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Aislamienio y mantenimiento tridimensional de condrocilos de rata Wistar adulta como modelo
en el estudio de la ostecartrosis experimental

1. RESUMEN

Se mantuvieron condrocitos de rata Wistar de tres meses de edad en un sistema
tridimensional empleando geles de alginato. Las células fueron obtenidas por
medio de la digestién enzimatica con tripsina y colagenasa del cartflago articular
hialino del plato tibial, céndilo y cabeza femoral,. Posteriormente los condrocitos
fueron atrapados en el gel de alginato al 1.2%, el cual gelificd en forma de perlas,
en una solucion de CaClz 102 mM.

Las perlas se mantuvieron en medio DMEM/F12 suplementado con FBS 10%,
acido ascorbico 25 pg/ml, gentamicina 50 pg/mL y anfotericina B 1 pg/mL; se
determino el numero de células viables, se observé la morfologla ceiular y
ultraestructural por medio de microscopia oOptica y microscopia electrénica de
transmision. Se detect6 colagena tipo |l (marcador fenotipico del condrocito) a
través de inmunoflucrescencia.

Antes de 28 dias los condrocitos se mantuvieron viables hasta un 70%. El estudio
de la morfologia celular y ultraestructural de los condrocitos en cultivo antes de 14
dias mostrd células de forma redondeada, nucleo prominente, cromatina dispersa,
un reticulo endoplasmico abundante asi como un gran numero de mitocondrias.
También se observaron algunas estructuras tipo coldgena en la periferia celutar.
Lo anterior se confirmé al detectar colagena tipo 1i en ésta zona. A los 21 dias los
condrocitos comenzaron a mostrar signos de degeneracién. Los resultados

sugieren que el mantenimiento de condrocitos de rata adulta en perlas de alginato

Guadalupe Minam Huerta Pérez
Qimica Farmacéutica Biologa  FES-Cuaufitian - UNAM




Aislamiento y mantenimiento tridimensional de condrocltos de rata Wistar adulta como modelo
an el estudio de |a osteoartrosis experimental

se haga antes de 15 dias para asegurar el fenotipo, viabilidad y actividad

metabélica de los mismos.

Guadalupe Miriam Huerta Pérez
Qimica Famatéutica Biologa  FES-Cuautitlan - UNAM
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Aislamiento y mantenimiento tridimensional de condrocitos de rata Wistar adulta como modelo
en el estudio de la oslecartrosis experimental

2. INTRODUCCION

La Osteoartrosis (CA) es una enfermedad erénico degenerativa que se caracteriza
por la degeneracion del cartilago articular hialino de las articutaciones quedando
expuesto el hueso contra el hueso lo que provoca un dolor intenso.

Esta enfermedad sobreviene con el envejecimiento aunque en los Ultimos afos su
incidencia ha aumentado en jévenes deportistas (con un promedio de 27.4 afios)
que realizan ejercicios fuertes que sobrecargan sus articulaciones; segln
publicaciones internacionales especializadas en ¢l tema (Abyad and Boyer, 1992,
Levy et al., 1993; Ershova et al., 1892).

Las lesiones se presentan principalmente en rodillas, cadera, y hombros; aunque
pueden presentarse en codos, manos, pies y tobillos; incluso en la mandibula.

En México, la OA es la cuarta causa de visita médica dentro del area de
Reumatologia def IMSS, aunque se sabe que la enfermedad es mas frecuente en
personas de 65 afios 0 mas.

De acuerdo con el INEG) para el afio 2000 ef promedio de vida sera de 74.4 afios
y para el 2030 de 79.2 afios. Lo que significa que ia poblacién de la tercera edad
aumentaria 4.7 % en el 2000; 6% en el 2010 y a 11.9% en el 2030. Esto justifica la
prioridad que se le esta dando en las instituciones de salud a este tipo de
enfermedades, que tienen un gran significado econémico y social.

Dadas estas circunstancias, multiples grupos de investigadores realizan trabajos
con la finalidad de elucidar el mecanismo fisiopatolégico de fa enfermedad. Para

L2

Guadafupe Miriam Huerta Pérez
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Aislamisnio y mantenimisnto tridimensional de condrocitos de rata Wistar adulta como modelo
en el estudio de fa osteoartrosis experimental

ello han establecido modelos animales y cultivos celulares. En este ltimo aspecto
se han realizado diversos ensayos encontrandose que el cultivo de condrocitos
inmersos en geles de alginato presenta maltiples ventajas, entre ellas la de
conservar el fenotipo celular y hacer mas facil la recuperacion de las células
cultivadas ya que el gel puede ser solubilizado por ta adicién de un agente
quelante.

