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CAPITULO |

RESUMEN
Tomas Ramos Morales Fecha de Graduacién: Octubre, 2011
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo, del Estudio: HISTOMODULACION DE CELULAS CONDRALES
ALOGENICAS EN DIFERENTES MEDIOS DE TRANSPORTE Y SU APLICACION
EN LESIONES ARTICULARES: ESTUDIO EXPERIMENTAL EN CORDEROS.

Numero de Paginas: 96
Area de Estudio: Ingenieria Tisular

Introduccién: Las lesiones del cartilago articular no se reparan debido a la
escasa nutricion presente en la articulacién. El implante de condrocitos
autélogos es la Unica opcion actual para la regeneracion y reparacion
condral. Esta técnica requiere de dos tiempos quirtrgicos. Los condrocitos
alogénicos incluidos en una matriz tridimensional representan una posibilidad
para transplante debido a la baja o nula respuesta inmune que provocan ya
que solo se requiere de un tiempo quirdrgico. Objetivo: Determinar el uso de
condrocitos alogénicos cultivados a partir de biopsias tomadas de corderos
donadores en el tratamiento de lesiones condrales articulares de espesor
total, en un modelo animal. Material y Métodos: Se incluyeron condrocitos
alogénicos en tres diferentes matrices a base de fibrina, fibrina/ac.
Hialurénico y ac. Poliglicolico. Los bioimplantes fueron transplantados y en
corderos lesionados quirtrgicamente luego fueron estabulados durante seis
meses. Se realizaron cortes histologicos para identificar la calidad de la
matriz condral y se localizaron colagenos de tipo | y Il mediante
inmunohistoquimica. Resultados: Para el grupo de Fibrina, el 80% de las
proteinas de colagena presente fue de tipo Il, el 37.17% fue de colageno tipo
|y el 70.43% estuvo conformado por glucosaminoglicanos. La mezcla de
fibrina/ac. Hialurénico estimuld la sintesis de colageno tipo Il y Gag’s en un
83.90% y 72.77% y colageno de tipo | en un27.60%. disminuy6é en
comparacion con el grupo 1. La matriz de acido poliglicdlico solo produjo
91.17% de colageno tipo | y no se detectd colageno tipo Il y Gag’s en este
grupo. Conclusiones: La matriz de fibrina combinacion con el acido
hialurénico fue mas eficiente para la prodfigcidp) de Colageno tipo Il y Gag's a
seis meses post-implante. La utilizacion rocitos alogénicos cultivados
in vitro, puede ser eficaz en el tratamiento |de |gsiones arti s de espesor
completo.

§ ! /
Dr. Med. %do Alv re% L\izano

Director de Yesis



CAPITULO II

INTRODUCCION

2. 1. CARTILAGO ARTICULAR
2.1.1. Estructura y Ultraestructura

El cartilago articular es un tejido elastico avascular, aneural y alinfatico
localizado en las articulaciones diartrodiales del esqueleto, que facilita el
deslizamiento y la lubricacion de las superficies articulares, absorbe los
traumatismos mecanicos y distribuye las cargas sobre el hueso subyacente.
Al igual que otros tejidos conectivos del organismo, el cartilago articular esta
constituido por células, denominadas condrocitos, y por una matriz
extracelular, siendo ésta la que le confiere sus peculiares caracteristicas
mecanicas.

El cartilago articular presenta cuatro capas en su profundidad. En cada una
de ellas la estructura y composicion, asi como el volumen y la forma celular,
el diametro y la orientacién de las fibras colagenas, y la concentracion de

proteoglicanos son variables'.

2.1.2. Condrocitos

Los condrocitos son células altamente especializadas que producen y
mantienen la matriz extracelular. Ocupan menos del 10% del volumen tisular
total, con variaciones de unas articulaciones a otras. Cada condrocito esta
rodeado por tres capas concéntricas distinguibles por su composicién, que

se denominan, desde la célula hacia la periferia region pericelular, regién



territorial y region interterritorial. Al conjunto formado por un condrocito y el
microambiente que le rodea (matriz pericelular y matriz territorial), se le
denomina condron o condrona.

Los condrocitos de las distintas capas del cartilago articular difieren en la
forma, el tamafo y, probablemente, en la actividad metabdlica. Todos ellos
contienen las organelas necesarias para sintetizar cada uno de los
componentes de la matriz extracelular, incluyendo aparato de Golgi y reticulo
endoplasmatico, si bien los condrocitos de la capa transicional presentan
una mayor concentracion de organelas para la sintesis proteica y los de la
zona de cartilago calcificado s6lo contiene unas pocas vesiculas de reticulo
endoplasmatico y de membranas de Golgi. Ademas, los condrocitos pueden
contener filamentos intracitoplasmicos, lipidos, glucdgeno y vesiclas
secretoras e incluso pequenos cilios que se extienden hacia el espesor de la
matriz®. Los condrocitos se rodean a si mismos con su matriz extracelular de

forma que no se produce contacto intercelular.

2.1.3. Matriz Extracelular

Los condrocitos del cartilago articular estdn rodeados de un complejo
microambiente constituido por agua y macromoléculas denominado matriz
extracelular (MEC), que determina las caracteristicas biomecanicas del
tejido, como la resistencia y la elasticidad.

La composicidon de la MEC presenta variaciones individuales, entre distintas
localizaciones anatémicas dentro de un mismo individuo, entre las diferentes
capas del cartilago de una misma articulacion. Es, ademas, un sistema

dinamico que sufre constantemente la accién de factores anabdlicos y



catabdlicos. Pese a estas variaciones, la proporcion de agua oscila entre el
60 y 80% del peso total del cartilago, quedando el resto repartido entre el
colageno y los proteoglicanos principalmente, y en menor medida lipidos,
fosfolipidos, glicoproteinas y otras proteinas.

Las macromoléculas estructurales del cartilago (colageno, proteoglicanos y
proteinas no colagenas) contribuyen al 20 — 40% del peso total del cartilago,
variando sus proporciones y su contribucién a las propiedades tisulares
dentro del propio cartilago; el colageno contribuye al 60% del peso seco, los
proteoglicanos al 22 — 25%, y las diversas glicoproteinas y las proteinas no
colagenas al 15 — 20%.

Al igual que la morfologia y la funcidén de los condrocitos varia segun la capa
del cartilago en que se localicen, la composicion de la matriz extracelular es
diferente dependiendo tanto de la profundidad del cartilago en que se
localice, como de la distancia a las células. Ademas, recientes estudios
biolégicos y mecanicos®* han demostrado que la organizacién zonal tiene
importancia funcional:

1. Zona superficial: que presenta a su vez dos capas; una mas
superficial, acelular, formada por finas fibrilas y escasos
polisacéridos, por debajo de la cual se encuentra una matriz con
escasez de proteoglicanos respecto a otras zonas. Cultivos de células
de esta capa han demostrado que sus condrocitos degradan
proteoglicanos mas rapidamente y sintetizan menos colageno y
proteoglicanos que los de capas mas profundas. Ademas presenta
mayor concentracion de agua y fibronectina. que constituye la zona

de deslizamiento articular. En ella los condrocitos son elongados y se



disponen con su eje mayor paralelo a la superficie. Las fibrillas
colagenas también son paralelas a la superficie. El contenido en
proteoglicanos es el mas bajo de todo el cartilago.

2. Zona de transicidn: tiene un espesor varias veces mayor que el de la
capa superficial y esta constituida por fibras colagenas de mayor
diametro, una concentracion superior de proteoglicanos y una menor
concentracion de agua mas baja.

3. Zona media o radial: esta capa contiene las fibras colagenas de
mayor diametro, la mayor concentracion de proteoglicanos y la
concentracion de agua mas baja. Los condrocitos son esféricos y
forman a menudo columnas.

4. Zona de cartilago calcificado: es una delgada capa constituida por
condrocitos de pequefio tamano completamente rodeados por
cartilago calcificado que separa el hueso subcondral de la capa
media. Se caracteriza por pequefias células picnaéticas distribuidas en
una matriz cartilaginosa densamente incrustada de sales de apatita.
La zona mas profunda se separa del hueso por una linea ondulante
observada con hematoxilina-eosina de color azul, denominada marca

de agua o marca de marea’.

Pero el cartilago articular no solamente puede estructurarse en cuatro capas
de superficie articular a matriz ésea subyacente, sino que gracias a las
variaciones de la matriz extracelular puede dividirse asimismo en tres
regiones: pericelular, territorial e interterritorial, presentando variaciones
tanto en su composicién como en su funcién. Asi, las dos primeras se

encargan de satisfacer las necesidades de los condrocitos, unir las



membranas celulares a la matriz que la rodea, proteger a las células del
dafo originado por las deformaciones y cargas de la articulacion y ayudar a
transmitir sefiales mecanicas a los condrocitos cuando la matriz se deforma
en los movimientos articulares. Por su parte, la mision principal de la region

interterritorial es proporcionar al tejido sus propiedades mecanicas.

La regiébn pericelular que rodea a los condrocitos estd constituida
fundamentalmente por proteoglicanos sulfatados®, biglicanos®, hialuronato’,
una serie de glicoproteinas®, fibronectina®, laminina' y otros componentes
como la Ancorina CIl (molécula asociada a la membrana celular). Posee,
asimismo, colageno no fibrilar de tipo VI, que ha sido descrito
exclusivamente en la matriz pericelular con niveles uniformemente bajos en

las regiones territorial e interterritorial'''?

no existiendo apenas fibrillas
colagenas. Se han descrito expansiones citoplasméaticas de condrocitos que
se proyectan dentro y a través de la matriz pericelular hacia la matriz

territorial, localizada periféricamente.

La matriz territorial se dispone rodeando a condrocitos individuales o incluso
parejas de condrocitos con sus respectivas matrices pericelulares y, en la
zona radial, rodea a cada columna de condrocitos. Las delgadas fibras
colagenas de la matriz territorial préxima a las células, se adhieren a la
matriz pericelular. A distancia de la célula se entrecruza en diversos angulos,
formando una cesta de fibrillas alrededor de los condrocitos que los protege
durante las cargas y la deformacion que sufre la articulacién. La matriz
territorial, posee una mayor concentracion que las demas, de proteoglicanos

ricos en condroitin-sulfato .



Un poco mas hacia la periferia, la frontera entre la region territorial y la
interterritorial viene marcada por un importante aumento en el diametro de
las fibras colagenas y un cambio en la orientacion de las mismas,
disponiéndose de forma mas paralela. De todos modos, algunas fibras
colagenas conectan ambas regiones, dificultando la diferenciacion precisa
de la frontera entre ambas. Por ultimo, la matriz interterritorial ocupa la
mayor parte del volumen del cartilago articular maduro y contiene las fibras
colagenas de mayor didmetro. A diferencia de las fibras colagenas de la
matriz territorial, éstas no estan organizadas alrededor de los condrocitos y
su orientacién espacial presenta un cambio de 90° desde la zona superficial
a la radial. De este modo, en la superficie las fibras poseen un diametro
relativamente pequeno, y generalmente se disponen, como su nombre
indica, de manera radial o perpendicular a la superficie articular. En ella
aparecen con mayor concentracion los proteoglicanos ricos en queratan

sulfato™,

2.2. FISIOLOGIA DEL CARTILAGO ARTICULAR

Pese a que el tejido cartilaginoso, considerado globalmente, presenta una
baja actividad metabdlica debido a la escasa densidad celular que posee, los
condrocitos per se son células metabdlicamente muy activas, capaces de
responder a diversos estimulos, como mediadores solubles (interleucinas y
factores de crecimiento), agentes farmacoldgicos, componentes de la matriz,
cargas mecanicas y cambios de la presién hidrostatica®.

La nutricién de los condrocitos se realiza a partir de nutrientes del liquido

sinovial, los cuales deben atravesar una doble barrera de difusion, el tejido



sinovial y el liquido sinovial en primer lugar y, posteriormente la matriz
cartilaginosa. Segun la mayoria de los investigadores, en los sujetos
inmaduros, la nutricion se realizaria también por difusién desde el estrato
0seo subyacente. Sin embargo, en la madurez dicha capacidad desaparece
dejando como unica fuente de nutricion al liquido sinovial. El paso de los
nutrientes a través de la matriz cartilaginosa y la concentracién de las
mismas que pueden atravesarla, depende de la concentracién, composicion
y organizacion de los proteoglicanos grandes, influyendo no solamente el
tamano de las moléculas (maximo de 20 Kd) sino también otros factores
como pueden ser su carga eléctrica o su composicién molécular'. El tiempo
de difusion varia dependiendo del peso molecular, estructura, tamafo y
carga de las moléculas. Los fragmentos de proteoglicanos y otros
componentes de la matriz, productos del metabolismo normal, pueden salir
rapidamente del cartilago. Las moléculas del liquido sinovial (interleucinas,
prostaglandinas, etc) y algunos factores de crecimiento parecen desplazarse
sin limite a través del tejido.

Esta complejidad para la nutricion de los condrocitos hace que sus
requerimientos de oxigeno sean mucho menores que los de otras células del
organismo y que dependan primariamente de un metabolismo anaerobio. La
funcién y la actividad de los condrocitos es completamente diferente durante
el desarrollo esquelético y cuando el desarrollo ya esta completo. Asi,
durante el desarrollo, la densidad celular del tejido es elevada,
encontrandose las células al maximo de su actividad metabdlica,
dividiéndose y sintetizando rapidamente grandes cantidades de matriz

extracelular. Sin embargo, cuando el desarrollo ha terminado, la actividad



celular decae, disminuyendo la sintesis de matriz extracelular y la mayoria
de los condrocitos no se dividiran jamas. No obstante continuan degradando
macromoléculas de la matriz extracelular y sintetizando colageno,
proteoglicanos y otras proteinas para mantener el remodelamiento de la
superficie articular'®.

