

pacientes tratados, las complicaciones en el 15% restante que representa a
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paciente recuperados parcialmente o con fracaso del procedimiento, se han

asociado a condiciones propias la patologia original.

CAPITULO I
JUSTIFICACION
Debido a que las lesiones del cartilago articular representan un problema en
la ortopedia, consideramos que es necesario explorar modificaciones en las
condiciones de cultivo de condrocitos, desarrollando un modelo con células
humanas que sobre-expresen factores de crecimiento que en conjunto,
influyan en la sintesis de proteinas propias de la matriz extracelular. De
manera adicional, se proporcionara una fuerza hidrodinamica que permita la
nutricion adecuada de los condrocitos incluidos en una matriz de fibrina. Con
estas modificaciones esperamos mejorar la calidad de la nueva matriz
generada, para que sea mas parecida en composicion al cartilago hialino
normal, con lo cual pudieran elaborarse implantes de condrocitos de mejor

calidad.

CAPITULO I

HIPOTESIS
El cultivo de condrocitos incluidos en una matriz de fibrina, asi como el
estimulo aportado por el sistema de agitacion continua y de los factores de
crecimiento hIGF-1 y hFGF-2, promoveran la formacion de neo-cartilago in

Vitro con caracteristicas estructurales propias del cartilago hialino normal.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Disefiar un modelo de sintesis de neo-cartilago in Vitro formado a partir de
condrocitos humanos transfectados con los DNA complementarios que
codifican para los factores de crecimiento hIGF-1 y hFGF-2, incluidos en una
matriz tridimensional a base de fibrina y mantenidos en un cultivo dinamico,
que permita analizar los cambios metabdlicos y morfolégicos que ocurren

durante la diferenciacién de los condrocitos.

4.2 Objetivos especificos

1. Construir vectores portadores de los cDNAs que codifican para los

factores hIGF-l y hFGF-2.

2. Expresar de manera transitoria los factores hlGF-1 y FGF-2 en cultivos de

condrocitos humanos.

3. Implementar un sistema de cultivo dinamico para los condrocitos

transfectados e incluidos en una matriz de fibrina.

4. Detectar la expresion de hIGF-l y hFGF-2 en los medios de condrocitos

transfectados y cultivados en un medio dinamico.
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5. Comparar la composicidon de la matriz extracelular de los implantes
cultivados en un medio dinamico bajo diferentes condiciones, por medio

de tinciones histoldgicas y de inmunohistoquimica.
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CAPITULO V
MATERIALES Y METODOS

5.1 Origen de los Condrocitos

Las células requeridas para el presente estudio, se tomaron de los
excedentes de los cultivos primarios correspondientes a pacientes que
solicitaron un tratamiento para lesiones del cartilago articular, mediante la
técnica de cultivo e implantacion de condrocitos autdélogos
(CONDROGRAFT®), implementada en el Banco de Hueso y Tejidos del
Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez “, en colaboracién con el Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo

Ledn.

5.2 Cultivo de Condrocitos

Se emplearon cultivos primarios correspondientes a pacientes que solicitaron
el implante de condrocitos autélogos y que dieron su consentimiento
informado para que se utilizaran sus células. Se realizd el cultivo celular
siguiendo los protocolos establecidos en el Banco de Hueso y Tejidos del
Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Universitario “Dr. José E.

13

Gonzalez “, como se describe a continuacion: En condiciones estériles, la
biopsia de caracteristicas osteocondrales, se macer6é en pequefios trozos y
se someti6 a varios ciclos de digestiones enzimaticas, empleando

tripsina/EDTA al 2.5% (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES (Grand Island,

NY, EUA). Posteriormente, la digestion continué con colagenasa tipo Il
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(GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES, Grand Island, NY, EUA), a 37°C y en
agitacion continua. Las células contenidas en el sobrenadante se
sedimentaron por centrifugaciéon (Heraeus, Thermo Electron Corporation.
Ridgefield Court, Asheville, USA) a 1000 rpm por 10 minutos. Para el cultivo
celular, se emplearon placas de 6 pozos a una densidad de siembra de 1x10°
células (NUNC™ Creek Drive, Rochester, NY). El medio para el cultivo
celular 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). Para el cultivo de los
condrocitos, (New Brunswick Scientific Inc. Talmadge Road Edison, New
Jersey, USA) se mantuvo un ambiente de 5% de CO, y humedad relativa del

100%.

