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Introduccion

1. EL CARTILAGO ARTICULAR. ANATOMIA Y
FISIOLOGIA

El cartilago articular es un tejido avascular, aneural y alinfatico que se interpone
entre dos superficies 6seas de una articulacién diartrésica *°. Estd compuesto por
condrocitos y una matriz extracelular que ellos secretan. Se caracteriza por sus
propiedades mecanicas de resistencia a las fuerzas de compresion y elasticidad,
permitiendo el deslizamiento de dichas superficies gracias a un coeficiente de friccidn
extremadamente bajo ® *2,

1.1. EMBRIOLOGIA

El sistema esquelético se desarrolla a partir de la capa germinativa mesodérmica,
que aparece durante la tercera semana del desarrollo embrionario ’. A cada lado del tubo
neural se forman una serie de bloques de tejido mesodérmico llamados somitas. Poco
después de su formacion, cada somita se diferencia en una porcion ventromedial, el
esclerotomo, y una parte dorsolateral, el dermiotomo. Al finalizar la cuarta semana, las
células del esclerotomo se vuelven polimorfas y constituyen un tejido laxo que se
denomina mesénquima o tejido conectivo embrionario, cuyas células emigran y se
diferencian, entre otras lineas celulares, a condroblastos. En su transformacion
condroblastica, las células mesenquimatosas se redondean, retraen sus prolongaciones y
se multiplican rapidamente formando conglomerados condensados. Las células de estos
conglomerados tienen citoplasma muy basofilo y de inmediato comienzan a sintetizar
una matriz que separa unas de otras. Mientras que el mesénquima superficial forma el
pericondrio, el cartilago central es reemplazado por tejido 6seo, progresando desde la
diéfisis hacia la epifisis, salvo en los extremos, donde aparecerdn los nucleos de
osificacion secundarios. EI mecanismo por el cudl el cartilago de los extremos 6seos no
(195 reemplazado por hueso continua sin esclarecer, aunque se ha implicado al gen Wnt-14

1.2. MACROSCOPIA E HISTOLOGIA

El aspecto macroscopico del cartilago articular normal del adulto es el de una
superficie blanca, algo translicida (de ahi el nombre de hialino), lisa y brillante,
ligeramente flexible y deformable a la presién moderada. Su grosor es variable, siendo
mayor en la rotula (6-7 mm).

Figura 1. Aspecto macroscopico del cartilago
articular normal.

R. Mencia



Introduccion

Histologicamente el cartilago articular contiene un solo tipo celular, los
condrocitos, y una matriz que los rodea. Se organiza en capas que difieren entre si segin
criterios bioquimicos (cantidad de proteoglicanos) y anatémicos (por la disposicion de
las fibras de colageno, cuya red muestra birrefringencia que varia desde la superficie
hasta la profundidad). En su superficie se dispone una zona acelular, denominada lamina
splenda, a modo de revestimiento, a la que se adhieren algunas macromoléculas del
liquido sinovial, sirviendo de proteccién, sobre todo, frente a los radicales libres °. El
acido hialurénico, algunos fosfolipidos y la lubricina revisten dicha superficie.

DESCRIPCION
De condrocitos pequefios y planos con el eje mayor paralelo a la superficie (aspecto
fibroblastico). En la superficie articular de estos condrocitos se sintetiza la lubricina
(proteina que participa en la disminucion del coeficiente de friccion del cartilago
Superficial articular ). Las fibras colégenas se disponen en sentido paralelo a la superficie y la
zona contiene fibronectina en abundancia. Los proteoglicanos son relativamente
escasos. Por la disposicion de las fibras es un area que resiste a las fuerzas de

CAPA

tension.
Intermedia De condrocitos gruesos y esféricos. La densidad celular es la mas baja de todo el
(40-50% de la altura total) cartilago. La red de fibras coldgenas no sigue una direccion concreta.
Profunda o radial De condrocitos ordenados en pequefias columnas a lo largo de las gruesas

(40-45% de la altura total) trabéculas de colageno, dispuestas a su vez en sentido perpendicular a la superficie.
La concentracion de proteoglicano es elevada.

Adosada a la l&mina ésea subcondral. Es una zona pobre en proteoglicanos y las
fibras de colageno se disponen en forma radiada aunque no guardan continuidad

Calcificada con las fibras colagenas del hueso subyacente. La concentracién de calcio es
(5-10% de la altura total) elevada. Esta separada de la zona profunda por una linea de demarcacion baséfila y
ondulada (tide-mark para los anglosajones) que forma una barrera que impide el
ingreso de los vasos del hueso subcondral, pero no de algunas sustancias. Los
condrocitos son hipertroficos.

Tabla 1. Capas del cartilago articular .

: Superficial cell
———TET ” - anggm'al Articular protein (also
g £ 58K : layer S—— B surface known as lubricin)
3 : SUPERFICIAL O ‘—' R
- i > 3 Fq x ZONE ; - TDeconnandblglycan
¥ }.',._-j : 0 rreeg'ion (decorin,
[‘.‘.’ MIDDLE Type VI collagen)
: ] : ; ZONE ® o
&) ; oy s ST T
' transitional M, et ® ‘ AAAAA
b :'layer Territorial region
: ‘Ln.i‘ ./ (more intact
; i DEEP ZONE Aaecan)
i
5 Aggrecan most
L-x gt:goncenlraled - Interterritorial
2 and collagen region (degraded
= content at its aggrecan)
r—, . d I lowest here
© . _radia
L‘ Iaygr
3 2 Tide mark
: ; " calcifi ed Calcfed 3" ;ype)(co:ageu
ca lage “l ® lypertrophic
Q. C, "Q 5 // /////// / /\ chondrocyte
Jg \\r “ Subchondral
7 /

Subchondral
bone marrow

Figs. 2 y 3. Representacion esquematica de la estructura del cartilago articular de un
adulto. Los recuadros de la figura de la derecha representan los diametros y la
organizacion de las macrofibrillas de colageno en las diferentes zonas. Tomado de
Poole y cols **

R. Mencia
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1.2.1. Condrocitos

Los condrocitos ocupan el 10% del volumen total del cartilago, si bien la densidad
celular varia segun el tipo de articulacion, la zona en la que se encuentran y la edad. El
contenido celular es mayor en la capa superficial y el nimero de células disminuye con
la edad del paciente ® **. Su morfologia es esférica u ovoide, y mide 30-40 micras de
didmetro. Tienen un ndcleo central, redondo u ovalado, con uno o varios nucleolos
(segun las especies), y presentan un centro celular yuxtanuclear con un par de centriolos
y un aparato de Golgi bien desarrollado. El citoplasma contiene mitocondrias alargadas,
ocasionalmente gotitas de lipidos y cantidades variables de glucégeno.

Figs. 4 y 5. A la izquierda, aspecto histoldgico del cartilago articular hialino normal. A
la derecha, detalle de sus células: los condrocitos.

Los condrocitos trabajan principalmente en anaerobiosis y forman uno de los pocos
tejidos que funcionan en hipoxia. Hay un gradiente hipoxico que varia del 10% de
concentracion de oxigeno en la superficie al 1% en la profundidad. Cuando se esta
formando matriz en el cartilago en crecimiento o regeneracion, el citoplasma se hace
mas basofilo, el aparato de Golgi aumenta con séaculos dilatados y numerosas vacuolas
de tamafio variable asociadas, a veces, con filamentos o granulos. El reticulo
endoplasmico rugoso aparece bien desarrollado, con cisternas moderadamente dilatadas.
Los condrocitos no migran y se multiplican poco o nada en el cartilago normal.

1.2.2. Matriz extracelular

La matriz extracelular estd compuesta por agua (65-80% del peso himedo) y
macromoléculas (proteinas y glucosaminoglicanos, que constituyen el 20-35% del peso
hamedo del cartilago) -Tabla 2-. Contiene abundantes cationes que equilibran las cargas
negativas de los proteoglicanos. Las fibras de coladgeno varian en su diametro: en la capa
superficial son de 20 nm y de 70 a 120 nm en la capa profunda **.

La matriz extracelular se divide en una zona circundante al condrocito, con poco
colageno, denominada espacio pericelular y que forma con la célula el condrén; y una
matriz extracelular méas alejada de la célula, denominada zona interterritorial, de pH
neutro y que asegura la integridad del tejido y le confiere sus propiedades biomecanicas.

R. Mencia
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En la periferia inmediata de la célula hay acumulacién de moléculas,

adheridas a aquélla. Se distinguen colagenos de tipo VI, agregados de| -  Fibras de colageno de tipo Il
proteoglicanos destinados a pasar a la matriz extracelular, &acido

hialurénico para la adherencia de los proteoglicanos neosintetizados y| - Moléculas de gran  tamafio
moléculas no colagénicas como ancorina y fibronectina. Cada grupo de (agregados de proteoglicanos) y otras
proteinas se fija a diferentes receptores transmembranosos. Los proteinas.

principales receptores son integrinas que actian como correas de
transmisién entre las proteinas submembranosas ligadas al
citoesqueleto y las moléculas del espacio pericelular. El condrocito
ajusta su actividad metabdlica en funciéon de las informaciones
recibidas a través de sus integrinas. El condrocito puede modificar su
fenotipo ante cualquier cambio en el medio circundante.

También se adhieren a la superficie de la membrana algunas enzimas:
hialurénico sintetasa para la sintesis del acido hialurénico y enzimas
metaloproteinasicas.

Esta zona pericelular se caracteriza por un pH &cido mas elevado
compatible con la actividad de las enzimas lisosomicas vertidas en el
area circundante al condrocito.

Tabla 2. Subdivision de la matriz extracelular del cartilago.

1.2.2.1. Fibras de colageno

El colageno del cartilago articular es del tipo Il en un 95%, representando el 25%
del peso seco de aquél. El resto son colagenos de tipo VI, IX, X y Xl. Si el Gnico
especifico del cartilago es el tipo X, el de tipo Il se comporta como marcador del
condrocito normal y, en cultivo, indica la diferenciacion del mismo. Cada molécula de
colageno esta constituida por tres cadenas polipeptidicas alfa en forma de hélice triple o
superhélice derecha. Cuando la hélice triple consta de tres cadenas alfa idénticas, el
colageno se denomina homotrimérico ®. Cuando esta formada por dos o tres cadenas alfa
diferentes se le llama heterotrimérico. Los colagenos tipo 1l y X son homotriméricos, en
tanto que los de tipo 1X, VI y XI son heterotriméricos ®. Los condrocitos secretan los
colagenos en forma de procolagenos con extremos C- y N- terminales largos, llamados
propéptidos. La escision de algunos de estos, por la union de varias moléculas
colagénicas, da lugar a fibrillas.

El colageno del cartilago forma fibrillas heterotopicas, es decir formadas por varios
tipos de colageno *’. Las moléculas en las fibrillas se disponen paralelamente pero
decaladas la una con respecto a la otra, dando el aspecto de estriaciones con un periodo
caracteristico de 67 nm.

1.2.2.2. Proteoglicanos

Los proteoglicanos del cartilago articular son de dos tipos segln su capacidad de
agregacion al &cido hialuronico: de masa molecular elevada, representados en su
mayoria por el agrecano; y de masa molecular reducida, representados por la decorina, el
biglicano y la fibromodulina ® 3. Los agrecanos representan alrededor del 90% de los
proteoglicanos del cartilago; los grandes no agregados representan algo menos del 10%;
y los pequefios, alrededor del 3%. Todos se encuentran en las mallas formadas por la red
de colageno y su elevado tamafio garantiza su permanencia alli. Por sus propiedades

R. Mencia



Introduccion

biofisicas (cargas negativas que atraen las moléculas de H,0), los glucosaminoglicanos
crean una presién osmética que pone en tension la red de coldgeno, a modo de esponja,
participando asi en las propiedades biomecanicas del cartilago. De esta forma se explica
que una alteracién de la red de las fibras de coldgeno pueda desorganizar la estructura
del cartilago y que modificaciones cuantitativas o cualitativas de los proteoglicanos
influyan en el poder hidroéfilo del mismo.

Los proteoglicanos estdn formados por una proteina axial (core protein) ligada de
modo covalente a una o varias cadenas de glucosaminoglicanos. Estos son cadenas
polisacéaridas largas formadas por la repeticion de disacaridos compuestos de azucar
aminada y un hexuronato. Cada unidad disacarido contiene, por lo menos, una carga
negativa en el grupo carboxilo o sulfato que convierte a las moléculas en cadenas
anionicas largas, rechaza las moléculas negativas y capta los iones Ca*+ y Na*+, que
atraen a las moléculas de agua. Entre los glucosaminoglicanos distinguimos el condroitin
6-sulfato, el condroitin 4-sulfato y el queratan sulfato.

Las cadenas de condroitin sulfato estan formadas por unidades de disacaridos que
se repiten (acido glucurénico y un residuo de N-acetil-galactosamina). Segun que el
grupo sulfatado esté situado en posicion 4 0 6 sobre la N-acetil-galactosamina se
distingue el condroitin sulfato 4 y el condroitin sulfato 6. El queratan sulfato, por su
parte, estd compuesto por unidades repetidas de galactosa y la N-acetil-galactosamina
sulfatada.

1.2.2.2.1. Agrecano

El agrecano est4 formado por una proteina axial de 237-248 kDa sobre la cual se
fijan unas cien cadenas de condroitin sulfato y unas treinta de queratan sulfato. La region
N-terminal de la proteina se une de modo no covalente a una molécula de éacido
hialurénico, con una glicoproteina de enlace como estabilizador. La molécula de acido
hialurdnico, por su parte, puede contener mas de 300 moléculas de agrecanos que, de
este modo, forman superagregados de peso molecular muy elevado.

1.2.2.2.2. Proteglicanos pequefios

La decorina, el biglicano y la fiboromodulina tienen en comdn una misma proteina
transportadora central (core protein) y so6lo se diferencian por la calidad y cantidad de
sus glucosaminoglicanos °. Las moléculas pertenecen a la familia de las proteinas ricas
en leucina. La decorina posee una sola cadena de condroitin-sulfato (o dermatan-sulfato),
mientras que el biglicano posee dos. La fibromodulina, por su parte, consta de cuatro
cadenas de queratan-sulfato. Las dos primeras, de 70 y 100 kDa de peso molecular,
respectivamente, pueden unir muchas moléculas de la matriz extracelular, igual que los
colagenos Il 'y VI, la fibronectina y algunos factores de crecimiento.

La fibromodulina es una glucoproteina de 220 kDa dimerizada presente en la
mayoria de los tejidos conectivos con sitios de union a las integrinas y sitios de
interaccién con distintos colagenos o el acido hialurénico.
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1.2.2.3. Otras proteinas

En este grupo, que algunos llaman “liga intercolagénica™, se incluyen
glucoproteinas y proteinas no colagénicas cuya funcion exacta se desconoce, aunque se

intuye que participan en el mantenimiento de

la estructura y conservacion tridimensional

de la matriz extracelular permitiendo distintas adhesiones moleculares *.

La condroadherina pertenece a la familia de las proteinas ricas en leucina, como la
decorina, el biglicano y la fiboromodulina, e intervendria, sobre todo, en procesos de
interaccion con integrinas y colageno de tipo Il. La tenascina, por su parte, que se

expresa especialmente en la artrosis, también

participaria en la modulacién de la fijacion

del condrocito a la fibronectina. Otras son la osteonectina, las matrilinas cartilaginosas,
las trombospondinas y la proteina de la matriz oligoméricas del cartilago.
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Fig. 6. Representacion esquematica de la
red macrofibrilar de colageno, agrecanos
y &cido hialurénico. G1, G3 = dominios.
HA = &cido hialurénico. CS = condroitin
sulfato. KS = Keratan sulfato. Tomado de
Poole y cols **.
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O A O ARIO O
Colagenos
Tipo Il Componente principal de las macrofibrillas Fuerza ténsil
Tipo VI Forma microfibrillas en zona pericelular Desconocida
Tipo IX Unido a la superficie de las macrofibrillas Interconexion  fibrilar.  Fuerza
tensil
Tipo X Sociado con macrofibrillas. Sélo sintetizado por condorcitos | Soporte estructural
hipertréficos. Presente sélo en la capa calcificada

Tipo XI Presente sobre y junto a las macrofibrillas Forma nucleos de fibrillas
Tipos X1l y XIV Homotriméricos Forma macrofibrillas

Proteoglicanos

Agrecano Forma la gran masa de proteoglicanos. Se une al hialurénico por el | Rigidez y resistencia a la
dominio G1. Mayor concentracion en la capa profunda compresion

Decorina Tiene una cadena de condroitin o dermatan sulfato cerca de la
region amino terminal. Equimolar al agregan. Se concentra en la| Regula la  formacién  de

superficie articular y en zona pericelular

Fibromodulina

Puede contener hasta 4 cadenas de keratan sulfato

macrofibrillas

Lumicano Contiene keratan sulfato en inmaduros
Biglicano Tiene dos cadenas de condroitin o dermatan sulfato Desconocida
Perlecano En células de la superficie. Contiene heparan sulfato Adhesion de células y matriz

Otras moléculas

Proteina oligomérica
del cartilago

Cinco moléculas de la familia de la trombospondina

Se une al colageno tipo Il
Relacionada con el ensamblaje
de macrofibrillas

Proteina de unién

Estructura homdloga al dominio G1 del agrecano y versicano

Estabiliza la unién del agrecano
y acido hialurénico

Proteina 4cida de la
matriz

También conocida como proteina Gla

Inhibe la calcificacion

Fibrilina-1

Forma red microfibrilar

Desconocida

Acido hialurénico

Forma agregados macromoleculares de agrecano o versicano

Retiene el agrecano en la matriz.
Interacciona con fibrillas de
colageno

Lubricina Sintetizada por células de la zona superficial Lubrificacién
Condroadherina Proteina rica en leucina Unio6n célula-matriz
CD44 Receptor de la superficie celular para el &cido hialurénico Unién célula-matriz

Tabla 3. Moléculas de la matriz del cartilago .

1.3. FISIOLOGIA Y NUTRICION
1.3.1. Fisiologia del cartilago articular

El cartilago articular facilita el deslizamiento de las superficies 6seas gracias a un
coeficiente de friccion extremadamente bajo *2. Ademés, es resistente, elastico y esta
lubrificado. En cierto modo, actla como amortiguador y asi absorbe las presiones que
recibe. La base Osea sobre la que se apoya (hueso subcondral) desempefia también un
papel importante en las funciones de resistencia y deformabilidad.

1.3.1.1. Soporte de cargas

La organizacion molecular de la matriz extracelular es ideal para esta funcion. El
armazén fibrilar del coldgeno determina y mantiene la forma del tejido y resiste a las
fuerzas de traccion; mientras que los agregados de proteoglicanos que ocupan sus
intersticios proporcionan un gel viscoso hidratado que absorbe las fuerzas de
compresion. Al someter al cartilago a estas fuerzas, la trama de proteoglicanos se
comprime extruyendo el agua contenida en su interior. Cuando cesa la compresién la
trama se expande, impregnandose nuevamente de agua hasta el limite fijado por las
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fibras colagenas. Desde el punto de vista bioquimico diremos que los agregados de
proteoglicanos con el &cido hialurénico tienen cargas anionicas. Estas cargas se repelen
mutuamente manteniendo las moléculas en estado de extension y atraen a iones de carga
opuesta, principalmente de sodio, que dan al tejido una gran hidrofilia por el efecto
Donan.

1.3.1.2. Deslizamiento — Lubrificacion

El coeficiente de friccion de las articulaciones sinoviales es menor que el de un
patin sobre el hielo (0.02), sin desgaste detectable de la superficie °. El liquido sinovial
nutre y lubrifica el cartilago favoreciendo el deslizamiento.

El liquido sinovial es un trasudado plasmatico procedente de los capilares
fenestrados de la membrana sinovial. Contiene pequefias moléculas del plasma al que se
unen el &cido hialurénico y ciertas glicoproteinas secretadas por las células sinoviales.
En condiciones normales, el liquido sinovial contiene menos de 300 elementos por mm?
y corresponde a un filtrado plasmatico selectivo al que le faltan las proteinas de alto
peso molecular °. Actlla como lubricante articular, amortigua los golpes y evita el
contacto de los cartilagos articulares entre si.

El &cido hialurénico (sal sédica de hialuronato) es el constituyente principal del
liquido sinovial y el que le confiere la mayoria de sus peculiaridades. Es un
glucosaminoglicano descubierto por Meyer y Palmer en 1934, formado por 10.000 a
12.000 parejas de acido glucuronico y de n-acetil-glucosamina, fuertemente hidratado,
replegado en una pelota estatica deformable de alrededor de 0,5 micrometros de
didmetro. A su concentracion en el liquido sinovial normal (una media de 3.8 mg/ml en
el adulto joven, 2.5 mg/ml en el anciano) los dominios de su molécula se interrelacionan
reciprocamente. Estas caracteristicas moleculares explican las propiedades tan
particulares de las soluciones de acido hialurénico. Por una parte, excluyen todas las
gruesas moléculas al mismo tiempo que ejercen una accién de filtracion dinamica de
solutos que son obligados a circular al interior de los dominios moleculares hidratados.
Por otra parte muestran propiedades reol6gicas Unicas. Tiene un comportamiento
viscoelastico influenciado por las fuerzas cinéticas a las cuales se someten. Frente a
fuerzas de cizallamiento débiles, como serian las que se producen en la interlinea de una
rodilla durante la marcha (frecuencia de alrededor de 0,5-1 Hz), el comportamiento es
principalmente viscoso producido por el frotamiento reciproco de moléculas de acido
hialurénico cuando el flujo de liquido sinovial se acerca a las superficies presentes. En
el curso de un movimiento rapido, como seria el de la carrera (frecuencias de 2-3 Hz),
el comportamiento de la solucién de acido hialurénico es esencialmente elastico. El
mecanismo en juego aqui es la deformacion elastica de las moléculas, que almacenan
pasajeramente la energia disminuyendo las fuerzas aplicadas al cartilago, que se protege
asi contra los picos de sobrecarga. La transicion subita de compartimiento viscoso a
comportamiento elastico es una singularidad de las soluciones de acido hialuronico; y
esto es muy dependiente de la concentracion y, sobre todo, del peso molecular del acido
hialuronico. La disminucion de estos 2 parametros en las artropatias altera demasiado
rapidamente las propiedades fisioldgicas del liquido sinovial.

Finalmente, en el liquido sinovial, el 1-2% son proteinas (forman un complejo
fuertemente anidnico que se adsorbe sobre la superficie del cartilago). Entre las
glicoproteinas se aisla una "lubricina”, con peso molecular de 220.000, que se adsorbe
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sobre cada una de las superficies cartilaginosas opuestas, lubrificando éstas y
provocando una fuerza de repulsion intermolecular que favorece la resistencia a las
fuertes cargas.

4 -

Fig.7. Aspecto
macroscoépico del
liquido sinovial de una
hidrartrosis reactiva a
un sobreesfuerzo.

1.3.2. Nutricion del cartilago articular

Debido a la avascularidad del cartilago, los nutrientes basicos del mismo son
aportados por dos vias: sinovial (por imbibicién) *°y subcondral (por difusién a partir
de vasos subcondrales en animales inmaduros). En el primer caso, los nutrientes
difunden desde los capilares sinoviales hacia el liquido sinovial, hasta que alcanzan la
matriz extracelular del cartilago.

Solo las moléculas pequefias pueden ingresar al cartilago por difusion simple o
imbibicion por efecto de la movilidad articular. Las moléculas grandes Unicamente
pueden penetrar por efecto de la compresion intermitente que generan los movimientos.
Las macromoléculas (albumina, inmunoglobulinas o macroinhibidores del liquido
sinovial, como la alfa2-macroglobulina) no atraviesan las mallas apretadas de la
superficie cartilaginosa. En general, el tamafio y la conformacion de las moléculas
nutrientes debe ser tal que puedan discurrir por poros teéricos de 6.8 nm en el espesor
de la matriz cartilaginosa.

La glucosa es el principal sustrato energético del condrocito. Se metaboliza
basicamente por la via de la glucolisis anaerdbica y se transforma en glucosamina para
la sintesis de los proteoglicanos.

Cada célula posee todas las organelas necesarias para la sintesis y la maduracion
de proteinas con destino intra y extracelular: nicleo voluminoso, ribosomas, reticulo
endoplasmatico, complejo de Golgi, vacuolas lipidicas y glucogénicas y liposomas. En
condiciones fisiologicas, el condrocito mantiene un equilibrio dinamico entre la sintesis
y la degradacion de las proteinas estructurales de la matriz cartilaginosa. En esta
homeostasis intervienen muchos factores: exigencias mecanicas, factores de crecimiento
(factor de crecimiento transformante B, factor de crecimiento de los fibroblastos B y
factor de crecimiento similar a la insulina). Estos distintos factores regulan las sintesis
condrocitica de proteinas de la matriz (colagenos, proteoglicanos, glucoproteinas),
proteasas (metaloproteasas, agrecanasas, catepsinas) e inhibidores de proteasas
(inhibidores titulares de metaloproteasas, activador del plasmindgeno).

R. Mencia
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1.4. METABOLISMO

Inicialmente se pensé que el cartilago era una estructura inerte e hipometabdlica
debido a su baja densidad celular y al aspecto microscépico del tejido cartilaginoso.
Estudios posteriores demostraron lo contrario: los condrocitos sintetizan los
componentes de los proteoglicanos y el colageno de la matriz extracelular manteniendo
la estructura normal matricial y siendo capaces de responder, en condiciones anormales
de carga y atriccion, con modificacion de la velocidad de renovacion de los
proteoglicanos.

Los substratos energéticos mas importantes de las células del cartilago son los
hidratos de carbono y los aminoacidos °. Los condrocitos también pueden utilizar acidos
grasos, pero su importancia como origen de energia no es bien conocida.

La renovacion de la matriz extracelular es extremadamente lenta; la de los
colagenos casi nula; y la de los proteoglicanos, de varios cientos de dias. Existe un
recambio (turnover) pericelular normal reducido del colageno del cartilago de personas
jévenes que aumenta en el cartilago de las personas mayores. La actividad metabdlica y
la respuesta al estrés mecanico varian de una articulacion a otra.

1.4.1. Metabolismo de los proteoglicanos y del colageno del cartilago
1.4.1.1. Sintesis de proteoglicanos

La sintesis de agrecanos comporta varias etapas: la sintesis de la proteina central,
la de los dos tipos de oligosacaridos y la de las cadenas de condroitin sulfato y de su
secuencia de enlace con la proteina y el queratan sulfato.

El precursor de la proteina central se sitGa en el reticulo endoplasmico rugoso y se
une con los oligosacaridos ricos en manosa ligado por un nitrégeno. El precursor de la
proteina central pasa a ocupar los compartimentos del aparato de Golgi, donde es
rapidamente completado por la adicién de oligosacaridos ligados al oxigeno y cadenas
de queratan sulfato y de condroitin sulfato.

La sintesis de las cadenas lineales sulfatadas de glucosaminoglicanos exige la
accion coordinada y concertada de enzimas especificas (transferasas, epimerasas,
sulfotransferasas) perimembranosas, adyacentes al reticulo endoplasmaético y al
complejo de Golgi. La primera etapa de la sintesis consiste en un afiadido sucesivo de
dos osas activadas: uridindifosfato (UDP)-galactosamina N-acetilada y UDP-4cido
glucurdnico para los condroitines y dermatansulfatos, y UDP-glucosamina N-acetilada
y UDP-galactosa para los queratansulfatos. Después, reacciones bioguimicas sucesivas
(N-desacetilacion, N- y O-sulfataciones, epimerizacion) modifican las dos o0sas
constitutivas de forma heterogénea a lo largo de la cadena. De todo ello resulta una
gran diversidad estructural en un mismo glucosaminoglicano. Por ejemplo, en un
glucosaminoglicano determinado pueden variar el nimero y la posicién de las O-
sulfataciones, asi como la relacion N-sulfato/O-sulfato.