Al ser el cartilago un tejido carente de terminaciones nerviosas, este tipo de
estimulos no son validos en él. Algo similar ocurre con la respuesta inmune,
ya que tanto monocitos como inmunoglobulinas tienden a ser excluidos del

tejido en funcién a su tamarno.

2.3. CARACTERISTICAS MECANICAS DEL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular en las articulaciones diartroidales est4d sometido a
importantes cargas estéticas y dinamicas a lo largo de la vida del individuo.
Para soportarlas, el colageno, lo proteoglicanos y demas moléculas deben
organizarse en una matriz fuerte, resistente a la fatiga y muy sélida, capaz
de soportar las elevadas cargas y las tensiones de las mismas'.

Las propiedades mecanicas del tejido dependen en gran medida de la
interaccién entre las macromoléculas de la matriz y el agua de la misma. Asi
el volumen, la concentracién y la capacidad de respuesta a estimulos del
agua tisular dependen de la interaccidon entre el agua y las macromoléculas
estructurales, sobre todo con los grandes agregados de proteoglicanos que
ayudan a mantener el fluido dentro de la matriz y las concentraciones de
electrolitos.

Dado que estas macromoléculas presentan abundantes cargas negativas

(debidas a los grupos sulfato y carboxilo de sus estructuras) se produce un



aumento en la concentracion de sodio (carga positiva) y un descenso del
potasio (carga negativa), desencadenandose un aumento de la osmolaridad
y creandose un efecto Donan que se logra controlar debido a la red de
colageno.

Las propiedades biomecanicas del cartilago se compreden mejor si se le
considera como un material bifasico, integrado por una fase sélida y otra
liguida. La parte sélida se describe como porosa y permeable; la parte
liquida (el agua) puede hacerse fluir a lo largo de la fase soélida.

En lineas generales, el cartilago articular presenta una serie de propiedades,
como son:

a. Permeabiidad, o capacidad de fluir el agua a través del cartilago
cuando se aplica un gradiente de presion. Al aplicarse una carga
compresiva se compacta la matriz solida, elevandose la presién en el
intersticio, lo que fuerza al liquido a salir del tejido. En términos
generales, la forma en que se reparte una carga entre la fase liquida
(presién hidrodinamica) y la fase sélida (carga sobre la matriz sélida)
esta determinada entre otros factores por la porosidad, la solidez, las
tasas de carga y el tipo de carga (compresidn, tensién y rozamiento).
Los experimentos de permeabilidad han demostrado una relacién
directa importante entre la permeabilidad y el contenido de agua, y
una relaciéon inversa entre la permeabilidad y el contenido de
proteoglicanos.

b. Viscoelasticidad, o capacidad para deformarse al aplicar una carga
constante con relacion al tiempo en que actla la carga (hasta

alcanzar un equilibrio). En el cartilago articular existen dos tipos de



mecanismos responsables de la viscoelasticidad: uno dependiente y
otro independiente del flujo. EI mecanismo dependiente del flujo es el
mayor contribuyente al comportamiento viscoelastico. Bajo una carga
constante, el soporte de la carga se transfiere de manera gradual de
la fase liquida a la sdlida.

c. Propiedades tensiles: diversos estudios han puesto de manifiesto la
respuesta tensil intrinseca de la matriz sdélida de colageno-
proteogicanos, revelando que las muestras de la zona superficial del
cartilago son més rigidas que las de las zonas media y profunda. Esto
se debe a la alta concentraciéon y al grado de orientacién de las

fibrillas colagenas.

Para mantener la estructura, composicion y propiedades mecanicas del
cartilago articular maduro es necesario que la articulacién sufra carga vy
movimiento. De igual modo, alteraciones de carga y movimiento que
excedan o no alcancen los niveles necesarios, pueden alterar el equilibrio
entre los procesos de sintesis y degradacién, y provocar cambios en la
composicion y en la ultraestructura del cartilago. Cuando se reduce la carga
articular mediante una inmovilizacién rigida, se produce atrofia vy
degeneracién del cartilago'®'’. Por el contrario, la compresién continua y
estatica de las dos superficies articulares puede producir lesiones

degenerativas graves y muerte de condrocitos en las areas de contacto.
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2.4. BIOQUIMICA DEL CARTILAGO ARTICULAR

2.4.1. Colagenos

El colageno es una proteina extracelular compuesta por tres cadenas
polipeptidicas (cadenas a). En cada una de ellas hay una secuencia
tripeptidica caracteristica (gly-x-y) que forma una hélice levogira. Los
aminodcidos prolina e hidroxiprolina son muy frecuentes, conteniendo
también hidroxilisina e hidroxilisina glicosilada. En cada molécula, tres
residuos en la secuencia tripeptidica, ocupa el interior de la hélice, y da
estabilidad a la hélice al permitir la formacion de puentes de hidrogeno
intramoleculares. La hidroxilisina, por un lado, participa en la formacién de
uniones covalentes que estabilizan principalmente el ensamblaje fibrilar del
colageno. Los precursores del colageno o procolagenos son sintetizados con
largos extremos C- y N-terminales, una de cuyas funciones es estabilizar la
cadena, algo necesario para la formacién de la triple hélice.

El colageno existe en el cartilago tanto en forma de homotrimeros (las tres
cadenas a son iguales entre si), como en el tipo Il, como en forma de
heterotrimeros (las tres cadenas a son diferentes), caso de los tipos VI y X.
Estas extensiones de los propéptidos son escindidas por peptidasas
especificas después de la secrecion, pero antes de la formacién de las
fibras. el colageno fibrilar, que es la forma biol6égicamente funcional, es
consecuencia de una serie de modificaciones postraduccionales, tanto intra
como extracelulares, que requieren cierto numero de enzimas.

En el cartilago articular hay varios tipos de colageno genéticamente

18,19,20

diferentes , siendo el principal el tipo Il, que representa entre 90-95%

del total, aunque también contiene los tipos I, V, VI, IX, X'y XI. La proporcién
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de colageno varia entre el 50 y el 90% del peso seco del cartilago y es
maxima en la superficie, donde sufre tensiones constantes, por lo que la
condicién fisica de las fibras colagenas es crucial: una disminucién de la
tension del cartilago mas blando con separacion de las fibras colagenas. En
general, la funcién principal del colageno en el cartilago es proporcionar al
tejido propiedades tensiles e inmovilizar los proteoglicanos en la MEC. Mas
en detalle, el colageno tipo X, que se localiza en el limite entre el cartilago

calcificado y el no calcificado®'??

, podria intervenir en el soporte estructural
del cartilago articular; el de tipo Il forma el volumen principal de la fibrilla, el
de tipo Xl condiciona el tamafo de la misma, y el IX facilita la interaccidén con
las moléculas de proteoglicanos.

Los diferentes tipos de colageno del cartilago articular varian no solamente
en su distribucion en la MEC, sino también en su estructura tridimensional.
Asi, el colageno tipo Il parece distribuirse de manera uniforme por la MEC y
sus mondémeros se alinean cabeza con cola, de manera que se sobreponen
y crea agujeros en la estrutura tridimensional del cartilago. El colageno tipo
Xl se asocia a la superficie de las fibrillas formando una nueva fibrilla
heterotipica. Se ha observado que ademas de las uniones covalentes entre
las cadenas de colageno de tipo Il hay uniones entre los tipos Il y IX, y entre

2
| 3

las cadenas de colageno de tipo XI“°. AlUn no se conocen las funciones de

los colagenos de tipos VI 'y X en el cartilago articular, aunque parece que el

tipo VI esta localizado en la capsula pericelular de los condrones, realizando

una importante tarea en la unién del condrocito a la matriz pericelular'"'2.

Por su parte, el tipo X, que se localiza en la zona calcificada profunda de las

21,22

articulaciones maduras parece jugar un papel determinante en el
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proceso de minerilizacion que tiene lugar inmediatamente por encima del
hueso subcondral.

Por su parte, se sabe que el colageno tipo IX regula el didmetro de las fibras
de colageno tipo Il de forma proporcional a la concentraciéon® y se localiza
en el condrén en los lugares donde el colageno tipo Il alcanza el diametro
minimo necesario para formar la superestructura tan estrechamente tramada

de la capsula pericelular' %,

2.4.2. Proteoglicanos

Los proteoglicanos son macromoléculas complejas que, por definicidn, estan
formadas por un nudcleo proteico con varios dominios globulares al que se
unen largas cadenas de polisacaridos (glicosaminoglicanos).

Los glicosaminoglicanos estan formados por una cadena larga, no
ramificada, de unidades repetidas de polisacaridos. El 80 — 90% de los

proteoglicanos del cartilago son grandes®®?"?®

y se denominan agrecanos
debido a sus propiedades de agregacidn. Estan formados por un gran centro
proteico de 2.25Kd, al que se adhieren cadenas de condroitin sulfato y
queratan sulfato. En el extremo N-terminal de la proteina central, uno de los
dominios globulares (G1) tiene la funcion especifica de union al hialuronato a
través de la llamada proteina de unién, formada y sulfatada por los
condrocitos, y que se ocupa de estabilizar la unién entre el hialuronato y el
dominio G1, formando un complejo agrecano-hialuronato. Los principales
agrecanos son el condroitin sulfato en sus distintas isoformas

(principalmente el condroitin-6-sulfato), el queratan sulfato y el dermatan

sulfato.
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El hialuronato es también un glicosaminoglicano, aunque se diferencia de los
agrecanos en que no esta sulfatado, no posee proteina central y no forma
proteoglicanos. Dado que el hialuronato no esta ramificado, pueden unirse a
él multiples moléculas de agrecano, formandose grandes macromoléculas,
siendo ésta la manera que se piensa que hace que los grandes
proteoglicanos queden inmovilizados dentro de la red de colageno del
cartilago. También existen proteinas de enlace que estabilizan la asociacion
entre los monémeros y el hialuronato y que desempenan la funcion de dirigir
la unién de los agregados. La formacion de los agregados ayuda al anclaje
de los proteoglicanos a la matriz, previniendo su desplazamiento durante la
deformacion del tejido.

Atendiendo a la proporcion de condroitin sulfato/hialuronato, se puede hablar
de dos poblaciones de agregados de proteoglicanos: una caracterizada por
una baja velocidad de sedimentacion, con una baja proporcién de condroitin
sulfato/hialuronato y pocos mondémeros por agregado y otra caracterizada
por una elevada velocidad de sedimentacion, una proporcion de condroitin
sulfato/hialuronato méas alta y mayor nimero de monémeros por agregado®.
Las regiones superficiales del cartilago articular contienen principalmente
agregados de baja velocidad de sedimentacién mientras que las regiones
mas profundas contienen ambos tipos de agregados. La pérdida de los
agregados mas grandes parece ser uno de los cambios precoces asociados
con osteoartritis e inmovilizacién de la articulacion®. El envejecimiento
también se asocia con la pérdida de los agregados de proteoglicanos mas

grandes del cartilago articular®'.
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Otros proteoglicanos de menor tamafo presentes en el cartilago articular
son el biglicano y la decorina, que poseen una proteina central de 30Kd, la
fibromodulina y el colageno IX (considerado un proteoglicano porque
contiene una cadena de condroitin sulfato). El biglicano contiene dos
cadenas de dermatan sulfato, y la decorina sélo una. Estos proteglicanos
pequeinos no rellenan un gran volumen de tejido, ni contribuyen directamente
a su comportamiento mecanico, sino que se unen a otras macromoléculas
influyendo en la funcion celular. La decorina y la fiboromodulina se unen al
colageno tipo Il y pueden actuar organizando y estabilizando el entramado
de éste. El biglicano se concentra en la matriz pericelular y puede interactuar
con el colageno tipo VI. Los proteoglicanos pequerios también pueden unirse
al TGF-B, modulando la actividad del mismo en el cartilago®.

La proporcidén de proteoglicanos en las distintas capas del cartilago articular
es variable, lo mismo que en las distintas zonas radiales alrededor del
condrocito.

El condroitin sulfato es el glicosaminoglicano mas abundante en el cartilago
articular, estando formada cada cadena por 25-30 unidades de disacéridos,
con un peso promedio de 15-20Kd; las cadenas de queratan sulfato del
cartilago articular son mas cortas que las del condroitin sulfato, siendo su
peso molecular medio de 5-10Kd.

Cada unidad de disacéarido contiene al menos un grupo carboxilo o sulfato
cargado negativamente, por lo que los glicosaminoglicanos forman largas
fiboras de cargas negativas, que repelen otras moléculas cargadas

negativamente y que atraen cationes.
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El cartilago contiene, asimismo, grandes proteoglicanos no agrecanos,
aunque son similares a éstos en estructura y funcion, y que podrian
representar agrecanos degradados. Ademas, el cartilago articular
probablemente contenga otros pequefios proteoglicanos que aun no han
sido identificados.

Las moléculas de agrecanos rellenan casi todo el espacio interfibrilar de la
matriz cartilaginosa, contribuyendo en aproximadamente el 90% de la masa
total de proteoglicanos de la misma; los grandes proteoglicanos no
agrecanos constituyen menos del 10% y los pequerios proteoglicanos no
agrecanos constituyen alrededor del 3%. Aunque estos ultimos contribuyen
relativamente poco a la masa total de proteoglicanos comparados con los
agrecanos, gracias a su pequefio tamafno pueden estar presentes en un

namero de moléculas igual o mayor.

2.4.3. Glicoproteinas

Las glicoproteinas extracelulares, que constituyen entre el 5y 15% del peso
seco del cartilago, tienen funciones de union y ensamblaje entre la matriz
extracelular y los condrocitos. Estan constituidas por una base proteica a la
que se unen algunos mono y oligosacaridos. Las glicoproteinas estructurales
son del tipo de la ancorina ClI, fibronectina y laminina®.