5.3 Vectores Plasmidicos y Transfeccion

A partir del vector comercial pPSPORT1-IGF1 LIFESEQ780074 portador del
cDNA del factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 humano de Open
Biosystems, Inc. (Huntsville, USA), se realizaron digestiones con las enzimas
de restriccién Notl/Sall, se liberé un fragmento de 780pb que posteriormente
fue sub-clonado al vector pCMV-Sport6, dirigiendo la expresién del factor
IGF-I un promotor de citomegalovirus (Figura 1). El plasmido pClneo,
portador del cDNA del factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2, fue
proporcionado por la Dra. Claudia Heilmann de la Universidad de Freiburg,
Alemania. Esta clona, fue caracterizada mediante digestiones con las
enzimas de restriccion Nhel/Xbal liberando un fragmento de 868pb. Ambas

clonas se caracterizaron por secuenciacion (Figura 2). Como gen reportero,
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se empleo el vector pPGREEN LANTERN™-1 (Invitrogen™ Life Technologies.
Carlsbad, CA, EUA) que expresa la proteina verde fluorescente y los nucleos
fueron tefidos con el reactivo 4'.6-diamidino-2-fenilindol o DAPI
(Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA), el cual tiene alta
afinidad hacia los acidos nucleicos (Figura 3). Se realizaron protocolos
basicos para la preparacion de bacterias Escherichia coli Top-10 calcio
competentes y su posterior transformacion. Para la preparacion de DNA
plasmidico (Mini-prep), se siguieron las instrucciones del estuche comercial
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega Corporation,
USA). La purificacion de bandas se realiz6 mediante el estuche Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation, USA). Se prepararon
y se purificaron muestras de los plasmidos, para utilizarlos en los ensayos de
transfeccion mediante una mediana escala (QIAGEN® Plasmid Midi Kit
[QIAGEN Inc. USA]) y se cuantificaron empleando el NanoDrop 3300
(Thermo Scientific, USA). Se eligié el reactivo Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad, CA, EUA) como método para la
transfeccion transitora. Las condiciones para las co-transfecciones se
establecieron de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial (5ul
Lipofectamine™ 2000, por ug DNA) y a una confluencia celular del 90%. Se
probaron diferentes concentraciones de DNA, asi como de lipofectamina
2000 y se decidi6é que a una con concentracion de 1.5 ug de DNA plasmidico
y 10 ul de lipofectamina 2000, se pudo detectar la expresion de la proteina
verde fluorescente. En el caso de las co-transfecciones, se emplearon 750ug

de DNA plasmidico.
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Figura 1. Plasmido y fragmentos digeridos mediante restriccion. A) Vector pSPORT1 vy el
fragmento de 780pb correspondiente a hlGF-1. B) Vector pCMV-Sport6/hIGF-1 con su
promotor CMV.
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Figura 2. Plasmido y fragmentos digeridos mediante restriccion. A) Vector pCineo/FGF-2 y el
fragmento de 868pb correspondiente a hFGF-2. B) Vector pClneo/FGF-2 con su promotor
CMV.
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Figura 3. Condrocitos co-transfectados expresando la proteina verde fluorescente. Los
nucleos se observan de color azul debido a que fueron marcados con DAPI.

5.4 Inclusion de Condrocitos en una Matriz de Fibrina

A las 24 horas post-transfeccion, los condrocitos fueron despegados
mediante digestion con tripsina/EDTA 2.5% y se incluyeron, en experimentos
por separado, 15 x 10° células transfectadas y sin transfectar en un medio
tridimensional, empleando un adhesivo comercial a base de fibrina (Baxter,
Viena, Austria). Se siguieron las instrucciones de la casa comercial y previa a
la mezcla del fibrindbgeno y la trombina, proporcionados en el estuche, se

adicionaron los condrocitos para quedar suspendidos en la fibrina.