Una vez sintetizados, los glucosaminoglicanos se fijan por covalencia a la proteina
central durante el proceso posterior a la traduccién en el complejo de Golgi, antes de la
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etapa de secrecion. Durante esta etapa (afiadido de los glucosaminoglicanos), el
proteoglicano adquiere su doble naturaleza bioquimica y se sulfata. En todas las etapas
hay un control de calidad permanente de los agrecanos neosintetizados gracias a una red
compleja de enzimas acompaiiantes, algunas de las cuales ya fueron identificadas
(proteina de shock térmico 25, calnexina, calreticulina). Los agrecanos neosintetizados
rechazados por el control de calidad se destruyen en el proteosoma citosélico.

Los agrecanos se secretan a continuacion al medio extracelular. EI enlace con el
acido hialurdnico se produce en la cara externa de la membrana citoplasmica de los
condrocitos, sobre los cuales se fijan las moléculas de acido hialurénico mediante una
molécula de ahesion: el CD44.

1.4.1.2. Catabolismo de los proteoglicanos

El catabolismo de los agrecanos se debe a la actividad catabolica de una enzima
todavia mal caracterizada: la agrecanasa (sus productos catabolicos son identificados in
vivo en el liquido sinovial y en el suero). Otras proteinasas tienen escasa participacion.
Un pequefio porcentaje de agrecanos es liberado del cartilago, aparantemente intactos,
probablemente por difusion pasiva de las moléculas o de los fragmentos de agregados.

1.4.1.3. Sintesis de las fibrillas de colageno

La prolina del reticulo endopldsmico rugoso sufre una  hidroxilacion e
incorporacion a cadenas peptidicas alfa para elaborar protropocolageno. Este pasa por el
aparato de Golgi y es secretado al exterior celular. Una peptidasa amputa sus terminales
amino y carboxilico, y se forman moléculas de tropocolageno.

Las moléculas de tropocolageno formaran fibrillas, que forman un fieltro laxo por
toda la matriz. Las fibrillas asi formadas tienen un diametro variable: 40 nm
aproximadamente en las capas proximas a la superficie; 70-100 nm en las medias; y 150
nm en las profundas.

A pesar de todo, la sintesis de colageno en el cartilago articular adulto es casi nula.
La red de colageno es construida y desarrollada antes de la madurez del individuo. En el
adulto, en condiciones normales, no hay turnover de colageno, salvo un proceso
modesto de conservacion y, puede ser, de reparacién. También la actividad de las
colagenasas y metaloproteinasas (sintetizadas por células conjuntivas, incluyendo
condrocitos) esta reducida.

1.4.2. Polipéptidos reguladores de los procesos metabdlicos del cartilago

Los polipeptidos reguladores de los procesos metabolicos del cartilago son
conocidos como factores de crecimiento (ciertos de ellos son mitdgenos e intervienen
probablemente en los procesos de reparacion). Los mecanismos de regulacion
producidos por estos en condiciones normales y patolégicas estan por precisar. Entre
ellos se cita el IGF-1, que aumenta la sintesis de agrecanos; y el TGFp, que aumenta la
sintesis de agrecanos, del 4acido hialurénico y de pequefios proteoglicanos,
principalmente del biglicano. Ademas, inhibe el catabolismo de los agrecanos y no
modifica el contenido en ADN y colageno del tejido.
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El IGF-1 se opone al efecto catabdlico sobre los proteoglicanos de la interleukina
y del TNFa; mientras que el TGFp lo hace al IL1 y al acido retinoico. Ambos pueden
ser sintetizados por el cartilago, aunque también el IGF puede proceder del suero y el
TGF B de una sinovial inflamada.

1.5. BIOMECANICA

La composicion y la estructura del cartilago explican sus propiedades
biomecénicas. Es un tejido eléstico y resistente, lo que explica su deformabilidad y su
resistencia a la compresion. La elasticidad se explica por la hidrofilia de los
proteoglicanos, que permite el movimiento de vaivén de las moléculas de agua ante
cargas mecanicas ciclicas. La rigidez del sistema se mantiene por efecto de una red de
fibras de colageno de tipo Il.

Los efectos de la carga sobre el cartilago dependen de la magnitud y de la
duracién de ésta. Se han realizado estudios ® in vitro con condrocitos en cultivo y ex
vivo con fragmentos de cartilago o explantes aplicando fuerzas diferentes, ya sea
hidrostatica, dinamica, por compresion o, incluso, por estiramiento con condrocitos en
cultivo. De forma general, una carga fisiologica permanente (<15 MPa) aumenta el
anabolismo, al igual que las fuerzas ciclicas (es decir, una carga intermitente). Por el
contrario, una carga mecénica intensa o de velocidad elevada, o una carga intermitente a
intervalos cortos, disminuyen la sintesis, sobre todo de los proteoglicanos, y
potencialmente se acompafia de fisuraciones de la red de colageno. Por ultimo, la
inmovilizacion prolongada de una articulacion es también deletérea para su
funcionamiento. La falta del efecto de bomba que posibilita el transporte de las
macromoléculas conduce a la atrofia del cartilago que, a su vez, puede ser fuente de una
artropatia degenerativa. Ademas, en esta situacién, la reduccion de la cinética del
liquido articular provoca una acidificacion nefasta para el cartilago.

Las fuerzas fisicas aplicadas sobre un cartilago producen modificaciones
fisicoquimicas y de la estructura del espacio pericelular: modificacién del pH, apertura
de algunos canales idnicos, defecto de transporte de los nutrientes, en especial de
adenosintrifosfato (ATP), y cambios en las relaciones célula-matriz por la via de las
integrinas.

1.6. DINAMICA DEL TEJIDO CARTILAGINOSO

Toda célula oscila entre dos estados: evoluciona hacia la muerte celular o
sobrevive (con etapas de reposo, proliferacion y division). Las células con mitosis
frecuentes pasan por un proceso de senescencia llamada replicativa *°. La proteccién
contra la muerte celular reside, sobre todo, en el hecho de que los telomeros se acortan
con el tiempo, de manera singular en las células carentes de telomerasa (la gran mayoria
de ellas). Por el contrario, las células que expresan la telomerasa (células germinales y
linfocitos proliferativos) tienen una vida mas prolongada y mayor riesgo de acumular
mutaciones.

El condrocito es una célula singular. La falta de vascularizacion, la ausencia de
proliferacion en la edad adulta, la lentisima renovacion de la matriz, con vida
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prolongada de sus componentes principales (colageno de tipo Il y agrecanos), podrian
otorgar al cartilago una especie de proteccion contra el envejecimiento. Después de una
fase de crecimiento y osificacion endocondral, caracterizada por un proceso de
maduracion celular que lleva al condrocito a la hipertrofia y a la muerte por apoptosis,
algunos de ellos sobreviven en el cartilago articular adulto. Se encuentran en un estado
de disminucion drastica de la velocidad del proceso, que se caracteriza por mitosis
escasa 0 nula. En el cartilago normal del adulto ain joven, las células estan en fase GO
no replicativa. Al dividirse s6lo un poco, el condrocito esta a salvo de la senescencia
replicativa. En esas condiciones, la apoptosis (muerte programada natural) pierde mucha
velocidad.

Ademas, el condrocito adulto deriva de un proceso complejo de diferenciacion,
ampliamente regulado por diferentes factores de crecimiento (FGFB, TGFp). El
condrocito adulto se encuentra, en cierto modo, bloqueado en una etapa preproliferativa.
Ahora bien, la concentracion de esos factores de crecimiento en el cartilago adulto no se
conoce con precision. Un desequilibrio de los factores podria desencadenar el proceso
de maduracion del condrocito hacia la proliferacion y la muerte por apoptosis. Sin
embargo, la proteccion contra la apoptosis natural podria disminuir de manera
espontanea con el envejecimiento. En un estudio reciente a partir de 27 donantes de
edades diferentes (1-87 afios), se comprobd in vitro que con el envejecimiento se reduce
la actividad mitdtica y la longitud del telémero (que brinda proteccion contra la accién
de las enzimas sobre el cromosoma) y que aumenta la expresion de la 3-galactosidasa
como indicio de la senescencia de la célula >,

Con la edad, como respuesta al estrés mecanico, se produce una aceleracion del
proceso apoptotico 2. En la misma linea, en la senectud incluso fuerzas mecénicas
normales pueden ser motivo de microfracturas de la red colagena del cartilago y/o del
hueso subcondral. En este contexto, donde los radicales libres intermedian procesos de
necrosis, el 6xido nitrico (NO) es un factor proapoptético fundamental *.

En resumen, el equilibrio entre supervivencia y muerte del condrocito responde
sin duda a procesos complejos que determinan la cantidad de factores de supervivencia
y de factores proapoptdsicos.
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Fig. 8. Representacion esquemética de la fisiopatologia del 6xido nitrico en la
destruccion del cartilago articular. 1. Factores desencadenantes de la artrosis que
inducen la formacion del NO por medio de la iNOS en los condrocitos del cartilago
articular. 2. Aumento de los niveles de NO en el espacio articular, donde producen sus
efectos bioldgicos a diferentes niveles. 3. EI NO inhibe la sintesis de colageno,
proteoglicanos, IL-1RA y de las TIMP, estimula la sintesis de MMPs e induce la
apoptosis sobre los condrocitos. 4. EI NO actla sobre el tejido sinovial favoreciendo la
secrecion al espacio articular de mediadores proinflamatorios y con capacidad de
destruir cartilago como MMPs. 5. La destruccién del cartilago articular produce la
liberacién al espacio articular de fragmentos de cartilago que liberan factores
proinflamatorios.
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2. DEFECTOS CONDRALES

El cartilago articular se lesiona como resultado de fuerzas excesivas de
compresion en el espesor del tejido cartilaginoso o de cizallamiento a nivel subcondral.
Pueden producirse 3 grados de dafio tisular (Fig. 9 y Tabla 4).

4

A. Alteraciones de las células y de la matriz extracelular sin afectacion visible de la
superficie articular.

B.Disrupcion macroscopica del cartilago sin afectacion del hueso subcondral
(lesiones de espesor parcial o lesiones condrales).

C.Disrupcién macroscopica del cartilago y el hueso subcondral subyacente (lesiones
de espesor total o fracturas osteocondrales).

Fig. 9 y Tabla 4. Grados de lesion del tejido cartilaginoso del cartilago articular *.

2.1. Lesiones microscopicas del cartilago articular

El cartilago articular puede verse lesionado como consecuencia de un impacto
unico de alta energia o de traumatismos repetidos de menor energia. En las regiones de
impacto se aprecian bandas de condrocitos muertos, lo que repercute de forma negativa
en los procesos de degradacién y sintesis de la matriz extracelular. La matriz presenta
concentraciones reducidas de proteoglicanos, desorganizacion de la ultraestructura del
colageno y aumento de hidratacion tisular (Fig. 9). Estos cambios conducen a una
reduccion de la rigidez del cartilago y al aumento de su permeabilidad. El cartilago
puede asi verse afectado de forma negativa por la respuesta enzimatica e inflamatoria de
la membrana sinovial a los traumatismos. En la actualidad carecemos de métodos
complementarios aplicables en la practica clinica capaces de detectar las lesiones
microscopicas del cartilago articular.

2.2. Lesiones condrales

Los traumatismos de mayor energia pueden ocasionar disrupciones macroscopicas
del cartilago articular que pueden llegar a fisuras condrales o a desprender fragmentos
de cartilago sin afectar al hueso subcondral (Fig. 9).

En las lesiones limitadas a la zona del cartilago propiamente dicha, avascular
(lesiones parciales), no hay afectacion vascular y ni la sangre ni las células de la médula
Osea alcanzan la zona. Los condrocitos de alrededor tampoco migran a la lesion y no se
repara la matriz **. La reaccion local tras una laceracion del cartilago limitada a la capa
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no calcificada parece ser independiente de la profundidad y la extension. Aparecen
minimas tentativas de reparacion celular, que son infructuosas. Inmediatamente después
de la lesion, los condrocitos proximos a la lesion empiezan a necrosarse. Después de
unos pocos dias, las células que ain son viables muestran cierta actividad mitdtica,
incrementando la produccion de proteinas de la matriz. Sin embargo, el incremento en
la actividad metabdlica parece ser solo transitorio, y es incapaz de cicatrizar la lesion.
Por otra parte, las lesiones no parecen empeorar al cabo de un afio ni progresar hacia la
artrosis. Sin embargo, puede apreciarse fibrilacion y fisuras del cartilago adyacentes a la
lesion.

En contraste con las laceraciones superficiales, que no muestran signos
espontaneos de curacion, las laceraciones que afectan al cartilago calcificado, pero que
respetan la capa de hueso subcondral, muestran algin revestimiento fibroso de las
fisuras y un mayor acumulo celular. No obstante, este proceso limitado de curacion no
es capaz de rellenar y curar una lesion profunda.

Las manifestaciones clinicas de las lesiones condrales son variables. Si existen
fragmentos de cartilago libres que se desplazan por la articulacion, los pacientes pueden
experimentar episodios de bloqueo articular y otros signos mecanicos. La alteracién de
la superficie articular se manifiesta con dolor y crepitacién, pudiendo existir, ademas,
derrame articular. Los defectos condrales de mayor entidad pueden conducir a cambios
degenerativos del resto de la articulacion. El diagnéstico puede confirmarse mediante
resonancia magnética o mediante una exploracion artroscépica de la articulacion afecta.

2.3. Lesiones de espesor completo del cartilago

En las lesiones del espesor total del cartilago (Fig. 9), en las cuales hay un dafio de
la capa condral y del hueso subcondral, se observa una ruptura de vasos y formacion de
hematoma. Células condroprogenitoras derivadas de la médula 6sea migran a la lesion e
inician un proceso de reparacion que resulta en la formacién de un tejido
fibrocartilaginoso. Estas células tienen su origen a partir de células mesenquimales
progenitoras (stem cells), provenientes de la sangre, médula désea y células endoteliales.
Son pluripotenciales y toman el camino condrogénico u osteogénico dependiendo de su
localizacion en la superficie articular, en funcién de las fuerzas de carga a las que se ven
sometidas y a la tension de oxigeno existente en el ambiente. Inicialmente, un codgulo
de fibrina rellena el defecto y es reemplazado por tejido de granulacion con fibroblastos
y fibras de colageno. Al mismo tiempo, el hueso subcondral empieza a remodelarse, lo
que es evidente al observar la presencia de gran actividad osteoclastica y osteogénica.
La metaplasia de los fibroblastos en condrocitos y la produccion de proteinas de la
matriz cartilaginosa comienza al cabo dos semanas de la lesién. Los condrocitos se
acumulan en las proximidades de aquélla, aunque no migran hacia el defecto ni son
realmente factores significativos en la reparacién lesional. Tampoco lo es el flujo de
matriz proveniente del cartilago adyacente sano. La remodelacion del tejido fibroso en
el cartilago se produce entre las 6 y las 12 semanas después de las perforaciones del
hueso subcondral. Por encima de los 3 meses la continuacion del proceso reparador no
es frecuente. Por el contrario, algunas zonas del cartilago con aspecto similar al hialino
degeneran, convirtiéndose en tejido fibroso. Al mismo tiempo, en la porcion 6sea del
defecto se genera tejido 6seo inmaduro que posteriormente es reemplazado de forma
gradual por tejido maduro.
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La liberaciéon de mediadores vasoactivos y factores de crecimiento (factor
transformador de crecimiento beta o TGF-B, factor de crecimiento derivado de
plaquetas y proteinas dseas mofogenéticas), procedentes tanto de las plaquetas como de
la matriz dsea, juegan un papel importante en la estimulacion de la reparacion de los
defectos osteocondrales. Comparado con el cartilago articular hialino normal, el
fibrocartilago tiene caracteristicas biomecénicas inferiores, estd pobremente organizado,
contiene cantidades grandes de colageno tipo | y es susceptible a la rotura, lo cual, con
el tiempo y la carga, conduce a la artrosis.

Ademas de la importancia de la profundidad de las lesiones, el didmetro parece ser
también un factor determinante. Las lesiones de 3 mm o mas de didmetro cicatrizan con
mayor dificultad que las de menor diametro ®'.

Figs. 10 y 11. Ejemplos de lesiones condrales. En la fila superior, de etiologia
artrosica: representacion esquematica de una coxartrosis (A y B) y radiografia simple
(C) y aspecto macroscopico de una gonartrosis (D). En la fila inferior, tlcera condral
por material de osteosintesis (A), condropatia rotuliana evolucionada (B) y
osteocondritis disecante de rodilla (C).
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3. TRATAMIENTO DE LOS DEFECTOS CONDRALES

El tratamiento de los defectos condrales es dificil y controvertido. Si en pacientes
ancianos el problema no es tanto, habida cuenta de la posibilidad de la sustitucion
articular con una protesis de rodilla, que suele deparar buenos resultados clinicos (Fig.
12 y Tabla 5), en pacientes jovenes, debido a las complicaciones de la artroplastia
(Tabla 6), si lo es. También lo es cuando en estos pacientes de menor edad recurrimos a
procedimientos alternativos, como las osteotomias en la rodilla o, més recientemente,
las descompresiones en coxartrosis de inicio, de resultados impredecibles (Figs. 13 y 14
y Tabla 7).

Autores N° de Edad (afios) | Seguimiento Comentarios
rodillas (afos)
Pennington y cols, 2003 46 <60 11 Supervivencia: 92%
Gioe y cols, 2003 516 68 2-13 Supervivencia 20 afios: 89%
Squire y cols, 1999 103 69 15 Supervivencia: 90%
Berger y cols, 1999 62 68 7.5 Supervivencia: 98%
Schai y cols, 1998 28 <60 2-6 Revisiones: 2
Autores N° de rodillas Seguimiento Buenos/excelentes resultados (%6)
(afos)
PUnic. | OTA | PUnic. | OTA PUnic. OTA
Broughton y cols, 1986 42 49 5-10 | 5-10 76 43
Ivarsson y Gillquist, 1991 10 10 1 1 80 40
Sukengorg-Colsman y cols, 2001 28 32 7 7 65 71
PUnic. | PTR | PUnic. | PTR PUnic. PTR
Cameron y Jung, 1988 20 20 3 3 80 90
Laurencin y cols, 1991 23 23 7 7 96 83
Newman y cols, 1998 51 51 5 4 - -
Koskinen y cols, 2008 1886 | 48607 15 15 Superv.: 60% Superv.: 80%

Figura 12 y Tabla 5. En la figura, ejemplo de sustitucién articular con una protesis
total de rodilla. En la tabla, arriba, resultados clinicos de protesis unicompartimentales
de rodilla. Abajo, resultados comparativos entre protesis unicompartimentales de
rodilla (PUnic), osteotomias tibiales altas (OTA) y protesis totales de rodilla (PTR).
Modificado de Pagnano y cols %.
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Complicaciones generales
Muerte (excepcional, generalmente por embolia pulmonar masiva)
Tromboembolismos (hasta el 40%)

Complicaciones locales
- Complicaciones cutaneas: seromas, hematomas y necrosis
- Infecciones (2% -67% tardias-)
- Complicaciones neurovasculares (paralisis del nervio peroneo -0.58%-, vasulares -0.2%-)
- Rigidez (1.3-12%)
- Inestabilidad
- Complicaciones del aparato extensor (4-13%)

- Si no implante rotuliano: dolor en cara anterior de rodilla (50%)

- Si implante rotuliano (5-50%): inestabilidad femoro-patelar (< 1%), fractura de rotula (1-2%), desgaste y
aflojamiento (< 2% si no cementado; 0.6-11% si no cementado) o fallo del componente patelar; sindrome del
choque patelar (3.5%) y rotura del aparato extensor de la rodilla (0.17-2.5%)

- Movilizacion aséptica

- Fracturas periprotésicas (intraoperatorias o postoperatorias, del fémur, de la tibia o de la rétula. Supracondileas
postoperatorias: 0.3-2%)

- Otras: neuroma cicatricial; sindrome de dolor regional complejo (0.8%)

Tabla 6 .Resumen de las complicaciones de las proétesis totales de rodilla primarias *.

- Recidiva de la deformidad (varo en osteotomias valguizantes) ->30%-

- Sobrecorreccidn (con defecto cosmético) / infracorreccidn (con persistencia del dolor)
- Alteracion de la cinemética fémoro-patelar, con dolor en cara anterior de rodilla

- Malalineamiento fémoro-patelar

- Patela baja

- Aumento del angulo Q y subluxacion patelar

- Fracturas (hasta 20% en osteotomias valguizantes de sustraccion)

- Retardos de consolidacion y pseudoartrosis (3.6% en osteotomias proximales al tubérculo tibial)
- Traumatismos del nervio peroneal (0-20%) y de la arteria poplitea

- Infecciones superficiales y profundas (0-4%)

- Tromboembolismos (hasta 41% de alteraciones venogréficas)

Figs. 13y 14y Tabla 7. En la fila superior, control radioldgico del tratamiento de una
coxartrosis incipiente por compresion fémoro-acetabular (A) y descompresiéon (B y C).
En la fila del centro, ejemplo de osteotomias en una gonartrosis bilateral (A),
pseudoartrosis de una osteotomia tibial en otro paciente (B) y, a la derecha, rescate del
fracaso de osteotomias valguizantes con sendas protesis totales de rodilla. Abajo,
relacion de complicaciones tras osteotomias en el entorno de la rodilla %.

R. Mencia

20



Introduccion

Actualmente no existe ninguna técnica satisfactoria ampliamente aceptada para la
reparacion regenerativa de las lesiones condrales '* ', existiendo, de hecho, una gran
variedad de métodos terapéuticos (Tabla 8).

Reduccion anatémica - Fracturas osteocondrales
y fijacion estable - Osteocondritis disecante
Tratamiento sintomatico - Lavado artroscépico
- Desbridamiento artroscopico
- Estimulacion de la respuesta procedente del hueso
subcondral:
Perforaciones multiples
Microfractura multiple
Artroplastia por abrasion
Espongiolizacion
- Injertos peridsticos
- Injertos de pericondrio
- Mosaicoplastia (autoinjerto)
- Trasplante de aloinjerto osteocondral
Implantes o trasplantes de cartilago - Trasplante de condrocitos al6genos.
- Trasplante de condrocitos autdlogos. (ACI).
- Implantes de andamiajes (MACI).
- Trasplante de células mesenquimales.
- Osteotomias correctoras en pacientes con
Gestos asociados malalineaminento de los miembros
- Reconstrucciones ligamentosas
- Reparacion o reconstruccion (trasplante) meniscal
Sustitucion de las zonas de lesién por - Artroplastia patelofemoral
implantes - Avrtroplastia unicompartimental

- Avrtroplastia total

Estimular o provocar la reparacion de la
lesion condral por parte del organismo

Tabla 8. Estrategias disponibles para el tratamiento de las lesiones condrales
articulares.

3.1. Reduccién anatémica y sintesis estable

La reduccion anatémica y una sintesis estable es el tratamiento de eleccion de las
fracturas osteocondrales que lo permiten y de algunas osteocondritis disecantes,
compartiendo principios terapéuticos (Tabla 9).

Restablecer anatémicamente la superficie articular

Mejorar el aporte vascular al fragmento

Si existe inestabilidad del fragmento, emplear métodos de fijacion rigida
Iniciar la movilidad articular tan pronto como sea posible

el N

Tabla 9. Fundamentos del tratamiento de las lesiones osteocondrales.

3.2. Tratamiento sintomético
3.2.1. Lavado artroscopico
El lavado artroscopico es el tratamiento méas antiguo y simple de la gonartrosis por

via artroscopica, aunque también puede practicarse con menos morbilidad y coste con
una aguja percutanea de calibre 2. Consiste en hacer pasar suero salino o una solucién de
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ringer lactato por el interior de la rodilla para eliminar por arrastre los productos de
degeneracion articular (particulas, enzimas degradativas y mediadores de la
inflamacion) vy, asi, enlentecer el catabolismo de proteoglicanos y colageno y minimizar
la respuesta inflamatoria que aquéllos facilitan * *. Practicado de forma aislada, pues
puede asociarse a desbridamientos, la respuesta suele ser temporal y limitada **.

Fig. 15. Ejemplo de lavado artroscdpico en paciente con gonartrosis postraumatica (A
y B). Se observa la artroscopia diagndstica (C) y un detalle del procedimiento (D).

3.2.2. Desbridamiento artroscopico

El desbridamiento artroscopico (Fig. 16), que implica un lavado articular, consiste
en alisar las superficies meniscales y articulares inestables, eliminar cuerpos libres y
sinovitis hipertrofica y reducir los osteofitos de la espina tibial procurando no dafar el
cartilago sano ni exponer el hueso subcondral. Con todo ello se eliminan elementos
mecéanicamente irritantes de la cavidad articular y obstaculos para la movilidad de la
rodilla. Aunque los resultados del procedimiento son controvertidos y no detienen la
evolucion de la enfermedad artrésica, en algunos casos proporciona buenos resultados,
sobre todo cuando se indica para retirar obstaculos mecanicos para la funcion articular
normal, sobre todo tras lesiones traumaticas focales 2. El alivio sintomatico producido
por el desbridamiento es inicialmente bueno, con el 80% de mejoria durante el primer
afio, pero los resultados se deterioran con el tiempo °.

\é‘;iiﬁi';; Fig. 16. Desbridamiento
lesion | @rtroscopico de un fragmento
condral. Tomado de Hunt y

cols. 2.
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3.3. Estimulacién o provocacion de la reparacion por parte del organismo
3.3.1. Estimulacion del hueso subcondral

La placa de hueso subcondral separa el rico plexo vascular de la médula 6sea del
cartilago articular avascular. Mediante la apertura del hueso subcondral y, como en
algunas técnicas, penetrando en él, los fibroblastos y las células pluripotenciales
mesenquimales pueden invadir el &rea dafiada y producir tejido de reparacion capaz de
rellenar una lesion condral. Sin embargo, el tejido de reparacion, incluso si inicialmente
tenia apariencia condroide, degenerara en fibrocartilago con el tiempo. Las siguientes
técnicas se incluyen en este grupo: perforacion mdltiple y microfractura mualtiple, que
penetran en el hueso trabecular; artroplastia por abrasién, que afecta solamente al
estrato superficial del hueso subcondral y no penetra realmente en el hueso trabecular; y
la espongiolizacion, que supone la eliminacion del hueso subcondral dejando una
superficie de hueso esponjoso trabecular.

Figs. 17 y 18. A la izquierda, vision artroscopica de islotes de fibrocartilago reparativo
de lesiones condrales. A la derecha, fotomicrografia de una muestra de un area de
fibrocartilago. Tincion: safranina. 100x. El tejido es de diferente estructura,
composicion y propiedades mecanicas que el hialino. No tiene proteoglicanos ni otras
proteinas fundamentales del cartilago hialino y es, por lo tanto, mas susceptible a la
rotura. Aunque cubra el defecto, fracasa en la distribucién de cargas y en la prevencion
de la degeneracién, con resultados clinicos generalmente pobres % El fibrocartilago
contiene principalmente colageno tipo | y relativamente poca cantidad de agrecanos *°.
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3.3.1.1. Perforaciones maltiples

Pridie *°, en 1959, fue el primero en
introducir el drenaje del hueso subcondral
como técnica de reparacion del defecto
condral. Insall hizo un seguimiento de
pacientes con este tratamiento durante 6
afios y demostré un indice de éxito de
aproximadamente el 40% .