La ancorina Cll, que forma parte de una familia de macromoléculas
adhesivas de la superficie celular conocidas como calpactinas, es una
proteina ligante de colageno situada en la superficie del condrocito. Su
funcién es contribuir al anclaje de los condrocitos a las fibras colagenas de la

matriz extracelular®.
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La fibronectina es una glicoproteina de gran tamafo que se presenta en
forma de agregados en la matriz extracelular y la superficie de los
condrocitos. También esta presente en suero, donde actua como opsonina y
agente quimiotactico. Tiene afinidad para unirse a otras moléculas como
fibrina, colagena tipo 11°, heparina, hialuronato®, componentes de la pared
bacteriana, etc.

La laminina es una molécula polivalente presente en membranas basales v,
unida a receptores, en la superficie de las células.

La proteina oligomérica de cartilago, una proteina acidica, sélo se ha
observado en tejido cartilaginoso. Se concentra en la matriz de los
alrededores del condrocito, uniéndose con él. Puede considerarse un
marcador de recambio en el cartilago y de progresion de degeneracidn
cartilaginosa en pacientes con osteoartrosis®.

La interaccidn de todas estas glicoproteinas con los condrocitos se efectua a
través de otras glicoproteinas, las integrinas®. Estas constituyen una familia
de glicoproteinas que regulan los procesos de adhesion, migracion,
proliferacion y diferenciacién celulares®, siendo de gran importancia en las
conexiones entre la matriz extracelular y los condrocitos. Las integrinas
identificadas en la superficie de los condrocitos adultos del cartilago articular
son: a1B1, a3pB1, a5B1, avB5 y, en menor medida, av3.

Recientemente se ha aislado una nueva glicoproteina anioénica de alto peso
molecular (aproximadamente 540Kd) cuya funcién es por el momento
desconocida®.

Los condrocitos son capaces de sintetizar y organizar los componentes de la

matriz extracelular. Un nimero de componentes de la superficie celular,

17



39,40,41 |42

como los receptores de integrinas , de ancorina ClI*4, sindecanos® o el
receptor de hialuronano** pueden estar involucrados en la interaccién entre
los condrocitos y la matriz que los rodea. En el proceso de organizaciéon y
estabilizacion de los componentes de la matriz del cartilago, las fibrillas de
colageno y los proteoglicanos interaccionan con moléculas especificas como

proteoglicanos pequefos, acido hialurénico y glicoproteinas.

2.4.4. Integrinas

El reconocimiento de las integrinas como una familia de receptores de

adhesién de la superficie celular es del afio 1987%

y son los principales
receptores por medio de los cuales las células (los condrocitos, en el caso
del tejido cartilaginoso) se adhieren a la matriz extracelular. Algunas
integrinas también median importantes procesos de adhesién célula-célula,
desempefando un papel importante tanto en la etapa de desarrollo como en
los organismos adultos.

Todas las integrinas son heterodimeros transmembrana compuestos por
subunidades aff y conectados al citoesqueleto. Las subunidades a tiene un
tamano entre 120 y 180Kd y se unen no covalentemente a una subunidad 3
(90-110 Kd). La mayor parte de las integrinas se expresan en una gran
variedad de células y la mayoria de las células expresan varias integrinas.
Se conocen 8 subunidades B y 14 subunidades a.

Cada integrina puede unirse a mas de un ligando. Del mismo modo, todos
los ligandos pueden ser reconocidos por mas de una integrina. Casi todos

estos ligandos son proteinas de la matriz extracelular implicadas en la

adhesién de la célula al sustrato. Sin embargo, algunos sustratos como el
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fibrinbgeno pueden mediar la agregacion celular, y algunas integrinas
reconocen proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (molécula 1
de adhesién intercelular o ICAM-1, molécula 2 de adhesién intercelular o
ICAM-2, y molécula de adhesién vascular o VCAM-1) y median la adhesién
directa célula a célula. Estas moléculas de adhesién son solubles y se
encuentran en sangre. También se segregan otros receptores de membrana
celuar como citoquinas, receptores de factores de crecimiento y el receptor
de transferrina.

En estudios de la localizacion e identificacibn de integrinas en tejido
cartilaginoso in vitro*®, se han identificado integrinas no sélo en la superficie
del condrocito, en fibras de colageno de la matriz pericelular, sino también,
sorprendentemente, en la matriz extracelular del cartilago.

El hallazgo de que las integrinas a1-, a3-,1- y a5B1 se distribuyen a lo largo
del cartilago y la matriz pericondral in vivo e in vitro viene apoyado por los
datos obtenidos con microscopia de fluorescencia y electrénica.

Los resultados de inmunoprecipitacion de los sobrenadantes libres de
células y de proteinas celulares confirman la presencia de integrinas y de
colageno tipo Il en la matriz cartilaginosa, aunque todavia no esta claro su
significado funcional.

Las funciones principales de la familia de las integrinas son: enlace en la
organizacion de la matriz extracelular, estabilizacion de los componentes de
la matriz extracelular, modulacién de la célula desde el interior de ésta y
modulacién del compartimiento celular a través de la matriz extracelular.

Asi, ademas de su papel como receptores de adhesién, las integrinas son

transductoras de senales desde la matriz extracelular al interior de la célula,
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controlando asi tanto el crecimiento celular como su diferenciacion,
morfologia y migracion. Las integrinas participan en procesos fisiologicos
importantes como el desarrollo embrionario, hemostasia y trombosis,
curacion de heridas, mecanismos de defensa inmunitaria y no inmunitaria, y
formacién de tumores.

Ciertas integrinas ejercen un papel en el desarrollo vascular, de modo que la
supresiéon de las mismas produce alteraciones en alguna de las etapas de la
angiogénesis: adhesion, migracién, proliferacién, diferenciacion vy
supervivencia de las células implicadas en la angiogénesis*®. Las integrinas
a5- estan siendo estudiadas como herramienta terapéutica en situaciones en
gue sea necesario inhibir la angiogénesis o la osteoporosis. Sin embargo, la
supresion del gen de la subunidad a5, aun siendo letal, permite un desarrollo
considerable de 6rganos, y por tanto vasculogénesis y angiogénesis®’.

Las integrinas por medio de sefales intracelulares producidas a través de
sus receptores, controlan la sobreproduccién de colagenasas presente en
los pacientes con artritis reumatoide®®. Esta proliferacién  de
metaloproteinasas por los sinoviocitos contribuye a la destruccién désea vy
cartilaginosa caracteristica de la enfermedad.

La integridad del cartilago articular requiere estimulacién mecanica. Cuando
ésta es anormal se desencadenan procesos de osteoartritis. Las integrinas
intervienen en el mecanismo de hiperpolarizacion de la membrana celular
que resulta de la estimulaciobn mecanica del cartilago, a través de la
secrecion de interleucina 4°.

El colageno tipo VI conecta las fibrillas de colageno y/o estabiliza los haces

de fibrillas®®. Estas interacciones son importantes para el establecimiento de
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la red tridimensional de componentes de la matriz del cartilago. Las
interacciones de los componentes de la matriz con moléculas especificas
hace que las macromoléculas se interrelacionen, proporcionando asi una
formacién 6ptima de la red tridimensional. Las integrinas desprendidas de la
superficie del condrocito pueden actuar conectando moléculas. Esta idea se
confirma ya que los fibroblastos que no sintetizan integrinas de la membrana
celular, sino también las de la matriz, estabilizando y organizando las
estructuras de ésta”".

La expresion de las integrinas esta regulada por factores de crecimiento®.
Tanto el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) como el factor de
crecimiento transformante B (TGF ) estimulan la expresién en la superficie
de las células de las subunidades de las integrinas a3-/ a5-, asi como la
adhesién de los condocitos a la fibronectina y al colageno Il. Sin embargo,
ambos factores tienen efectos contrarios en la expresion de otras integrinas
al1p1, (el IGF-1 la aumenta y el TGFBp la disminye). El hecho de que las
células tratadas con TGFBR disminuyan su adhesién al colageno VI sugiere
que es precisamente la a1pf1 la integrina que media la adhesién del

condrocito al colageno tipo VI.

2.4.5. Otros Componenetes Presentes en el Cartilago Articular

En la matriz extracelular del cartilago articular existen ademas otros
componentes aunque en mucha menor proporcién. Entre ellos estan los
lipidos que constituyen menos del 1% del peso humedo del cartilago
articular maduro y que se localizan tanto en las células como en la matriz.

No se conoce exactamente cual es su funcion y, sin embargo, se sabe que
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su cantidad varia con la edad y con la presencia de enfermedades
degenerativas®.

Otro componente presente en el cartilago articular maduro en pequenas
cantidades es la Fosfolipasa A2, una enzima que parece ser importante
tanto en el anabolismo como en el catabolismo del acido araquidénico®.
También hay sustancias inorganicas, como la apatita clacificada que se
localiza en las vesiculas osmofilicas pericelulares presentes en la zona radial
del cartilago.

Asi mismo se sabe de la existencia de otras proteinas, cuya accion se
desconoce, como la proteina de la matriz del cartilago y que pueden

constituir hasta el 15% del peso seco.

2.5. REGULACION DE LA BIOLOGIA DEL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular no es un tejido inerte, sino que es capaz tanto de
sintetizar como de degradar de forma constante y regular todos los
componentes de la matriz extracelular. Algunas moléculas son
fundamentalmente potenciadoras de los fendmenos anabdlicos del cartilago,
especialmente los factores de crecimiento. Por el contrario otras, entre las
que se encuentran las interleucinas, poseen efectos contrarios.

Los mecanismos de accidon de ambos grupos de factores, anabdlicos y
catabdlicos, son multiples. En algunos casos potencian o inhiben
directamente la sintesis de los componentes de la matriz extracelular
(colageno, agrecanos, etc.). En otros favorecen la actuacion de moléculas
que degradan el cartilago (proteasas) o de las proteinas tampon de las

mismas (inhibidores tisulares de las proteasas). En los parrafos siguientes se
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resumen los efectos mas importantes de los factores de crecimiento y las
interleucinas sobre el cartilago articular. A continuacién se exponen, con
mayor detalle, los datos existentes en la literatura a propdsito de los factores

de crecimiento que se han estudiado en el presente trabajo.

2.5.1. Factores Anabdlicos: Factores de Crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos, solubles y difusibles,
producidos en cantidades limitadas, que regulan el desarrollo, proliferacion,
diferenciacion y crecimiento celulares, y que se producen por la activacion
de protooncogenes. Asi, estan implicados en la terapia endocrina, en el paso
de hormonodependecia a la hormonoindependencia, en la degradacion de la
matriz extracelular y en la adquisicién del fenotipo metastasico. Los efectos
de los diferentes factores de crecimiento sobre los condrocitos, y sobre la
matriz extracelular.

Los estudios realizados sobre condrocitos demuestran que estas células
también estan bajo la accion de los factores de crecimiento, tanto durante el
desarrollo como durante la vida adulta. Sin embargo, la mayoria de los
trabajos se centran en el cartilago de crecimiento, a pesar de que algunos
factores de crecimiento podrian estar implicados en la etiopatogenia de

8.95.56.57 | as principales familias de

algunas patologias del cartilago articular
factores de crecimiento implicados en la biologia del cartilago articular son
las IGF, TGF, PDGF, EGF y FGF°?; ademaés, estudios recientes han puesto

de relieve que también otros factores de crecimiento (neurotrofinas, etc.)

podrian intervenir regulando la biologia del cartilago articular.
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Los factores de crecimiento transmiten su sefal a las células sensibles
mediante su union al receptor especifico. Los receptores de los factores de
crecimiento son proteinas, también en la mayoria de los casos producto de
protooncogenes, que tienen actividad protein-kinasa. La mayor parte de
receptores de crecimiento transmiten su senal via tirosin-kinasa intracelular,
es decir, mediante enzimas que modifican la conducta de las proteinas
mediante fosforilacion de la tirosina. Se han identificado mas de 50
receptores con actividad tirosin-kinasa. Cada receptor del factor de
crecimiento viene originado por un determinado y especifico protooncogen, y
asi el erb-B1 es el responsable de la produccidén del receptor del EG, el
oncogen c-ros del receptor del IGF, etc.

La unién del factor de crecimiento a su receptor da lugar a un sistema
transductor de sefales o segundo mensajero, constituido por proteinas
citoplasmaticas, originadas por estimulos de otros oncogenes, poniéndose
en marcha una serie de reacciones bioquimicas en cascada hasta llegar el
estimulo a los oncogenes intranucleares. El efecto final es, pues, la
activacidén de genes nucleares que determinan proliferacion, diferenciacion, y
también muerte celular.

Los efectos de los factores de crecimiento sobre los condrocitos in vivo e in
vitro, en funcién de la especie animal, la edad de los sujetos, etc®®**%. Pero
en términos generales se admite que los factores de crecimiento estimulan la
sintesis de los componentes de la matriz extracelular del cartilago, inhiben
las proteasas y activan los sistemas de inhibicién de éstas®'26364,

Sin embargo, y con caracter general, se admite que en condiciones basales

la mayoria de los factors de crecimiento (oFGF, PDGF, EGF, TGF-B), salvo
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el IGF-1, no tienen ningun efecto sobre la sintesis de PG en el cartilago
normal®*®®; es mas, el EGF y el TGF-B la inhiben®®® pero el bFGF vy el
PDGF potencian al IGF-1°%%7° | os factores de crecimiento tampoco
producen ningun efecto tras inducir lesiones del cartilago, lo que podria
atribuirse a defectos de los receptores y no a los propios factores.

Los resultados obtenidos por los diferentes autores al analizar los efectos de
los receptores y no a los propios factores.