5.5 Cultivo Dinamico

Una vez incluidos los condrocitos humanos en la matriz tridimensional a base
de fibrina (Figura 4A), se realizaron cubos de aproximadamente 10mm? y de
3mm?®, de tal manera, que se pudo determinar, que con fragmentos de 3mm?®,
el medio podia fluir libremente a través de la matriz tridimensional (Figura
4B). Como sistema de agitacién continua, se eligié el frasco “spinner”
(Wheaton Industries Inc, USA) con 25 ml de medio completo (Optimem I/SFB
10%/gentamicina 5ug) y en una incubadora bajo condiciones atmosféricas

controladas de 5% de CO,. Se eligié este sistema de agitacion debido a que
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se pueden desarrollar varios experimentos al mismo tiempo, ademas de
proporcionar fuerzas hidrodinamicas a las células que se encuentran en el
interior, recibiendo nutrientes para sobrevivir y sintetizar las proteinas que
constituyen la matriz extracelular del cartilago articular (Figura 5). Se
determind que para mover las muestras, basta una velocidad de agitacion
constante de 40rpm. Se tomaron muestras de los cubos de fibrina mas
condrocitos por triplicado cada 7 dias durante cuatro semanas y se recolecto
el medio para realizar las pruebas moleculares, histolégicas e

inmunohistoquimicas.

Figura 4. Preparacion de la fibrina. A. La matriz acarreadora contiene condrocitos en su
interior. B. Cubos de fibrina de 3mm?®y 10mm?.

Figura 5. Cultivo dinamico de condrocitos incluidos en una matriz de fibrina.
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5.6 Adicion de Factores de Crecimiento al Medio

De manera preliminar a los ensayos de transfeccion y con el propdsito de
utilizarlos como control, se realizaron ensayos en los que el medio de cultivo
se suplement6 con 5 ug/ml tanto de cada una de las proteinas recombinante
humana IGF-1 (catalogo #13769, Sigma, St. Louis, Mo), como de FGF-2
(catalogo #F0291, Sigma, St. Louis, Mo). Se realizaron ensayos con cada
una de las proteinas recombinantes por separado y con una combinacion de

ambas (10 pug/ml totales).

5.7 Western Blot

Las proteinas contenidas en el medio de cultivo fueron precipitadas mediante
metanol-cloroformo. Se adicionaron 50 ug de proteina a un gel de acrilamida
al 12% y fueron separadas en condiciones desnaturalizantes durante 4 horas
a 70 Volts. Las proteinas fueron transferidas a un membrana de PVDF
(Sigma, St. Louis, Mo) durante 18 horas a 30 Volts. Para su deteccion se
siguieron las indicaciones del kit comercial AmpliCruz™ Western Blot Signal
Enhancement System (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Los anticuerpos
primarios fueron FGF basic antibody (ab10420) 1:1000 y IGF1 antibody
(ab9572) 1:3000, el anticuerpo secundario fue Rabbit IgG secondary
antibody-H&L (ab6721) de Abcam plc (Cambridge, MA). A manera de control,
se empled el gen de la B-actina (Invitrogen™ Life Technologies. Carlsbad,
CA, EUA). Para visualizar las proteinas se empleé el kit Chemiluminescence

Luminol Reagent (sc-2048) de Santa Cruz.
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5.8 Extraccion de RNA y RT-PCR