€l tener un modelo in vitro, como el cultivo de condrocitos en perlas de alginato

permite el estudio de la sintesis y degradacién de la matriz extracelular, ademas

que en &l se pueden ensayar estrategias terapéuticas.

Guadalupe Miriam Huerta Pérez
Qimica Farmacéutica Biologa FES-Cuautitlan - UNAM




Aistamienio y mantenimiento tridimensional de condrocitos de rata Wistar adulta como medslo
en ef estudio de la oslgoartrosis experimental

3. MARCO TEORICO

3.1. CARACTERISTICAS DEL CARTILAGO ARTICULAR HIALINO

El cartilago es un tipo de tejido conectivo, con las siguientes caracteristicas.

LOCALIZACION

Se ubica en dos regiones: las extraesqueléticas, como los anillos de la pared de a
traquea, los tubos aéreos de mayor calibre que comunican a los pulmones,
laringe, nariz, entre otros sitios. La ofra regién donde se encuentra s en |a

superficie de las articulaciones méviles de los huesos {Ham y Cormack, 1984).

CLASIFICACION

Existen tres tipos de cartilago:

a) Hialino, es un tejido liso y brillante, que puede verse de color azul nacarado en
animales inmaduros, de color blanco denso en adultos ¥ ligeramente amariliento
en los ancianos; dicho tejido se encuentra en la superficie y en el plato de
crecimiento del hueso {Fig. 1).

b) Elastico, este tipo de cartilago presenta una gran flexibilidad debido a la
presencia de elastina; esie tejido lo podemos encontrar en la ofeja.

¢) Fibrocartilago, posee una gran cantidad de colagena y forma parte de los

tendones y discos intervertebrales (Ham y Cormack, 1984).

Guadalupe Misiam Huerta Pérez
Qimica Farmacéutica Biologa FES-Cuautitlan - UNAM




Aistamiento y mantenimiento tridimensional de condrocitos de rala Wistar adulta como modelo
en el estudio de la ostecartrosis experimentat

Figura 1. Localizacién del cantilago sricular hialino en la articulacién de la rodilla humana secclonada en el
plano sagital que se indica en el recuadro (Cormack, 1988).

COMPOSICION DEL CARTILAGO ARTICULAR HIALINO

El cartilago estd constituido por:

a) Agua. El cantilago es un tejido hiperhidratado (60-80% del peso total), su
contenido varia en cada sitio del cartilago y su presencia se debe a que forma un

gel cuando se une a los proteogiicanos o a la colagena.

t) Una matriz extracelular compuesta por:
# Proteoglicanos constituidos por aproximadamente 100 monémeros de agrecan,

cada uno de ellos esta formado por una proteina central a la cual se le unen

Guadalupe Miriam Huerta Pérez
Qirnica Farmacautica Biologa FES-Cuautitlan - UNAM



Aislamiento y mantenimiento iridimensional de condrocitos de rata Wistar adulta como modelo
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covalentemente cadenas de glucosaminoglicanes (Tabla 1). Estos monémeros se
enlazan a una cadena de acido hialurénico a través de dos proteinas, como se
muestra en la figura 2. Los principales proteoglicanos del cartitago (5-10% del
tejido seco), son los que contienen condroitinsulfato-4 y gqueratansulfato. Estas
moléculas se localizan en el espacio interfibrilar de la ﬁatﬁz del cartilago
proporcionando al tejido resistencia a la compresion y elasticidad (Heinegard y
Oldberg, 1988).

Ademas los proteoglicanos ayudan a proveer de agua para ia lubricacién de la
superficie, mantener la posicion espacial de {as fibras proteicas, influenciar la
formacién de fibras y posiblemente previenen a calcificacion; ademas determinan

la permeabilidad de la matriz (Alberts et al., 1994).

hcida hislurbnico
'y Proteina de eniscs
‘,u%’ ~——Sulfato de queratin
'a.‘};;i — Sulato de condroitina
ddesaf — Piomina central
AN, Sl
NARK K Wmmx
b :
Su
AN TR bunidedes
i
'*'-V-tvﬁ !
Piieeal
fhind
d%': .

Figura 2. Representacién esquemdtica de un agregado de agrecan {Murray et al., 1994).