Las perforaciones consisten en
practicar varios microtineles
osteocondrales separados entre si por 3-4
mm, de 4 mm de profundidad, para crear
una superficie articular de fibrocartilago
capaz de soportar la carga sin dafio
ulterior. Con el paso del tiempo, sin
embargo, el tejido neoformado, en un
principio de naturaleza similar a la del
cartilago hialino, experimenta una serie
de cambios degenerativos que llevan a su
transformacion hacia un tejido fibroso
cuya superficie resulta fibrilada.

La perforacion mdltiple afecta a los
huesos subcondral y trabecular y, por
ello, afecta también a la unidad funcional
del cartilago. Las propiedades elasticas
del hueso subcondral estdn sometidas a
variaciones, como son los efectos de
absorcion de impactos de la placa de
hueso subcondral y trabecular. Esta
podria ser una de las explicaciones de la
degeneracion del tejido de reparacion
subsiguiente a la técnica.

3.3.1.2. Microfractura multiple

Steadman y Rodrigo

Fig. 19. Secuencia de tratamiento de
una lesion condral de la rétula (A):
desbridamiento con bisturi (B),
perforaciones (C) y aspecto final del
lecho (D), listo para ser asiento de
tejido fibrocartilaginoso.

introdujeron una técnica similar a la perforacion pero con

penetracién exclusivamente de la placa de hueso subcondral, después del
desbridamiento del defecto, para conseguir cartilago sano.
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La idea de las perforaciones subcondrales fue la base principal de la técnica de la
microfractura, que es un procedimiento minimamente invasivo y de bajo coste que,
actualmente, se ha convertido en el método de primera elecciébn en pacientes
previamente no tratados 2. Desbridada la lesién con una cureta y expuesto el hueso
subcondral, se hacen “microfracturas” con un punzon artroscopico de forma que queden
3 6 4 agujeros de unos 4 mm de profundidad en cada cm?. Frente a técnicas similares,
depararia menos necrosis termal en el hueso subcondral, manteniendo su integridad y
una superficie aspera donde se adhiriera el coagulo a partir del cual se formaria el
fibrocartilago. Como en las técnicas de la artroplastia por abrasion y perforaciones, se
recomienda la movilidad pasiva de la rodilla después del procedimiento y la descarga
del miembro durante 6-8 semanas 2. La ventaja de la técnica es que preserva la placa de
hueso subcondral, aunque también puede incrementar la rigidez de la misma a largo
plazo.

Fig. 20. Imagen artroscépica de microfractura multiple, donde se observan elementos
procedentes de la médula 6sea, como son la sangre y la grasa (flechas negras),
afluyendo a la cavidad articular después de que se haya disminuido la presion del
liquido de irrigacion en la artroscopia (A). A la derecha, lesién condral de espesor
completo (B) y control artroscépico de la técnica finalizada (C).

3.3.1.3. Artroplastia por abrasion

La artroplastia por abrasion fue introducida hace aproximadamente unos 25 afios
por Johnson, que informé de un indice de éxitos del 77% a los 2 afios de seguimiento .
Implica el raspado superficial del hueso subcondral con una fresa mecanica, eliminando
1-2 mm de la superficie 6sea. Alcanza la vascularizacion intracortical, donde los
fibroblastos y las células pluripotenciales pueden repoblar el defecto y facilitar la
formacion del tejido fibrocartilaginoso de sustitucion. En el postoperatorio la carga debe
demorarse 8 semanas y el tejido fibrocartilaginoso se forma al cabo de 9 meses. Aunque
éste puede mantener su integridad mas de 6 afios, los resultados de la artroplastia por
abrasion tienden a deteriorarse con el tiempo, presumiblemente como resultado del
deterioro de la capacidad de carga del fibrocartilago reparativo 2. Al cabo de 5 afios los
éxitos se cifran en porcentajes préximos al 50% .
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Bleeding
/ from
/ abrasion

Fig. 21. Esquema de artroplastia por abrasion con
instrumental mecanico. También podria hacerse con
laser, si bien encarece el procedimiento y puede
complicarse con osteonecrosis por penetracion
subcondral marcada. Tomado de Hunt y cols. 2.

3.3.1.4. Espongiolizacién

La espongiolizacién fue introducida por Ficat y cols. en 1979 ®. Consiste en la
extirpacion completa de la placa de hueso subcondral, dejando expuestas las superficies
de hueso trabecular. EI 75% de los pacientes experimenta mejoria al cabo de 2 afios de
seguimiento, si bien la técnica se utiliza mas en lesiones extensas, especialmente
rotulianas y trocleares.

3.3.2. Injerto periostico

El periostio posee un potencial condroide, como ha sido puesto de manifiesto por
Salter, Rubak y O Driscoll ®. La utilizacién del periostio, con su estrato mas profundo
(el cambium) enfrentado a la articulacién, ha sido practicada por Salter y O Driscoll en
combinacién con el movimiento pasivo continuo en estudios en animales. EI 58% de los
conejos presentaron cartilago articular hialino de reparacion. En el uso clinico de esta
técnica los resultados informados no han sido importantes.

Fig. 22. Imagen de injerto
periostico en patela ..
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3.3.3. Injerto de pericondrio

El injerto de pericondrio es otro procedimiento en el intento de restauracion de los
defectos de cartilago articular. Se ha usado el de las costillas, apuesto en el defecto
sobre una superficie de hueso subcondral abrasionada y fijado con solucion de fibrina,
si bien con resultados mediocres ®" %,

3.4. Implantes o trasplantes de cartilago
3.4.1. Autotrasplante osteocondral. Mosaicoplastia

El autotrasplante osteocondral consiste en la reseccion limitada de un fragmento
de tejido osteocondral sano de la misma rodilla en la que se localiza la lesion y
trasplantarlo al defecto. Cuando éste es inferior a 15 mm el abordaje puede hacerse por
via artroscopica y una de sus formas es la mosaicoplastia, que también puede realizarse
a través de una artrotomia *. La técnica, descrita y popularizada por Hangody en 1993 &
16 “aunque con limitaciones por la morbilidad que supone en el lugar de la donacién y
dificultades para tratar defectos extensos, asi como para obtener superficies condrales
con la convexidad exacta **, depara resultados histoldgicos y clinicos satisfactorios  *°.

La mosaicoplastia se realiza con el paciente en decubito supino, con anestesia
general o espinal e isquemia del miembro. Comienza con una revision artroscopica de la
articulacién para descartar y tratar patologias asociadas, lo cual sucede no
infrecuentemente, asi como para poder medir las dimensiones de la patologia condral u
osteocondral a tratar y su localizacion y, en base a ello, decidir si continuar el
procedimiento por via artroscopica o hacerlo a través de una artrotomia. Segun Pérez-
Caballer °, cualquier lesién mayor de 1,5 cm en alguno de sus didmetros o situada
claramente posterior a la region central de carga del condilo femoral, es abordada con
mayor seguridad y eficacia mediante cirugia abierta (Fig. 23). El resto podria tratarse,
en principio, de forma artroscopica.

El defecto condral, previamente inspeccionado y medido, se somete a una
condroplastia por abrasion en sus bordes, con instrumental motorizado y, a continuacion,
a un fresado de poca profundidad en el fondo, hasta la aparicion de un discreto sangrado.
En funcion del tamafio del defecto se elige el niUmero apropiado de injertos a utilizar y
su correspondiente dimensién individual, que puede oscilar entre 5y 9 mm, y se
procede a su obtencion de una zona articular que no sea de carga. La de eleccion es la
del margen supero-interno o stpero-externo de la articulacion fémoro-patelar, alejadas
del recorrido de la patela sobre la regién supracondilea (Fig. 23). Con extractores
especificos, repitiendo el procedimiento tantas veces como sea necesario, se obtienen
cilindros osteocondrales de profundidad comprendida entre 12 y 15 cm, que se preparan
e introducen en el defecto con un impactor, permitiéndose que sobresalgan no mas de 1
mm de la superficie articular adyacente.

R. Mencia

27



Introduccion

Fig. 23. Mosaicoplastia
abierta: detalle de la
colocacion de los injertos
(A 'y B) y aspecto del
lugar de la donacion (C).

3.4.2. Trasplante de aloinjerto osteocondral

El trasplante de homoinjertos osteocondrales es una alternativa terapéutica en la
reparacion de grandes defectos condrales. Su uso se remonta a primeros del siglo XX ¢,
con resultados aceptables a pesar de las complicaciones de los homoinjertos, que
cuestionan su empleo en pacientes jovenes " ™. Otros inconvenientes son la reducida
viabilidad celular del injerto, limitada al 10-30% del contenido celular normal, la nula
integracion del cartilago trasplantado y la dificultad técnica de la fijacion.

Fig. 24. Tratamiento de un defecto osteocondral del céndilo femoral interno (A) con un
homoinjerto osteocondral (B 'y C). Tomado de Getgood y cols.*.

Fig. 25. Tratamiento de un defecto osteocondral postraumético del céndilo femoral
externo. Se observa el homoinjerto osteocondral antes (A) y después (B) del tallado, y
el aspecto final de la reconstruccion, utilizando un tornillo para la fijacion del injerto

©).
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3.4.3. Trasplante de condrocitos homdlogos

El trasplante de condrocitos homélogos fue publicado por primera vez en 1968 *,
con pobres resultados debido a la dificultad para mantenerlos fisicamente en el lecho
donde se trasplantaban y en condiciones adecuadas para su crecimiento. El colageno
como andamiaje corrigi6 gran parte de esas deficiencias con mejores resultados ** 519,

3.4.4. Trasplante de condrocitos autélogos: ACI

La técnica ACI (autotrasplante de condrocitos autologos), aprobada por la U.S.
Food and Drug Administration (FDA) en 1997, aunque publicada por primera vez en
modelos animales en 1989 ** 2° asi como su efectividad clinica en 1994 ! se ha
realizado en mas de 20.000 pacientes en todo el mundo **. Su efectividad, sin embargo,
continta controvertida y no se ha demostrado su superioridad frente a la mosaicoplastia
2.2 1 frente a otra técnica de mucho menor coste, como la microfractura 2%, Ademas,
es dificil de realizar en algunas areas articulares por motivos anatdbmicos o ser muy
dificil la fijacion del colgajo periostico en defectos sin un claro borde cartilaginoso sano.

El mecanismo del proceso reparador de los defectos condrales con trasplantes de
condrocitos autologos es desconocido. Se ha sugerido la produccién de una nueva
matriz cartilaginosa; el estimulo de la replicacion de los condrocitos a partir del
periostio; y el estimulo de los condrocitos del cartilago sano vecino al defecto o de las
células de la profundidad del hueso subcondral por el periostio y las células
trasplantadas *. Sin embargo, aunque los resultados a corto y medio plazo han sido
buenos, el procedimiento tiene los inconvenientes del riesgo del derrame o escape de los
condrocitos trasplantados desde el defecto, una desigual distribucién de los mismos en
la zona a tratar (debido al efecto de la gravedad), la hipertrofia periostica, la pérdida de
células dentro de la cavidad articular y la complejidad del procedimiento quirurgico,
que supone reintervenciones en alrededor del 25-36% de los casos ** > ™ ™ |a
dificultad para adquirir el fenotipo de los condrocitos previamente desdiferenciados es
otra desventaja del método 2. A pesar de todo, sus resultados pueden mejorar con la
sustitucion del periostio por una membrana de colageno, que reduciria la hipertrofia del
injerto > "y con la conocida como segunda generacién ACI, basada en el uso de
andamiajes. Estos podrian actuar como barrera para la invasion del injerto por
fibroblastos, que pudieran inducir una reparacion fibrosa .
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Fig. 26. Esquema del
trasplante  de  condrocitos
autélogos en el céndilo femoral,
segln Brittberg y cols. (1). La
técnica se resume en 3 tiempos:
1) artroscopia de rodilla para
obtener muestras de cartilago de
300-500 mg de peso
aproximado, de una zona
articular libre de cargas; 2)
procesado de las muestras
(obteniendo 2.6-5 millones de

! e Dy taken from -
/; medial tibla /,// N

l Periosteal flap \!
3

Periosteal flap
sutured over lesion

Biopsy of healthy
cartilage

[ & Injection of células en un volumen de 50-100
\ cultured chondrocytes . . .

S under flap into lesion | Mmicrolitros; Y 3) trasplante de

Enzymatic digestion f |C,'S condrocitos a los 14 '0 21

dias de la toma (a través de

artrotomia, escision de la lesion

Cultivation for 11-21 days ———  Trypsin treatment ———  Suspension of condral hasta alcanzar el

(10-fold increase in number of cells) 2.6x106-5x108 cells cartﬂago sano, cobertura del

defecto con un  colgajo
peri6stico tomado de la cara
medial del extremo proximal de
la tibia que se sutura con Dexon
de 5-0, e inyeccién de los
condrocitos cultivados). Al cabo
de 8 semanas se autoriza la
carga progresiva.

Fig. 27. Técnica ACI: aspecto de la lesion desbridada (A) y tras el injerto con una
membrana de colageno de contencién (B y C). A la derecha, biopsia de un paciente
sometido a la técnica mostrando la formacion de cartilago hialino (D). Tomado de
Getgood y cols ¥

3.4.5. Trasplante de células mesenquimales

Puesto que células aisladas de la médula ésea tienen el potencial para diferenciarse
a otras especificas de tejidos mesenquimales 22> % 2?7 se ha ensayado el trasplante de
aquellas células en defectos osteocartilaginosos en estudios experimentales y clinicos
con buenos resultados 2% ?°. En el contexto artrésico de la rodilla, sin embargo, se ha
desaconsejado su uso *°. Con la misma intencién de diferenciacién condroblastica las
células mesenquimales podrian obtenerse de otros tejidos mas accesibles **. Entre estos,
el sinovial parece el asiento de las células con mas capacidad de diferenciacion condral
1 mientras que la grasa ofrece la ventaja de su gran abundancia y disponibilidad *.
Otras células utilizadas han sido las mesenquimales derivadas del mdsculo asociadas a
proteina morfogenética (BMP-2), y células embrionarias, si bien estas son dificiles de
diferenciar sélo a condrocitos .
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En todos los casos habria que contar con la posibilidad de degeneracion tumoral;
con la de transmitir enfermedades como la encefalopatia espongiforme bovina por el
uso de protefnas xenogénicas en los cultivos celulares; y con el coste de las técnicas .

3.4.6. Trasplante de condrocitos autdlogos con andamiajes: MACI.

El implante de condrocitos autélogos con una matriz que sirve de andamiaje o
soporte tridimensional a las células (MACI) podria reducir el tiempo quirtrgico y la
morbilidad de la técnica ACI (al no precisar de la obtencion de periostio), asi como los
riesgos de hipertrofia peridstica y de adherencias postoperatorias. Sin embargo, la
evidencia es relativa en cuanto a una distribucién mas homogénea de las células dentro
del andamiaje y al mantenimiento del fenotipo de los condrocitos, que se cuentan como
otras de sus ventajas teoricas. Tampoco hay estudios de resultados clinicos e
histoldgicos de la técnica y, a pesar de la mejoria clinica que puedan experimentar los
pacientes, se desconoce el futuro del tejido de reparacion. Con todo, tampoco se han
demostrado ventajas significativas con respecto al ACI *# .

Los andamiajes de la técnica MACI deben ser biocompatibles, estables mecanica
y estructuralmente, con posibilidad de incorporar células (que deben poder anclarse
mediante moléculas bioactivas que promuevan su diferenciacion/maduracién) y
biodegradables *2. De forma particular debieran conseguir una distribucién homogénea
de un gran numero de condrocitos vivos, debieran proporcionar una estabilidad
biomecénica inicial y promover la diferenciaciéon celular y la formacion de matriz
cartilaginosa 2. Otras mejoras potenciales del procedimiento serian la aplicacién de
células condroprogenitoras en lugar de condrocitos, para minimizar la morbilidad en el
lugar de la donacion; o el desarrollo de biofactores y agentes genéticos que se
almacenaran en la matriz para que, de forma programada, indujeran una respuesta
condrogeénica favorable inhibiendo procesos locales o sistémicos contra el injerto.

Las matrices utilizadas hasta la fecha, faltando la ideal, han sido naturales
(colageno, &cido hialurénico, fibrina, alginato, azarosa, chitosan) y sintéticas (acido
polilactico), con inconvenientes tales como la transmision de enfermedades o el
estimulo de reacciones inmunitarias.

La técnica MACI es idéntica a la del ACI, sin necesidad de hacer la toma de
periostio. El cultivo de condrocitos se procesa en una membrana que se implanta al cabo
de 4-6 semanas de la extraccion, recortada y adaptada a la forma y tamarfio del defecto y
pegada con fibrina. Con un menor tiempo quirurgico y mas sencillez, con menos
posibilidades de perder el injerto liquido, se puede realizar por via artroscopica
anclando la membrana con arpones biorreabsorbibles.

Fig. 28. Técnica
MACI en un defecto
condral de la rétula
(A):  desbridamiento
(B) y aspecto tras la
aplicacién del injerto
(C). Tomado de
Getgood y cols %,
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4. INGENIERIA TISULAR

4.1. Introduccion

La ingenieria tisular puede definirse como la creacion o induccién de la formacién
de un tejido especifico, en una localizacién especifica, por medio de la manipulacion y
seleccion de células, matrices y estimulos bioldgicos. Es un campo interdisciplinar que
aplica principios de ingenieria y ciencias de la vida hacia el desarrollo de sustitutivos
bioldgicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular .

Actualmente la ingenieria tisular combina el aporte de células, indiferenciadas o
no, que se colocan sobre una matriz a la cual se pueden afiadir factores de crecimiento
que aceleren su proliferacion y diferenciacion para ser trasplantadas a una estructura
dafiada y conseguir su regeneracion.

Para los cirujanos del aparato locomotor es imperativo el conocimiento de las
Ilamadas ciencias basicas porque contribuiran a la toma de decisiones correctas en la
utilizacion de nuevas tecnologias e, incluso, en el disefio de ensayos para el control de
calidad clinica.

4.2. Cultivos celulares

Los antecedentes de los cultivos celulares se remontan al afio 1885, cuando Roux
demostré que células embrionarias de pollo podian mantenerse en cultivo con suero
salino ®. Posteriormente, en 1907, Ross Harrison cultivd explantes de embriones de
rana en coagulo de su liquido linfatico y estudid sus nervios. En 1912 el cirujano e
investigador Carrel introdujo técnicas de cultivo con medio nutricional enriquecido con
extracto de embridn de pollo y asepsia estricta, consiguiendo mantener poblaciones
celulares durante largos periodos de tiempo. Con el fin de poder subcultivar células
adherentes, en 1916 se comenz6 a utilizar la tripsina.

Todos los cultivos se hacian sobre distintos soportes de vidrio, hasta que se
difundié el frasco en T o de “Carrell”, también de vidrio, como un envase estandar que
permitia hacer observaciones microscopicas de las células in vitro (que literalmente
significa “en vidrio”), para distinguirlas de las condiciones in vivo. Actualmente, en la
gran mayoria de los cultivos se utilizan placas o frascos de plastico.

En los afios 40, la incorporacién de penicilina y estreptomicina a los medios de
cultivo permitieron disminuir notablemente la contaminacion de los cultivos celulares.
En 1955, Eagle estudid las necesidades minimas nutricionales de las células,
produciéndose el primer medio basico quimicamente bien definido. Seguidamente, en
1965, Ham introdujo el primer medio de cultivo libre de suero capaz de mantener el
crecimiento de algunos tipos celulares, quedando asi establecidas las bases del moderno
cultivo celular.

Las células se disocian del tejido original, se dispersan y se cultivan,
habitualmente formando monocapas, aunque también en suspension, estableciéndose asi
lo que se denomina cultivo primario. Estas células se tratan con sustancias que las
desprenden de la superficie de los frascos de cultivo, pudiendo asi realizarse los
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subcultivos, que pueden mantenerse diferenciados durante semanas o meses. Sin
embargo, todas las células eucariotas normales poseen un nimero maximo de divisiones
programado en su genoma y no soportan mas de unas 50 divisiones. Por ello, para el
establecimiento de lineas celulares se emplean normalmente células neoplésicas que,
por definicion, son inmortales.

Pocas celulas son adecuadas para el cultivo en suspension y la mayor parte
necesitan adherirse a una superficie previamente tratada o recubierta con alguna
sustancia que favorezca la fijacion de las mismas, para crecer y dividirse. En un
principio, los cultivos se hacian con codgulos o geles de plasma. Actualmente se utilizan
plasticos especialmente disefiados para favorecer la adhesion celular. Sin embargo,
muchas células necesitan crecer sobre una superficie similar a la matriz extracelular,
como ocurre con los condrocitos, los cuales, para diferenciarse adecuadamente,
necesitan de una matriz generalmente compuesta de colageno y/o proteoglicanos.

El medio de cultivo basal disefiado por Eagle (BME) ha sufrido muchas
modificaciones con el paso del tiempo. EI mas empleado es aquél modificado por
Dulbecco (DMEM -Dulbecco/VVogt modified Harry Eagle minimal essential médium-).
Contiene, aproximadamente, cuatro veces mas vitaminas y aminoacidos y entre dos y
cuatro veces mas glucosa, asi como hierro y otros elementos que mejoran el crecimiento
celular.

4.3. Cultivo de condrocitos

Los condrocitos diferenciados pueden crecer en un medio de cultivo apropiado y
dar lugar a clones de células que sintetizan grandes cantidades de matriz extracelular de
cartilago, la que, a su vez, contribuye a mantener el fenotipo celular. Otra forma de
mantener el fenotipo es la utilizada para el cultivo de o6rganos. Los subcultivos
sucesivos de condrocitos pueden hacer cambiar el fenotipo de los mismos, dependiendo
todo ello de las condiciones de cultivo.

Cuando los condrocitos diferenciados se separan de su matriz extracelular pueden
cambiar su fenotipo por un proceso que se conoce como modulacién ® y que ocurre
particularmente en los sistemas de cultivo en monocapa. En estos sistemas los
condrocitos pueden dejar de segregar colageno tipo Il y sintetizar el colageno tipo I, a
la vez que pierden su forma redondeada caracteristica.

Como factores que podrian influir en el mantenimiento del fenotipo de los
condrocitos se podrian considerar los siguientes: las condiciones del cultivo, la
proteolisis de la superficie celular, la degradacion de la matriz pericelular, la propia
proliferacion celular y, finalmente, el grado de contacto celular.

La matriz celular que rodea a los condrocitos tiene un papel fundamental en el
mantenimiento de su fenotipo. Los proteoglicanos exdgenos de cartilago afiadidos al
cultivo de condrocitos hacen que la monocapa sintetice una mayor cantidad de
proteoglicanos sulfatados. Por el contrario, si a los condrocitos se les provoca la
degradacion de la matriz pericelular mediante la adicion de sustancias como la
hialuronidasa testicular, las células sufren una transicion a una forma fibroblastica y se
produce un cambio en la sintesis del colageno tipo Il hacia colageno tipo I. Estos

R. Mencia

33



Introduccion

experimentos sugieren que el material extracelular actda, en parte, como un sistema de
retroalimentacion positiva haciendo que la sintesis de la matriz cartilaginosa constituya
un sistema autoperpetuante del proceso.

Los fibroblastos segregan grandes cantidades de acido hialuronico mientras que
los condrocitos segregan relativamente poca cantidad del mismo. Cuando se afiade
acido hialurdnico exdgeno al cultivo en monocapa, se provoca un efecto inhibitorio de
la sintesis de proteoglicanos y de depdsito de matriz extracelular del cartilago.

Otro aspecto importante en el control del fenotipo de los condrocitos lo constituye
el relacionado con la forma celular. Uno de los factores que puede influenciar en la
morfologia celular lo constituye la fibronectina, que es una glicoproteina de alto peso
molecular que se encuentra en abundancia en la superficie celular de los fibroblastos en
cultivo. Se sabe, por otro lado, que los condrocitos diferenciados no poseen fibronectina,
ni en la superficie celular ni en su matriz pericelular. Esta sustancia solo es sintetizada y
acumulada por los condrocitos durante los primeros dias de cultivo; posteriormente,
cuando las células comienzan a depositar matriz extracelular cartilaginosa, la
produccion de fibronectina cesa. Este hecho sugiere que la fibronectina no favorece la
condrogeénesis ni el mantenimiento del fenotipo de los condrocitos, por lo que no seria
recomendable afiadirla al medio de cultivo. Afadiendo fibronectina exdgena a un
cultivo de condrocitos en monocapa se estimula una transformacion morfologica hacia
celulas fibroblasticas, al mismo tiempo que disminuye la produccion de
glucosaminoglicanos y se sintetiza colageno tipo I.

Tanto la densidad como el contacto celular del cultivo de condrocitos en
monocapa influye definitivamente en el fenotipo de las mismas, el cual esta
representado por la forma poligonal caracteristica y por la capacidad para acumular
matriz extracelular metacromatica. Esta caracteristica descrita sucede en el caso de que
la densidad de siembra sea elevada, puesto que en caso contrario, si el cultivo de
condrocitos se hace sembrandolos a una densidad baja, las células tienden a asociarse en
agregados o clones formando colonias separadas unas de otras y adheridas a la
superficie del frasco de cultivo. En el centro de estas colonias los condrocitos tienden a
rodearse de una matriz propia del cartilago. En la periferia, sin embargo, la secrecion de
matriz cartilaginosa se hace cada vez menor, hasta tal punto que las células maés
periféricas segregan colageno tipo | y van tomando una forma fibroblastica.

Otros aspectos a tener en cuenta para el mantenimiento del fenotipo de los
condrocitos en cultivo son los relacionados con la concentracién de CO, y oxigeno en la
atmosfera que rodea al cultivo. Tensiones bajas de oxigeno favorecen la méxima
produccién de condromucoproteina, mientras que concentraciones altas inhiben la
incorporacion de sulfato a los cultivos en monocapa. En condiciones hiperoxicas
también se producia una alteracion general de la maduracién normal de los condrocitos
y un aumento de la aparicion de células con fenotipo fibroblastico, asi como un
descenso en la produccidn de matriz cartilaginosa y, por lo tanto, de la metacromasia.

La sintesis y liberacion de glucosaminoglicanos sulfatados en los cultivos de
condrocitos se ve afectada directamente por el pH del medio de cultivo. Estudios
metabolicos realizados en cultivos de condrocitos normales sometidos a distintos pHs
han revelado que los procesos anabolicos de las células se elevan aproximadamente tres
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veces mas cuando el pH del medio subre de 7,0 a 8,0 ®. Estos resultados muestran que
el estadio estable del cultivo de condrocitos se obtiene alrededor de un pH 8,0.

4.4. Células mesenquimales

Durante el desarrollo embrionario, las células de la capa mesodérmica se
diferencian a multiples tipos de tejidos, incluyendo hueso, cartilago, tendones, masculo,
grasa y estroma medular. Estos precursores celulares, también presentes en la etapa
postnatal, se denominan células mesenquimales troncales (MSCs) y son células no
hematopoyéticas, estromales, que presentan multilinaje, con capacidad para
diferenciarse a diferentes tejidos.