Se obtuvo RNA de los especimenes colectados cada 7 dias siguiendo el
protocolo de extraccién establecido por el estuche de la marca comercial
Purescript® de Gentra Systems Inc (Minneapolis, Mn, EUA). Se utilizaron
iniciadores especificos para la deteccién del gen constitutivo GAPDH, asi
como para colageno tipo Il y colageno tipo | (Tabla I). El estuche empleado
para la RT-PCR fue Advantage® RT-for-PCR Kit (Clontech, Takara Bio Inc.
Japan) estas reacciones se montaron en el termociclador Geneamp PCR
System 9700 de Applied Biosystems. Las condiciones para la amplificacion
por PCR de colageno | fueron 94°/5 min, 35 ciclos (94°/30 seg, 68°/30 seg,
72°/1 min) y 72°/3min, para colageno de tipo Il 94°/5 min, 35 ciclos (94°/30
seg, 65°/30 seg, 72°/1 min) y 72°/3min y para GAPDH 94°/5 min, 35 ciclos
(94°/1 min, 60°/1 min, 72°/1 min) y 72°/5min. El volumen para cada reaccion
se detalla en la tabla 2 y se empleo el reactivo GoTag® Green Master Mix
(Promega Corporation, USA). 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).
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Tabla I. Oligonucledtidos.

Primer Secuencia Producto

Colageno | | 5 ATGACGTGATCTGTGACGAGAC 3’ 737
3'GCAGCACCAGTAGCACCATCAT 5

Colageno Il 5'AGACATCAAGGATATTGTAGG 3 403
3'CAGCTTCACCATCATCACCAG 5

GAPDH |5 AAGATGGCCCAGGAGAACCCCAAG 3 980
S TAATCCTTCATGTGCACCGCCCTG 3

Tabla Il. Volumen empleado para la reaccion de GAPDH, colageno | y .

Componentes | Volumen

pl
H>O 2.5
Master Mix 5

Mix de Oligos 0.5

DNA 2.0

Total 10.0

5.9 Histologia e Inmunohistoquimica
Las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% y se sometieron a

deshidrataciones con alcohol etilico a concentraciones crecientes de 85%,
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98% y culminando con alcohol absoluto. Se incluyeron en xilol por 10 minutos
y se incluyeron en parafina fundida a 60°C. Por ultimo, la pieza se coloco 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 concluyd con recuperacién en agua. Para la
deteccién de los glucosaminoglicanos producidos por los condrocitos
incluidos en la fibrina se siguid la técnica de Safranina O. Para la deteccion
de las fibras de colageno dispuestas en la nueva matriz extracelular, se
utilizaron anticuerpos primarios especificos para la deteccién de colageno |y
para colageno Il (1:50) Abcam plc (Cambridge, MA, EUA) al implante de
fibrina/condrocitos. Como sistema de deteccién inmunohistoquimico se
emplearon los kits mouse ABC Staining System (sc-2017) y rabbit ABC
Staining System (sc-2018) de Santa Cruz Biotechnology, Inc. 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 y se analizaron con el software Image-Pro Express Vs 6.2 ( Media
Cybernetics, Inc) que estima la densidad optica estandar determinando la
cantidad de materia en un objeto midiendo la cantidad de luz que pasa a
través de dicho objeto. De acuerdo al analisis digital de las imagenes, los
valores densitométricos de las bandas de acidos nucleicos y proteinas se
obtienen como resultado de cuantificar el area y densidad oOptica media

(DOM) de cada banda aislada y se determina la densidad Optica media
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tomando en cuenta el fondo en una regién del gel donde la fluorescencia
existente es debida solamente a uniones inespecificas del BrEt. Los
resultados se expresaron como el promedio + desviacién estandar (n=3) y
una seguridad del 95% de significancia estadistica (p<0.05). La formula
asume un decaimiento exponencial de la luz dentro del objeto. Densidad
optica (x, y)= -log[(intensidad(x, y)-Negro) / (Incidencia-Negro)]. En Donde:
Intensidad (x, y) es la intensidad del pixel (x, y). Negro es la intensidad

generada cuando no hay luz a través del objeto.
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CAPITULO VII