Los resultados obtenidos por los diferentes autores al analizar los efectos de
los factores de crecimiento sobre el cartilago articular no son homogéneos, y
en algunos casos, son contradictorios. Ello se debe, no tanto a las técnicas
utilizadas para valorar la funcionalidad del cartilago articular, cuanto a
factores dependientes del material estudiado. Entre ellos se encuentran la
edad, las condiciones de estudio, la especie animal y la zona de cartilago o
la articulacién analizadas. Normalmente los condrocitos poco diferenciados o

jovenes responden mejor a los factores tréficos®”

, 'y los condrocitos de
origen fetal son mas sensibles a los factores tréficos anabolizantes que los
adultos®. Ademaés, en el caso del cartilago articular humano, también se ha
evidenciado un declive continuado de la respuesta de los condrocitos a
algunos factores tréficos y un cambio edad-dependiente en la sensibilidad a
dichas sustancias; asi, los condrocitos jovenes (de donantes entre 10 a 20
anos) responden preferentemente a 1 PDGF-AA, mientras que en los
adultos la mejor respuesta se obtiene con el TGF-B172. Las condiciones del
cultivo, en grupo o0 en monocapa, también conllevan respuestas diferentes

en las células y los resultados tampoco son iguales si se trata de estudios in

vivo, cultivos primarios o de lineas celulares. Por otro lado es obvio que
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puedan existir diferencias especie-especificas de respuesta a los diferentes
factores de crecimiento. Finalmente, la articulacién o la zona (oreja, tabique
nasal) de donde se obtienen las muestras de cartilago influye en los
resultados ya que la composicién de la MEC vy la densidad celular varia de

una a otra y de un tipo de cartilago a otro (hialino vs fibroso).

2.5.2. Factores Catabdlicos: Interleucinas

Otros factores implicados en la regulacién del metabolismo del cartilago
articular, y que en lineas generales desempenan acciones opuestas a los
factores de crecimiento, son las interleucinas. Las mas importantes son las
interleucinas 1, 6 y el TNF-a’7+7°,

La interleucina 1 (IL-1) es producida por los condrocitos, y se relaciona con
la destruccién del tejido cartilaginoso por lisis de la matriz (acelera la
degradacion de proteoglicanos) y disminucién de los mecanismos de
regeneracién, mediante su potente capacidad de inhibir la proliferacion
condrocitaria” y la sintesis de proteoglicanos. Dicho efecto lo consigue
estimulando la produccién de enzimas proteoliticas’’. En cultivos aislados,
ademas de incrementar la degradacion de los proteoglicanos, parece
producir un aumento en la degradacién del colageno tipo Il, extremo que no
ha podido ser comprobado en explantes completos’.

Ademas, existen evidencias que sugieren que la IL-1 regula la expresion de
algunas isoformas del TGF. Concretamente estimula la sintesis de TGF-B3

mientras que reduce la de TGF-B1 y TGF-B3 representa un mecanismo de

proteccion contra el catabolismo del tejido conectivo inducido por las
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citoquinas. Por su parte, el TGF-B, in vivo, puede inducir la produccién de IL-
6 por los condrocitos articulares’®.

Los niveles de IL-6 estan significamente elevados en el liquido sinovial de
pacientes con osteoartritis y artritis reumatoide. Sin embargo, los efectos de
la IL-6 en la proliferacion y el metabolismo de los proteoglicanos en el
cartilago articular no son conocidos. Parece ser que el uso de IL-6 humana
recombinante sobre cultivos de condrocitos articulares en el conejo produce
una inhibicion de la proliferaciéon de los mismos en un 65%, y una supresion
de la formacion de colonias inducida por el factor de crecimiento de
fibroblastos beta. También deprime la sintesis de proteoglicanos en
aproximadamente un 60%. Ademds, aumenta la degradacion de
proteoglicanos inducida por la IL-1 humana recombinante, si bien por si sola
no afecta a la degradacién de los proteoglicanos®.

Por otra parte el TNF-a estimula la produccién de enzimas proteoliticos,
principalmente metaloproteasas®', e inhibe la sintesis de componentes de la
MEC, permitiendo la degradacién del cartilago”’. Recientemente se ha visto
que la colagenasa-3 se expresa en los condrocitos durante el desarrollo y en
determinadas patologias, y que su mRNA es inducido por el TNF-a®%%,
Parece, segun algunos estudios, que el TGF-B1 posee efectos antagdnicos
sobre los condrocitos en la osteoartritis a los producidos por el TNF-a®. Asi,
el curso clinico de la osteoartritis, con un periodo de enfermedad activa
seguido de otro de remisién, podria explicarse por un patrén secuencial de
estimulacién de citoquinas autocrinas y de la expresion de receptores de las

mismas, afectando asimismo a la sintesis de colagenasas.
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La pérdida de cartilago en las osteoartritis se caracteriza por la degradacién
de la matriz y la muerte de condrocitos. La ceramida (mensajero lipoideo)
esta implicada en la transduccidén de la sefal de las citoquinas catabdlicas
TNF e IL-1, asi como en la apoptosis. La ceramida permanente en las
células, en condrocitos aislados, parece estimular la expresion de las MMP-
1, 3 y 13 a nivel del mRNA, la actividad de las MMP y la produccion de la
MMP-13. Segun esto, la ceramida podria jugar un papel importante en la
degradacion del cartilago y en la apoptosis de condrocitos en procesos de
pérdida de cartilago como los presentes en la osteoartritis®.

La artritis cronica es una enfermedad caracterizada por una inflamacion
articular persistente con la destruccidén articular concomitante. Se ha visto
que mediante antagonistas de los receptores de IL-1 se produce una
reduccién de las manifestaciones clinicas de la inflamacién, aunque no

parece acompafarse de reduccién del dafio articular®.

2.5.3. Proteasas de la Matriz Extracelular

Las proteasas son una serie de enzimas presentes en la matriz extracelular
cartilaginosa y que son las responsables de la continua renovacién de los
componentes de la MEC. Son sintetizadas por los condrocitos e intervienen
tanto en el recambio normal como en el patolégico. Hay dos grupos
principales de proteasas, las metaloproteasas (colagenasa, gelatinasa vy
estromelisina) y las catepsinas (catepsina B y D).

Las metaloproteasas deben su nombre a la necesidad de cinc en la zona
activa para su funcionamiento. La accién de la colagenasa es altamente

especifica, porque es la Unica enzima capaz de separar en una sola zona la
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parte de la molcula de la triple hélice a tres cuartas partes de distancia del
extremo aminoterminal de la molécula. Una vez que la colagenasa termina
su accidn, actua la gelatinasa separando las cadenas-a desnaturalizadas por
ella. La estromelisina puede actuar tanto sobre el colageno tipo Il, como
sobre el tipo IX. Ademas se cree que una de sus principales funciones es la
degradacion de la proteina central del agrecano, pese a que los productos
especificos de dicha rotura que han sido identificados tanto in vivo como in
vitro no se pueden atribuir a la estomelisina. Por tanto, se cree que existe
otra proteina aun no identificada que seria la responsable de la degradacion
del agrecano, o bien actuaria sinérgicamente con ella. De todos modos,
recientes estudios han demostrado que algunas proteasas, asociadas
exclusivamente a la sinovitis en la artritis reumatoide, como por ejemplo la
metaloproteasa-13 degrada colageno tipo Il y agrecano®.

Las metaloproteasas son sintetizadas, como muchas otras enzimas del
organismo, en forma de proenzimas, requiriendo para su activacion
modificacion enzimatica. Asi, la colagenasa puede ser activada a través de
la plasmina, activada a su vez a partir del plasminégeno por un factor
activador del mismo®®°. Ademaés, la estromelisina puede producir una
superactivaciéon de la colagenasa para que ésta alcance su actividad
maxima. Los mecanismos por los cuales se produce la activacién de la
proestroelisina y la progelatinasa permanecen sin identificar. Estas enzimas
activadas pueden ser desactivadas por medio de factores sintetizados por el
propio condrocito y que reciben el nombre de TIMP’s (inhibidores Tisulares
de Metaloproteasas), que producen una inhibicion irreversible de las

mismas®. En condiciones de normalidad, el cartilago articular contiene
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elevados niveles de inhibidores de las proteasas (principalmente a2-
macroglobulina, inhibidor del activador del plasminégeno y TIMPs), de
manera que algunos autores han propuesto como causa de osteoartritis los
desequilibrios entre factores activadores e inhibidores de las proteasas. El
otro grupo de proteasas son las catepsinas, con capacidad para degradar el
agrecano. Se conocen dos tipos diferentes, denominadas catepsina B 'y D
respectivamente. Respecto a su capacidad para degradar proteoglicanos de
la MEC se ha creado cierta controversia, ya que actuan a un pH 6ptimo de
5.5; sin embargo, existen ciertas evidencias de que en el cartilago articular, y
principalmente en la matriz pericelular, podrian alcanzarse niveles de pH lo

suficientemente bajos como para que las catepsinas actuen.

2.6. INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria tisular es una rama de la ciencia multidisciplinaria, cuyo
principio basico es la utilizacién de un sustrato celular vivo asociado a un
disenio y manipulacion del medio extracelular para crear bioimplantes, con el
unico fin de reparar, reemplazar, mantener u optimizar el funcionamiento de
organos o tejidos lesionados.

La técnica de ingenieria tisular actualmente usada en la reparacién de
cartilago es: el trasplante de condrocitos autélogos. El cultivo e implantacion
de condrocitos autélogos es una alternativa para la reparacién de los
defectos articulares, esta es una de las primeras biotecnologias aplicadas a
la cirugia ortopédica.

Las afecciones articulares representan un grave problema de salud en la

poblacion en general, de éstas las lesiones del cartilago articular, han sido y
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continian siendo un enorme reto para la terapéutica, desde tiempos muy
remotos.

Son muchas las técnicas descritas para el tratamiento de las lesiones del
cartilago articular. Sin embargo la mayoria tiene como denominador comudn
un resultado variable e impredecible.

La implantacién de condrocitos autdlogos, es una técnica empleada en el
tratamiento de las lesiones del cartilago articular, ha evolucionado hasta el
desarrollo de bioimplantes compuestos por células cultivadas incluidas en
biomateriales transportadores de caracteristicas tridimensionales. Esto ha
traido consigo el desarrollo de diferentes tipos de matrices para el transporte
de las células condrales, cada una con resultados variables.

Hay que tomar en cuenta que el resultado final, en el trasplante de
condrocitos autdlogos, dependera no solo de la matriz en la cual se incluyen
las células sino de una serie de procesos que van desde la calidad celular, el
tratamiento del tejido en el cultivo y finalmente del apego a las indicaciones
adecuadas para cada paciente.

Numerosos estudios confirman la relacién de la artrosis desarrollada como
secuela de lesiones traumaticas, condrales y/o osteocondrales®’

Es bien conocido que la capacidad de reparacién del cartilago articular es
limitada. Defectos de espesor parcial en el cartilago articular no pueden
curar espontaneamente®.

La mayoria de las técnicas terapéuticas empleadas en la actualidad para el
tratamiento de las lesiones condrales u osteocondrales se basan en la

estimulacién de la médula 6sea para promover la migracion de células
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pluripotenciales® que repararan el defecto con un tejido fibrocartilaginoso
de caracteristicas biomecanicas inferiores al cartilago articular.

Las que no substituyen la superficie articular con injertos autdlogos,
alogénicos o con componentes sintéticos®*.

Las lesiones del cartilago articular que no penetran el hueso subcondral,
habitualmente no pueden reparar el defecto y progresan hacia la
degeneracion de la superficie articular.

Es importante hacer la diferencia entre el término reparacién tisular que
implica la sustitucién de un tejido patoldgico por otro tejido de caracteristicas
similares al original, y el término regeneracién que implica la sustitucion de
un tejido por otro de las mismas caracteristicas morfologicas y genéticas.

La implantacion de condrocitos autdlogos (ICA) es una de las primeras
biotecnologias disponibles en la ortopedia que actualmente esta aprobado
por la F. D. A. Esta técnica fue introducida en Suecia en 1987, y ha sido
utilizada clinicamente en EUA desde 1995.

El tratamiento de lesiones condrales con ICA produce un tejido nuevo de
caracteristicas histoloégicas y mecanicas similares al cartilago hialino y han
mostrado resultados clinicos alentadores hasta en un 75% de los pacientes.

Autores como Peterson y colaboradores.®

reportan la respuesta a este
tratamiento a dos afos con una durabilidad intermedia en el tejido de
reparacion que oscilaba entre 5 a 11 afnos.

En sus trabajos Brittberg®®, Minas y Nehrer®” reporta que la implantacién de
condrocitos autélogos puede proveer la oportunidad de reemplazar la

superficie articular destruida con un tejido autélogo similar en calidad, el cual

es rodeado por un tejido cartilaginoso normal.
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Sin embargo el hecho de ser un transplante autélogo obliga a tener una fase
de procuracion celular la cual habitualmente se lleva a cabo a través de un
procedimiento artroscopico, el cual aunado al procedimiento de implantacién
representa un doble riesgo quirargico para el paciente.

Numerosos estudios experimentales sustentan la utilizacion del cultivo e

98-106) sjtuandola como una técnica

implantacion de condrocitos alogénicos
eficiente y segura con efecto inmediato en la detencion del proceso
degenerativo de las superficies articulares.

Esta bien descrito el llamado “Privilegio inmunoldgico del cartilago”!%®106:107,

el cual es debido en gran parte a la condicidon avascular del tejido, aunado a
ésto, el proceso de digestion a la que son sometidas las células rechaza
cualquier antigeno de superficie que pudiera despertar una respuesta
inmunolégica en el receptor.

Schreiber y colaboradores. en 1999'® fueron unos de los pioneros en la
investigacién del uso de ingenieria tisular especificamente condrocitos
alogénicos para el tratamiento de lesiones articulares, Fragonas vy
colaboradores. en el 2000%° utilizaron suspensiones de condrocitos
alogénicos embebidos en alginato para reparar lesiones articulares en
conejos, Peras y colaboradores. en 2000'® transplantaron condrocitos en

0'%2 utilizarén la

gel de PGLA/ polydioxanona, Yao y colaboradores en 200
técnica de condrocitos alogénicos para la reparacién de defectos articulares
completos en corderos.