En el afio 2006 la Sociedad Internacional de Terapia Celular (Internacional
Society Cellular Therapy -ISCT-) propuso tres criterios para definir las células
troncales mesenquimales: debian ser adherentes en cultivo; expresar los antigenos
CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CD 45,
marcadores de monocitos, macrofagos y linfocitos B; y ser capaces de diferenciarse in
vitro a osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo.
Adicionalmente mostrarian la posibilidad de autorrenovarse, de desarrollarse en
multiples lineas celulares y de proliferar sin limite (Fig. 29).

Fig. 29. Proceso de autorrenovacion

de las células troncales. Tomado de

Musxhler y cols.*?.

Las células troncales mesenquimales adultas o células madre adultas, que son
células pluripotenciales, se encuentran entre las células diferenciadas de un 6rgano o
tejido adulto y pueden replicarse y diferenciarse hacia los fenotipos celulares
especializados del tejido en el que residen en respuesta al estimulo adecuado (Fig. 30).
Su funcién en un organismo vivo consiste principalmente en el mantenimiento y
reparacion del tejido en el que se encuentran. Si antes se pensaba que se podian
diferenciar Unicamente en el linaje celular del tejido en el que se encontraban,
actualmente se sabe que tienen un mayor grado de diferenciacion plastica. De tal forma,
se ha conseguido diferenciar células musculares a partir de células neurales, y obtener
células musculares, grasas o céelulas neurales a partir de células madre de la dermis.
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Las células mesenquimales se localizan principalmente en la médula oOsea,
originando fibroblastos medulares o celulas reticulares, adipocitos, osteoblastos y
condrocitos, pero también se localizan en el periostio, en el musculo, en la grasa, en el
cerebro y en la piel. Los métodos de aislamientos son variados (Figs. 31y 32).

Diferentes tipos de
células en medio liquido
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Figs. 31 y 32. Métodos para aislar MSCs: por centrifugacion (a la izquierda) y por
fluorescencia (a la derecha). Tomado de Forriol y cols.'?®,

4.5. Células mesenquimales procedentes del tejido graso

El tejido adiposo, al igual que la médula dsea, deriva de la capa mesodérmica
embrionaria y contiene un estroma que es facil de aislar, con adipocitos, células
estromales (células musculares lisas, células endoteliales, fibroblastos, células de la
sangre y preadipocitos) y células madre. Estas células pueden ser digeridas
enzimaticamente y separadas de los adipocitos flotantes por centrifugacion. Esta
poblacion, denominada células madre o estromales derivadas del tejido adiposo
(ADSCs), comparten muchas de las caracteristicas de las células madre de la médula
0sea, incluyendo el extenso potencial de diferenciacion y la habilidad para la
diferenciacion multilinaje (Tabla 10 y Fig. 33). También se las conoce como células
madre adultas derivadas del tejido adiposo (ADAS), células estromales adultas derivada
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del tejido adiposo, células estromales adiposas (ASC), células madres adiposas
mesenquimales (ADMSC), lipoblastos, pericitos, preadipocitos, células procesadas del
lipoaspirado (PLA) y como “células madres derivadas del tejido adiposo” (ASCs), que
es como la Sociedad Internacional para las Aplicaciones Tecnoldgicas de la Grasa ha
decidido que se las conozca, con la particularidad de la multipotencialidad y adherencia
al plastico.

MARCADORES DE PATRONES DE EXPRESION
SUPERFICIE ADSCs MSCs
CD9 + +
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Tabla 10. Fenotipo de los marcadores de superficie de ADSCs y MSCs. Tomada de

Strem y cols.*®.

El nimero aproximado de células madre que se obtienen de un lipoaspirado de
tejido graso, aunque dependiente de la edad, del indice de masa corporal y del lugar de
la obtencién, es de 5.000 CFU-F (unidades formadoras de colonias de fibroblastos) por
gramo de tejido adiposo. Es decir, al menos 500 veces mas que las que se obtienen de la
médula 6sea, cuya prevalencia es de 100 a 1000 por mililitro. Zuck y cols.'®* 1% de
hecho, consiguieron aislar células madre adultas mediante lipoaspiracion (procesed
lipoaspirate —LPA-) del compartimento adiposo estromal en suficiente nimero, con un
crecimiento estable y parametros cinéticos en cultivo; y las mismas células se han
conseguido diferenciar, con el tratamiento especifico, a linajes mesenquimales clasicos
(osteogénico, adiposo, biogénico y condrogénico) y a linajes no mesenquimales.
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Bone Cartilage Fat Muscle Heart Blood Vessels Nerve

Fig. 33. Esquema de la multipotencialidad de las células madre (ADSCs). Tomada de
Strem y cols.*®.

4.6. Estrategias para la ingenieria tisular del cartilago (Fig. 34)

Como fuente celular para la formacion de cartilago se pueden utilizar condrocitos
0, en su lugar, células mesenquimales, indiferenciadas o pluripotentes. En el caso de las
células mesenquimales, existen una serie de factores conocidos que inducen su
diferenciacion hacia el fenotipo condroide, entre los que se encuentran la utilizacion de
un medio de cultivo sin suero, la dexametasona, el ascorbato, los TGF B y las BMPs,
siendo el método de cultivo tridimensional a alta densidad uno de los mas empleados
para aquel fin. Se podria hacer un injerto osteocondral cultivando células
mesenquimales a alta densidad, afiadiendo TGF B y consiguiendo asi un granulo o
precipitado de células que luego se utilizaria para recubrir o rellenar a presion un
armazén de un polimero biodegradable.

Para la implantacion de células en el defecto del cartilago éstas deberian estar
incrustadas en el espesor de un andamiaje. Estos compuestos necesitan mantenerse un
largo periodo de tiempo en cultivo con el fin de obtener un tejido suficientemente
maduro como para sustituir funcionalmente al cartilago normal y facilitar su integracion
completa. Por lo tanto, es necesario escoger andamiajes que permitan construir
estructuras con unas propiedades controlables mediante el estudio del comportamiento
bioldgico de las células y los armazones de matrices, tanto in vitro, con la ayuda de
biorreactores, como in vivo. En todo caso, para la produccion de cartilago es importante
conseguir la produccion méaxima de matriz extracelular porque se favorece el
comportamiento mecanico del tejido artificial implantado, sobre todo al utilizar
andamiajes menos resistentes que el cartilago articular normal. Este objetivo se puede
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también conseguir optimizando las condiciones del cultivo, aumentando la produccién
celular y la condrogénesis de células progenitoras. En la actualidad algunos andamiajes

son de uso clinico y otros se estan desarrollando en ensayos preclinicos.

cartilago condrocitos

| ” ®®® amplificacion Célu!a_s
LESION condrogénicas

eelulas steim AL

médula 6“3 mesenduimales autologas
tef ndJ@ adiposo SmpRicacion |
. 4 —ﬁzdiferenoiacién matriz
I|poasp|rado /@

CIRUGIA

implante de células
condrogénicas y matriz
en defecto condral

asociacion de

células condrogénicas
y matriz

Fig. 34. Estrategia para la ingenieria tisular del cartilago. Células aut6logas
procedentes del cartilago, de la médula désea o del tejido adiposo son amplificadas y
diferenciadas al linaje condrogénico mediante la exposicion a varios factores
morfogenéticos y finalmente embebidas en andamiajes. Esta asociacion puede

finalmente ser implantada en el defecto.
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5. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Admitidas las dificultades de la reparacion del tejido condral por sus
particularidades anatomo-fisiologicas y, en la misma linea, las limitaciones de la
mayoria de las técnicas terapéuticas disponibles en la actualidad para aquel fin, las
investigaciones actuales se centran en la terapia celular y en técnicas de ingenieria de
tejidos.

Siendo el trasplante autologo de condrocitos (ACI) una de las técnicas mas
prometedoras, el origen celular y otros aspectos de la técnica pueden mejorarse. Los
condrocitos de procedencia homdloga, por su parte, son dificiles de obtener en algunos
medios. En general, se necesita una técnica que induzca la proliferacion de condrocitos
in vitro sin que pierdan su expresion fenotipica. Cuando aquellas células son cultivadas
en monocapa habitualmente proliferan, pero répidamente pierden sus caracteristicas.
Cuando se cultivan en condiciones tridimensionales, como puede ser con un gel de
coladgeno, mantienen su expresion fenotipica pero no proliferan tan rapido. El uso de
cultivos tridimensionales con diferentes andamiajes utilizando factores de crecimiento
podria resolver el problema .

Aunque en los ultimos afios han sido numerosos los estudios que han intentado
establecer las condiciones Optimas para la obtencion de poblaciones celulares que
favorezcan la regeneracion del cartilago dafiado, todavia son muchos los interrogantes
sin respuesta: ¢cual es la fuente celular ideal para la ingenieria tisular aplicada al
cartilago articular?, ;qué condiciones de cultivo son més adecuadas para la obtencion de
condrocitos funcionales?, ¢qué tipo de andamiaje utilizar?.

Las lineas de investigacion actuales, en suma, se basan en el uso de técnicas de
ingenieria tisular que produzcan células que, combinadas con factores de crecimiento y
terapia génica, puedan ser incluidas y utilizadas en andamiajes.
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El cartilago articular o hialino es un tipo de tejido conectivo compuesto por un
unico tipo celular, el condrocito, y una matriz extracelular altamente hidratada formada
principalmente por colageno y proteoglicanos. Se trata de un tejido aneural, avascular y
alinfatico con células practicamente incapaces de dividirse y, en consecuencia, con una
capacidad de regeneracion muy limitada tras sufrir cualquier tipo de alteracion. Por el
mismo motivo las lesiones destructivas de su estructura son irreversibles.

Las alteraciones mas frecuentes del cartilago articular son traumaticas,
degenerativas (osteoartrosis) o inflamatorias (artritis reumatoide), por lo que, dada la
gran prevalencia de ese conjunto de enfermedades en la poblacién, es necesario el
desarrollo de tratamientos que permitan restaurar la funcionalidad del tejido condral *.

Entre los métodos mas comunes para el tratamiento de las lesiones articulares se
encuentran la microfractura, la mosaicoplastia y el implante de auto y homoinjertos
osteocondrales. Estas técnicas pueden reducir el dolor y mejorar la funcion articular,
aunque presentan numerosos inconvenientes, como son la formacién de tejido
fibrocartilaginoso (que carece de las propiedades mecanicas del tejido articular), la
limitada disponibilidad de tejido y la morbilidad del sitio donante en el caso de los
autoinjertos, la posibilidad de transmision de enfermedades y las dificultades del
manejo de los homoinjertos 2. Por todo ello, en los dltimos afios el interés de los
especialistas clinicos en las posibilidades que las nuevas técnicas de ingenieria tisular
puedan aportar a la regeneracion del tejido cartilaginoso ha experimentado un
importante incremento.

El trasplante autélogo de condrocitos viene utilizdndose desde 1987 para tratar
lesiones articulares y ya son muchos los pacientes que se han beneficiado de la técnica.
Consiste en la obtencidn de pequefias biopsias de cartilago articular del propio paciente
y la posterior expansién in vitro de las células aisladas del tejido. A continuacién, la
poblacién celular obtenida en el laboratorio es implantada en el cartilago articular
dafiado y recubierta con un parche peridstico.

Uno de los inconvenientes del uso de condrocitos autlogos en técnicas de terapia
celular es el bajo numero de células presentes en las muestras de cartilago, lo que
obliga a realizar procedimientos de expansion in vitro durante los cuales las células
sufren un proceso denominado “desdiferenciacion”, adoptando una morfologia
fibroblastica, y su capacidad para sintetizar colageno tipo Il y proteoglicanos se ve
disminuida °.

Las nuevas lineas de investigaciéon en el campo de la ingenieria tisular apuestan
por la combinacién de células, biomateriales y factores de crecimiento para conseguir
mimetizar in vitro el microambiente al que las células se ven expuestas in vivo y asi
aumentar las posibilidades de éxito tras su implante en el tejido dafiado. En el caso del
tejido articular, el cultivo de condrocitos en un ambiente tridimensional permite
preservar la morfologia y funcionalidad de las células, evitando el fenémeno de
desdiferenciacion. Diversos tipos de matrices han sido investigados con este fin
(colageno, agarosa, alginato, chitosan, polimeros sintéticos...), cada uno con sus
ventajas e inconvenientes.
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La fibrina es un polimero natural y biocompatible que favorece las interacciones
célula-matriz y puede elaborarse a partir de sangre autéloga, evitando asi problemas
inmunoldgicos. Por todo ello, la fibrina autéloga se perfila como un vector de implante
a tener en cuenta en la basqueda del andamiaje ideal para el cultivo e implante de
células en la reparacion de cartilago articular. ElI ambiente tridimensional que
proporciona la matriz de fibrina promueve el mantenimiento de la morfologia celular y
la produccion de matriz cartilaginosa.

Sin embargo, la fibrina presenta una consistencia gelatinosa que no permite una
facil manipulacién a la hora de moldear el constructo para adaptarlo a la lesion a tratar,
ni aporta estabilidad mecanica a la zona. La elaboracion de matrices que combinen
polimeros sintéticos biocompatibles y geles de fibrina puede resultar adecuada para
potenciar las propiedades de la fibrina autéloga como andamiaje y suplir sus
deficiencias mecénicas para ingenieria tisular de cartilago. De entre los polimeros
sintéticos biocompatibles disponibles en el mercado, el acido hialurénico es el que
parece mas adecuado para la elaboracién de matrices que soporten el crecimiento y
diferenciacion condrociticos, puesto que éste es un componente de la matriz organica
que forma el cartilago articular sano. Asi pues, la elaboracion de matrices a partir de
acido hialurénico y fibrina autologa puede constituir el andamiaje ideal que soporte el
crecimiento de las células en cultivo, promueva el mantenimiento de su fenotipo y
proporcione la estabilidad mecanica requerida en el tratamiento de una lesion articular.

Por otra parte, y ante las limitaciones del cartilago como fuente de células para
técnicas de ingenieria tisular (necesidad de realizar una cirugia invasiva para la
obtencion de la biopsia, escaso numero de células, fenébmeno de desdiferenciacion,
lenta proliferacion, etc), estan siendo investigadas otras alternativas. Una de las méas
prometedoras se centra en la utilizacion de células de naturaleza mesenquimal, que
pueden ser aisladas de diferentes tejidos (médula 6sea, cordon umbilical, placenta...),
siendo el adiposo el més interesante para su utilizacion debido a su gran disponibilidad
y facil obtencién y al elevado niimero de células madre que pueden obtenerse de éI'°*
115 Cuando las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADMSCs)
son cultivadas bajo los estimulos adecuados, son capaces de diferenciarse hacia células
de diversas estirpes celulares. En estudios previos *** '?° hemos conseguido aislar,
cultivar e inducir la diferenciacion de ADMSCs hacia células Oseas, adiposas y
condrociticas.

Las condiciones Optimas de cultivo para la diferenciacion condrogénica de las
ADMSCs estan siendo actualmente investigadas, aunque parece que un ambiente
tridimensional y la presencia de determinados factores de crecimiento son requisitos
imprescindibles. Por lo tanto, matrices que combinen fibrina autéloga y é&cido
hialurénico podrian favorecer la diferenciacion condrogénica de estas ceélulas,
convirtiéndose asi en una fuente celular a tener en cuenta a la hora de disefiar nuevas
terapias en ingenieria tisular de cartilago.

El mantenimiento del fenotipo y funcionalidad de los condrocitos articulares en
cultivo in vitro se ve favorecido cuando éste se realiza en el ambiente tridimensional
proporcionado por una matriz de fibrina autologa y &cido hialurénico. Asi mismo,
mediante la induccién condrogénica de células madre de tejido adiposo en matriz de
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fibrina autdloga y acido hialurénico a diferentes concentraciones se pueden obtener
poblaciones celulares funcionalmente equivalentes a las obtenidas a partir de muestras
de cartilago articular. Con estas premisas elaboramos nuestra hipotesis de trabajo: los
condrocitos inducidos desde células madre de tejido adiposo infrapatelar (grasa de
Hoffa) pueden sustituir eficazmente a los obtenidos del cartilago articular, elaborando
in vitro un hidrogel con las caracteristicas histologicas del cartilago articular hialino.
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OBJETIVOS

Objetivo principal

Comparar la funcionalidad in vitro (proliferacion celular y mantenimiento del
fenotipo condrocitico) de las poblaciones celulares obtenidas durante el cultivo
tridimensional en gel de fibrina y &cido hialuronico de condrocitos articulares y
celulas madre del tejido adiposo infrapatelar (grasa de Hoffa) diferenciadas a
fenotipo condrocitico y deducir de ello un sustitutivo bioldgico para la estructura
del cartilago.

Objetivos especificos

1. Aislary cultivar el componente celular del cartilago articular.

2. Aislar y cultivar las células madre mesenquimales del tejido adiposo infrapatelar
(grasa de Hoffa).

3. Definir las condiciones Optimas para el cultivo primario de las células madre
mesenquimales derivadas del tejido adiposo infrapatelar.

4. Cultivar ambas poblaciones celulares en el hidrogel tridimensional de fibrina y
acido hialurénico a diferentes concentraciones mediante la adicion de los
suplementos nutricionales especificos, segun el caso.

5. Evaluar la morfologia y las tasas de crecimiento celular de cada tipo de hidrogel
durante su cultivo in vitro.
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1. MATERIALES, CONCEPTOS Y CLASIFICACIONES

1.1. Grasa de Hoffa. La grasa de Hoffa es un acumulo de tejido graso
infrapatelar, a nivel de la rodilla, de estructura heterogénea y fibrosa que
difiere significativamente de los tejidos obtenidos de liposuccion. El estudio
histologico con hematoxilina eosina indica que gran cantidad de esta grasa es
tejido coladgeno denso. Contiene también pericitos, células endoteliales y
células musculares ligeras.

1.2. Cartilago articular hialino condileo femoral. El cartilago articular
hialino condileo, compuesto por condrocitos y matriz extracelular, es un
tejido avascular, aneural y alinféatico que recubre la superficie de los condilos
femorales.

1.3. Plasma sanguineo. El plasma sanguineo es la fraccion liquida y acelular
de la sangre. Esta compuesto por un 90% de agua, un 7% de proteinas, y el
3% restante por grasa, glucosa, vitaminas, hormonas, oxigeno, gas carbonico
y nitrégeno, ademas de productos de desecho del metabolismo como el acido
urico. Es el componente mayoritario de la sangre, representando
aproximadamente el 55% del volumen sanguineo total, mientras que el 45%
restante corresponde a los elementos formes.

1.4. Células Troncales Mesenquimales Derivadas del Tejido Adiposo
(ADSMCs). Las células troncales mesenquimales son células estromales no
hematopoyéticas que muestran las siguientes propiedades: son adherentes en
cultivo; expresan los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de
antigenos hematopoyeéticos, como CD34, CD45, marcadores de monocitos,
macrofagos y linfocitos B; y son capaces de diferenciarse in vitro hacia
osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo.
Adicionalmente, muestran la posibilidad de autorrenovarse, de desarrollarse
en multiples lineas celulares y de proliferar sin limite.

1.5. Acido tranexamico. Es una sustancia utilizada para neutralizar el
sistema de fibrinolisis. Su mecanismo de accion radica en el blogueo de la
formacion de plasmina mediante la inhibicion de la actividad proteolitica de
los activadores de plasmindgenos, cosa que, en definitiva, inhibe la
disolucidn de los coagulos (fibrinolisis). Es, por lo tanto, un antifibrinolitico.
El &cido tranexdmico bloquea el punto de enlace de la lisina, esencial para el
enlace de la plasmina a la fibrina. De este modo se bloquea el efecto normal
de la plasmina: la disolucion de coagulos (fibrinolisis). En dosis reducidas, el
acido tranexamico actla como inhibidor competitivo de la plasmina,
mientras que en dosis elevadas lo hace como inhibidor no competitivo.
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1.6.  Cloruro calcico. El cloruro calcico (CaCly) es un compuesto quimico
inorganico que se utiliza como fuente de calcio necesario para activar las
plaquetas y el mecanismo de coagulacion.

1.7.  Acido hialurénico. El acido hialurénico (sal sddica de hialuronato) es el
constituyente principal del liquido sinovial (que le confiere la mayoria de sus
peculiaridades) y de la matriz cartilaginosa. Es un polisacarido lineal
formado por 10.000 a 12.000 parejas de acido glucurénico y de n-acetil-
glucosamina, fuertemente hidratado, replegado en una pelota estatica
deformable de alrededor de 0,5 micrometros de diametro. El &cido
hialuronico se suele obtener de fuentes naturales, como las crestas de los
gallos, la aleta de tiburdn, las articulaciones de las vacas, los residuos del
procesado de pescado (intestinos, 0jos...) y el cordén umbilical.

1.8. Medio DMEM. DMEM son las abreviaturas de medio esencial minimo
Dulbecco. Se elaboré afiadiendo al medio BME (medio basal de Eagle) una
mayor cantidad de vitaminas y aminoacidos, y se utilizé por primera vez
para cultivar células de embrion de ratén. Sin embargo, en la actualidad se
emplea para una amplia gama de lineas celulares de mamifero,
principalmente aquéllas que crecen como monocapas celulares adherentes.

1.9. Medio F12 de Ham. Es un medio de cultivo con suplementos proteicos
util para el cultivo y crecimiento de lineas celulares.

1.10. Suero bovino fetal. Es suero procedente de fetos de las vacas. Su rica
variedad de proteinas proporciona a las células un medio en el cual pueden
vivir, crecer y dividirse, ademas las protege de la digestion enzimatica.

1.11. Fibrina. La fibrina es una proteina fibrilar con la capacidad de formar
redes tridimensionales. Esta proteina desempefia un importante papel en el
proceso de coagulacién. Tiene la forma de un baston con tres areas
globulares y la propiedad de formar agregados con otras moléculas de fibrina
formando un coédgulo blando. Normalmente se encuentra en la sangre en una
forma inactiva, el fibrindgeno, el cual por la accién de una enzima llamada
trombina se transforma en fibrina.

1.12. Cultivo primario. Son los cultivos preparados directamente de tejido de
un organismo sin division celular.

1.13. TGF-p1. El factor de crecimiento transformante beta 1, TGF-f1 0
TGFB1 es una proteina perteneciente a la superfamilia de factores de
crecimiento transformante beta de las citoquinas. Es una proteina de
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secrecion que lleva a cabo diversas funciones en la célula, como el control
del crecimiento celular, proliferacion celular, procesos de diferenciacion y
apoptosis.

1.14. Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor).
Es un factor de crecimiento que aumenta el indice de actividad mitética y
sintesis de ADN facilitando la proliferacion de células precursoras, como el
condroblasto, osteoblasto, etc. Esta familia de factores de crecimiento
contiene méas de 20 miembros, de los cuales FGF acido (aFGF o FGF-1) y
FGF basico (bFGF o FGF-2) son los mejor caracterizados.

1.15. Cé&mara de Neubauer (Fig. 35). La Camara de Neubauer es un
instrumento utilizado en medicina y biologia para realizar el recuento de
células en un medio liquido, que puede ser un cultivo celular, sangre, orina,
liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, etc. Esta camara de contaje esta
adaptada al microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Se trata
de un portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas, en el fondo
de las cuales se ha marcado con la ayuda de un diamante una cuadricula de
dimensiones conocidas. Cubierta la camara con un cubrecamaras que se
adhiere por simple tensién superficial, seguidamente se introduce el liquido a
contar, al que generalmente se ha sometido a una dilucion previa con un
diluyente por capilaridad entre la cAmara y el cubrecAmara. EI hecho de tener
dos zonas permite hacer dos recuentos simultaneamente. Para contar las
células se observa el reticulo al microscopio con el aumento adecuado y se
cuentan las células. En base a la cantidad de células contadas, conociendo el
volumen de liquido que admite el campo del reticulo, se calcula la
concentracion de células por unidad de volumen de la muestra liquida inicial.

Fig. 35. Camara de Neubauer
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Particulas por Wl (particilas contadas)

Superficie contada (mm?) % profundidad de la camara {mm) % dilucion

Tabla. 11. Férmula de valoracion del N° de células (validez universal).

1.16. Campana de flujo laminar (Fig. 36). Su funcién es la de mantener un
area libre de particulas, especialmente de posibles contaminantes (bacterias,
levaduras, ...) que puedan acceder al cultivo. Esto se consigue mediante un
dispositivo mecénico que fuerza el paso del aire a través de un filtro de gran
superficie (filtro HEPA) situado o bien en el techo (flujo vertical) o en la
pared frontal (flujo horizontal) y que con una eficiencia del 99,999% retiene
particulas por debajo de un cierto calibre que es en general de 0,2 um. El
flujo de aire es laminar, sin turbulencias en las que puedan quedar retenidas
particulas contaminantes. El flujo laminar se asegura tanto por la gran
superficie del filtro HEPA como por la velocidad constante del aire, como
por la ausencia de fuentes intensas de calor en el interior de las cabinas.

Fig. 36. Campana de flujo laminar.
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2. CRONOGRAMA'Y FASES DEL ESTUDIO

El estudio fue llevado a cabo una vez puestas a punto las técnicas del procesado de
muestras, aislamiento y cuantificacion celular, purificacion, establecimiento del cultivo
primario y diferenciacién de células mesenquimales (ADMSC) de la grasa de Hoffa, de
los condrocitos derivados del cartilago articular artrésico y de la determinacion del
porcentaje dptimo fibrina-4cido hialurdnico. Para ello se utilizaron las muestras de los 5
primeros pacientes. Para el desarrollo de los sustitutivos tisulares y el estudio final se
destinaron 15 muestras. Todo ello se especifica en el cronograma de la figura 37.

Tarea 1 \
| Tarea 2

| Tarea 3

Tarea 6
Tarea 7

Tarea 8

Tarea 1 Obtencion de muestras de 5 pacientes. Puesta a punto de las técnicas de
procesado de muestras, aislamiento y cuantificacion celular, cultivo de
condrocitos y diferenciacion de ADMSC. Determinacion del porcentaje
Optimo fibrina-acido hialurénico.

Tarea 2 Estudios de multipotencialidad in vitro de ADMSC.

Tarea 3 Obtencién de muestras de los 15 pacientes para el desarrollo del estudio
final (grasa de Hoffa, cartilago articular y sangre).

Cuantificacion celular, establecimiento del cultivo primario,
individualizacion y expansion celular.

Tarea 5 Elaboracion de constructos de fibrina-acido hialurénico con las
poblaciones celulares a estudio.

Tarea 6 Estudios de proliferacion celular en el constructo.

Tarea 7 Estudios histologicos.

Tarea 8 Interpretacion de los resultados y tratamiento estadistico.

Fig. 37. Cronograma del estudio.
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3. DISENO DEL ESTUDIO

Realizamos un estudio experimental y prospectivo comparando in vitro dos
poblaciones celulares (condrocitos de cartilago articular y células madre mesenquimales
derivadas de la grasa de Hoffa diferenciadas a condrocitos) que incluimos en una matriz
de fibrina y &cido hialurdnico a diferentes concentraciones de este Gltimo (0%, 5% vy
20%).