DISCUSION

El cartilago articular es un tejido de origen conjuntivo, con un coeficiente de

friccibn extremadamente bajo y que distribuye las cargas. Los dafios al
cartilago articular, representan patologias clinicas encontradas comunmente
durante la practica médica. La exposicion del cartilago a cualquier agente que
sea capaz de provocar alguna lesion puede suprimir la sintesis de
proteoglicanos y estimular el proceso de degeneracion del cartilago
articular™?. Los procesos fisiolégicos de reparacién del cartilago son tan
limitados que cuando ocurre un defecto sobre la superficie, resulta casi
imposible la auto reparacion'®®. Sin embargo, estos defectos pueden se
rellenados con un tejido a base de fibrocartilago, que promueve una
reparacion débil en estructura y resistencia mecanica’*. Los proteoglicanos y
las fibras de coldgeno son las macro moléculas mas abundantes que
colaboran al mantenimiento y adecuado funcionamiento del cartilago. Existen
diferentes factores de crecimiento que estimulan el desarrollo e incluso

promueven la reparacién del cartilago hialino™°. El hFGF2, es un factor

137, 156

mitogénico para condrocitos articulares y se ha descrito que posee
efectos pleiotrépicos, es decir, estimula e inhibe la deposicion de
proteoglicanos dependiendo de su concentracion y del sistema de cultivo
empleado®®” 1% 137 138 "G Kaul y Cols, probaron la hipétesis que la sobre-
expresion de hFGF2 mediante transfecciones a condrocitos incluidos en

alginato promueven la reparacion de defectos de espesor completo en el

cartilago articular de conejos y que liberaban la proteina por al menos un mes

44



In Vitro **°. En el presente estudio, pudimos detectar la presencia de hFGF2
en el medio hasta por 30 dias, lo que podria representar una ventaja en
ensayos In Vivo, pues se ha inyectado de manera intra-articular la proteina a
altas dosis durante dos semanas. Sin embargo, hFGF2 tiene una vida
promedio menor a 24 horas*®®. Marja y Cols, examinaron el efecto de hFGF2
sobre los niveles de RNAmM de pro-colageno o |, e identificaron un
mecanismo transcripcional en donde FGF-2 inhibe la expresion de colageno |
161 En nuestro trabajo, pudimos observar, que hIGF1 y hFGF2 tienen un
efecto inhibitorio sobre la expresion de colageno tipo |, comparado con el
medio sin suplemento. hIGF1, es un factor que juega un papel importante en
la fisiologia del cartilago™® y se ha demostrado que estimula la sintesis de
proteoglicanos asi como la proliferacion y diferenciacion de células
mesenquimales e interviene en la regulacion del crecimiento promovida por la
hormona del crecimiento sobre el cartilago y hueso'®. Tyler y Cols reportaron
gue la exposicion de condrocitos a IGF1 In Vitro potenciaba su proliferacién y
mantenia su fenotipo durante el cultivo celular*®®. Jenniskens y Cols
incluyeron condrocitos de bovino en perlas de alginato, adicionaron IGF-1y
observaron un aumento en la deposiciéon de colageno Il y proteoglicanos,
mientras que el colageno tipo | solo se depositdé en la superficie, esto
revelado mediante inmunohistoquimica®*. En este estudio, reportamos la
presencia de colageno I, en zonas extensas del implante, bajo todas las
condiciones de estimulo. El efecto mas evidente fue al combinar los factores
de crecimiento. Veilleux y Cols incluyeron condrocitos de canino en una
matriz de colageno/GAG y adicionaron FGF-2 y/o IGF. Reportaron mayor

deposicién de colageno tipo Il y GAG’s por el estimulo de FGF2'®. Sin
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embargo, los ensayos los realizaron bajo condiciones de cultivo estatico.
Takahasi y Cols, probaron 12 factores de crecimiento para evaluar la
proliferacion de condrocitos humanos. El efecto més favorable fue entre IGF1
y FGF2'® Estudios recientes sugieren que hFGF2 no solo aumenta la
proliferacion celular durante la expansion en monocapa, sino que también
promueven el potencial de rediferenciacion y de respuesta a los factores de
crecimiento durante un cultivo tridimensional*®’. Se ha demostrado que FGF2
promueve la proliferacion y sintesis de GAG’s en condrocitos cultivados en
monocapa'®. Los glicosaminoglicanos tienen carga negativa en el sulfato
carboxilado y pueden captar iones Ca++ y Nat++, propiedad que les da una
gran capacidad de atraer agua. Cuando se ejerce una presion sobre el
cartilago, su deformacion ocurre de manera gradual, a medida que las
moléculas de agua se desplazan del interior de los proteoglicanos hacia
la superficie articular. Cuando la fuerza cesa, estas moléculas de agua
vuelven a su localizacion inicial, atraidas por la fuerte carga negativa de
lo proteoglicanos, restableciéndose la estructura del cartilago. Esta