Ademas del origen de las células a implantar un segundo punto de interés en

la presente técnica han sido las matrices en las cuales se incluyen las

células.
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La implantacion desde la técnica original ha evolucionado hasta el desarrollo
de bioimplantes compuestos por células cultivadas incluidas en
biomateriales transportadores de caracteristicas tridimensionales lo cual da
la ventaja de concentrar las densidad celular y cubrir de manera homogénea
el defecto, sin embargo los resultados clinicos pueden variar de una matriz a
otra de acuerdo a una variedad de factores inherentes a éstas.

Durante mucho tiempo se pensd que la matriz extracelular de un tejido
constituia una estructura de soporte y nada mas, actualmente es bien
conocida su verdadera funcion como sistema dinamico que permite la
interaccion entre ella y el componente celular, contribuyendo a la migracion
celular, diferenciacion, metabolismo, proliferacion y muerte celular.

Las células quirdrgicamente implantadas requeriran de un microambiente
optimo para llevar a cabo su metabolismo, un medio adecuado es aquel que
permita la suspension celular y su distribucion tridimensional en todo el
defecto y el cual sea capaz de absorber y distribuir las solicitaciones
biomecanicas hasta que sea substituido por la matriz extracelular.

La matriz ideal debe de tener una serie de propiedades que permita el
soporte celular y promueva la viabilidad, reduciendo al minimo la muerte de
las células incluidas, debe permitir una adecuada fijacién dentro del defecto,
debe brindar proteccion a las células incluidas de las cargas articulares,
debe de proveer un ambiente no hostil a las células incluidas, debe de ser
inocua y no despertar respuesta inflamatoria, ademas de permitir la fijacién
de las células dentro de la misma y asi evitar la migracion celular fuera del
implante, debe permitir la diferenciacién celular, respetando la morfologia y

manteniendo el fenotipo celular y por dltimo ser biodegradable para asi
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permitir su sustitucidn por la matriz extracelular del neocartilago en

formacion.

2.6.1 Diferentes Tipos de Matrices

Son muchos los materiales que han sido utilizados como matriz para la
inclusién de células con el fin de conseguir la regeneracién cartilaginosa,

108, 109, 11

entre las que se mencionan principalmente alginato 0 geles de

colageno'", polimeros a base de fibras de acidos polihidroxi''?'®, esponjas

7. 118 "y geles de fibrina'’®. La fibra de carbono fue

de acido hialurdnico
estudiada por Brittberg y colaboradores® comparandola con el uso de
periostio, encontrando resultados similares en el grado de reparacion.
Noguchi y colaboradores'® evaluaron el gel de coldgeno como matriz en
defectos cartilaginosos, encontrando la formacion de cartilago hialino un afo
después, se ha observado respuesta celular diferente en la utilizacion de
colageno Tipo | y Tipo Il. Minas y colaboradores® encontraron que con el
uso de colageno Tipo | se induce una diferenciacion fibroblastica, mientras
que el colageno tipo Il produce una diferenciacion hacia una linea
condroblastica con la produccion de un tejido cartilaginoso de caracteristicas

hialinas, asi mismo Noguchi y colaboradores'®

utilizaron el cartilago bovino
como matriz para la inclusion de células condrales de conejo cultivadas e
implantadas en defectos condrales de rodillas de conejo, ellos encontraron
mejoria después de 12 semanas.

Sellerls'®?

reporté el uso de matriz 6sea desmineralizada como matriz con
resultados satisfactorios. Los geles o adhesivos de fibrina se componen de

dos derivados del plasma, la trombina y el fibrinbgeno, que al combinarse
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forma un coagulo estable de fibrina, el cual tiene la particularidad de ser
reabsorbido de manera natural por el organismo. Los adhesivos de fibrina
tienen tres aplicaciones basicas: En la hemostasis, como agente sellador, o
como mecanismo acarreador de células o de agentes bio-activos como
factores de crecimiento'®. Visna y colaboradores en el 2003'%° obtuvieron
muy buenos resultados utilizando condrocitos embebidos en una matriz de
fibrina autéloga para el tratamiento de lesiones en superficies que soportan
carga en el fémur. Recientemente se ha desarrollado una matriz acarreadora
a base de poliesterouretano. Raimondi y colaboradores'?' demostraron que
este polimero sintético biodegradable, fue mas adecuado para la
condrogénesis in vitro que las matrices de fibrina comercial y colageno. Sin
embargo, sugiere mejorar la técnica de inclusion celular debido a que la
distribucién celular fue inadecuada en esta matriz, hecho que resulta

contrario a lo reportado con el adhesivo de fibrina'"".
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

Aproximadamente un 30% de los procesos degenerativos en las
articulaciones de carga son debidos a lesiones condrales u osteocondrales
localizadas, de diferentes etiologias, las cuales debido a la pobre capacidad
regenerativa del cartilago articular, tienden a la progresién a mediano plazo,
repercutiendo todo lo anterior en un progreso degenerativo articular
generalizado, complicando de esta manera el tratamiento.

Las técnicas terapéuticas establecidas hoy en dia basan su accién en la
reparacion del tejido cartilaginoso con un tejido de caracteristicas similares,
producido por la estimulacion de las células de la medula 6sea subcondral,
teniendo la desventaja de que este tipo de tejido, conocido como
fibrocartilago, es rico en colageno Tipo |, el cual a diferencia del cartilago
articular normal que posee principalmente colageno Tipo Il, no esta disefiado
genéticamente para soportar las cargas y demandas biomecénicas de una
articulacion, produciendo en poco tiempo la degeneracién del fibrocartilago y
continuando de este modo el proceso degenerativo.

El presente proyecto basa su accién en una técnica de ingenieria tisular
descrita recientemente, y explora la posibilidad del uso de la biotecnologia
de Banco de Tejidos para el uso de células alogénicas en lugar de
autélogas, lo cual representaria una ventaja al obviar un procedimiento

quirargico de los dos requeridos en la técnica actual.
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CAPITULO IV

HIPOTESIS
La implantacion de condrocitos alogénicos cultivados a partir de biopsias
tomadas de corderos donadores, incluidos en tres diferentes medios de
transporte  tridimensionales, sera capaz de regenerar lesiones

osteocondrales producidas en la rodilla de corderos receptores
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CAPITULO V

OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el uso de condrocitos alogénicos cultivados a partir de biopsias

tomadas de corderos donadores en el tratamiento de lesiones condrales

articulares de espesor total, en un modelo animal.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Establecer cultivos primarios de células cartilaginosas obtenidas a
partir de biopsias de cartilago hialino de corderos donadores.
Definir el medio de transporte mas adecuado para la sobrevida
celular, comparando tres diferentes matrices tridimensionales:

a. Grupo I: Adhesivo de fibrina humana (Tisucol®, Baxter).

b. Grupo II: Matriz mixta (Fibrina/Ac. Hialurénico)

c. Grupo lllI: Acido poliglicélico (Coseal® Baxter)
Reestablecer una zona de cartilago articular con células tomadas en
un primer grupo, de corderos donantes, las cuales son procesadas,
cultivadas y expandidas en numero para su implantacién en corderos
receptores.
Identificar la matriz extracelular formada por los injertos de

neocartilago, mediante métodos histolégicos e inmunohistoquimicos.
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CAPITULO VI
MATERIAL Y METODOS

6.1. MODELO EXPERIMENTAL

Como modelo experimental utilizamos el cordero (Ovis aries), de 4-6 meses
de edad y con un peso comprendido entre los 25 y 30 Kg. Se emplearon 31
animales donantes y 30 como receptores, los cuales fueron divididos en 3
grupos de 10 corderos cada uno, teniendo como variable la matriz en la que
se incluyeron las células cultivadas, las cuales fueron fibrina humana, fibrina

humana + &cido hialurénico y acido poliglicélico.

6.2. GRUPOS DE ESTUDIO

Los grupos fueron divididos de la siguiente manera de acuerdo a las
condiciones de criopreservacién a las cuales se someti6 el injerto que iba a

recibir el cordero receptor.

MATRICES LABORATORIO
GRUPO TRIDIMENSIONALES
| Fibrina Humana BAXTER
Fibrina Humana + Acido BAXTER/GLYCOSAN
| Hialurénico BIOSYSTEM INC
]! Acido Poliglicélico BAXTER
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6.3. TOMA DE BIOPSIA

La biopsia de cartilago, se obtuvo al momento de crear el lecho receptor del
bioimplante, en el condilo medial de la rodilla izquierda (Figura 1), mediante

la metodologia que se describira a continuacién.

131 2007

Figura 1. Exposicién del condilo medial y preparacién del lecho receptor. A) Limpieza y
desinfeccion de la pierna izquierda del animal. B) Abordaje y exposicion del condilo medial.
C) Preparacién del lecho receptor y extraccién de la biopsia de cartilago articular. D) Lecho

6.4. CULTIVO CELULAR

La biopsia de cartilago articular se seccion6 en pequefios cubos de
aproximadamente 1-3 mm?®, en una campana de flujo laminar clase II

(SterilGARD® Il advance®. THE BAKER COMPANY, Gatehouse Road.
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Sanford, USA). Los fragmentos de cartilago se trataron con tripsina (GIBCO-
BRL LIFE TECHNOLOGIES. (Grand Island, NY, EUA. Para la digestion de la
matriz condral, se tratd al cartilago con colagenasa tipo Il (GIBCO-BRL LIFE
TECHNOLOGIES, Grand Island, NY, EUA). Los condrocitos obtenidos,
fueron inoculados en frascos de cultivo de 75 cm® (NUNC™ Creek Drive,
Rochester, NY) para su crecimiento in vitro (Figura 2). 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) y 50 pg/ml de gentamicina
(GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA). Los cultivos
se mantuvieron en una atmdésfera controlada de 5% de CO, y una humedad
relativa del 100%. Cuando los cultivos en monocapa alcanzaron entre el 70-
80% de confluencia, se despegaron las células incubandolas con tripsina-

EDTA (GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES. Grand Island, NY, EUA).
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A. Ambiente Estéril

C. Centrifugacion D. Cultivo Celular

Figura 2. Proceso de digestion enzimatica. A) Campana de flujo laminar. B) Biopsia de
cartilago durante el proceso de disgregaciéon mediante las proteinas proteoliticas. C) Pastilla
celular generada durante la centrifugacion. D) Condrocitos resuspendidos y listos para ser
sembrados en los frascos de cultivo celular.

6.5. INCLUSION CELULAR EN LAS DIFERENTES MATRICES

TRIDIMENSIONALES E IMPLANTACION

Para la inclusién celular, se adicionaron los condrocitos durante fases
previos a la polimerizacion de los productos comerciales. Para la matriz
formada a base de fibrina y acido hialurénico, se mezclaron los productos
durante la fase de polimerizacién. Para la matriz de acido poliglicélico, se
siguieron las instrucciones del laboratorio fabricante, hasta conseguir la
consistencia deseada de polimerizacion. En todos los casos, se generd el

bioimplante hasta obtener un conteo celular de 15 x 10° células aproximado.
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Una vez construidos los implantes, se procedié a hacer la artrotomia y
exponer el condilo medial de la rodilla izquierda, se generd la lesion condral,
se preparé el lecho receptor y se tomd un molde de este ultimo empleando
una hoja de papel alumunio, se recorté de acuerdo al patrén de la lesién y
con base a este templado, se disend el implante que posteriormente fue
pegado en la zona lesionda con el pegamento biolégico Tissucol (Baxter)
(Figura 3). ElI mismo adhesivo fue empleado para fijar los implantes de los

diferentes grupos.

Figura 3. Disefio y colocacion del implante. A) Generacidn del lecho receptor. B) Molde de
aluminio con el patrén de la lesion. C) Aplicacion del pegamento biolégico para fijar al
implante. D) Implante adherido al lecho receptor.
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6.6. FASE QUIRURGICA

6.6.1. Preoperatorio

Los animales fueron trasladados al bioterio del Departamento de Fisiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn una
semana antes de la intervencion. El dia previo a la intervencion fueron
esquilados y lavados con solucién antiséptica de lodopovidona,
10gr. (Boehringer Ingelheim Promeco), con el fin de disminuir el riesgo de
infeccion. Posteriormente fueron trasladados a un habitaculo aislado donde
permanecieron en ayuno absoluto.

Una vez en quir6fano experimental se realiz6 rasurado de la extremidad

posterior izquierda.

6.6.2. Material Quirurgico

En todos los procedimientos se empled el instrumental y material quirargico

convencional utilizado en cirugia ortopédica.

6.6.3. Anestesia

Se empleo anestesia general sin intubacion endotraqueal. La administracién
de la medicacién anestésica se llevd a cabo a través de la canalizacién de la
vena cefdlica presente en la extremidad anterior derecha con un catéter tipo
Abbocat, de 18 Frenchs. Una vez canalizada se conectd a un sistema de
goteo a través del cual se administr6 fluidoterapia de mantenimiento con

suero glucosado al 5%.
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La induccidén anestésica se consiguiéo mediante la administracion intravenosa
de tiobarbital a una dosis de 12 mg/Kg. de peso, atropina 0,5mg/Kg. de peso
y fentanil a una dosis de 0,015 mg/Kg. de peso. Posteriormente la anestesia
fue mantenida con tiobarbital a una dosis de 10 mg/Kg. de peso y fentanil a

una dosis de 0,015 mg/Kg. de peso.

6.6.4. Técnica Quirurgica

Una vez anestesiado el cordero fue colocado en posicién decubito supino,
sobre la mesa quirlrgica y se realizé asepsia con soluciéon lodopovidona,
10gr. (Boehringer Ingelheim Promeco) de la extremidad posterior izquierda
previamente rasurada, a continuacion se colocaron campos y sabanas
estériles, dejando la extremidad a intervenir aislada.