4. AMBITO DEL ESTUDIO

El presente estudio fue desarrollado entre el Establecimiento de Tejidos Humanos
de la Fundacion Clinica San Francisco de Ledn y el Servicio de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia del Complejo Asistencial Universitario de Leon (Fig. 38). El
procesamiento de las muestras para la obtencion del componente celular y su posterior
expansion in vitro para el desarrollo de técnicas de ingenieria tisular fue realizado en el
laboratorio de cultivos celulares del Establecimiento de Tejidos Humanos.

- Poblacion de referencia: Pacientes diagnosticados de gonartrosis.
- Poblaciéon accesible: Pacientes diagnosticados de gonartrosis primaria e

incluidos en lista de espera quirargica para la realizacion de una artroplastia
total de rodilla.

- Poblacién en estudio (material): 20 pacientes y sus respectivas poblaciones
celulares a los que durante el acto quirtrgico se les tomaron las muestras
(grasa infrapatelar de la rodilla, cartilago articular procedente del corte
frontal del condilo externo y 25 cc de sangre). Los pacientes se seleccionaron
al azar entre Enero de 2010 y finales de Enero de 2011.

Fig. 38. Complejo Asistencial Universitario de Ledn y Establecimiento de Tejidos de la
Fundacién Clinica San Francisco, donde se llevaron a cabo los diferentes pasos del
estudio.
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5. OBTENCION Y DISTRIBUCION DE LOS CASOS DE ESTUDIO

La obtencion de las muestras fue realizada por personal especializado durante el
implante de una protesis primaria de rodilla en 20 pacientes del Servicio de Cirugia
Ortopédica y Traumatologia del Complejo Asistencial Universitario de Ledn. De los 20
pacientes (Tabla 12), 14 fueron mujeres y 6 hombres (Fig. 39), siendo la edad media del
grupo de 70,2 afios (rango 62-79).

Todos los pacientes fueron informados de la finalidad del estudio en el momento
de su inclusion en la lista de espera quirdrgica, comprendiendo y firmando el
documento de consentimiento redactado para tal fin (Anexo 1). Se cumplieron los
principios éticos y legales definidos por la legislacion vigente (Ley 14/2007 de
investigacion biomédica y Ley Organica 15/1999 de proteccion de datos de caracter
personal).

De cada paciente se obtuvieron tres tipos de muestras:

1. Grasa de Hoffa, obtenida mediante bisturi o tijera, sin uso del bisturi
eléctrico (Fig. 40).

2. Cartilago articular, obtenido con el correspondiente segmento 0seo
subcondral del céndilo femoral externo, al realizar el corte frontal distal de
éste con sierra eléctrica refrigerada con suero (Fig. 41).

3. Sangre, extraida después de la administracion de la anestesia y antes de la
preparacion del campo quirargico. Cinco tubos con citrato de 5 cc cada uno
(25 cc en total) (Fig. 42).

Las dos primeras muestras fueron introducidas en un recipiente estéril con suero
fisiologico, mientras que la sangre fue extraida en tubos de citrato. A continuacion,
todas fueron enviadas a temperatura ambiente al Establecimiento de Tejidos Humanos
de la Fundacion Clinica San Francisco, donde fueron procesadas. Se rellend un
formulario para el control de las mismas con los datos del donante, fecha y hora de
recogida, y condiciones de preservacion (Anexo 2).
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B homhres

B mujeres

Fig. 39. Distribucion de los pacientes que constituyeron la poblacién en estudio por

Sexo.
NP EDAD MEDIA Y RANGO
HOMBRES 6 68 (64-73)
MUJERES 14 72 (62-79)
TOTAL 20 70,2 (62-79)

Tabla. 12. Edad media y rango de los pacientes que constituyeron la poblacion en

estudio.
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Fig 40. Secuencia de la obtencion de la grasa de Hoffa: exposicion de la grasa (A),
momento de la toma (B) y detalle de la misma (C).

(L

Fig. 41. Secuencia de la obtencion de la muestra de cartilago: exposicién de los
condilos femorales (A), aspecto del cartilago de los condilos después de la osteotomia
(B), detalle del aspecto del cartilago del condilo femoral externo (C), momento de la
inclusion del fragmento condral en un recipiente (D) y relleno del mismo con suero
fisiologico (E).

Fig. 42. Secuencia de la obtencidén de la sangre y deposito en tubos de citrato.
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6. METODOS INSTRUMENTALES
6.1. Puesta a punto de las técnicas

Las cinco primeras muestras fueron destinadas a la puesta a punto de las
técnicas y a la determinacion de la composicion 6ptima de la matriz. Todo el
procesado de las muestras y técnicas de cuantificacion, cultivo, purificacion,
aislamiento y diferenciacion se realizaron dentro de una campana de flujo laminar
y con material estéril.

El tiempo transcurrido entre la recogida de la muestra hasta el inicio del
procesamiento fue de 3 horas en el caso del cartilago articular y de 5 horas para la
grasa de Hoffa.

6.1.1. Procesado de las muestras
6.1.1.1. Tejido adiposo infrapatelar

Previo pesaje (2900 mg de media, rango 1040-3600), cada muestra fue
sometida a sucesivos lavados con suero salino tamponado con fosfato (PBS-
Sigma-) estéril para eliminar el componente sanguineo en la medida de lo posible.
Posteriormente, el tejido graso fue troceado en fragmentos de 0,5 cm?
aproximadamente (Fig. 43) y sometido a digestion enzimatica con colagenasa tipo
| (Sigma). Tras el periodo de digestion, la solucion obtenida fue centrifugada a
20000 r.p.m. (centrifuga Eppendorf 5804) durante 10 minutos. Se obtuvieron tres
fases que, de superficial a profunda, fueron: componente graso, solucién de
digestion y, por ultimo, la fraccion del estroma vascular, que contenia las
ADMSCs (Fig.44).

Fig. 43. Secuencia de disgregacion mecanica del tejido adiposo.
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Fig. 44. Tubo de centrifugado tras la
digestion enzimatica del tejido adiposo. De
arriba abajo se distingue el componente
graso, la solucion de disgestion y la
fraccion del estroma vascular donde estén
las ADMSCs.

La fraccion de estroma vascular que contenia ADMSCs tras el procesado y
digestion de la grasa de Hoffa, fue resuspendida en un volumen conocido de
medio de cultivo base (MCB) suplementado con factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF, Sigma).

6.1.1.2. Tejido cartilaginoso articular condileo

Las muestras de cartilago articular, previo pesado (1700 mg de media, rango
1020-2050) fueron digeridas de forma mecanica (Fig. 45) y, a continuacion,
enzimatica. Tras el periodo de digestidn, la solucion obtenida fue centrifugada a
1400 r.p.m. (centrifuga Eppendorf 5804) durante 10 minutos.

Fig. 45. Secuencia de disgregacién mecanica del cartilago articular condileo.

El sobrenadante obtenido tras la digestion y centrifugacion de las muestras
de cartilago articular fue aspirado mediante vacio y el pellet, donde estaba
contenido el componente celular, fue resuspendido en un volumen conocido de
medio especifico para el cultivo de condrocitos (MCC).
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6.1.1.3. Sangre

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 1800 r.p.m. durante 10
minutos. Tras este periodo, en la parte superior fue obtenida la fraccion plasmatica,
que fue recuperada y preservada a -80°C hasta su posterior uso en la elaboracion
de matrices.

Fig. 46. Separacion del
componente celular del
plasmético.

6.1.2. Determinacion de parametros optimos para el aislamiento de ADMSCs

Con objeto de establecer las condiciones Optimas para el aislamiento de
ADMSCs se seleccionaron diferentes variables del protocolo estandar que se
estudiaron de forma secuencial:

6.1.2.1. Concentracion enzimatica para la digestion del tejido graso
infrapatelar: se comprob6 el rendimiento celular obtenido tras la completa
digestion de 5 muestras de tejido adiposo infrapatelar con colagenasa tipo |
en DMEM a concentraciones de 0,5 mg/ml, 1 mg/ml y 2 mg/ml.

6.1.2.2. Temperatura de preservacion del tejido hasta su procesamiento: 5
de las muestras fueron preservadas entre 6 y 8 horas en DMEM estéril
conteniendo un 10% de solucién antibidtica. Se comprobd el rendimiento
celular obtenido tras su preservacion a 4° C y a temperatura ambiente.

6.1.2.3. Efecto de la agitacion durante la digestion: se comprobd el
rendimiento celular obtenido tras la digestion de 5 muestras de tejido
adiposo infrapatelar en condiciones de agitacion magnética suave Yy sin dicha
agitacion.

6.1.2.4. Efecto del filtrado de la muestra digerida: tras la digestion
enzimatica, se sometieron las muestras a filtracién a través de filtros de 40
um de poro (Falcon) para retirar los restos de tejido no digerido.
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6.1.3. Cuantificacion celular

Para cuantificar y comprobar la viabilidad de las suspensiones celulares
obtenidas del procesado de las muestras de grasa de Hoffa y de cartilago articular
condileo fue utilizada la técnica del azul tripan (Sigma), método de tincion por
exclusion. Una alicuota de 10ul de suspension celular fue resuspendida en 20ul de
azul tripan. Tras homogeneizar bien la solucion se cargaron 10ul de la misma en
una camara de Neubauer. Unicamente fueron contabilizadas las células viables
que presentaban morfologia redondeada y aspecto brillante. Las células no viables
se identificaron porque presentaban alteraciones en su membrana, y aparecian
tefiidas de azul (Fig. 47).

Fig. 47. Método de Azul Tripan para
contabilizar las células viables en la
camara de Neubauer.

6.1.4. Establecimiento del cultivo primario PO

Tras el contaje celular fue establecido el cultivo primario (PO) de las
poblaciones celulares obtenidas, sembrando dichas células en placas de
poliestireno de 24 pocillos (Corning, Fig. 48) a una densidad de 20000
células/cm? para los condrocitos articulares y de 30000 células/cm? en el caso de
las ADMSCs. Las muestras fueron incubadas a 37°C y 5% de CO, en una
atmdsfera con 95% de humedad, realizando cambios de medio cada dos dias.

Diariamente fueron evaluados los cambios en la morfologia y la
proliferacion de las células en cultivo mediante su observacion a través del
microscopio invertido, y fueron fotografiados los cambios significativos.
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Fig.48. Establecimiento de cultivo
primario sobre superficie plastica.

6.1.5. Individualizacion y expansion celular

Una vez alcanzado el estado de preconfluencia se procedié a la recuperacion
de las células cultivadas utilizando una solucion Tripsina/EDTA (0,05/0,02%)
(PPA) a 37°C durante 5 minutos. Cuando las células estuvieron completamente
individualizas se procedio a la neutralizacion con medio de cultivo suplementado
con un 10% de suero bovino fetal. La solucion obtenida fue recuperada y se
centrifugd durante 10 minutos a 1400 rpm. El pellet resultante fue resuspendido
en medio de cultivo especifico, en funcion del tipo celular (ADMSCs o
condrocitos articulares).

Fig. 49. Individualizacién de ADMSC en
cultivo primario y expansion.

6.1.6. Determinacion del % optimo fibrina-acido hialuronico

Para la determinacién de la composicion de las matrices combinadas se
probaron distintas formulaciones, que variaron en funcion del % de &cido
hialurénico (AH, Hyalgan ®, Bioibérica), estimando el grado de retraccion de las
mismas (Tabla 13).

La concentracion de acido hialurdnico utilizada variaba en funcion de la
cantidad de este biopolimero contenido en el interior de la matriz. Se probaron
rangos desde el 0% hasta el 50%, cuanto mayor era el % de &cido hialuronico,
mas temprana fue la aparicion del fenémeno de retraccion en las mismas (Fig. 50).
Finalmente, tras el analisis de los resultados de estos estudios previos, se
determinaron tres % de estudio: 0%, 5% y 20%. EIl primero de ellos se utiliz6
como control, el segundo para determinar el efecto de una concentracion baja de
acido hialurdnico sobre las células en estudio y el tercero para determinar el efecto
sobre las células de una concentracion alta de &cido hialurénico.
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% de &cido
hialurénico 1% 2% 3% 5% 10% 20% 25% 50%

Acido
hialurénico 48 96 144 240 480 960 1200 | 2400
(Mg/ml)

Tabla 13. Estudio preliminar para la elaboracién de matrices combinadas de
fibrina-acido hialuronico. Diferentes % de acido hialurénico probados.

Fig. 50. Elaboracion de matrices combinadas fibrina-
&cido hialuronico. Aparicion de retraccion temprana en
las matrices compuestas por 25%AH (primera columna)
y en las matrices compuestas por 50%AH (segunda
columna).

6.1.7. Estudio de multipotencialidad in vitro de ADMSC

En cuanto a la multipotencialidad de las ADMSCs en cultivo de cada
muestra, se pusieron a punto las técnicas de diferenciacion adipogeénica,
osteogénica y condrogénica para cumplir los criterios definidos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (International Society Cellular Therapy, ISCT)
en el afio 2006.

Induccién adipogénica. Para la diferenciacion de las ADMSCs hacia células de
fenotipo adipocitico, éstas se cultivaron en medio adipogénico (DMEM, 10%
suero bovino fetal, 1% penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina -PAA Lab.-,
1uM dexametasona —Sigma-, 0,5mM IBMX —-Sigma-, 10uM insulina —Sigma- y
200uM indometacina —Sigma-) y, posteriormente, se realizo la tincion Oil Red O
(Sigma) para evidenciar la formacion intracelular de vacuolas con contenido
lipidico (marcador caracteristico de adipocitos) (Fig. 51).

Induccién osteogénica. Para inducir células osteogénicas, las ADMSCs fueron
cultivadas en medio osteogénico (DMEM, 5% suero bovino fetal, 1%
penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina, 10uM dexametasona, 150mM &cido
L-ascorbico —Biomedia- y 10mM RB-glicerolfosfato —Sigma-), completando la
induccidn con la adicion al medio durante las primeras 48 horas de 10 ng/ml de
proteina morfogenética 2 (BMP2) —Sigma-. Tras 7, 14 y 21 dias de induccion se
realizd6 una tincion con Alizarin Red (Sigma), que tifie de rojo la matriz
mineralizada (marcador caracteristico de diferenciacion osteogenica) (Fig. 51).
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Induccidon condrogénica. Para inducir la diferenciacion condrogénica de
ADMSCs, las células fueron cultivadas en medio condrogénico (DMEM, 1%
suero bovino fetal, 1% penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina, 50 pg/ml &cido
ascorbico, 6,25 pg/ml insulina y 10 ng/ml TGF 31 —Sigma-) durante 21 dias. Se
probaron diversas estrategias de cultivo: en monocapa, en pellet y en matriz de
fibrina. Para el cultivo en monocapa las células fueron sembradas sobre
superficies plasticas y cultivadas con medio condrogénico. Para el cultivo en
pellet, 1 x 10° células fueron centrifugadas y cultivadas adicionando el medio
condrogeénico sin provocar la resuspension del pellet. Para el cultivo en matriz de
fibrina, 1 x 10° células fueron sembradas en 100 pl de fibrina elaborada a partir de
plasma humano. La caracterizacion de la diferenciacion condrogénica se realizo
mediante la observacion al microscopio de la morfologia celular y mediante
tincién con Azul Alcian, gue tifie de azul los proteoglicanos tipicos de la matriz
cartilaginosa (Fig. 51).

Fig. 51. Tinciones utilizadas para demostrar la multipotencialidad celular: Oil
red, adipogénica (A); Alcian Blue, condrogénica (B); Alizarin red, osteogénica
(C).Tomada de Saldafa 128,
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6.2. Fabricacion de los sustitutivos de cartilago articular

De cada muestra procedente de los 15 pacientes incluidos en el estudio, se
elaboraron 48 matrices (18 para la poblacién celular de condrocitos articulares, 12 para
la de ADMSCs no inducidas y 18 para las ADMSCs inducidas), lo que sumo un total de
720 matrices. Estas matrices fueron mantenidas en contacto con diferentes medios de
cultivo en funcion del tipo celular (Tabla 14).

TIPO CELULAR
Condrocitos articulares ADMSCs ADMSCs inducidas
0 n==6 n=4 n==6
% de AH 5 n==6 n=4 n==6
20 n==6 n=4 n==6
Composicion del Medio de cultivo especifico | Medio de cultivo base Medio de diferenciacion
medio de cultivo para el cultivo de (MCB): condrogénico (MDC):
especifico condrocitos (MCC):
- HAM'S F12 - DMEM - DMEM
- 10% suero bovino fetal - 10% suero bovino | - 1% suero bovino fetal
- 1% Penicilina/Estrepto fetal - 1% Penicilina/Estreptomic.
- 1% L-Glutamina - 1% Penicilina/Estrep | - 1% L-Glutamina
- 50pg/ml &c. Ascorbico - 1% L-Glutamina - 50pg/ml ac. Ascorbico
- 10 ng/ml TGFB1 - 6,25 pg/ml insulina
- 10 ng/ml TGFp1

Tabla 14. Numero de matrices elaboradas de cada uno de los 9 tipos en cada estudio,
total 720 matrices. Composicion de los medios de cultivo especificos utilizados.

El procedimiento general utilizado para la elaboracién de los sustitutivos de
cartilago articular fue el siguiente:

Partiendo de dos tipos celulares, se elaboraron tres tipos de matrices a los tres %
de acido hialurénico del estudio. EI volumen de cada matriz fue de 1 ml y la densidad
celular de 25.000 células/ml. Sobre el plasma aut6logo se afiadié el medio de cultivo
especifico para cada tipo celular, asi como el componente celular. El acido tranexamico
(CgH1sNOy) se utilizd como inhibidor de la fibrindlisis. Las matrices contenian tres %
distintos de acido hialurénico: 0%, 5% y 20%. El cloruro calcico (CaCl,) favorecié la
polimerizacion de la matriz tras su incubacion a 37°C y 5% de CO; en una atmosfera
con 95% de humedad. Todo este procedimiento se expresa graficamente en la figura 52.
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Acido
Medio de hialurénico
" 0% 5% 20%

Condrocitos
articulares N
condrocitos

Matriz

Acido
hialurénico

% 5% 20%

\ M. de diferenciacion
condrogénico
15 ESTUDIOS » 48 MATRICES ‘

Fig. 52. Proceso de elaboracion de los sustitutivos de cartilago articular.
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T
I 1
.

Fig. 53. Diferentes matrices de: condrocitos articulares (A), ADMSCs no inducidas
(B) y ADMSCs inducidas (C). DC Panreac (D) (paraformaldehido 4%). Resultado final
listo para estudios.
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6.3.Estudios de proliferacion celular

Para determinar el crecimiento celular en el interior de los hidrogeles combinados
de fibrina y é&cido hialurénico, matrices que contenian condrocitos articulares y
ADMSCs inducidas (n=15), fueron recogidas a las 2 y 4 semanas para su digestion
enzimatica mediante la incubacion en una solucion de colagenasa tipo | a una
concentracion 2 mg/ml en medio DMEM. La solucién obtenida fue centrifugada durante
10 minutos a 1400 rpm. EIl pellet resultante fue resuspendido en medio de cultivo
especifico, tras lo cual se procedio a la cuantificacion celular.

f

Fig. 54. Matriz puesta a digerir en una solucion de colagenasa | en medio DMEM.

6.4. Estudios de histologia

Para determinar las caracteristicas histoldgicas de los sustitutivos tisulares
fabricados, a las 4 y 8 semanas del estudio fueron recogidas muestras de los 9 tipos de
matrices y fijadas en paraformaldehido 4%.

Las muestras fijadas se introdujeron en el procesador de tejidos (Shandon
Excelsior-Thermo) para su deshidratacion y parafinado. EI montaje fue realizado en el
inclusor de parafina (Leica EG1150H). Previo a su corte, las muestras se dejaron enfriar
entre 15 y 20 minutos en la placa enfriadora (Microm CP60) para la solidificacion de la
parafina. En el microtomo (Leica RM 2255) fueron realizados los cortes histologicos a
8 micras (um) (Fig. 55). Posteriormente, se colocaron en el bafio (Termofin) a 40 °C
para evitar superposiciones del tejido y cada muestra fue colocada sobre un portaobjetos
(Thermo).

La caracterizacion histologica se basé en la deteccion de sintesis de
proteoglicanos caracteristicos de la matriz extracelular cartilaginosa. Para determinar su
presencia fue utilizada la tincion Azul Alcian (Sigma) (Tabla 15).
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Desparafinar e hidratar los cortes: 2 minutos en cada paso.
Solucién Acido Acético Glacial 3%: 3 minutos.

Solucion Azul Alcian: 30 minutos.

Lavar con agua del grifo: 2 minutos.

Lavar con agua destilada.

Contrastar con Nuclear Fast Red (NFR): 5 minutos.

Lavar en agua corriente: 1 minuto.

Deshidratar (gradadacion creciente de alcoholes): 2 minutos.
Xilol: 2 minutos.

0. Montar

RBoOooo~NoOMWDNE

Tabla 15. Protocolo de tincién Azul Alcian.

Una vez tefiidas, las secciones histologicas fueron montadas (DPX , VW
Internacional) y recubiertas con un cubreobjetos (Thermo) para su preservacion. Por
Gltimo, fueron evaluadas y fotografiadas mediante un microscopio éptico asociado a un
sistema informatico (Olympus) —Fig. 56-.

Fig. 55. Laboratorio para estudios histoldgicos.
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Fig. 56. Microscopio asociado a sistema informatico. Tomada de Saldafia .
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7. MANEJO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

El manejo y andlisis de la informacion se realizé de forma automatizada mediante
el uso de ordenadores PC compatibles equipados con el sistema operativo Windows
2007. La informacion se recogio en una base de datos creada con el programa Access
de Microsoft, desde la que se realizo el volcado de la informacion a la hoja de célculo
Excel para su depuracion, con el fin de corregir errores de recogida de la informacion.
El tratamiento estadistico se realiz6 con el programa SPSS 19.

Se utilizaron medidas de frecuencia absoluta y relativa para las variables
cualitativas y medidas de centralizacion (media, mediana y moda) y dispersion
(varianza, rango, desviacion estandar) para variables cuantitativas. Los recursos gréaficos
utilizados fueron histogramas y diagramas de caja.

Las significancias o diferencias entre los distintos grupos fueron determinadas
mediante la prueba T de Student, considerando 2 colas de distribucion y varianzas
distintas. Toda p<0,05 fue considerada estadisticamente significativa.
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1. RESULTADOS DE LA PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS
1.1. Procesado de las muestras
El tiempo necesario para la digestion enzimatica de las muestras tisulares,

cartilago articular y grasa de Hoffa, fue claramente menor en las muestras de grasa de
Hoffa (Fig. 57).

TIEMPO DE DIGESTION COLAGENASA TIPO 1
- 2 mg/mil

25
20 +

15 +° . .
m cartilago articular
HORAS
prasa de hoffa
10 -

DIGESTION ENZIMATICA p<0,05

Fig. 57. Tiempo de digestion enzimética para cada tipo de biopsia tisular.
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1.2. Determinacion de parametros 6ptimos para el aislamiento de ADMSCs

1.2.1.

Sobre la concentracién de colagenasa tipo 1.

De entre las distintas concentraciones de colagenasa tipo | que se ensayaron
para la digestion enzimética de las muestras de tejido graso infrapatelar (0,5
mg/ml; 1 mg/ml; y 2 mg/ml), se comprobd que las digestiones a concentraciones
de enzima de 0,5 mg/ml apenas liberaron células , y que la liberacion de células
a una concentracion de colagenasa de 2 mg/ml fue claramente superior a la
obtenida a 1 mg/ml (Fig. 58).

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE
COLAGENASAL
200 - 713,8
G000
Rendimiento |
(células/mg) " 227,63
200 A .
416
0
0,5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml

Fig. 58. Representacion grafica de la influencia de distintas concentraciones de
colagenasa | en el aislamiento de células de las muestras de tejido graso
infrapatelar
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1.2.2. Sobre la temperatura de preservacion de las muestras.

La media del nimero de células aisladas de las muestras de tejido graso
preservadas a temperatura ambiente fue de 713,8 células/mg de tejido digerido.
A una temperatura de preservacion de 4°C el numero medio de células fue de
324,4 células/mg para el tejido adiposo. S6lo en un caso (muestra nimero 5) el
numero medio de células preservadas a temperatura ambiente fue inferior
(261,19 células/mg de tejido digerido) al de células aisladas a 4°C (475,6
células/mg de tejido digerido) (Fig. 59).

EFECTO DE L.:l TEMPEEATURADE
PREESERVACION GRASA DE HOFFA
800 17138
600 +
475,6
Re.ndimientn 400 1~ 3daa T 2 ambiente
{células/mg) 261, mac
200 4+
ﬂ =
Media Muestra 5

Fig. 59. Representacion grafica del nimero de células aisladas de las muestras
de tejido graso preservadas a temperatura ambiente y a 4°C.
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1.2.3. Sobre la agitacion magnética durante la digestion enzimatica.

En cuanto al efecto de la agitacion durante la digestion enzimatica del tejido
adiposo infrapatelar, se observo una reduccion de los tiempos de digestion en
las muestras sometidas a agitacion magnética suave. Sin embargo, también se
observo una reduccion del nimero de células aisladas por miligramo de tejido
digerido en las muestras agitadas, con una media de 320,49 células/mg, respecto
a las mantenidas sin agitacion, que liberaron una media de 713,8 células/mg
(Fig. 60).

EFECTO DE LAAGITACION MAGNETICA
GRASA DE HOFFA
800 7138
600 -
m Con agitacion
Rendimiento
(células/mg) L | Sin agitacion
200
0 - .
Agitacion magnétcia

Fig. 60. Representacion gréfica de la influencia de la agitacion de la solucion
durante la digestion en el aislamiento de células de las muestras de tejido graso
infrapatelar.
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1.2.4. Sobre la filtracion de la solucion resultante de la digestion enzimética.

Dado que tras la digestion de las muestras, en ningln caso se obtuvieron
suspensiones celulares homogéneas, se tratd de eliminar los restos de tejido no
digerido mediante el filtrado de las suspensiones obtenidas. La filtracion
permitio retirar los restos de tejido sin digerir, pero en el filtro también quedaron
atrapadas gran cantidad de células, por lo que en todos los casos se obtuvieron
mayores rendimientos celulares a partir de las muestras no filtradas (Fig. 61).

EFECTO DEL FILTRADO GRASA DE HOFFA

713.8
800 +
600 +
Rendimiento m Filtrado
(células/me) 404 - Nofiltrado
200
0+

1

Filtrado

Fig. 61. Representacion grafica de la influencia del filtrado tras la digestion en
el aislamiento de células de las muestras de tejido graso.
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1.3. Cuantificacion celular

Como resumen, una vez establecidos los parametros Optimos anteriores,
se obtuvieron un mayor numero de condrocitos por mg de cartilago articular
digerido que ADMSCs por mg de grasa de Hoffa digerida: 1423,2£382,7 (n=
20) frente a 713,8+133,3 (n= 20), respectivamente (Fig. 62).

RENDIMIENTO CELULAR
1500
1000 <+
) e o W Cartilago articular
Células/mg
tejido Grasa de Hoffa
500 7
ﬂ L
Biopsia tisular

Fig. 62. Rendimiento celular de ambos tejidos.

1.4. Establecimiento del cultivo primario (P0)

En el 100% del total de las muestras de grasa de Hoffa y de cartilago articular
sometidas al protocolo de digestion empleado, se consiguieron obtener suspensiones
celulares correctamente aisladas y viables para su uso.