capacidad de amortiguacion ejercida por los proteoglicanos, hace que

las fuerzas lleguen parcialmente disipadas a la red de colageno, que es

169. Es

la responsable final de la estructura tridimensional del cartilago
muy alentador observar en nuestros ensayos la presencia progresiva de los
GAG’s, lo que sugiere la posibilidad de tener un tejido funcional, debido a sus
propiedades de estas macromoléculas para retener agua, aunado a un
incremento en la proporcion de colageno Il y una disminucion en el colageno

l. Aan falta por hacer un andlisis de resistencia para el implante como

estudios reométricos, ensayos de proliferacion celular, asi como identificar los
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GAG’s sintetizados en la nueva matriz, asi como el tiempo méaximo de
expresion de los factores en los condrocitos transfectados. También se
podria determinar que otros tipos de coldgeno que se encuentran implicados
en la diferenciacion o atrofia del cartilago, se ven afectados en este tipo de
experimentos. Otra posibilidad interesante serd probar el efecto de los
factores de crecimiento en condrocitos incluidos en otras matrices e
investigar otros factores de crecimiento en nuestro modelo. Escalar el modelo
a implantes de mayor tamafio y concentraciéon celular, para finalmente hacer
pruebas con modelos In Vivo. Se han empleado diferentes métodos de
agitacion continua, como bioreactores, sistemas de perfusion o técnicas
complejas que favorecen el libre flujo de los medios de cultivo a través de las
matrices celulares. Para este trabajo, el frasco “spinner” representd un
sistema capaz de mantener en movimiento los implantes con un volumen
reducido de medio de cultivo, ademas que permiti6 realizar varios
experimentos de manera simultanea. Este método, en general, permitid
desde la primer semana de cultivo y para todas las condiciones, la presencia
de fibras de colageno alrededor de las condronas, asi como de fibras de

glicosaminoglicanos ordenandose en forma de hebras.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
No observamos diferencia entre transfectar a los condrocitos y adicionar
proteinas recombinantes al medio. Consideramos que este reporte, podria
favorecer al disefio de matrices “inteligentes” capaces de estimular la
proliferacion y diferenciacion de células incluidas en su interior. Ademas de
evitar el estrés que representa someter al condrocito a una manipulacion

genética.

Gracias a la deteccion de fibras de colageno tipo Il y su extension progresiva
a través de la matriz de fibrina, asi como a la disminucion de las fibras de
colageno tipo |, por efecto de los factores de crecimiento adicionados o
liberados al medio de cultivo por condrocitos transfectados, se pudo generar
un bio-implante de neo-cartilago In Vitro, empleando un sistema de agitacion

sencillo, que permite ensayos reproducibles y de bajo costo.

La capacidad del cartilago para soportar las presiones generadas durante la
carga, depende en gran medida, de la integridad de las fibras de colageno y
del mantenimiento de proteoglicanos que ocupan los espacios comprendidos
entre estas fibras colagenas. La presencia de los GAG’s en nuestro modelo,
sugiere la posibilidad de obtener un tejido funcional, debido a la naturaleza de

estos polisacaridos para retener agua.

Consideramos que este podria ser el primer reporte de condrocitos humanos
incluidos en fibrina, cultivados en un medio dinamico y con la adicion al medio
o la sobre-expresién de hIGF-1 y hFGF-2, de manera individual o en

conjunto.
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