Guadalupa Miriam Huarta Pérez
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Aislamiento y mantenimiento tridimensional de condrocitos de rata Wislar adulta como modelo
en el estudio de la osteoartrosis experimenial

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de los glucosaminoglicanos

Composicin Sultatos por unidad | Otros residuos de
Glucosaminoglicano de disacarido azucar
Acido D-glucurénico
Acido hialurénico y N-acetil-D- 0 —
glucosamina
Acido D-glucurénico D-galactosa y D-
Condraitinsulfato N-acetil-D- 0.2-23 xilosa
alactosamina
. cido D-glucuronico D-galactosa y D-
Dermatansulfato y N-acetil-D- 1.0-2.0 xitosa
glucosamina
Acido D-glucurénico D-galaciosa y D-
Heparansulfato o &cido L-idurdnico y 0.2-2.0 xilosa
N-acetil-D-
glucesamina
Acido D-glucurénico D-galactosa y D-
Heparina ¢ acido L-idurdnico y 2.0-3.0 xilosa
N-acetil-D-
glucosamina
D-galactosa y N- D-galactosamina, D-
Keratansulfato acetil-D- 0.9-18 manosa, L-fucosay

glucosamina

acido sialico

Alberts et al., 1988.

# Colagena. Las fibras de colagena son polimeros construidos por monomeros.
Cada monémero esta formado por 3 cadenas fargas y helicoidales -también
flamadas cadenas a- que se unen por puentes de hidrégeno. El trimero se enrolia
sobre si mismo teniendo 2900A de largo y 174 de diametro. Cada cadena tiene
aproximadamente 1050 amincdcidos, su sintesis se muestra en la figura 3. La

colagena es rica en prolina y glicina; ambos aminoacidos son importantes en a

formaci6n de fa triple hélice. Cada tercer aminoacido es una glicina lo que le

Guadalupe Miriam Huerta Pérez

Qimica Farmacéutica Biotoga
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Alslamiente y mantenimiento tridimensional de condrocitos de rata Wistar adulta como modelo
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facilita adquirir ta estructura de tripte hélice. Ademnas, posee un gran nimero de
residuos de lisina hidroxilados que le ayudan a mantener los puentes de hidrégeno
entre las cadenas (Karp, 1984). La profina, debido a los anillos de pirrolidona que
posee, estabiliza la formacién helicoidal en cada cadena o (Alberts et al., 1984).
Posteriormente se lleva a cabo una unién covalente lateral de 1as colagenas y se
forman fibrillas y su agregacién en forma escalonada constituyen una fibra de
colagena (Fig. 3) de aproximadaments 84-70 nm, creando un patrén periédico en
su estructura (Damell et al., 1986). Se han encontrado aproximadamente 15 tipos
de moléculas de coligena, las principales astan en tejido conectivo y son los tipos
1,91, W, Vy XI. En la tabla 2 se mencionan algunas caracteristicas de los diferentes
tipos de colagena (Alberts et al., 1994).

La colagena constituye aproximadamente el 50% del peso seco del cartilago,
existen varios tipos: 11, VI, IX, Xly X, en diferentes concentraciones.

La colagena tipo 1l constituye el 95% de la colagena presente en el cartilago, es
poco soluble, delgada, forma haces de fibras, su distribucidn es al azar aunque se
encuentra en mayor proporcién en la zona media del cartilago; 1a funcién de la
cotagena tipo Il es ia de dar forma, tension, resistencia y fuerza al carlilago. La
cotagena tipo X1 forma fibrillas con la tipo II; la colagena tipo VI es de cadena corta
y se ubica en la matriz pericelular, 1a colagena tipo (X es de cadena corta y

estabiliza las mallas formadas por latipoll y la colagena tipo X se ubica enla

Guadatupe Miriam Huerta Pérez
Qimica Farmacéutica Biologa  FES-Cuautitian - UNAM



condrocitos de rata Wistar adulta coma modelo

Aislamiento y mantenimiento tridimensional de
an el estudio de 1a ostecartrosis experimental

zona profunda del cartilago. La colagena estd organizada en haces de fibras

insolubles de afta fuerza de tension, la cual ayuda a contener a los proteoglicanos

que son solubles y deformables dando al tejido la capacidad de presentar una

deformacion reversible (Sah et al., 1992)
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Tabla 2. Algunos tipos de colagena y sus propiedades.