Para el establecimiento del cultivo primario (P0) de las ADMSCs obtenidas tras el
proceso de digestion celular, en todos los casos estudiados, se utilizé una densidad de
siembra alta (30.000 cel/cm?). Con ella, se lograron obtener un 100% de éxitos en el
establecimiento de este cultivo. A las 24-48 horas de la siembra celular sobre el plastico
de las placas de cultivo, las células adoptaron una morfologia fusiforme (Fig. 63) que,
con el paso de los dias, fue conformandose en una extensa red de células
interconectadas entre si que alcanzaban el estado de preconfluencia al término de los 6
primeros dias (Fig. 64).

La densidad de siembra de los condrocitos articulares fue de 20.000 células/cm?.
Alcanzaron el estado de preconfluencia a los 10 dias de la siembra (Fig 65).
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Fig. 64. Estado de preconfluencia de los cultivos celulares de ADMSCs
(izquierda: 10X; derecha: 20X).

TIEMPO TRANSCURRIDO HASTA
PRECONFLUENCIA

e

10 A

@

m Condrocitos articulares

ADMSCs

Dias

L= T T < < I« ]

1

Tipo celular p<0,05

Fig. 65. Dias transcurridos hasta alcanzar el estado de preconfluencia para cada
uno de los tipos celulares de estudio.
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1.5. Individualizacién y expansion celular

En lo referente a la proliferacion celular, en todos los casos estudiados las células
presentaron un comportamiento estandar. En ellos, se distinguieron claramente varias
fases: una primera fase de acomodacion al medio (4 dias); una segunda, o fase
exponencial de crecimiento, en la que en todos los cultivos las células crecieron hasta
Ilegar a estados de preconfluencia; una tercera, o fase de latencia, que en todos los casos
se consiguid entre los 8 y 10 dias; y una fase final en la que en todos los casos se
observo un repunte en el crecimiento celular debido a que las células se retrajeron en
grumos y nuevas células ocuparon la superficie plastica libre. En pocos dias, sin
embargo, la mayoria de las células se soltaron y murieron (Fig. 66).

(10X).

Fig. 66. Estado de hiperconfluencia y
retraccion en agregados celulares

Al analizar las tasas de expansion de ambos tipos celulares durante el PO, se
observo que las ADMSCs presentaban una mayor tasa de expansion, multiplicando el
tamafio de la poblacion por 3,74+0,181 (n= 20) frente a la tasa de expansion de los
condrocitos articulares, que fue de 1,725+0,233 (n= 20) (Fig. 67).

TASA DE EXPANSION CELULAR

=
]
™,

35-‘4’/’

- 1,725

.

\

2,5 4

P
A
\ K

15 A

NN\

0.5

3,74
B Condrocitos articulares
ADMSCs

Tipo celular

p<0,05

Fig. 67. Tasa
de expansion
celular en los

dos tipos
celulares de
estudio.

R. Mencia

78



Resultados

1.6. Multipotencialidad de ADMSCs

En todos los casos estudiados, las poblaciones celulares mostraron su capacidad de
diferenciacion hacia diferentes estirpes celulares tras la expansion in vitro. En los
cultivos control no se aprecio en ningun caso la existencia de caracterisiticas propias de
la células diferenciadas (formacion de vacuolas, presencia de proteoglicanos y signos de
mineralizacion respectivamente).

1.6.1. Adipogénesis

Al cabo de 3 dias de induccion adipogénica se observé un cambio en la
morfologia de las células en cultivo, que pasaron de mostrar una morfologia
fusiforme con finas prolongaciones a una morfologia mas estrellada. Tras 7 dias
de cultivo en medio adipogénico la tincion Oil Red O puso en evidencia la
formacion de vacuolas lipidicas en el interior de las células (Fig. 68).

Fig. 68. A la izquierda,
control negativo de
diferenciacion

adipogénica (10X). A
la derecha, células de
fenotipo  adipocitico
diferenciadas de
ADMSCs (40X).

1.6.2.Condrogénesis

El cultivo en condiciones de alta densidad y ambiente tridimensional en
matriz de fibrina favorecio la adquisicion de caracteristicas condrociticas por parte
de las poblaciones celulares que, tras 21 dias de cultivo en medio condrogénico,
comenzaron a mostrar una morfologia redondeada y se dispusieron en lagunas
dentro de la matriz. Ademads, la tincion Azul Alcian puso de manifiesto la
presencia de proteoglicanos en las zonas de la matriz cercanas a las células
diferenciadas (Fig. 69).

f‘?ﬁ“‘"‘,
Ml”

Fig. 69. A la izquierda,
células de diferenciacién
condrogénica en matriz de
fibrina tefiidas con Azul
Alcian (20X). A la derecha,
control negativo de
diferenciacion
condrogénica (20X).

\.
s
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1.4.3. Osteogénesis

El cultivo de ADMSCs en medio osteogénico provocé un cambio en el
patron de crecimiento y distribucion de las celulas en cultivo que se tradujo en la
formacion de nédulos que mostraron signos de mineralizacion tras la tincion con
Alizarin Red. La mineralizacion comenzo a ser evidente a los 7 dias de induccion
y fue maés intensa a los 14 y 21 dias de cultivo en medio osteogénico (Figs. 70 y
71).

21 dias

Fig. 71. Fases de mineralizacion progresiva de la matriz extracelular en cultivo
osteogénico con tincion Alizarin Red.
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2. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE PROLIFERACION CELULAR EN
EL SUSTITUTIVO DE CARTILAGO

Tras dos semanas de cultivo in vitro no se apreciaron diferencias significativas en
cuanto a la proliferacion celular tanto de los condrocitos articulares como de las
ADMSCs inducidas con MDC, cultivadas en matrices combinadas a los tres % de AH
de estudio (p>0.05). No se apreciaron, a su vez, diferencias significativas entre ambos
tipos celulares (p>0,05) (Fig. 72).

A las 4 semanas de cultivo in vitro, no aparecieron diferencias significativas en
cuanto a la proliferacion celular tanto de los condrocitos articulares como de las
ADMSCs inducidas con MDC cultivadas en matrices combinadas a los tres % de AH de
estudio (n=15). Sin embargo, en este caso, si se apreciaron diferencias significativas
entre ambas poblaciones celulares (p<0.05) (Fig. 73).

Por otra parte, al analizar la proliferacion celular a las 2 y 4 semanas de cultivo in
vitro (Figs. 74 y 75), se observaron diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a la
proliferacion celular de las ADMSCs en el interior de la matriz combinada a los tres %
de AH para ambos tiempos de estudio.

PROLIFERACION CELULAR - 2 SEMANAS -

CONDROCITOS ADMSCs INDUCIDAS

SEMANA 2

Fig. 72. Proliferacion celular a las 2 semanas de estudio de ambos tipos celulares a los
tres % de acido hialurénico de estudio. Se representa el promedio del numero de
células. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD).
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PROLIFERACION CELULAR - 4 SEMANAS -

800000 CONDROCITOS INDUC.

0%

0%

SEMANA 4 n=15

Fig. 73. Proliferacion celular a las 4 semanas de estudio de ambos tipos celulares a los
tres % de &cido hialurénico de estudio. Se representa el promedio del nimero de
células. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD).

400000

ESTUDIO PROLIFERACION 2 SEMANAS

350000
300000 /_\ﬂ
250000 / .‘"""""'-—--_______*
snnone —+—CARTILAGO
150000 —8— [ ESEN GUIMALES
100000
50000

D 0%6aH | 534H | 20% 4H |

Fig. 74. Diagrama de lineas que compara la proliferacién celular de los condrocitos y
de las ADMSCs inducidas procedentes de las matrices con diferentes concentraciones
de acido hialurénico a las dos semanas de cultivo.
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Fig. 75. Diagrama de lineas que compara la proliferacion celular de los condrocitos y
de las ADMSCs inducidas procedentes de matrices con diferentes concentraciones de

acido hialuroénico a las cuatro semanas de cultivo.
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3. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Se analizaron las secciones histologicas a la semana 4 y 8 de estudio para
determinar la adquisicion de caracteristicas condrociticas mediante la tincion Azul
Alcian. Para ello, se compararon los resultados obtenidos con un control positivo
(muestra de cartilago sano —Fig. 76-) y un control negativo (muestra de ADMSCs no
inducidas en medio base —Fig. 77-).

Fig. 76. Seccién histolégica de cartilago Fig. 77. Seccion histoldgica de ADMSCs
articular sano. Los condrocitos articulares en medio de cultivo base. Las células
presentan nucleos redondeados y se presentan una forma fusiforme con débil
localizan embebidos en lagunas dentro de la tincion de la matriz extracelular.
matriz extracelular. Los proteoglicanos de Control negativo. (Tincién Azul Alcian
la matriz extracelular presentan coloracién 20x).

azul intensa. Control positivo. (Tincion Azul

Alcian 20x).
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A las 4 semanas de estudio (Fig. 78) se apreciaron importantes diferencias en
cuanto a la morfologia celular; las ADMSCs no inducidas (Figs. 78D, 78E y 78F) son
claramente fusiformes, en cambio, los condrocitos y las ADMSCs inducidas
presentaban morfologia redondeada, independientemente de cual sea el % de AH que
contengan. En cuanto a la tincion de los proteoglicanos acidos, en las secciones
histoldgicas de ADMSCs inducidas, se podia apreciar una incipiente coloracién azul en
forma de halo alrededor de las células, siendo ésta mas intensa cuanto mayor es el % de
AH (Fig. 781). Si bien es cierto, que esta incipiente coloracién aparece también en la
seccion que no posee AH (Fig. 78G), poniendo de manifiesto que el ambiente
tridimensional que proporciona la matriz de fibrina promueve la diferenciacion celular
hacia fenotipo condrocitico.
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Fig. 78. Resultados histologicos obtenidos en la semana 4 de estudio. Fila superior:
matrices de condrocitos articulares. Fila intermedia: matrices de células
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADMSCs) con medio de cultivo base. Fila
inferior: matrices de ADMSCs con medio de diferenciacion condrogénico. A, D y G:
0% Acido Hialurénico; B, E y H: 5% Acido Hialurénico; C, F y I: 20% Acido
hialurénico. (Tincion Azul Alcian, 40X).
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A las 8 semanas de estudio (Fig. 79), las ADMSCs no inducidas seguian
manteniendo morfologia fibroblastica. Los condrocitos y las ADMSCs inducidas tenian
nucleos redondeados y aparecian embebidas en lagunas dentro de una matriz que
presentaba una coloracion azul intensa (Figs. 79J, 79K, 79P, 79Q). Comparando la
figura 79Q con el control positivo, se apreciaron claras similitudes en cuanto a
morfologia celular y disposicién de éstas en la matriz.
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Fig. 79. Resultados histologicos obtenidos en la semana 8 de estudio. Fila superior:
matrices de condrocitos articulares. Fila intermedia: matrices de células
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADMSCs) con medio de cultivo base. Fila
inferior: matrices de ADMSCs con medio de diferenciacion condrogénico J, My O: 0%
Acido Hialurénico; K, Ny P: 5% Acido Hialurénico L, Ny K: 20% Acido hialurdnico.
(Tincion Azul Alcian, 40X).

R. Mencia

86



DISCUSION



Discusion

1. LIMITACIONES DE LAS TECNICAS ACTUALES PARA EL
TRATAMIENTO DE LOS DEFECTOS CONDRALES

Hunter, en 1743 *, dijo que “desde Hipocrates hasta nuestros dias se ha
observado que el cartilago ulcerado es un gran problema y una vez destruido no es
reparado”. En 1851, Paget continu6 diciendo: “no se han dado casos, pienso yo, en los
que una lesion del cartilago se haya reparado o una porcién perdida del cartilago se
restaure, con un cartilago articular nuevo y correctamente formado” 8,

El cartilago articular tiene una limitada capacidad para autorepararse. LoS
defectos que se extienden hasta el hueso subcondral pueden repararse mediante la
formacion de neocartilago debido a la migracion de células madre derivadas de la
médula 6sea'®. Este neocartilago no tiene las caracteristicas biomecanicas del cartilago
articular hialino y, por lo tanto, degenera con facilidad y lleva a la artrosis. Esta es la
enfermedad més prevalente del sistema musculoesquelético, afectando a mas del 15%
de la poblacién en Espafia 2, con un gran impacto sobre la capacidad para realizar
actividades de la vida diaria. Los costes adicionales que suponen su tratamiento hacen
de la enfermedad un gran problema socioeconémico en los paises desarrollados con una
larga expectativa de vida*.

Muchos cirujanos ortopédicos piensan que no es necesario que se regenere el
cartilago dafiado con cartilago hialino porque consideran que los resultados clinicos son
satisfactorios sea cual sea el tipo de tejido nuevo. Sin embargo, los estudios que
muestran satisfaccion con la reparacion mediante fibrocartilago son de corto
seguimiento, menor de 10 afios. Por ello, actualmente se piensa que la lesién condral
deberia ser reparada con cartilago hialino y que de otra manera los cambios
degenerativos ocurren invariablemente.

Las respuestas de reparacion del cartilago son diferentes en los individuos de
diferentes edades y para diferentes especies animales, existiendo abundantes referencias
bibliograficas sobre el tratamiento quir(rgico de tales defectos . Las opciones
terapéuticas se pueden dividir en 6 categorias:

1. Reduccién anatdmica y osteosintesis en el caso de fracturas osteocondrales y
osteocondritis disecante.

2. Tratamiento sintomatico para disminuir los sintomas clinicos, como son el lavado
y el desbridamiento.

3. Provocacion o estimulo de la reparacion del defecto por parte del organismo
mediante la estimulacion del hueso subcondral y la realizacion de injertos peridsticos
0 de pericondrio.

4. Implantes de condrocitos, células mesenquimales, compuestos de cartilago,
aloinjertos osteocondrales, etc.
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5. Realizacion de gestos asociados para favorecer la regeneracion, como pueden ser
las osteotomias correctoras de ejes, ligamentoplastias, etc.

6. La artroplastia sustitutiva patelofemoral, unicompartimental o total.

Hubbard y Jackson **, observaron que los pacientes con artrosis obtenian un alivio
significativo del dolor después del lavado artroscopico. El efecto, sin embargo, era sélo
temporal y la patologia subyacente no se resolvia.

El desbridamiento, por su parte, elimina el cartilago dafiado que produce sintomas
mecanicos como atrapamientos y bloqueos; y elimina restos liberados del area lesionada.
Sin embargo, no actla sobre el hueso subcondral y, aunque produce alivio de los
sintomas a corto plazo, no resuelve la causa subyacente de la lesion.

Las perforaciones mdltiples, microfracturas, espongiolizacion y abrasién son
técnicas quirdrgicas que estimulan a las células madre de la médula désea para que
migren desde el hueso subcondral al lugar del defecto. El fibrocartilago que resulta es
de diferente estructura, composicion y propiedades mecanicas que el hialino. No tiene
proteoglicanos ni otras proteinas fundamentales del cartilago hialino y es, por lo tanto,
mas susceptible a la rotura. Aunque cubra el defecto, fracasa en la distribucién de cargas
y en la prevencion de la degeneracion, con resultados clinicos generalmente pobres ?. El
fibrocartilago contiene principalmente colageno tipo | y relativamente poca cantidad de
agrecano ™. La técnica de la microfractura es un procedimiento minimamente invasivo
y de bajo coste, siendo en la actualidad el método de primera eleccion en pacientes
previamente no tratados 2.

Ritsila ® utilizé periostio suturado al hueso subcondral abrasionado, con el
cambium enfrentado al hueso. También emple6 solucion de fibrina para ayudar a la
permanencia del injerto. Inicialmente se publicaron buenos resutados. Sin embargo,
Sandelin % hizo un seguimiento a largo plazo de 14 pacientes intervenidos con esta
técnica con un solo resultado positivo. Las biopsias demostraron la presencia de
fibrocartilago. Rubak ® utiliz6 periostio para rellenar defectos producidos por
osteocondritis disecante en el condilo femoral e inicialmente inform6 de buenos
resultados. Sin embargo, Angermann ®° reexaminé a estos pacientes y solo el 43% de
ellos tenfan un resultado aceptable. En 1998, Lorentzon y Alfredson ® informaron de un
100% de resultados buenos y excelentes en 18 pacientes tratados con injerto peridstico
en la rétula, pero no se publico la evidencia microscopica de presencia de cartilago
hialino y el tiempo de seguimiento fue corto.

En 1976 Skoog y Johansson ° introdujeron la técnica de sustitucién de cartilago
articular dafiado por pericondrio en las articulaciones del dedo. Homminga y cols ®®
utilizaron pericondrio en la rodilla e inicialmente informaron de buenos resultados. El
pericondrio obtenido de las costillas fue trasplantado a varios defectos del cartilago
articular, a una superficie de hueso subcondral abrasionada y fijado con solucién de
fibrina. Desafortunadamente, el injerto de pericondrio dio lugar a la produccion de
colageno de tipo X y a osificacion encondral en aproximadamente dos tercios de los
pacientes, y la deslaminacion del injerto constituy6 también una complicacion frecuente.
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Los resultados a largo plazo tampoco estimulan la utilizacién de pericondrio en
pacientes jovenes o de mediana edad.

Matsusue y cols. *°, en 1993, fueron los primeros que publicaron sobre injertos
autologos osteocondrales maltiples extraidos con forma cilindrica de la cara lateral del
condilo del fémur para tratar las lesiones osteocondrales. Posteriormente, Hangody ®
describié la técnica de la mosaicoplastia para el tratamiento de lesiones focales
condrales y osteocondrales en el fémur y la rotula, asi como en la osteocondritis
disecante de la rodilla y del astragalo. Desde entonces, la técnica se ha difundido
ampliamente para reparar defectos del cartilago articular con cartilago hialino. Sin
embargo, algunos problemas todavia no se han resuelto: la dificultad de aplicar la
técnica a defectos muy extensos, la morbilidad del sitio donante y la dificultad para
obtener una superficie ligeramente redondeada en el lugar del injerto **.

La ventaja de la técnica de la mosaicoplastia abierta sobre la artroscopica es la
posibilidad de conseguir un mayor margen de maniobra para lograr la perpendicularidad
tanto en la extraccion de los cilindros como en su insercién. Sin embargo, los pacientes
que han sido tratados de forma artroscopica presentan tiempos de incorporacion a la
actividad laboral o deportiva mas rapidos que en los tratados con cirugia abierta.

En los casos en los que se han podido realizar segundas artroscopias obteniendo
biopsias puntuales de las zonas donante y receptora ha podido apreciarse el relleno de la
zona donante con un tipo de tejido similar al fibrocartilago, que también se encontr6 en
la interfase entre los cilindros trasplantados entre si y en la regién entre ellos y el
cartilago normal. Por otra parte, la superficie trasplantada permanecia congruente y
macroscopicamente mostraba una apariencia en color y consistencia a la palpacion
similar al cartilago hialino. En estas artroscopias de control no se aprecié pérdida de
cilindros osteocondrales trasplantados hacia el interior de la articulacion °. La
evaluacion histoldgica de las biopsias ponia de manifiesto que el cartilago trasplantado
mantenia sus rasgos hialinos (colageno tipo 11 y glucosaminoglicanos) y una integracion
en profundidad de la matriz condral en los injertos ya maduros. Estas caracteristicas
eran claras con las tinciones normales, mediante el microscopio Optico y de luz
polarizada y mediante técnicas enziméaticas *°.

Los trasplantes con aloinjertos osteocondrales estdn limitados por la
disponibilidad de donantes y so6lo realizables en pocos centros con resultados variables.
La utilizacién del aloinjerto se remonta a Lexer, en 1908 ®°. Sin embargo, Convery y
Gross " ™ han presentado resultados importantes del trasplante aloinjertado. Los
riesgos de reacciones inmunoldgicas y las enfermedades de transmision siguen
limitando el tratamieto en pacientes jovenes con lesiones focales condrales u
osteocondrales.

Una desventaja del aloinjerto osteocondral es la viabilidad celular, que supone
unicamente entre el 10% y el 30%. Con el tiempo, el cartilago no sera capaz de
integrarse en el cartilago circundante, y la fijacién puede resultar problematica. Es,
ademas, un procedimiento técnicamente exigente. Gross "* informé de resultados
significativos a largo plazo, pero en un grupo de pacientes completamente diferente y
con indicaciones totalmente distintas del tema que nos ocupa.
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Wakitani y cols. *® aislaron condrocitos usando la digestién enzimatica del

cartilago articular en conejos de 4 semanas. Estas celulas aisladas fueron introducidas
en un gel de colageno (0,27% de colégeno tipo | de la piel del conejo con una
concentracion final de células de 2x 10 millones de células/ml). Este gel fue
trasplantado en un defecto del cartilago de 4 mm de didmetro por 4 mm de profundidad
realizado en la patela. A las 24 semanas el estudio histolégico demostrd evidencia de
que las células mantenian las caracteristicas del cartilago hialino. El éxito del trasplante
en este estudio fue del 80%, mucho mayor que en publicaciones anteriores. EI motivo
de ello fue atribuido a dos factores: primero, a que los condrocitos no fueron
desplazados de su lugar debido al colageno que les fijo dentro del defecto; y segundo, a
que los condrocitos trasplantados permanecian viables debido a que el gel de colageno
les proporcionaba un ambiente adecuado para la sintesis de las macromoléculas de la
matriz. Para determinar si las caracteristicas diferenciales de los condrocitos se
mantenian, el colageno sintetizado por los condrocitos trasplantados fue analizado
bioguimicamente, demostrandose que el colageno sintetizado mayoritariamente era del
tipo 1. Como contraste, en el grupo control el colageno que rellenaba el defecto original
era del tipo I.

En otro estudio realizado por el mismo grupo *°, se cultivaron los condrocitos en
los geles de colageno afiadiendo vitamina C y trasplantando el compuesto dentro de los
defectos de la rodilla del conejo. Este compuesto tenia la elasticidad y consistencia
suficiente como para permitir modelarlo e introducirlo en el defecto. La evaluacién
histoldgica fue realizada 6 meses después de la cirugia. En el grupo en el que se realizd
el trasplante se observd una buena reparacion mantenida durante esos seis meses.

La técnica ACI (autotrasplante de condrocitos aut6logos) fue publicada por
primera vez en modelos animales en 1989 '® 2°. Sy efectividad clinica se publicé por
primera vez en 1994 *.

Brittberg y cols.®, en 1994, revisaron el resultado del trasplante de condrocitos
autélogos mediante  artroscopias realizadas a los 3 meses del procedimiento,
comprobando el aspecto del cartilago mediante palpacion con un gancho y considerando
como aceptable, biolégicamente hablando, al hecho del relleno con tejido condral
contactando con el sano al mismo nivel. Posteriormente realizaron una segunda
artroscopia y tomaron una muestra de cartilago para su analisis inmunohistoquimico y
determinacion del colageno tipo Il. En los primeros meses todos los pacientes
presentaban un resultado clinico excelente. La primera artroscopia mostré areas de
cartilago regenerado con bordes visibles a la altura del sano que lo rodeaba, con color y
textura similares. En la mayoria de los casos, sin embargo, se observaba el tipico
movimiento de ola u ondulante, demostrando un pobre anclado al hueso subcondral.

En el condilo femoral, al cabo de 2 afios, 14 de 16 pacientes continuaron
mostrando resultados clinicos excelentes o buenos y la artroscopia realizada a los 12 y
46 meses demostro que en 14 el aspecto biologico era aceptable, sin movimientos
ondulantes en la superficie. Los autores describieron la pérdida del trasplante en dos
casos, con el consiguiente mal resultado. Cuando se realiz6 la biopsia de 15 pacientes se
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observaron restos de periostio, con demostracion inmunohistoquimica de presencia de
colégeno tipo Il en 5 pacientes *.

En la patela, los resultados clinicos fueron excelentes o buenos en dos pacientes,
regulares en tres y pobres en 2 al cabo de 36 meses de seguimiento. La segunda
artroscopia demostrd un aspecto macroscopico aceptable en 3 casos y s6lo en uno se
demostro la presencia de cartilago hialino tras la biopsia. En los seis restantes solo se
identifico tejido fibroso. El resultado de los trasplantes de condrocitos autélogos en
defectos patelares fueron malos en la experiencia de Brittberg y cols.!, que los
atribuyeron a la hiperpresion y desalineacion. Por este motivo sugirieron la necesidad de
corregir las anormalidades subyacentes, del mismo modo que en los defectos condrales
femorales en rodillas inestables.

Brittberg y cols.' concluyen que el cultivo de condrocitos autélogos puede ser
usado para reparar defectos condrales en la articulacion fémorotibial y que este
tratamiento restablece la funcion al formar predominantemente cartilago similar al
hialino.

El implante de condrocitos autélogos (ACI) fue aprobado por la U.S. Food and
Drug Administration (FDA) en 1997, habiéndose realizado en mas de 20.000 pacientes
en todo el mundo *. Sin embargo, la efectividad del ACI permanece hoy en dia
controvertida debido al poco nivel de evidencia de los ensayos, que habitualmente no
eran randomizados ni controlados. Desde el afio 2000 se han publicado ensayos
controlados randomizados %% comparando ACI y mosaicoplastia, pero los resultados
no permiten llegar a una conclusién sobre cudl de estos procedimientos es mas efectivo.

En 2004, Knutsen y cols.? publicaron que no habia diferencias significativas en
los resultados macroscopicos e histolégicos de las muestras en pacientes sometidos a
ACI y a microfracturas, y que no habia asociacion entre los hallazgos histologicos y los
resultados clinicos en los primeros dos afios postratamiento. Se determind que el coste
de un ACI por paciente era de 10000 dolares y que el de la microfractura era muy
inferior, concluyéndose que habia que reconsiderar el uso del ACI.

La técnica ACI puede ser imposible de realizar en ciertas &reas de la articulacion
debido a factores anatémicos. La fijacion del colgajo peridstico u otro procedimiento
similar puede ser inseguro, especialmente en defectos con pérdida de un borde
cartilaginoso sano. Otras complicaciones publicadas incluyen la hipertrofia periostica, la
distribucion irregular de células y la pérdida de células dentro de la cavidad articular, lo
que significa una reintervencion en alrededor del 25 al 36% de los pacientes *.

La mayor causa de reoperacion es la hipertrofia del tejido’® ™ ™. Usando
membranas de coldgeno en lugar de periostio se podria reducir la necesidad de
reoperacion. Varios estudios muestran una incidencia méas baja de hipertrofia del injerto
con el uso de membranas de colageno tipo I/111 ™.

Otros investigadores ** todavia no han podido demostrar que el ACI sea efectivo
para la reparacion del los defectos del cartilago. Sin embargo, todo esto se aplica a la
primera generacion ACI que no usa una estructura, andamiaje o vehiculo. La segunda
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generacion que si usa dichos andamiajes esta siendo estudiada y se espera que su
efectividad sea mejor que en los de primera generacion.

En relacion con la evaluaciéon del resultado de los trasplantes de condrocitos, la
inmunohistoquimica es la técnica mas utilizada para detectar la presencia de fibras de
colageno tipo 11 %, que son las mas importantes en la trama macromolecular de la matriz
extracelular que da al cartilago hialino sus propiedades biomecéanicas.

La RM también sirve y es util para evaluar la morfologia del tejido de reparacion
82.83 Es un método no invasivo y alternativo a la artroscopia. Las técnicas de resonancia
magnética de alta resolucion, con o sin uso de gadolinio, han evolucionado
significativamente en los Gltimos afios. Se utiliza para evaluar el tejido de reparacion
tanto con la técnica ACI como con la MACI. Marlovits y cols. 3 demostraron, usando
RM de alta resolucion, que la implantacion y fijacién de condrocitos embebidos en un
andamiaje de membrana de colageno con pegamento de fibrina sin usar fijacion
quirdrgica presentaba una tasa de anclaje del 88% a los 35 dias del implante.