Se realizd una incision cutanea pararotuliana medial en la zona condilea
femoral de la pata trasera izquierda de aproximadamente 5-8 cms. se disec6
hasta alcanzar la capsula articular, procediéndose a realizar artrotomia sobre
el aleron medial y la membrana sinovial, posteriormente se desplaza el
mecanismo extensor externamente, e hiperflexionando la rodilla se expone
la zona condilea de carga, posteriormente utilizando una bisturi No.10 se
realizo un defecto condral hasta llegar a la placa subcondral el cual fue
utilizado como nicho receptor en la zona de carga del céndilo femoral medial,
a continuacion se tomé el bioimplante con las células condrales alogénicas
incluidas que previamente antes de iniciar el procedimiento se colocaron en
solucion OPTIMEM® (Invitrogen Cat No. 31985) temperatura ambiente, se
colocé el bioimplante en el nicho se tomé un molde de la morfologia del

defecto con una plantilla de aluminio y se verificé que éste lo cubriera en su
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totalidad. Con el molde se realizé el disefio del bioimplante, el cual se fijo
con Tissucol® (Baxter) y se tuvo cuidado de que sus bordes contactaran con
el defecto articular receptor, posteriormente se reduce el mecanismo
extensor y se realiza cierre por planos, suturando la cépsula articular y el
tejido celular subcutaneo con puntos simples de Vicryl® 000, y la piel con

nylon 000.

6.6.5. Postoperatorio Inmediato

Al finalizar el procedimiento los corderos permanecieron en la sala de
quiréfano hasta su despertar de manera espontanea, permanece en
quiréfano por un espacio de una hora para vigilar su evolucion periodo
durante el cual se le administré 1 gramo de ampicilina intramuscular para
iniciar asi la profilaxis antibidtica. Una vez que el cordero intentaba

incorporarse se procedia a trasladarlo al bioterio.

6.6.6. Postoperatorio Tardio

Al ser trasladados al bioterio el cordero era colocado en un habitaculo
individual donde permanecia aislado, la carga no fue restringida y los
corderos dispusieron de comida y agua ‘ad libitum” desde el primer dia
después de la intervencién.

Durante los siguientes siete dias post-quirtrgicos se les administrdé una dosis
diaria de 1 gramo de ampicilina intramuscular, y se realizé limpieza diaria de
la herida hasta su cicatrizacion, con solucion antiséptica de lodopovidona,

10gr. (Boehringer Ingelheim Promeco) al 10% y Veterin Fenicol®.
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6.7. ENSAYOS HISTOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS

6.7.1. Histolégicos
Se valor6 el grado de integridad de la porcién cartilaginosa del injerto, y las
caracteristicas histoldgicas de la misma, teniendo en cuenta las condiciones
de la matriz extracelular, la viabilidad celular, la presencia de tejido fibroso y
la distribucién del mismo. Para este objetiivo se realizaron las técnicas
histoquimicas como Tricrémico de Massén, para identificar las fibras de
colageno presentes en las zonas a evaluar. Para visualizar la integridad de
las células se realizé la técnica de hematoxilina y eosina y finalmente, para
la demostracién de polisacaridos complejos como glucosaminoglucanos vy
proteoglicanos de la membrana basal, se llevé a cabo la técnica de acido

periddico de Schiff (PAS) con diastasa.

6.7.2. Inmunohistoquimico
Con el objeto de identificar los antigenos relacionados con el cartilago
normal y el degenerado, se realizaron técnicas immunohistoquimicas, para
detectar colageno tipo | y colageno tipo Il, usando anticuerpos especificos

para cada uno de ellos.

6.8. ANALISIS DE IMAGENES

Se colocaron los cubreobjetos 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 éptica estdndar determinando la cantidad de
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materia en un objeto midiendo la cantidad de luz que pasa a través de dicho
objeto.

Los resultados se expresaron como el promedio + desviacion 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.

6.9. ESTADISTICA

Se analizaron todos los valores antes recabados en una base de datos
desarrollada en Excel y posteriomente se analizaron mediante el programa
estadistico SPSS, se evaluaron las variables cuantitativas obtenididas
mediante las medidas descriptivas tradicionales (medididas de tendencia
central, de exposicion y de dispersion) para el total de los grupos;
posteriormente se segmentraron los grupos segun la matriz a la que por azar
fueron asignadas y se analizaron los mismos valores, observando el
comportamiento grafico de las mismas mediante diagramas de cajas.

Se compararon los productos obtenidos en los grupos antes mencionados y
entre ellos mismos (a fin de determinar si existe una tendencia estadistica a
la produccion general de los productos) mediante pruebas de hipétesis para

medias a una confibilidad del 95%.
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CAPITULO VII

RESULTADOS

7.1. RESULTADOS MACROSCOPICOS

Los corderos permanecieron estabulados durante seis meses y posterior a
este tiempo fueron sacrificados mediante los métodos previamente descritos.
Antes de la toma de biopsia, se tomaron imagenes de las zonas tratadas y
se pudo apreciar que en el grupo | (Figura 4), las lesiones se encontraban

cubiertos por un material con apariencia de cartilago.

En el grupo Il, también se pudo observar un tejido condral similar al cartilago
articular, en ambos grupos, también fueron evidentes lesiones semi-
cubiertas con este material, mostrando zonas con aparente falta de cartilago.
Para el grupo lll, se observé total ausencia de tejido condral, y en algunos
casos se pudieron apreciar areas con evidente tejido de cicatrizacion. Sin
embargo, para poder afirmar la calidad de estos tejidos, fue necesario dirigir
anticuerpos especificos a cortes histolégicos y poder determinar mediante

inmunohistoquimica el tipo de colageno presente en la zona lesionada.
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Seis Meses Post-Implante
Grupo | Grupo Il Grupo Il

-

Figura 4. Condilos mediales de los corderos de los tres grupos tratados con los diferentes
implantes a los seis meses post-implante. Se pueden observar las zonas en las cuales se
aplicaron los diferentes injertos con condrocitos alogénicos incluidos.
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7.2. ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS MATRICES MEDIANTE LA

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA (H Y E)

En las muestras de los grupos control experimentales, se observo la
histologia caracteristica de cartilago hialino: recubierto de pericondrio con
células condrogénicas, también se observaron condroblastos, condrocitos en
sus lagunas, aislados o en grupos iségenos, en la matriz extracelular se
observaron haces organizados de fibras de colagena de tincion en aciddfila,

ésto se comparo con la histologia del cartilago fibroso (Figura 5 Ay B).

Por otra parte, en las matrices analizadas de los grupos experimentales se
observé un arreglo heterogéneo de las fibras de colagena, ya que en
algunas areas se observé que las fibras forman haces organizados de
manera regular, mientras que en otras areas las fibras se observaron de
manera dispersa formando redes, este patron se presentdé en todos los

grupos experimentales no existiendo diferencia entre ellos (Figura 5 C-F).
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R AR e e e | B S e
Figura 5. Tejidos testigo para la identificacién de fibras de colagena tipo | y tipo Il
Micrografia de luz: A) Cartilago fibroso, observe la tincién de acidéfila de los haces de fibras
(flechas amarillas), condrocitos (flechas azules). B) Cartilago hialino, misma descripcion de
A. C-F) Matrices de los grupos experimentales analizadas, observe el arreglo en forma de
haces (flechas amarillas) o redes (flechas verdes) de las fibras de colagena con tincion
acidéfila. C y D) Grupo I. E y F) Grupo Il. Embebido en parafina. Hy E. Barra 10 um.
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7.3. INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA IDENTIFICACION DE COLAGENA
TIPOIYTIPOII

Como controles de técnica se utilizaron cortes histolégicos de tejidos testigo
tales como: cartilago fibroso y hueso descalcificado para colagena tipo |
(Figura 6) y cartilago hialino para colagena Il (Figura 7), como control
negativo de la técnica se omiti6 la incubacién con el anticuerpo primario.

En las muestras analizadas de los grupos control y grupos experimentales
se observaron resultados negativos para la presencia de colagena tipo |
(Figura 8). En las muestras analizadas de los grupos control y grupos
experimentales se observd positividad para la presencia de fibras de

colagena tipo Il (Figura 9) similar a la observada en los tejidos testigo.

Figura 6. Tejidos utilizados como control de la técnica para la identificacion de colagena tipo
I. Testigos positivos. Micrografia de luz: A) Cartilago fibroso, observe la positividad en los
haces de fibras (flechas), nicleos de condrocitos con su disposicién lineal (n). B) Tejido
6seo descalcificado, haces de fibras positivas (flechas). Controles negativos. Micrografia de
luz. C) Cartilago fibroso, observe los haces de fibras con la tincion de contraste y ndcleos de
condrocitos (n). D) Tejido éseo descalcificado con resultados negativos en las fibras.
Embebido en parafina. Inmunohistoquimica. Barra 10 ym.
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Figura 7. Tejidos utilizados como control de la técnica para la identificacién de colagena tipo
Il. Testigo positivo. Micrografia de luz: A) Cartilago hialino, observe la positividad en los
haces de fibras (flechas), nicleos de condrocitos (n). Control negativo. Micrografia de luz. B)
Cartilago hialino, observe los haces de fibras con la tincién de contraste y nicleos de
condrocitos (n). Embebido en parafina. Inmunohistoquimica. Barra 10 ym.

Figura 8. Matrices de los grupos experimentales analizadas para la identificacion de
colagena tipo I. Micrografia de luz: A) Micrografia panordmica de la muestra del grupo |,
observe haces de fibras con tincién oscura (flechas amarillas). B, C y D) Amplificaciones de
A: Observe una positividad disminuida en las fibras para colagena tipo | (flechas amarillas),
nucleos de condrocitos (n). Embebido en parafina. Inmunohistoquimica. A: Barra 100 um, B,
CyD:Barra 10 ym.
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Figura 9. Matrices de los grupos experimentales analizadas para la identificacién de
colagena tipo Il. Micrografia de luz: A) Grupo |, observe que fibras positivas forman haces
(flecha amarilla), mientras que otras fibras positivas se organizan de forma reticular (flecha
verde). B) Grupo Il, misma descripcion que A. C) Grupo |, misma descripcion que A. D)
Grupo IF, misma descripcion que A. Embebido en parafina. Inmunohistoquimica. Barra 10
um.

7.4. HISTOQUIMICA PARA LA DEMOSTRACION DE POLISACARIDOS
COMPLEJOS (GLUCOSAMINOGLUCANOS Y PROTEOGLICANOS) DE
LA MEMBRANA BASAL MEDIANTE LA TECNICA DE PAS CON

DIASTASA

En este apartado se decidié analizar la sintesis y secrecién de componentes
de la matriz extracelular como son los glucosaminoglucanos y los
proteoglicanos, estos polisacaridos complejos pueden ser detectados con la

técnica del acido periddico de Schiff (PAS), observando su presencia como
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una tincibn magenta en la zona positiva para estos compuestos, sin
embargo, como sucede en la mayoria de los tejidos y las células, se
encuentran cantidades abundantes de glucégeno. Para evitar que ocurra un
enmascaramiento de los compuestos de interés se puede pretratar la
muestra con diastasa, ya que esta enzima digiere el glucégeno dejando
solamente en la muestra los glucosaminoglucanos y los proteoglucanos.

Esto se realiz6 en las muestras de las matrices de los grupos de estudio
observando amplias zonas positivas tanto en el citoplasma de las células, en
el espacio extracelular (Figura A-D), estos dos hallazgos demuestran

claramente que las células estan sintetizando y secretando componentes de

la matriz.

R Y G R Lty S s SRS s A U SR e N T
Fiigura 10. Matrices de los grupos experimentales analizadas para la identificacion de
glucosaminoglucanos y proteoglicanos. Micrografia de luz: A) Grupo |, observe la positividad
alrededor de las células (flecha amarilla). B) Grupo I, misma descripcion que A. C) Grupo |,
misma descripcion que A. D) Grupo I, misma descripcién que A. Embebido en parafina.
Histoquimica con PAS+ diastasa. Barra 10 um.
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Otro dato importante fue que en zonas en las cuales se observan las fibras
de colagena también se observo positividad para esta técnica (Figura 11 A-
D), estos resultados sugieren que ademas de los glucosaminoglucanos y
proteoglicanos que estan siendo sintetizados por las células de la matriz,

estos compuestos estén permitiendo un ensamble y organizacién de las

fibras de colagena.

Figura 11. Matrices de los grupos experimentales analizadas para la identificacion de
glucosaminoglucanos y proteoglicanos. Micrografia de luz: A) Grupo |, observe la positividad
en las fibras de colagena (flecha amarilla). B) Grupo Il, misma descripcion que A. C) Grupo
I, misma descripcion que A. D) Grupo I, misma descripcion que A. Embebido en parafina.
Histoquimica con PAS+ diastasa. Barra 10 um.

7.5. IDENTIFICACION DE FIBROSIS EN EL GRUPO lil

En las muestras del grupo 3 A-D no se observd la presencia de matriz, en

estas muestras se observd una amplia zona de tejido fibroso, mediante
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inmunohistoquimica se demostré la presencia de fibras de colagena tipo |,

siendo negativa para colagena tipo Il (Figura 12 A-D).

Figura 12. Identificacion de fibrosis en las matrices del grupo 3 A-D. A) Micrografia de baja
amplificacién donde se observa una amplia area de fibrosis (color azul). Tricrémico de
Masso6n. Barra 100 um. B) Micrografia donde se observa una amplia area de fibrosis (color
azul). Tricrémico de Massén. Barra 10 pym. C) Micrografia donde se observa una area de
fibrosis (color rosa). H y E. Barra 10 pm. D) Inmunohistoquimica para fibras de colagena
tipo |, cartilago fibroso, observe la zona positiva en color café. Barra 10 ym.