Con la RM se puede estimar la cantidad de defecto reparado, pero no su calidad.
La mejor forma es utilizar la artroscopia, si bien, obviamente, es un procedimiento
invasivo. La biopsia, mucho mas. Para intentar obviar los inconvientes de ambos se ha
investigado el uso de marcadores bioldgicos de la artrosis. Muchos investigadores han
intentado detectar los productos metabdlicos de los componentes del cartilago articular
(proteoglicanos, colageno tipo Il y proteinas no colagenas) en liquido sinovial o en
sangre. Los marcadores de osteoartrosis que se han utilizado han sido el Keratan sulfato,
que es el mas utilizado **, el condroitin 6-sulfato, el agrecano CS846, el 4cido
hialurdnico y la proteina oligomérica del cartilago.

El origen de los condrocitos es uno de los problemas mas importantes en la
técnica ACI. Los condrocitos alégenos son dificiles de obtener en algunos paises por
trabas burocraticas. Se necesita una técnica que induzca la proliferacion de condrocitos
in vitro sin que pierdan su expresion fenotipica. Cuando los condrocitos son cultivados
en monocapa, proliferan, pero rdpidamente pierden sus caracteristicas. Cuando se
cultivan en condiciones tridimensionales, como en gel de colageno mantienen su
expresion fenotipica, pero no proliferan rapidamente. ElI uso de cultivos
tridimensionales utilizando factores de crecimiento podria resolver este problema **.

El avance de la tecnologia esta consiguiendo solventar las desventajas de la
técnica ACI mediante el uso de injertos de cartilago desarrollados mediante ingenieria
tisular dentro de andamiajes o matrices en tres dimensiones *.

La evidencia es limitada en lo que respecta a la distribucién homogénea de las
células dentro del andamiaje y en cuanto al mantenimiento del fenotipo de los
condrocitos 2. Por otra parte, no se ha publicado ningtin estudio a corto o medio plazo
de los resultados clinicos e histoldgicos de la técnica MACI (implante de condrocitos
autélogos con matriz), ni de sus ventajas con respecto al ACI *2. Sin embargo, es
evidente que la técnica MACI puede reducir el tiempo quirdrgico, la morbilidad y los
riesgos de la hipertrofia peridstica y de las adherencias postoperatorias.
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Otra mejora potencial con la aplicacion de la técnica MACI es la posibilidad de
aplicar células condroprogenitoras en lugar de condrocitos articulares, con lo que
minimizariamos la morbilidad en el lugar de donacion. En esta linea se encuadra nuestro
trabajo. Basandonos en estudios previos '?*y en los trabajos publicados por Zuk %4 1%,
Wickman ° y Eriksson % decidimos utilizar las ADMSCs derivadas de la grasa
infrapatelar de las rodillas como células condroprogenitoras. Nos faltaba definir el tipo
de andamiaje en el cual vehicular esas células. La eleccion del compuesto fibrina/acido
hialurdnico se decidi6 por las ventajas de disponer de una proteina autéloga a la cuél se
afiaden diferentes concentraciones de acido hialurénico (componente del cartilago
articular), pensando que dicho andamiaje favoreceria la proliferacion y el

mantenimiento del fenotipo condrocitico tal como otros autores ya habfan publicado **®
119, 120, 121, 122
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2. TECNICA MACI: LA BUSQUEDA DEL ANDAMIAJE PERFECTO

Se han comercializado varios andamiajes o soportes como son las membranas de
colageno, el &cido hialuronico, la fibrina, el alginato, la azarosa, el chitosan y los
copolimeros sintéticos. A pesar de la difusion de este método, la matriz transportadora
ideal no se ha identificado % continuando sin respuesta muchas preguntas: ¢ Las técnicas
de ingeniera tisular para el uso MACI aseguran una distribucion homogénea de un alto
namero de condrocitos vivos?, ¢proporcionan una estabilidad biomecanica inicial?,
¢promueven la diferenciacion de los condrocitos y la formacion de matriz cartilaginosa?
y, en definitiva, ;mejoran los resultados de la técnica ACI?

Los andamiajes deben ser biocompatibles, estables mecénica y estructuralmente,
deben poder incorporar las células y que se anclen mediante moléculas bioactivas para
promover la diferenciacién/maduracion y, por Gltimo, deben ser biodegradable. Es
decir, deben comportarse Ginicamente como un soporte temporal .

Los andamiajes de colageno se han utilizado ampliamente durante décadas para la
regeneracion cartilaginosa "> " ?® '8 El colageno se puede fabricar como una
membrana, como un gel 0 como una esponja, y esta sujeto a degradacion enzimatica.

La técnica MACI original fue introducida en 1999 por Cherubino y cols. *
(Matriz-induced ACI ® ; Veringen, Leverkusen, Germany). En ella, una bicapa de
colageno I-111 era utilizada como matriz o andamiaje. Utilizaron células procedentes de
pacientes que expandieron in vitro. Una vez que crecieron se incluyeron entre dos capas
de colageno en la sala de operaciones previamente a su implantacién. La membrana se
aseguraba al defecto directamente usando un pegamento de fibrina y sin usar cobertura
de periostio.

Otras membranas de colageno utilizadas han sido la denominada Maix ®
(Matricel Hezoenrath, Germany) y la Chondro-Guide ® (Geistlich Biomaterials,
Wolhousen, Switzerland), de origen porcino.

Las membranas se degradan por digestion enzimatica y tienen dos superficies
diferentes: la externa, con buenas propiedades mecanicas y que hace de barrera, y la
interna, porosa y estimulante de las células a producir moléculas especificas de la
matriz. Se han usado ampliamente en cirugia dental y maxilofacial.

Diferentes estudios in vivo e in vitro ™ " han demostrado que la multicapa
tridimensional es un excelente medio para el anclaje de células manteniendo el fenotipo
de los condrocitos a lo largo del tiempo, asi como para limitar la migracion de las
células y la entrada de proteinas inflamatorias dentro del defecto. Un reciente estudio
en ovejas ha demostrado que la técnica MACI con colageno tiene resultados cuantitativa
%/GCuaIitativamente mejores que los que se obtienen con la técnica de las microfracturas

Gigante y cols.*” analizaron la distribucién, viabilidad y expresién fenotipica de
condrocitos humanos embebidos en una membrana de colageno. La parte residual de
cada membrana utilizada en 12 pacientes con técnica MACI fue testada por técnicas

R. Mencia

95



Discusion

colorimétricas, histoquimicas y andlisis ultraestructural. En todas las muestras se
detectaron un gran numero de células viables distribuidas homogéneamente y éstas
células expresaron los marcadores de diferenciacion de condrocitos del cartilago
hialino.

Ochi y cols. ® utilizaron el atelocolageno como andamiaje (Koken Co Ltd, Tokio,
Japan), un colageno tipo | en el que se han retirado los telopéptidos, ya que los
determinantes antigénicos de las cadenas de péptidos residen principalmente en la
region telopeptidica. El atelocoldgeno se ha utilizado en cirugia plastica y en
dermatologia. Los resultados de sus estudios apoyan la hipotesis de que el trasplante de
condrocitos cultivados en geles de atelocolageno son efectivos para reparar lesiones del
cartilago no sélo en animales, sino también en humanos, debido a que los condrocitos
mantienen el fenotipo, se reduce el riesgo de derrame o pérdida de células y existe una
uniforme distribucién de células en el defecto. La desventaja es que el andamiaje
necesita un colgajo de periostio para su cobertura.

El &cido hialuronico es el mayor componente de la matriz del cartilago y seria una
molécula ideal para las estrategias de reparacion del cartilago en ingenieria tisular
debido a su actividad multifuncional en la homeostasis condral. Se ha utilizado el
Hyaff-11® (Fidia Advanced Biopolymers Laboratories, Abano Terme, Italy) como
derivado del acido hialurénico con un alto grado de biocompatibilidad, reabsorbiéndose
totalmente en 3 meses con azucares como subproductos.

El Hyalograft C ® (Fidia Advanced Biopolymers Laboratories, Abano Terme,
Italy) es un compuesto de condrocitos que crecen en Hyaf-11 y una malla de fibras con
intersticios de tamafios variables. El cartilago articular se obtiene del paciente y crece en
un cultivo en dos dimensiones in vitro. Después, los condrocitos son transportados al
andamiaje de 4cido hialurénico con una densidad de un millon de células por cm? hasta
4 millones de células por cm?. Al cabo de dos semanas el compuesto es implantado en
la rodilla sin que, en la mayoria de los casos, se necesite fijacion del injerto. Sin
embargo, dependiendo del tamafio y de la localizacion del defecto, en alguna ocasion se
ha usado pegamento de fibrina y/o suturas para mantenerlo en su lugar.

Se ha demostrado por estudios in vitro que los condrocitos embebidos en esta
matriz mantienen su fenotipo y, por lo tanto, su capacidad para secretar proteinas y
moléculas caracteristicas de la matriz del cartilago hialino *°.

Estudios in vivo en animales han mostrado que los andamiajes de acido
hialurénico embebidos con condrocitos autdlogos son Utiles para inducir la formacion
de cartilago hialino con integracion en el tejido articular adyacente "> . Estudios de
biocompatibilidad han demostrado la seguridad de los biomateriales que contienen
Hyaff-11 ® y su capacidad para ser reabsorbidos en ausencia de una respuesta
inflamatoria. EI Hyalograft C ® fue introducido en el uso clinico en 1999 *°. Marcacci y
cols. publicaron el uso de dicho andamiaje mediante técnica quirtirgica artroscépica **.

En un reciente estudio, Ossendorf y cols. ** publicaron buenos resultados con el
uso de una modificacion de la técnica ACI basada en injerto de condrocitos embebidos
en un polimero tridimensional llamado BioSeed-C ® (material compuesto de &cido
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pliglicolico, polilactico y polidioxano). Los condrocitos autélogos cultivados y
expandidos, incluidos en fibrina, son luego depositados dentro de esta matriz. BioSeed
® es propiedad de Biotissue Technologies (Freiburg, Alemania) y es una matriz
tridimensional estable, reabsorbible, desarrollada por ingenieria tisular y utilizada en
aplicaciones ortopédicas y orales. En aquel estudio evaluaron los resultados de 40
pacientes con lesiones postraumaticas y degenerativas del cartilago articular, con un
seguimiento de 2 afios antes de la implantacion y revisiones a los 3, 6, 12 y 24 meses
después del implante. Se observo una mejoria clinica y funcional significativa y, en los
estudios histologicos, la integracion del injerto.

Los hallazgos sugieren que la técnica MACI con BioSeed-C ® es efectiva para el
tratamiento de la rodilla postraumética y degenerativa. Los autores demostraron una
serie de ventajas con el uso de esta segunda generacion ACI: por el uso de una matriz
tridimensional los condrocitos eran retenidos més eficientemente en el lugar del defecto;
y el gel de fibrina proporcionaba un ambiente favorable para que se mantuviera el
fenotipo de los condrocitos. Sin embargo, los autores no dan datos sobre la densidad
celular exacta por volumen ni detallan las técnicas de cultivo para la expansion de los
condrocitos. En los estudios histologicos se demostrd la presencia de cartilago hialino
con algo de fibrocartilago, presencia de condrocitos viables y ausencia de calcificacion,
apoptosis, necrosis y fibrosis. Sin embargo, existian diferencias en la tincién de la
matriz, lo que sugeriria que el neocartilago formado podria no ser homogéneo, con el
consiguiente compromiso de sus propiedades mecénicas. El fracaso del tratamiento
con esta técnica MACI-BioSeed-C ® es del 2,5%, que es considerablemente mas bajo
que con la técnica ACI de primera generacion, donde los fracasos alcanza el 5-13%.
Comparadas con el uso de otras matrices como el coladgeno y al acido hialurénico, las
células son mejor retenidas y, mecanicamente, méas estables. Otra ventaja es que no se
usa material de recubrimiento como el periostio, que si se usaba en la técnica ACI de
primera generacion. El polimero da estabilidad biomecanica inicial en comparacién con
el uso de geles y permite la manipulacion por parte del cirujano. Ademas, es
biorreabsorbible y tiene buena compatibilidad inmunoldgica, siendo frecuentemente
utilizado en la clinica como material de sutura (polyglactin, vicryl). En cualquier caso,
se necesita mejorar en una serie de aspectos, como son los resultados a més largo plazo,
tanto clinicos como bioldgicos; una mejor definicion de la cantidad de células que se
requieren; y la evaluacion de los efectos de la acidosis local causados por la
degradacion del biomaterial.

La fibrina es una proteina relacionada con la coagulacion de la sangre formada por
la polimerizacion del fibrindgeno en presencia de trombina. La fibrina ha sido un
biomaterial atractivo porque es biocompatible y biodegradable. Asi, se han investigado
geles de fibrina o pegamentos para la reparacion del cartilago ®. Sin embargo, los
estudios en animales in vivo han mostrado que debido a la migracion de las células el
uso de la fibrina como Unico andamiaje para la técnica MACI es limitado. Visna y
cols.”? han publicado el resultado a un afio del tratamiento de defectos cartilaginosos
con el uso de pegamentos de fibrina (Tissucol®, Baxter, Austria) comparado con las
técnicas de abrasion.

En nuestro estudio, usamos una combinacion que proporciona las ventajas de la
fibrina como proteina aut6loga y las del &cido hialurénico como componente estructural
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del cartilago que participa en su homeostasis. EI volumen de la matriz resultante fue de
1 ml, con una densidad de 25000 células/ml. El resultado fue un gel manipulable en el
que las células mantuvieron sus caracteristicas fenotipicas en el tiempo. Previamente, no
obstante, tuvimos que determinar las concentraciones dptimas de &cido hialurénico
dentro del constructo, observando que con concetraciones de mas del 20% de &cido el
fendmeno de retraccion del constructo resultaba evidente, haciéndole inviable para el
estudio.

En el estudio de Cantd '*" se implantaron ADMSCs inducidas a fenotipo
condrocitico y condrocitos embebidos en constructos con diferentes concentraciones de
acido hialuronico (Restylan®) y fibrina comercializada (Beriplast®), en el dorso de
ratas. El autor no refiri6 fendmenos de retraccion del constructo, ni siquiera al utilizar
concentraciones de mas del 50% de acido hialurénico. Al analizar la calidad y cantidad
de cartilago obtenido en las diferentes regiones del estudio observé que las células
crecieron mejor en las regiones 4 y 5, en donde la concentracion de &cido hialurénico
era menor y la concentracion de fibrina mayor. Este hecho se explicaria, segun el autor,
porque al afadir mas fibrina al andamio de acido hialuronico se favorece una mejor
distribucion espacial de las células cultivadas, lo que se traduce en una mayor
produccién de nichos celulares en el tejido final. En las regiones 1 y 2, donde la
concentracion de fibrina fue menor y la de &cido hialurénico mayor, el crecimiento de
condrocitos se observo sobre la periferia del andamio. A la palpacion se encontraron
diferencias en la consistencia de los andamios enriquecidos con células en relacion a la
proporcion de acido hialuronico y fibrina, aumentando la consistencia en relacion
directa a la proporcion de fibrina e indirectamente a la proporcion de &cido hialuronico.

Los trabajos publicados en los que se utilizan andamiajes de fibrina y &cido
hialurénico 8 119:120.121.122,123 55y myy dispares metodoldgicamente hablando. Si bien
todos abogan como andamiaje de futuro por la composicion de fibrina y &cido
hialurénico, en ninguno utilizan ADSMCs inducidas. En el trabajo de Pereira y cols. *?°
se usé el gel para la inyeccion intraarticular en lesiones experimentales en cartilago
articular de bovino. En otros, ademas de la fibrina y el acido hialurénico se utilizd
colageno tipo 1 2422, En el trabajo de Chou y cols.*** a la fibrina y acido hialurénico
se afladi6é condroitin-6-sulfato.

En un metaandlisis publicado en el afio 2009 ** se encontraron 14 estudios sobre
el resultado del uso de andamiajes para la reparacion del cartilago articular. De éstos,
ocho incluyeron el &cido hialurénico (Hyalograft C ®) como andamiaje. Tres estudios
evaluaron la técnica MACI con el uso de membranas de colageno vy, los restantes tres
estudios, con el gel de colageno tipo I, el pegamento de fibrina y el copolimero
sintético.

Se ha publicado un nimero muy limitado de estudios prospectivos comparativos
y, en la mayoria de los casos, sin grupo control. También hay estudios que comparan las
diferentes técnicas MACI y otros que comparan éstas con al ACI y con las
microfracturas y abrasion. Los resultados son muy dispares. En general,
independientemente del tipo de andamiaje utilizado, los estudios basados en la técnica
MACI *** no demuestran ventajas frente al ACI convencional, aunque tampoco se ha
demostrado que tenga ventajas el uno sobre el otro. La tasa de infeccion superficial fue
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del 0 al 2%, equivalente a la de los pacientes en los que se uso la técnica ACI; y no se
refirieron casos de artritis séptica con el MACI, mientras que si se informaron con la
técnica ACI (0-3%). Con la técnica MACI, por otra parte, habria menos casos de
artrofibrosis y fracaso del injerto, y la frecuencia de reoperaciones seria menor. Nueve
de los 14 articulos presentaron resultados de segunda vista artroscopica e histolégicos,
informando que del 66-100% de los pacientes tenian un resultado normal o cercano al
normal segun la escala visual ICRS o la escala de Brittberg. Los hallazgos histolégicos
mostraron que la frecuencia de reparacion con cartilago hialino varia del 0 al 100%.
Este amplio espectro se deberia a la diferencia en el nimero de biopsias realizadas y al
tiempo en llevarlas a cabo después de la cirugia.

No hay suficiente evidencia de que la técnica MACI proporcione una
distribucion homogénea de las células en el defecto, que se mantenga el fenotipo
condrocitico y que haya mas cartilago hialino en comparacién con la técnica ACI. Los
estudios histolégicos llevados a cabo en la técnica ACI demostraron la presencia de
cuatro capas de cartilago compuestas por una cobertura periéstica fibrosa remanente,
tejido transicional de reparacion, tejido profundo parecido al hialino (hyaline-like) y una
capa calcificada. En el estudio de Visna *2, que empled la técnica MACI con andamiaje
de fibrina, se demostro sélo la presencia de dos capas: una de tejido hyaline-like y la
capa calcificada. Esto se podria explicar porque las dos primeras capas en la técnica
ACI se desarrollan como consecuencia del uso del periostio para la fijacion de los
condrocitos.

En una cohorte de 56 pacientes con técnica MACI, Zheng y cols. ** examinaron
el fenotipo de condrocitos embebidos en andamiaje de membrana de coladgeno obtenidos
para evaluacion histoldgica a los 6 meses del trasplante. Los condrocitos aparecieron
esféricos, bien integrados en la matriz y con fenotipo caracteristico evidenciado por la
presencia de agrecanos, colageno tipo Il y la expresion de la proteina S-100. La fibrina
utilizada como sellante facilité la maduracién de los condrocitos implantados.

La tercera generacion ACI consistiria en desarrollar biofactores y agentes
genéticos almacenados en la matriz para que, de forma programada, indujeran una
respuesta condrogénica favorable e inhibieran procesos locales o sistémicos contra el
injerto.

Con todo, y de forma general, el nivel metodoldgico de las publicaciones
especificas es bajo, obligando a una interpretacion cauta de los resultados. Se
necesitarian mas estudios y mejor disefiados para determinar si la técnica MACI es una
alternativa a la ACI convencional *2.

En resumen, existe una limitada evidencia sobre la homogénea distribucion de
células en los diferentes andamiajes; del mismo modo que existen pocos estudios sobre
el mantenimiento del fenotipo de los condrocitos en aquéllos. Ninguno de los resultados
clinicos e histologicos a corto y medio plazo de estas técnicas de ingenieria tisular con
andamiaje han sido mejores que la técnica convencional del trasplante de condrocitos
autologos (ACI). Sin embargo, algunos estudios sugieren que estos métodos pueden
reducir el tiempo quirdrgico, la morbilidad y los riesgos de hipertrofia peridstica y de
adherencias postoperatorias. No obstante y a modo de conclusion, en el metaanalisis de
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Iwasa y cols. **no se recomienda actualmente el uso de las técnicas de trasplante de
condrocitos con andamiaje para uso clinico, precisdndose mas estudios randomizados y
ensayos clinicos con periodos de seguimiento largos para recomendar el uso de la
ingenieria tisular para el tratamiento de los defectos del cartilago.

En nuestro estudio demostramos que la proliferacion de ADMSCs inducidas a
estirpe condrocitica es estadisticamente significativa a las 4 semanas de cultivo en un
andamiaje de fibrina y &cido hialurénico en concentraciénes del 0,5y 20% con respecto
a las dos semanas de cultivo y al mismo andamiaje con condrocitos articulares, estos
proliferaron menos. Ademas histolégicamente se mantenia el fenotipo condrocitico a
las 8 semanas de cultivo. Como en el articulo de Iwasa ** no podemos recomendar el
uso clinico de este compuesto, tampoco es el objetivo de este estudio, pero si podemos
apoyar los resultados de otros autores en cuanto al uso de la fibrina y el acido
hialurénico como andamiaje del futuro 7118 119.123

Lee y cols. *® han investigado la posibilidad de utilizar una inyeccién articular de
células madre mesenquimales suspendidas en acido hialurénico como alternativa a las
técnicas invasivas actuales creando un defecto condral sin afectacion del hueso
subcondral en el condilo femoral medial de cerdos. Se obtuvieron células madres de la
médula dsea de cresta iliaca y se embebieron en Synvisc®, inyectandose
intraarticularmente. El grupo tratado mostré curacion histologica y morfolégica del
cartilago entre las 6 y las 12 semanas en comparacion con el grupo control. Siendo este
el primer trabajo publicado sobre la regeneracion de defectos condrales graves mediante
la inyeccion intraarticular de celulas mesenquimales, sus resultados fueron
significativos en el sentido de proponer el uso de células madre mesenquimales frente a
los condrocitos diferenciados.

Han aparecido estudios sobre el uso de andamiajes aislados, sin células madre
mesenquimales, para el tratamiento de los defectos condrales. Kon y cols. ¥ trataron asf
a un paciente de 46 afios con una lesion degenerativa del cartilago grado 4 segun la
escala ICRS, realizdndole una osteotomia valguizante y el implante de un
nanocompuesto y un andamiaje previamente al fresado de 9 mm de hueso subcondral.
El nanocompuesto era una estructura porosa de 3 capas que simulaba la anatomia
osteocondral con una capa cartilaginosa de colageno tipo I, otra intermedia tide-mark
con colageno tipo | e hidroxiapatita y una tercera capa mineralizada con colageno tipo |
e hidroxiapatita. El paciente quedd libre de dolor y mediante resonancia magnética se
aprecio la formacién de cartilago hialino-like. Considerando que el resultado fue
obtenido usando un andamiaje libre de células, es probable que el precursor
mesenquimal residente en el hueso subcondral se introdujera en el material, lo que
también demostraria la potencialidad de las células madre mesenquimales de la médula
0Osea.

En el trabajo de Toghraie y cols. * se discutié sobre la necesidad o no de utilizar
andamiajes. Utilizaron células madre derivadas de la grasa infrapatelar que inyectaron
intraarticularmente sin andamiajes. Previamente seccionaron el ligamento cruzado
anterior de la rodilla a conejos demostrando radiograficamente el desarrollo de cambios
artrosicos al cabo de 12 semanas. Los conejos que recibieron celulas mesenquimales
procedentes de la grasa infrapatelar inyectadas intraarticularmente mostraron menor
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grado de degeneracion del cartilago, formacion de osteofitos y esclerosis subcondral que
en el grupo control a las 20 semanas postcirugia. La calidad del cartilago fue
significativamente mejor en el grupo tratado con células que en control. La cantidad de
células inyectadas fue de aproximadamente un millén, suspendidas en 1 ml de medio de
cultivo.
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3. ORIGEN DE LAS CELULAS: CELULAS MESENQUIMALES DERIVADAS
DE LA MEDULA OSEA (BMMSCs) FRENTE A CELULAS MESENQUIMALES
DERIVADAS DE LA GRASA (ADMSCs)

El futuro en el campo que tratamos se basa en el uso de técnicas de ingenieria
tisular que produzcan células que, combinadas con factores de crecimiento y terapia
génica, se introduzcan en andamiajes. Desafortunadamente este esfuerzo no ha sido
apoyado por estudios apropiados o suficientes.

La investigacion actual en el campo de la biomedicina pretende el desarrollo de
procedimientos cada vez menos invasivos que reduzcan la morbilidad y promuevan una
répida recuperacion funcional de los pacientes, lo que podria derivar en una reduccion
de los costes de los actuales tratamientos médicos. Debido a esto y a las limitaciones
asociadas a los tipos de injertos disponibles en la actualidad, en los Gltimos afios la
terapia celular y la ingenieria tisular han adquirido una gran importancia en el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas para la resolucion de patologias del tejido
cartilaginoso.

Una de las alternativas mas prometedoras para el tratamiento de las alteraciones
del cartilago se centra en la utilizacion de células de naturaleza mesenquimal, como ya
hemos apuntado previamente. Desde que Phemister, en 1947, utilizara la inyeccion de
celulas madre mesenquimales de médula 6sea (BMMSCs) en pacientes con
pseudoartrosis *° y, en las décadas posteriores, Burwell definiera la capacidad
regenerativa de la médula o6sea de la cresta iliaca '®, el implante de células
mesenquimales para el tratamiento de diferentes tipos de lesiones ha ido aquiriendo
cada vez méas importancia.

Posteriormente en otras publicaciones se demostraria que las BMMSCs tienen el
potencial para diferenciarse a células especificas de tejidos mesenquimales como el
hueso y el cartilago cuando son implantadas in vivo ** ?* y también a adipocitos,
neurocitos y hepatocitos 2 27,

Se ha demostrado que las BMMSCs pueden migrar e injertarse en mdltiples
tejidos musculoesqueléticos, especialmente en los lugares dafiados, donde ocurriria la
diferenciacion especifica. EI mecanismo exacto que guia a estas células es desconocido.
Las células secretan un amplio espectro de moléculas bioactivas que tienen actividad
inmunorregulatoria y regenerativa, es decir, una actividad tréfica ademés de la
antiinflamatoria e inmunosupresora.

Wakitani y cols.”®  realizaron  trasplantes de BMMSCs en defectos
osteocartilaginosos en conejos esperando que las células pudieran regenerar el hueso y
el cartilago. Introdujeron células progenitoras procedentes del periostio de huesos
largos y de la médula 6sea en un gel de colageno en grandes defectos osteocondrales (3
X 6 x 3 mm) en la superficie de carga del condilo medial de la rodilla de los conejos. En
la otra rodilla se cred un defecto de las mismas caracteristicas, dejandolo vacio o
rellenandolo de un gel de colageno acelular. Los trasplantes se estudiaron hasta los 6
meses despues de la cirugia, comprobandose que ya desde las 2 semanas los defectos se
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rellenaban de cartilago. A las 4 semanas la zona mas profunda estaba reemplazada por
hueso y a las 24 semanas el hueso subcondral estaba totalmente reparado.

Realizados estos experimentos en conejos se pensOd que la técnica podria ser
aplicada en humanos %°. El experimento se llevé a cabo en dos pacientes con dolor en la
rodilla que no mejoraba con tratamiento conservador, realizdndose el trasplante de
células mesenquimales de médula dsea procedente de la cresta iliaca. Las células fueron
expandidas y embebidas en un gel de colageno y se trasplantaron al defecto articular en
la patela, cubriéndose con periostio autélogo. Seis meses después del trasplante los
pacientes habian mejorado clinicamente y la mejoria persisti6 hasta los 9 afios,
mostrandose ambos pacientes satisfechos con el tratamiento.

También se han utilizado células mesenquimales de médula Gsea en pacientes con
artrosis de rodilla *°. Se trasplantaron células mesenquimales embebidas en gel de
colageno en defectos condrales en el condilo femoral medial. Se realizé abrasion del
hueso subcondral y se trasplant dicho gel cubriéndolo con periostio autélogo de la
superficie anteromedial de la tibia. Aunque la mejoria clinica no fue diferente
significativamente hablando entre el grupo trasplantado y el control, si se observo
cobertura de los defectos por fibrocartilago y metacromasia. Como a los 64 meses no
habia mejoria clinica entre ambos grupos, los autores postularon que el trasplante de
células mesenquimales de la médula dsea no seria efectivo en la rodilla artrosica debido
al ambiente inflamatorio o a la edad elevada de los pacientes.

En general, el uso de células mesenquimales de médula ésea proporciona un tejido
de reparacion que no es cartilago hialino, aunque la mejoria clinica es evidente. Para
regenerar cartilago articular mediante trasplante celular es esencial que las células
proliferen sin perder la capacidad de diferenciacion **.

Los problemas potenciales del uso de células mesenquimales de médula Gsea son
la posibilidad de degeneracion tumoral, la de transmitir enfermedades tales como la
encefalopatia espongiforme bovina por el uso de proteinas xenogénicas para los cultivos
de las células, y el coste excesivo de las técnicas .

Otros investigadores han utilizado otro tipo de células para formar cartilago
hialino. Células progenitoras osteocondrales o células mesenquimales pluripotenciales
parecen existir en muchas clases de tejidos, como es el sinovial, el muscular o el
adiposo ™,y son relativamente féciles de obtener. Parece ser que las células sinoviales
tienen la mejor capacidad para diferenciarse a cartilago . Las mesenquimales derivadas
de la grasa son interminables * puesto que el exceso de grasa de la poblacién hace facil
la obtencion de gran cantidad de células mesenguimales derivadas de este tejido.
También se han utilizado células mesenquimales derivadas del musculo junto con
proteina morfogenética (BMP-2), y células embrionarias para la reparacién de defectos
cartilaginosos, aunque estas ultimas son dificiles de diferenciar exclusivamente a
condrocitos **. En una reciente publicacién ¥, se comparan células mesenquimales
derivadas de la placenta humana (HPMSCs) con las BMMSCs embebidas y cultivadas
en matrices tridimensionales de alginato, comprobandose una mayor produccion de
glucosaminoglicanos y colageno tipo Il con el uso de HPMSCs, lo que las haria mas
recomendables para su uso.
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Eriksson y cols. % fueron los primeros que demostraron que las células
mesenquimales derivadas del tejido adiposo humano (grasa subcuténea) poseian la
capacidad para sintetizar proteinas de la matriz del cartilago cuando se cultivaban en
ambientes tridimensionales y en presencia de TGF B y dexametasona. También hicieron
notar que estas células representaban una poblacidbn no homogénea conteniendo
pequefias cantidades de pericitos, células endoteliales y pequefias células musculares.
Las células mesenquimales fueron aisladas del tejido adiposo subcutdneo humano
obtenido por liposuccion y fueron expandidas in vitro. Las células mesenquimales
sintetizaron abundantes moléculas de la matriz cartilaginosa, como colageno tipo I, VI
y condroitin 4-sulfato. Los autores también  implantaron discos de células
mesenquimales derivadas de la grasa en el tejido subcutaneo del dorso de ratones
observandose tinciones positivas para colageno tipo Il, colageno tipo VI 'y 2B6 epitope
del agrecano. Concluyeron que el TGF B era un factor clave en la regulacion de la
proliferacion celular y la diferenciacion. Este factor se ha encontrado en altas
concentraciones en el cartilago embrionario y puede conducir a la diferenciacién
condrogénica. En nuestro trabajo, la concentracion de TGF f utilizada para el cultivo de
condrocitos derivados del cartilago articular y para la induccion de ADMSCs fue de 10
ng/ml. También comprobaron que el incremento de concentraciones de proteoglicanos
extracelulares causaban una reduccion en la tasa de sintesis de proteoglicanos por los
condrocitos a traves de un mecanismo de feedback en el que estaba implicado el
receptor CD44 del acido hialurénico.

La grasa infrapatelar de la rodilla es una estructura heterogénea y fibrosa que
difiere significativamente de los tejidos obtenidos de liposuccion. Algunos cirujanos la
extirpan durante la prétesis de rodilla tratando de prevenir la artrofibrosis. Otros piensan
que es una estructura crucial en la rodilla y que se debe respetar. Sin embargo, no hay
evidencia al respecto y todo es experiencia clinica. El estudio histolégico con
hematoxilina eosina indica que gran cantidad de la grasa es tejido colageno denso y que
también contiene pericitos, células endoteliales y células musculares ligeras. Un analisis
de los marcadores de superfice de las células indica un perfil similar a las células
multipotenciales aisladas de la médula 6sea o del tejido adiposo subcutaneo. En general,
la poblacion de estos tejidos comparte las mismas moléculas de adhesion y receptores.
Tres de estos marcadores comunes, el CD105, el CD106 y el CD166, se han usado para
definr la poblacion de médula désea llamada células mesenquimales que son capaces de
adipogénesis, condrogénesis y osteogénesis. En contraste, no se identificaron
marcadores de la linea hematopoyética, como el CD14, el CD34 y el CD45. Sin
embargo, el perfil de las proteinas de superficie no es idéntica a la de la grasa
subcutanea o de la médula dsea y esta diferencia puede reflejar un significativo nimero
de fibroblastos dada la cantidad de tejido conectivo denso en esta grasa. También se han
observado sinoviocitos, que se interpretan porgue la grasa se ancla en la membrana
sinovial de la rodilla.

En el estudio de Wickham y cols. * se demostré que la grasa infrapatelar de las
rodillas adultas contenia células progenitoras con la capacidad para diferenciarse a
condrocitos, osteoblastos o adipocitos bajo apropiadas condiciones de cultivo. Usando
condiciones de cultivo definidas, las células mesenquimales derivadas de la grasa se
diferenciaban a células con fenotipo caracteristico de condrocitos que sintetizaban
moléculas de la matriz del cartilago, adipocitos con vacuolas lipidicas y leptina u
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osteoblastos formando tejido mineralizado. En su trabajo, obtuvieron grasa procedente
de las intervenciones para artroplastia de rodilla y usaron técnicas de citometria de flujo
e inmunohistoquimicas. La evidencia de condrogénesis fue evaluada basandose en la
deteccion inmunohistoquimica de proteinas de la matriz cartilaginosa, incluyendo
colageno tipo I, 11 VI 'y X y condroitin 4 sulfato.

El uso de células mesenquimales derivadas del tejido graso (ADMSCs), presenta
ventajas técnicas con respecto a las de origen de médula 6sea. Para obtener celulas
madre en médula 6sea se debe realizar una biopsia de médula 6sea, que es un proceso
doloroso tanto durante la fase quirdrgica como en el postoperatorio, y que puede dar
complicaciones de la zona dadora. Ademas, el nimero de células que se obtiene es
limitado '°*. Sin embargo, el tejido adiposo esta localizado en zonas superficiales
accesibles, con lo que el proceso de obtencion es técnicamente sencillo y requiere
minima incisién quirdrgica con anestésico local. Esto nos permite extraer el tejido
necesario para obtener un buen niimero de células madre % 132133,

Parece que no existen diferencias siginificativas entre las ADMSCs vy las
BMMSCs en cuanto a rendimiento de células adherentes, cinética de crecimiento,
senescencia celular y capacidad de diferenciacion '°. Sin embargo,  existen
investigaciones recientes que afirman que a partir del tejido adiposo se obtiene un
mayor nimero de células madre mesenquimales y con mayor capacidad proliferativa
que las aisladas de médula 6sea '®. No obstante, trabajos actuales **° sugieren que
ambos tipos celulares tienen un comportamiento similar tanto en presencia como en
ausencia de TGF B, por lo que serian igualmente validas para ser utilizadas en ingenieria
tisular.

Se ha demostrado que las ADMSCs son capaces de adquirir fenotipos de hueso,
cartilago, grasa o miocardio, ademas de piel y neuronas. Esta capacidad de
diferenciacion va a depender de la constitucion de determinados microambientes
mediante la adicién in vitro de determinados factores de crecimiento y proteinas.
Debido a su potencialidad, ya existen multitud de estudios previos en los que se ha

conseguido, in vitro, la obtencidn de células 6seas a partir de poblaciones de ADMSCs
104, 105

En un estudio previo al actual **, realizado por nuestro equipo, en una fase inicial

obtuvimos células troncales mesenquimales derivadas de la grasa de la cola de ovejas
raza Asaaf. Posteriormente las procesamos e, in vitro, las diferenciamos a células con
fenotipo osteogénico que finalmente implantamos en un defecto Gseo cavitario
practicado en el fémur de la oveja. Como osteoinductor utilizamos el plasma rico en
plaquetas y como osteoconductor hetereoinjerto bovino de hueso liofilizado. Llegamos
a la conclusion de que la diferenciacion de células troncales derivadas de la grasa
(ADMSC) antes de su implante favorece la regeneracién 6sea de defectos cavitarios en
el fémur de la oveja Asaaf. Sin embargo, cuando se implantan conjuntamente con
plasma rico en plaquetas (PRP) y heteroinjerto la respuesta no es mayor, pudiendo
incluso dificultar la incorporacion del heteroinjerto. Con estos precedentes, disefiamos
el actual estudio, diferenciando ADMSCs de la grasa infrapatelar de la rodilla humana
a condrocitos, cultivandolos in vitro en un compuesto de fibrina y acido hialuronico.
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Una segunda fase consistird en implantar esos constructos en defectos condrales
animales y asi poder comprobar la cantidad y calidad de cartilago formado.

Nuestro trabajo carece de estudios inmunohistoquimicos, pero aporta estudios
histologicos en los que se demuestra la diferenciacion condrocitica mantenida durante 8
semanas de ADMSCs inducidas embebidas en matrices de fibrina y acido hialurénico a
diferentes concentraciones. Que estas células madre derivadas de la grasa infrapatelar
fueran obtenidas de poblacion envejecida (68+-11) sugiere que la multipotencialidad de
las células continGa en estados avanzados de la vida. Los estudios en tejido graso
subcutaneo se han hecho en pacientes con una media de 40 afios de edad. Nuestro
trabajo indica que la grasa infrapatelar de las rodillas adultas es una fuente con potencial
multilinaje, similar a aquellas células derivadas de la médula 6sea o del tejido adiposo
subcutaneo.
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4. DISCUSION SOBRE EL METODO Y RESULTADOS

Desde que en el afo 2001 los estudios de Zuk y su equipo demostraran la
presencia de células madre mesenquimales multipotentes en el tejido adiposo %% %4,
éste se ha convertido en el centro de atencion de los investigadores y especialistas
clinicos que buscan una alternativa a la médula 6sea como fuente de células madre para
técnicas de ingenieria tisular. Los depositos subcutaneos de tejido adiposo son
abundantes, accesibles y renovables, por lo que suponen una reserva potencial de
células madre adultas en cada individuo **’.

Los protocolos de aislamiento, cultivo y diferenciacion utilizados por la mayoria
de los grupos de investigacion que trabajan con ADMSCs se basan en los publicados
por Zuk y su equipo en los afios 2001 ®* y 2002 1. En cada estudio, sin embargo, el
protocolo estdndar es ligeramente diferente. Se introducen variables como la
concentracion de colagenasa %% 1% 119 |3 agitacion de las muestras 1 1 12 gy
filtracion ° o, incluso, se omiten datos fundamentales como la temperatura de
transporte o el tiempo transcurrido hasta el procesamiento de la muestra 1% 109 110111, 112
Las variaciones pueden llevar a diferentes rendimientos celulares y a alterar los
resultados alcanzados por los diferentes equipos, lo que pone en evidencia la necesidad
de definir las condiciones Optimas de aislamiento de ADMSCs para poder utilizar
protocolos estandarizados cuyos resultados sean comparables.

En cuanto a la temperatura de preservacion de las muestras hasta su procesamiento,
generalmente se asume que la preservacion en frio ralentiza el metabolismo celular y
que, por lo tanto, retrasa la muerte de las células tras la extraccion de las biopsias. En un
estudio realizado por Matsumoto en 2007, esta teoria se vio corroborada mediante la
comparacion de los rendimientos celulares obtenidos a partir de lipoaspirado humano
preservado a 4° C, - 80° C g/ temperatura ambiente durante periodos de tiempo que iban
desde 1 hora hasta 1 mes **°.

En nuestros experimentos, sin embargo, se obtuvieron mayores rendimientos
celulares tras la digestion de las muestras preservadas a temperatura ambiente que con
las conservadas en condiciones de hipotermia, si bien es cierto que en ningun caso el
tiempo que transcurrié desde la toma de la biopsia hasta su procesamiento superé las 8
horas y que, al contrario que en el estudio de Matsumoto ™3, las muestras de tejido
graso fueron extraidas mediante reseccion quirargica y no por liposuccion. La
preservacion en frio de los fragmentos grasos podria llevar al endurecimiento de los
mismos dificultando asi la posterior digestion enzimatica.

En lo referente a la digestion del tejido adiposo, aunque las condiciones generales
para el aislamiento de ADMSCs empleadas en la mayoria de las publicaciones derivan
del protocolo original desarrollado por Zuk en 2001 ', diferentes investigadores han
introducido pequefias variables 1% 1% 10 111112 40 “seqiin nuestros resultados, afectan
considerablemente al nimero de ADMSCs aisladas. Entre ellas, la agitacion magnética
durante la digestion y el filtrado de la solucion obtenida, siendo ambos procedimientos
contraproducentes a la hora de tratar de obtener mayores rendimientos celulares.
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La agitacion magnetica durante la digestion enzimatica resulté ser una técnica
agresiva que dafiaba las membranas celulares disminuyendo la viabilidad de las células
presentes en la muestra. La filtracién permitio retirar los restos de tejido sin digerir, pero
en el filtro también quedaron atrapadas gran cantidad de células, por lo que en todos los
casos se obtuvieron mayores rendimientos celulares a partir de las muestras no filtradas.

Tras el aislamiento de la poblacion de ADMSCs presentes en el tejido graso, el
establecimiento del cultivo primario difiere en la bibliografia consultada en lo referente
a la densidad de siembra, que puede oscilar desde las 3,5x10° células/cm? ™, hasta las
1x10° células/cm? *, y el tamafio de la superficie plastica sobre la que ésta se lleva a
cabo, que puede oscilar entre los 2 cm? y los 225 cm? **°.

La densidad de siembra del cultivo primario result6 ser un factor clave a la hora de
obtener cultivos celulares viables. Densidades de siembra iniciales de 3x10* células/cm?
en pocillos de 2 cm? fueron lo suficientemente altas como para asegurar el cultivo
primario, dado que, segin nuestra experiencia, densidades de siembra menores a la
citada pueden ser demasiado bajas como para que los cultivos lleguen al estado de
preconfluencia en un tiempo menor a 15 dias, lo cual puede llevar a la pérdida del
cultivo.

Ademas, esta densidad de siembra inicial permite obtener tasas de expansion
medias de 4 veces el nimero de células original en el cultivo primario, y 20 veces tras el
subcultivo de las células a una densidad de 5x10° células/cm?. Esto permite obtener
gran cantidad de células en pases tempranos, lo cual es fundamental a la hora de disefiar
nuevas estrategias terapéuticas en el campo de la ingenieria tisular, dado que se requiere
un elevado nimero de células. El subcultivo prolongado de las poblaciones celulares no
es recomendable debido a la posibilidad de transformacién de las células.

Una de las caracteristicas que las células deben cumplir para ser consideradas
células madre mesenquimales segun las recomendaciones de la Sociedad Internacional
de Investigacion con Células Madre (ISSCR) es que sean capaces de diferenciarse, al
menos, hacia células de tipo seo, cartilaginoso y adipocitico **°. Bajo condiciones de
cultivo especificas, las poblaciones celulares aisladas mediante el método descrito son
capaces de mostrar caracteristicas especificas de las células 6seas (mineralizacion de la
matriz extracelular), adiposas (acumulacion intracelular de lipidos) y cartilaginosas
(morfologia condrocitica y sintesis de proteoglicanos acidos). En nuestro trabajo, en
todos los casos estudiados las poblaciones celulares mostraron su capacidad de
diferenciacion hacia diferentes estirpes celulares tras la expansion in vitro y cultivo en
medio especifico.

Cuantificamos la proliferacion celular en los andamiajes con diferentes
concentraciones de acido hialurénico a las 2 y 4 semanas, observando diferencias
significativas en cuanto a la proliferacion de ADMSCs inducidas entre las 2 y las 4
semanas Yy entre los andamiajes de condrocitos y ADMSCs inducidas a las 4 semanas.
Podemos explicar este fenomeno por la mayor capacidad de diferenciacion y
crecimiento de las ADMSCs inducidas a lo largo del tiempo en comparacion con los
condrocitos, perfilandose como poblacion de origen en técnicas de ingenieria tisular a la
hora de fabricar andamiajes.
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En el trabajo de Cantt ', el mas parecido metodolégicamente hablando al nuestro,

no se cuantifica la proliferacion celular en el constructo. Sin embargo, si se utilizan
técnicas de inmunohistoquimica e histoldgicas llegando a la conclusion de que el tejido
formado tras su implantacién en el dorso de las ratas es fibrocartilago debido a la alta
presencia de colageno tipo I. También refiere que a mayor concentracion de acido
hialuronico el crecimiento celular era menor tanto para las ADMSCs inducidas como
para los condrocitos articulares. En el trabajo de Park y cols.'*?, el contenido de
glucosaminoglicanos a las 4 semanas fue mas elevado en el constructo de fibrina/acido
hialurénico que en los de fibrina sélo.

Segin Rampichova y cols. ™8 la calidad del tejido de reparacion es dependiente
de la concentracion de condrocitos en el constructo. Nuestros resultados apoyarian la
tesis de que un constructo fibrina/acido hialurénico con concentraciones del 5% al
20% y embebidos con ADMSCs inducidas seria el ideal para los procesos de
reparacion del cartilago y estaria en consonancia con los trabajos analizados.

En cuanto a nuestros resultados histoldgicos, a pesar de no utilizar técnicas
cuantitativas  inmunohistoquimicas, demostramos ausencia de diferenciacion
condrocitica en los constructos con ADMSCs no inducidas. Las células siguieron
manteniendo su aspecto fusiforme original fuera cuél fuera la concentracion de acido
hialurénico y el tiempo transcurrido. Sin embargo la matriz extracelular se tifid, aunque
débilmente, de azul. El hecho se explicaria por el ambiente tridimensional que
favoreceria la produccion de glucosaminoglicanos, aunque la célula no esté
completamente diferenciada. A las 8 semanas de estudio, las ADMSCs no inducidas
siguieron manteniendo morfologia fibroblastica. Los condrocitos y las ADMSCs
inducidas mostraron nucleos redondeados y aparecieron embebidas en lagunas dentro
de una matriz que presentaba una coloracion azul intensa. Esta coloracion era
subjetivamente mas intensa cuanto mayor era la concentracién de acido hialurénico, lo
que estarfa de acuerdo con las conclusiones de Park *°en cuanto a una relacién directa
entre la cantidad de glucosaminoglicanos y la concentracién de acido hialuronico.

Los resultados cuantitativos e histoldgicos de nuestro estudio apuntan a que los
constructos de fibrina y acido hialurénico a concentraciones no superiores al 20% con
una poblacion celular de ADMSCs inducidas a diferenciacion condrocitica podria tener
utilidad en el tratamiento de las lesiones condrales. Estudios experimentales en
animales y, posteriormente, clinicos, deberian continuar y complementar este trabajo.
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CONCLUSION 1: Es posible aislar y cultivar condrocitos derivados del cartilago
articular mediante técnicas de digestion mecanica y enzimatica.

CONCLUSION 2: Es posible aislar y cultivar células madre mesenquimales derivadas
de la grasa de Hoffa mediante técnicas de digestion mecanica y enzimatica.

CONCLUSION 3: Las condiciones 6ptimas para el cultivo primario de las células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo son: preservacion de las muestras a
temperatura ambiente, digestién con colagenasa tipo | a una concentracion de 2 mg/ml,
sin agitacion magnética durante la digestion enzimatica y sin filtrado posterior, con una
densidad de siembra de 30.000 células/cm?, incubacién a 37°C y al 5% de CO,en una
atmosfera con el 95% de humedad.

CONCLUSION 4: Es posible cultivar condrocitos derivados del cartilago articular y
células madre mesenquimales derivadas de la grasa de Hoffa diferenciadas a fenotipo
condrocitico embebidas en una hidrogel tridimensional de fibrina y acido hialuronico
mediante la adicién de suplementos nutricionales y factores de crecimiento especificos.

CONCLUSION 5: La proliferacion de células madre mesenquimales inducidas
derivadas de la grasa de Hoffa embebidas en matrices de fibrina aut6loga y acido
hialuronico a concentraciones de 0%, 5% y 20% es significativamente mayor en
comparacion con la de condrocitos derivados del cartilago articular a las 4 semanas de
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cultivo. Al cabo de 8 semanas de cultivo ambos grupos celulares mantienen su fenotipo
condrocitico.

CONCLUSION 6: La buena funcionalidad de los condrocitos derivados del cartilago
articular y de las células madre mesenquimales derivadas de la grasa de Hoffa
diferenciadas a fenotipo condrocitico cuando son embebidos en matrices de fibrina
autologa y acido hialurénico a concentraciones de 0%, 5% y 20%, supone que esas
combinaciones sean un buen sustitutivo bioldgico para la estructura del cartilago y
merecen ser la base sobre la que continuar nuevas investigaciones clinicas con el fin
ultimo de la reparacion condral.

CONCLUSION 7: La grasa infrapatelar de las rodillas adultas es una fuente de células
madre con potencial de diferenciacién a otras estirpes celulares, similar a las células
derivadas de la médula 6sea o del tejido adiposo subcutaneo. Que estas células madre
derivadas de la grasa infrapatelar fueran obtenidas de poblacién envejecida sugiere que
su multipotencialidad continta en estados avanzados de la vida.
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A

C/ Altos de
Tel: 987 23

Complejo Asistencial l-‘ Sacyl

Universitario de Leon

Nava, s/n — 24071 LEON
74 00. Fax: 987 23 33 22

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DON’ACIC')N
DE TEJIDOS DESECHADOS DURANTE EL IMPLANTE DE UNA PROTESIS
ARTICULAR DEL MIEMBRO INFERIOR

FINALIDAD

Obtencidén de restos tisulares osteo-condrales para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas dentro del campo de la Cirugia Ortopédica y Traumatologia. Los resultados de

esta

Investigacion Biomédica ayudaran a mejorar el abordaje de determinadas patologias del

sistema musculo-esquelético.

DESCRIPCION DEL PROCESO

Los restos tisulares donados van a ser sometidos a un procesamiento que consistira en las
siguientes fases:

Dentro del proceso de asistencia hospitalaria se realizara la recogida de los restos
tisulares, siempre por profesionales debidamente cualificados, bajo condiciones de
asepsia.

Custodia de las muestras de tejido osteo-condral, a fin de ponerlas a disposicion del
personal investigador del Establecimiento de Tejidos Humanos de la Fundacion Clinica
San Francisco de Ledn, para el desarrollo de proyectos amparados bajo los principios
éticos y legales definidos por la legislacién vigente en cuanto a Investigacion Biomédica
(Ley 14/2007).

OTRAS CONSIDERACIONES

Toda la informacién referente al donante quedard registrada en los ficheros del
Establecimiento de Tejidos de la Fundacion Clinica San Francisco de Leén. Esta sera
debidamente codificada, de tal forma que la identidad del donante quedara protegida tal
y como establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal (Ley
Organica 15/1999).

El donante no recibird ninguna compensacién econdémica o de otro tipo por las muestras
donadas vy, éstas a su vez, no tendran valor comercial. No obstante, la informacion
generada a partir de los estudios realizados sobre las muestras podria ser fuente de
beneficios comerciales. En tal caso, estan previstos mecanismos para gque estos
beneficios reviertan en la salud de la poblacion.

En todo momento el donante se encuentra bajo el derecho de revocar el presente
consentimiento, asi como también solicitar la exclusién de sus muestras tisulares del
presente estudio, procediéndose a la destruccién de las mismas. Dicha revocacién no
supondra perjuicio alguno para el donante.

ﬁ‘” Junta de
% castilla y Le6n

Consejeria de Sanidad

Anexo 1. Anverso del consentimiento informado para la donacion de muestras.
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A

C/ Altos de
Tel: 987 23

Complejo Asistencial l. Sacyl

Universitario de Leén

Nava, s/n— 24071 LEON
74 00. Fax: 987 23 33 22

DECLARACIONES Y FIRMAS

DON/DONA:

FECHA DE NACIMIENTO D.N.IL
DOMICILIO

DON/DONA

FECHA DE NACIMIENTO D.N.IL
DOMICILIO

EN CALIDAD DE (representante legal, familia o allegado)
DE (nombre y apellidos del paciente)

DECLARO

Conocer que durante la intervencién para el implante de una protesis articular del
miembro inferior, parte de los restos tisulares desechados seran recogidos con fines de
investigacion biomédica, sin que ello influya en los resultados de la intervencién ni el
tiempo quirdrgico.

Conocer el lugar de obtencidn y depdsito de dichos restos tisulares, asi como la finalidad
a la que van dirigidos.

Saber que el hecho de la donacién de las muestras es un acto totalmente voluntario.
Estar informado de que tanto las muestras como los datos seran manejados bajo el
principio de confidencialidad.

Conocer que en cualquier momento puedo revocar el presente consentimiento.

Haber comprendido todas las explicaciones que se han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo, y que el facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las
observaciones y ha aclarado todas las dudas que he planteado.

Por ello, manifiesto que estando satisfecho con la informacién recibida y CONSIENTO Ila
donacion de parte de los tejidos desechados (cartilage y grasa) con la finalidad de gue éstos
sean utilizados con fines cientificos

EN (lugar): - N
FECHA:
Fdo. (EL MEDICO) Fdo. (EL PACIENTE)

?5‘!' Junta de
ﬁ@ Castilla y Ledn

Consejeria de Sanidad

Anexo 1. Reverso del consentimiento informado para la donacién de muestras.
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Ingenieria Tisular Aplicada a la Regeneracion del Cartilago Articular:
Condrocitos Articulares frente a Células Madre de Tejido Adiposo.

Fecha

Informacién del donante

Espacio reservado
para pegatina

Muestra Hora de recogida

Condiciones de

0 Cartilago Articular -
preservacion

Muestra Hora de recogida

0 Grasa Hoffa Condiciones de
preservacion

Observaciones

Anexo 2. Formulario empleado para el control de las muestras.
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