7.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron el total de resultados obtenidos de los 30 corderos evaluados,
divididos aleatoriamente en tres grupos, realizando las evaluaciones de los
compuestos a estudiar por triplicado; se observé de manera general que de

las 90 evaluaciones realizadas, el promedio de colageno tipo 1 fue del
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51.98%, mientras que de colageno 2 fue del 81.97% y de Gag’s fue del

71.6%, como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1.- Analisis descriptivo de las variables porcentuales en estudio

| Colageno 1 \ Colageno 2 Gag's

N 90 60 60
Media 51.98 81.97 71.60
Error tip. de la media 2.983 415 .328
Mediana 37.00 83.00 72.00
Moda 28 84° 73
Desv. tip. 28.300 3.215 2.539
Asimetria .639 -.630 -.317
Error tip. de asimetria .254 .309 .309
Curtosis -1.498 -.314 116
Error tip. de curtosis .503 .608 .608
Minimo 24 75 65
Maximo 95 88 77

N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.

Al analizar las evaluaciones, segun el medio utilizado, Fibrina, Fibrina con
Acido Hialurénico y finalmente Acido Poliglicélico, evaluando los mismos
productos antes analizados, se present6 el comportamiento mostrado en las
tablas 2, 3 y 4 respectivamente; en lo concerniente al grupo del Acido
Poliglicélico se presento inestabilidad quimica del medio, lo que no permitid
la produccién del colageno tipo 2 y Gag’s. Al graficar mediante diagramas de
cajas, podemos observar el comportamiento mostrado en las figuras 13, 14y
15 para la produccién de Colageno tipo 1, tipo 2 y Gag’s en los tres medios,
eliminado el grupo de Acido Poliglicélico en las dos Gltimas figuras, por los

motivos antes expuestos.
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Tabla 2.- Analisis descriptivo de las variables porcentuales en estudio,

Fibrina

para el medio de Fibrina

Grupo Colageno 1 Colageno 2 Gag's
N 30 30 30
Media 3717 80.03 70.43
Error tip. de la media .690 .615 457
Mediana 37.00 80.00 70.50
Moda 35 80° 73
Desv. tip. 3.779 3.368 2.501
Asimetria -.138 .369 -.419
Error tip. de asimetria 427 427 427
Curtosis -.153 -.244 -.916
Error tip. de curtosis .833 .833 .833
Minimo 28 75 65
Maximo 44 88 74

N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.

de Fibrina con Acido Hialurénico

Tabla 3.- Analisis descriptivo de las variables porcentuales en estudio, para el medio

Fib. + Ac.

Hialurénico

Grupo \ Colageno 1 Colageno 2 Gag’s
N 30 30 30
Media 27.60 83.90 72.77
Erzggg del 486 255 367
Mediana 27.50 84.00 72.00
Moda 28 85 72
Desuv. tip. 2.660 1.398 2.012
Asimetria 475 .028 479
Egr%rett'ﬁéde 427 427 427
Curtosis -.548 -.337 -.356
cror th-del gag 833 833
Minimo 24 81 70
Maximo 33 87 77
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Tabla 4.- Analisis descriptivo de las variables porcentuales en estudio,
para el medio de Acido Poliglicélico

' Colageno1  Colageno 2

Gag’s

N 30
Media 91.17
Error tip. de la media .450
Mediana 91.00
Moda 93
T Desv. tip. 2.465
Ac. Poliglicélico Asimetria ~ 191
Error tip. de asimetria 427
Curtosis -1.108
Error tip. de curtosis .833
Minimo 87
Maximo 95

N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.
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Figura 13. Diagrama de caja de la produccién porcentual de colageno tipo 1, segun medio.
N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.
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Figura 14. Diagrama de caja de la produccién porcentual de colageno tipo 2, segun medio.
N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.
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Figura 15. Diagrama de caja de la produccién porcentual de Gag'’s, segin medio.
N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.

Al comparar los promedios de produccion de los compuestos de interés,
segun el medio utilizado, mediante pruebas de hipdtesis para medias a una

coinfiabilidad del 95%, se observé en el caso del colageno tipo 1 un
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promedio estadisticamente mayor del porcentaje de produccion en el medio
de Fibrina que en el medio de Fibrina con Acido Hialurénico, en contraparte
el medio de Acido Poliglicélico produjo un porcentaje mayor que los otros
dos medios; en lo concerniente a la produccion de colageno tipo 2 el medio
de Fibrina con Acido Hialurénico generé un porcentaje mayor que el medio
de fibrina, observando el mismo comportamiento estadistico en lo

concerniente al producto Gag’s (tabla 4).

Tabla 5.- Analisis de inferencia mediante pruebas de hipodtesis para medias a una
confianza del 95%, entre grupos y segun el medio utilizado.
Desviacion Error tip. de la

Media tip. media Valor p
Fibrina 37.17 3.779 .690
Fib. + Ac. Hialurénico | 27.60 2.660 .486 <0.0001
Colageno LRk 37.17 3.779 .690 <0.0001
1 Ac. Poliglicélico 91.17 2.465 .450
Fib. + Ac. Hialurénico | 27.60 2.660 .486
Ac. Poliglicélico 91.17 2.465 450 <0.0001
Colégeno Fibrina 80.03 3.368 .615
2 Al 5 e 83.90 |  1.398 255 <0.0001
Hialuronico
Fibrina 70.43 2.501 457
Gag's o oc 7277 2012 367 < 0.0001

N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.

Al comparar dentro de cada medio, la produccidén de los tres compuestos, a
fin de evaluar si existe una mayor predisposicidon del medio para la
generacion de alguno de los mismos, podemos observar, mediante la misma
técnica estadistica antes descrita a la misma confiabilidad, la presencia de
un porcentaje de produccion estadisticamente superior de colageno tipo 2
que de los otros dos compuestos y de Gag’s que de colageno tipo 1, en el
caso del medio de fibrina; en el medio de Fibrina con Acido Hialurénico se
observé exactamente el mismo comportamiento. El andlisis del tercer medio

no se pudo realizar por la inestabilidad quimica del medio antes descrita.
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Tabla 6.- Analisis de inferencia mediante pruebas de hipotesis para medias a una
confianza del 95%, entre medios y segun el compuesto producido.

Medios ‘Media Desviacion tip.  Error tip. de la media Valor p

Coléageno tipo 1 | 37.17 3.779 690
Colageno tipo 2 | 80.03 3.368 615 < 0.0001
- Colageno tipo 1 | 37.17 3.779 690
Fibrina Gag 70.43 2.501 457 <0.0001
Colageno tipo 2 | 80.03 3.368 615
Gag 70.43 2,501 457 <0.0001
Colageno tipo 1 | 27.60 2.660 486
Colageno tipo 2 | 83.90 1.398 255 < 0-0001
Fib. + Ac. Hialurénico Colagenotipo1 | 27.60 2.660 486 < 0.0001
Gag 72.77 2.012 367
Colageno tipo 2 | 83.90 1.398 255
Gag 72.77 2.012 367 | < 00001

N= 30 corderos en 90 mediciones / Fuente.- Instrumento estandarizado.
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CAPITULO VIII

DISCUSION

En este estudio experimental, en el cual condrocitos alogénicos fueron
incluidos en tres diferentes matrices, el objetivo fue evaluar que variante es
mas efectiva en la reparaciéon de un defecto condral. Este procedimiento es
una técnica novedosa que pretende explotar la biotecnologia de banco de
tejidos para obviar uno de los dos procedimientos quirdrgicos'?® requeridos
en la técnica clasica de Cultivo e Implantacién de Condrocitos Aut6logos
(CICA), técnica estandarizada y aplicada por primera vez en el pais dentro
del Servicio de Ortopedia y Traumatologia de nuestro Hospital.

De la misma forma que en la técnica clasica, las células obtenidas son
cultivadas en monocapa. La utilizacion de células alogénicas evita la
necesidad de una biopsia previa para la expansion de las células. Para su
inclusion se eligieron tres diferentes matices GRUPO |:  Matriz de Fibrina
Humana, GRUPO Il: Matriz de Fibrina Humana + Acido Hialurénico,
GRUPO lI: Matriz de Acido Poliglicélico, todas las matrices han
comprobado su capacidad para mantener el fenotipo condrocitico, en
diversos trabajos'?*'%°,

Como animal de experimentacion se eligié al cordero (Ovis aries), de 4-6
meses de edad y con un peso promedio entre los 20-30 kg; debido a su
docilidad y al hecho de que como animal de rebafo, su interaccion con otros
animales de su misma especie es adecuada, permite que sea estabulado en
un habitdculo comun y aunado a la facilidad de su manejo. Ademas, a esta
edad, el cordero presenta una madurez musculo-esquelética apropiada y

representa un buen modelo experimental dentro de la escala filogenética y
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su condicion de cuadrupedos brinda una mejor opcién de carga frente a
otras especies filogenéticamente inferiores como los conejos y cobayas'?®
127 El cartilago de la zona distal del fémur en el cordero es de espesor
inferior al humano pero lo suficientemente grueso como para ser estudiado
histoldgica e histomorfométricamente.

La utilizacion de polimeros bioabsorbibles como vehiculos acarreadores de
células es una caracteristica de la segunda generacion de CICA, las
propiedades de este tipo de matriz permite a las células un medio
tridimensional, en el cual pueden ser transportadas, brindan una distribucion
a lo largo de todo el defecto y ofrece las caracteristicas necesarias para
proliferar y conseguir comunicacién intercelular y activarse para disgregar
esa matriz y producir su propia matriz extracelular, ademas de permitir que
células del tejido adyacente migren a su interior para interactuar con las
células transportadas.

Actualmente un gran campo de investigacion dentro de la ingenieria tisular
es el desarrollo de matrices, con un objetivo comun, el desarrollar, encontrar
o perfeccionar una matriz que proporcione una estructura temporal que
permita una adecuada inclusibn de las células, biocompatible, que
proporcione una buena adherencia celular, que tenga una alta porosidad,
que sea bioabsorbible para ser degradada enzimaticamente por las células
al ocurrir la reparacion de la lesion con la consecuente produccién de una
nueva matriz extracelular, que permita la interaccion con las células del
tejido vecino y que guie la migracion de éstas a la lesion favoreciendo la
regulacion de actividad celular como proliferacion y diferenciacion celular,

actividades necesarias para la regeneracion del defecto'?®.
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Es importante considerar que la matriz debe contar con propiedades
biomecanicas que permitan soportar tempranamente las solicitaciones de
carga sin comprometer la integridad del implante.

Existen numerosas matrices con distinta composicion que han sido utilizadas
como acarreadores celulares, por su composicion se pueden clasificar en
bioldgicas, sintéticas y mixtas, por sus caracteristicas fisicas pueden
dividirse en sélidas, liquidas y geles.

Los componentes organicos como la fibrina y la combinacion de fibrina y
acido hialurénico, han sido estudiados en el desarrollo de matrices con la
intencion de aprovechar el limitado efecto inflamatorio debido a reaccion de
cuerpo extrafio que producen, ésto gracias a su composicion.

Los defensores de la utilizacion de las matrices sintéticas resumen como
ventajas las cualidades bioquimicas y mecanicas alcanzadas con una matriz
sintéticamente disefiada, las cuales pueden ser mas facilmente modificadas
que en un polimero natural'?.

Existen una amplia gama de polimeros sintéticos utilizados como
acarreadores celulares, de ellos los mas comunmente usados son aquellos
compuestos polilactidicos en particular aquellos a base de acido poli-glicélico
(PGA), acido polilactico (PLA) y sus co-polimeros acido lactico-glicélico,
estos compuestos tienen muchas aplicaciones en el campo de la medicina y
cuentan con la ventaja de ser absorbibles aunque con un grado de absorcién
lento, el cual puede ser modificado para disefiar una tasa de degradacién
acorde a las necesidades, son biocompatibles, y al ser biodegradadas a
través de un proceso de hidrolisis a metabolitos no téxicos que son

excretados sistémicamente, la versatilidad que le proporciona estas
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caracteristicas permiten que hallan sido utilizadas como matriz para la
inclusién celular, ya que presentan las caracteristicas moleculares como la
porosidad que permite el intercambio celular de nutrientes y productos de
desecho, ademas de proporcionar un adecuado medio con adherencia y
proliferacion celular, permitiendo la libre produccion de matriz extracelular
propia de cada linea celular por lo que ha sido utilizada en ingenieria tisular
en el sistema musculo-esquelético para la inclusién celular de condrocitos'3®
13t

En nuestro estudio al comparar la matriz utilizada cuantificando la
produccién de los compuestos como el Colageno |, Colageno Il y
Glucosaminoglicanos, el mayor porcentaje de produccion del colageno tipo |
en el medio de Acido Poliglicélico comparado con la matriz de Fibrina y de
Fibrina con Acido Hialurénico, nos permite concluir que las matrices
bioldgicas a base de fibrina y aun mas la combinacién de esta ultima con el
acido hialurénico son un medio éptimo para minimizar la produccion de este
tipo de colageno aerdbico caracteristico del fibrocartilago, tejido de menor
calidad para la asimilacion de las solicitaciones de carga, de la misma forma
de estos dos medios principalmente de la combinacion de fibrina con &cido
hialurénico, permitieron que las células expresen en mayor cantidad el
colageno tipo Il y glucosaminoglicanos, macromoléculas que interaccionan y
son responsables de la capacidad osmética del cartilago asi como del
adecuado funcionamiento biomecéanico del mismo.

Nuestro estudio concluye al igual que los presentados por Visna y

+132, 133

colaboradores'® y las series de Gobbi y Marcacci en los cuales el uso

de matrices biolégicas como la fibrina y el acido hialurénico proporcionan un
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medio Optimo para la produccion de un tejido de reparacidon de
caracteristicas histologicas y moleculares muy semejantes al cartilago
hialino caracteristico de las articulaciones sinoviales, con las condiciones
biomecanicas adecuadas para brindar un adecuado funcionamiento articular;
Asi mismo en nuestro estudio a diferencia del trabajo de Freed y

% encontramos que la matiz sintética de Acido

colaboradores'®*
Poliglicélico ofrece un medio con una inestabilidad quimica que dificulta el
adecuado desarrollo del tejido cartilaginoso de reparacion.

Hay que destacar que el tamafo de la muestra fue calculado en necesidad
de la potencia estadistica, y que el periodo de estabulacion fue limitado a 6
meses. La homogeneidad de la poblacion de estudio y el control quirpurgico
de la localizacion de la lesién, fueron factores que favorecieron
estadisticamente el valor de los resultados, sin embargo cabe resaltar que el
factor de la lesién constituye por si mismo una variante a considerar al
transpolar los resultados obtenidos a lo que se esperaria encontrar en su
aplicacién clinica, ya que en todos los casos la lesiébn fue producida
quirdrgicamente, lo cual brinda un ambiente muy distinto al de la mayoria de
las lesiones observadas en la clinica. Hay una tendencia a ampliar la
inclusion de criterios en los ultimos estudios sobre las técnicas de reparacion
del cartilago, especialmente los que se refieren a discutir las técnicas de

andamiaje '3 4!

. En criterios generales, una mayor inclusion y consenso en
torno a la exclusion y cdédmo hacer frente a problemas como la
heterogeneidad de la localizacion de la lesion. Este estudio con una matriz
(condrocitos alogénicos / incluidos en tres diferentes matrices), utilizados en

la reparacion del cartilago, que es la primera que se describe en la literatura
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nos permite presentar los resultados histolégicos e histomorfométricos
después de seis meses de la cirugia y ahora sirve como un control para
futuros estudios con los protocolos modificados. Estos resultados a corto
plazo ilustran la viabilidad de la aplicacion de la técnica descrita. Este
concepto consiste esencialmente en un trasplante quirdrgico de un solo
paso. Los resultados de este estudio piloto nos inspiran para buscar
mejoras. Modificaciones futuras ya se han planeado, incluyendo la seleccion
de los donantes sobre la base de algunas de las caracteristicas ideales
como sitio donante'*?, la edad'* y la condicién fisica, un control de calidad
para el procedimiento en las células implantadas como la defendida por
Saris y colaboradores'*, y la mejora de la capacidad condrogénica de las
matrices bioldgicas, y evaluar nuevas posibilidades a futuro como la adicién

de factores de crecimiento'® 46

Los resultados de los grupos
correspondientes a las matrices de tipo biolégicas han sido alentadores, si
bien no asi el de la matriz sintética a base de acido poliglicélico. Llegados a
este punto vemos el papel fundamental que juega el microambiente celular
para la reparacion del cartilago. A la vista de nuestros resultados nos
planteamos dos lineas de trabajo. Por un lado la mejora del material
acarreador celular que ya empleamos incluyendo acido hialurénico, y por
otro lado, uno de los aspectos que mas nos atraen es la aplicacion de
técnicas propias de bioingenieria que permitan enriquecer la matriz con

factores de crecimiento plantedndonos el control de su liberacion a través de

nanotecnologia.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES

Los condrocitos alogénicos cultivados in vitro, puede ser eficaz en el
tratamiento de lesiones articulares de espesor completo.

Las matrices de fibrina y la mezcla de fibrina/acido hialurénico, son
capaces de mantener el fenotipo, asi como la sintesis de proteinas

estructurales del cartilago articular.

La matriz de &cido poliglicolico no fue capaz de mantener una
estabilidad quimica que permita la vida, la proliferacion y la
produccién de proteinas secretadas por lo condrocitos alogénicos.

La matriz de fibrina en combinacidén con el acido hialurénico fue o
resulto mas eficiente para la producciéon de Colageno tipo Il y Gag's a
seis meses post-implante. A pesar de no encontrar una diferencia

estadistica significativa.
La matriz compuesta por la combinacién de fibrina y acido hialurénico

fue capaz de inducir una disminucién en la sintesis de colageno tipo |,

en comparacion con el implante compuesto por fibrina.
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APENDICE A
A.1 Técnica histoldgica.

1.- Obtener la muestra.

2.- Fijar con formalina al 10 % en PBS pH 7.2-7.4 por 24 hrs.
3.- Lavar en agua corriente.

4.- Deshidratar en alcoholes graduales del 60 al 100 %.
5.- Aclarar con xilol.

6.- Preincluir en parafina.

7.- Incluir en parafina.

8.- Obtener los cortes histologicos usando un microtomo.
9.- Adherir los cortes en el bafio de flotacion.

10.- Desparafinar e hidratar.

11.- Tenir.

12.- Deshidratar y aclarar.

13.- Montar el cubre objetos afiadiendo resina sintética.

A.2 Técnica de tincion con Hematoxilina y Eosina (H y E).

1.- Desparafinar los cortes con xilol por 5 min.

2.- Hidratar con etanol-xilol por 5 min.

3.- Hidratar con etanol absoluto y alcohol etilico 96° por 2 min c/u.
4.- Enjuagar lentamente con agua destilada.

5.- Sumergir los cortes en hematoxilina de Gill, 2 min.

6.- Enjuagar lentamente en agua de la llave (2 lavados).

7.- Sumergir rapidamente en alcohol acido (1 inmersion).

8.- Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).

9.- Sumergir rapidamente en agua amoniacal (2 inmersiones).
10.- Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).
11.- Enjuagar lentamente con agua destilada.

12.- Sumergir los cortes en eosina (6 inmersiones).

13.- Deshidratar con alcohol etilico 96° (2 cambios) 2 min c/u.
14.- Sumergir en etanol absoluto (2 cambios) 2 min c/u.

15.- Sumergir en etanol-xilol 3 min.

16.- Sumergir en xilol (2 cambios) 2 min c/u.

17.-Montar con resina sintética.
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A.3 Técnica de tincion con el método tricromico de Masson.

Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %
Incluir en parafina
Usar cortes histolégicos de 5 pm.

1.- Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100 % y agua
destilada.

2.- Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 30-60 min a 56 C, o toda la
noche a temperatura ambiente.

3.- Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.

4.- Enjuagar los cortes en agua destilada.

5.- Pasar los cortes a la hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min.

6.- Lavar en agua corriente, 5 min o hacer 3 cambios de 15 seg.

7.- Enjuagar en agua destilada.

8.- Tenir con la solucién de fucsina-escarlata por 5 seg (el tiempo depende
de la calidad y/o concentracién y tiempo de uso o de preparacion del
colorante).

9.- Lavar varias veces en agua destilada hasta que ésta deje de tefirse.

10.- Pasar los cortes a la solucién de acidos fosfomolibdico-fosfotingstico
durante 10 min. Enjuagar brevemente con agua destilada.

11.- Tefir con la solucidon de azul de anilina durante 15 seg (el tiempo
depende de la calidad y/o concentracion y tiempo de uso del reactivo).

12.- Lavar con agua destilada hasta eliminar el exceso del colorante.

13.- Pasar al acido acético por 1-2 min.

14.- Deshidratar en alcohol de 96 ° por unos seg (cuidar que no se decolore).

15.- Continuar con el alcohol absoluto hasta acarar en xilol y montar en

resina.

A.4 Método inmunohistoquimico para la identificacion de colagena tipo
Iy tipo Il

Fijar los tejidos con solucién de formalina al 10 % en PBS pH 7.2-7.4 por 24
hrs

Procesar por la técnica histolégica e Incluir en parafina

Usar cortes histolégicos de 4 um.

1.- Desparafinar e hidratar los cortes en las siguientes soluciones:

e Xilol (2 cambios) 5 min.
e Etanol absoluto 3 min.
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e FEtanol 95 % 3 min.

e FEtanol 70 % 3 min.

e Agua destilada 3 min.

e Solucién Tris-buffer salino (TBS) 3 min.
2.- Exponer los antigenos con solucién (TRS) 40 min. a 100 °C.
3.- Bloquear la peroxidasa endégena con H>O2 3 % 10 min.
4.- Lavar en solucién buffer TBS 3-5 min.
5.- Bloquear las proteinas 30 min.
6.- Lavar en solucién buffer TBS 3-5 min.
7.- Ahadir el anticuerpo primario Toda la noche 4 °C.
8.- Lavar en TBS 3-5 min.
9.- Anadir el anticuerpo secundario 15 min.
10.- Lavar en TBS 3-5 min.
11.- Anadir la solucién de estreptavidina-HRP 15 min.
12.- Lavar en TBS 3-5 min.
13.- Revelar con solucion de sustrato-cromdgeno 10 min.
CONTRATINCION:

1.- Lavar en agua destilada por 2 min (3 veces).
2.- Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 min.
3.- Lavar en agua corriente.
4.- Enjuagar en agua destilada.
5 Deshidratar gradualmente con:
- Etanol 70 %, 2 cambios.
- Etanol 95 %, 2 cambios.
- Etanol 100 %, 2 cambios.
- Xilol 2 cambios.
4.- Limpiar el exceso de xilol
5.- Montar con resina y almacenar los cortes en oscuridad.

Solucion enjuagadura sulfurosa

Agua 300 mL
Ac. Clorhidrico 1 N 15 mL
Metabisulfito de Sodio 10 % 18 mL

Solucion metabisulfito de sodio 10 %

Metabisulfito de Sodio 10 % 10 ¢
Agua 100 mL
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APENDICE B
SOLUCIONES:

B.1 ANALISIS MORFOLOGICO.

B.1.1 Solucién de formalina 10 %

* Para preparar 500 mL

Formalina 37 % 136 mL
PBS 1X 364 mL
B.1.2. PBS 10 X

* Para preparar 100 mL

NaCl 8.0¢
KCI 0.20 ¢
NagHPO4 1.44 g
KH2PQO4 0.24¢

AjustarpHa 7.2
Almacenar a 4 °C.

B.1.3. PBS 1X

* Para preparar 500 mL

PBS 10X 50 mL
Agua destilada 450 mL

AjustarpH a 7.2
Almacenar a 4 °C.

B.1.4. Hematoxilina de Gill.

Agua destilada 730 mL
Etilenglicol 250 mL
Hematoxilina anhidra (polvo) 20g¢g

* Si esta en cristales pesar 2.36¢g
Yodato de sodio 0.2¢
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Sulfato de aluminio 1769
Acido acético glacial 2.0 mL

* Para preparar se debe seguir el orden, agitar a TA por 1 hora, filtrar antes
de usar por primera vez.

B.1.5. Eosina.

Solucién stock (concentrada):

Eosina amarillenta 1.09
Agua destilada 20 mL
Alcohol del 96° 80 mL

Solucién de trabajo:

Tomar una parte de la solucion stock y agregar en tres partes de alcohol de
80 °C. Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial, por cada 100
mL de colorante preparado y agitar.

B.1.6. Solucion de alcohol-acido.

Alcohol de 70° 99 mL
Acido Clorhidrico (HCI) 1 mL

B.1.7. Solucion de agua Amoniacal.

Agua destilada 99 mL
Hidréoxido de Amonio 1mL

B.1.8. Hematoxilina férrica de Weigert

Solucién A

Hematoxilina (anhidra) 1g
Alcohol de 96° 100 mL
Solucién B

Cloruro férrico acuoso al 29 % 4 mL
Agua destilada 95 mL
Acido clorhidrico conc. 1mL

Solucion de trabajo:
Mezclar partes iguales de las soluciones A y B. (Debe renovarse
periddicamente dependiendo del uso y consistencia, precipita con el tiempo).

Solucion de Cloruro Férrico 29%
Cloruro férrico 145¢
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Agua destilada 50 mL

B.1.9. Solucion de fucsina acida y escarlata de Biebrich.

Escarlata de Biebrich al 1 % 90 mL
Fucsina acida al 1 % 10 mL
Acido acético glacial 1mL

* Solucion de escarlata de Biebrich

Escarlata de Biebrich 19
Agua destilada 100 mL
* Solucidn de fucsina acida

Fucsina acida 19
Agua destilada 100 mL

B.1.10. Solucién de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico.

Acido Fosfomolibdico 59
Acido Fosfotungstico. 59
Agua destilada 200 mL

B.1.11 Solucion de azul de anilina.

Azul de anilina 25¢g
Agua destilada 100 mL
Acido acético glacial 2mL

B.1.12 Soluciéon acuosa de acido acético al 1%.

Acido acético glacial 1 mL
Agua destilada 99 mL

B.1.13 Solucion fijadora de Bouin

Solucién acuosa saturada de acido picrico 75 mL
Formaldehido (36-38 %) 25 mL
Acido acético glacial 5mL

B.1.14 Solucidén enjuagadura sulfurosa

Agua 300 mL
Ac. Clorhidrico 1 N 15 mL
Metabisulfito de Sodio 10 % 18 mL

B.1.15 Solucion metabisulfito de sodio 10 %
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Metabisulfito de Sodio 10 % 10 ¢
Agua 100 mL

B.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

Se utilizé el sistema LSAB+System-HRP usando el kit anti mouse and rabbit
HRP/DAB (ab64264) de Abcam®, los nicleos se contrastaron con
hematoxilina.

Técnica histoquimica para la demostracion de polisacaridos complejos
con Acido Peryodico de Schiff (PAS) + diastasa.

Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %
Incluir en parafina
Usar cortes histolégicos de 5 pm.

1.- Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100 y agua
destilada.
* Si se desea remover depdsitos de glucégeno, incubar los cortes con
diastasa por 30 min. a 37 °C.
- Enjuagar en agua destilada 3 veces.
2.- Sumergir los cortes en la solucién del &cido peryodico de 5a 10 min.
3.- Enjuagar en agua destilada varias veces.
4.- Sumergir los cortes en el reactivo de Schiff por 20 min, revisar el color
rosa palido.
5.- Diferenciar los cortes en la solucion enjuagadura sulfurosa, 2 cambios 2
min c/u.
6.- Enjuagar en agua destilada.
7.- Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 min.
8.- Lavar en agua corriente.
9.- Decolorar ligeramente en alcohol acido y lavar en agua corriente.
10.- Virar con agua amoniacal, lavar en agua corriente y enjuagar en agua
destilada.
11.- Deshidratar en alcoholes graduales hasta alcohol absoluto.
12.- Aclarar en xilol y montar en resina.
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