Tipo Foérmula Forma Distribucidn
molecular nolimerizada
Hueso, piel,
tendén,

1 fa1{Dl2c2(l) Fibrillas ligamentos,
chrnea,
érganos
internos
Cartilago,

I [21(I)]s Fibrillas discos
intervertebrale
s, humor vitreo

Formas Piel, drganos
fibrilares n [ 1(lIN); Fibrillas internos,
. vasos
sanguineos
Hueso, piel,
tendon,
Vv [a1(V}}.a2(V) | Fibrillas con |ligamentos,
tipo | cémea,
arganos
internos
at(Xhe2(Xla | Fibrilias con |Cartilago,
Xl 3(XI) tipo Il discos
— -~ — ~___|intervertebrale
's, humor vitreg | ™
al(iX)a2(IX)a
Asociados a X 3(1X) con Asociacion | Cartilago
fibrillas fibrillas tipo |l lateral
{a1(X11)}5 con Tendodn,
Xli algunas Asociacion  [ligamentos ¥
fibrillas tipo | lateral otros tejidos
v {a1{iV)a2(IV) Malla tipo  |Lamina basal
taminar
Formando Epitelio
mallas Vi (a1(VID]a Fibrillas de | escamoso
anclaje estratificado
inferior

Alberts et al., 1994,
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# Tenascina. Es otra proteina de matriz importante en la interaccion inductiva de
células mesenquimales. Contiene 6 cadenas idénticas de peso molecular
alrededor de 210,000 daltones, se encuentra presente en el mesenguima
embrionario que rodea al epitelio en organos en los cuales el mesenquima &s
esencial para el desarrollo epitelial. Participa en la induccion de la diferenciacién
del epitetio {(Darnel!, 1986).

# Fibromodulina, Es una proteina anidnica que pasee pequenas cadenas de
condroitin/dermatansulfato, parece estar asociada con las fibrillas de colagena y
puede influenciar la fibrilogénesis de la colagena in vitro (Heinegard y Oldberg,
1989).

& Fibronectina {condronectina). Es una de las principales glicoproteinas es la
fibronectina, la cual es un dimero de dos subunidades similares unidas por
puentes disulfuro cerca de la regién carboxilo teminal y esta doblada hacia una
serie de dominios globulares separados por regiones flexibles de la cadena
polipeptidica. La fibronectina es una molécula multifuncional en la cual los
dominios globulares juegan diferentes papeles. Por ejemplo, un dominio se une a
colagena, otro a heparina y olfo mas a receptores especificos de superficie.

Se ha encontrado que la sectiencia peptidica Arg-Gli-Asp o RGD es la porcion
encargada de llevar a cabo la actividad de union celular. La secuencia RGD es
comin en varias proteinas de adhesion extracelular y es reconocida por una

familia de receptores homalogos llamados integrinas. Se encuentra en bajas
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concentraciones en el cartilago articular normal, y es sintetizada por el condrocito
{Darnell et al., 1986; Karp, 1984; Alberts et al., 1989).

# Proteinas de enlace. Son pequefas glicoproteinas que estabilizan agregados,
favorecen la agregacién, controlan el espacio entre ellas asi como su tamaio
{Buckwalter et al., 1998).

# Las anexinas son una familia de proteinas relacionadas estructuralmente gque
muestran una unién a fosfolipidos dependiente de calcio. Son expresadas en
todas las células de mamiferos excepto en las células rojas de la sangre. Son
proteinas intracelulares abundantes y componen mas del 2% del total de proteinas
celulares, Han sido implicadas en multiples aspectos de la biclogia celular
incluyendo la regulacién del transito de la membrana, actividad de transporte de
los canales de calcio, inhibicién de la fosfolipasa A, inhibicion de la coagulacion,
transduccién de sefales mitogénicas y el establecimiento de interacciones célula-
matriz (Raynal y Pollard, 1994).

# Algunos lipidos se encuentran en las células y en la matriz, su funcion no es
conocida y las cantidades presentes varian con la edad (Buckwalter et al., 1988).
& Las glicoproteinas. ayudan a organizar y mantener la estructura macromolecular
de la matriz, ademas estabilizan la relacién entre los condrocitos y otras
macromoléculas.

# i a fostolipasa A, es sintetizada por los condrocitos, esta enzima es importante
en el metabolismo del acido araquidénico y sus productes son mediadores de la

inflamacién (Buckwalter et al., 1998).
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Estas moléculas dan origen a la matriz extracelutar que para su estudio se divide
en:

* Pericelular. Rodea a las células, se une a la membrana celular con la matriz.
Contiene algunas fibras cortas de colagena y posee una atta concentracién de
proteoglicanos y glicoproteinas.

* Territorial. Envuelve a las células y a la matriz pericelular, contiene fibras cortas
de colagena y al parecer protege a las células de dafos mecanicos.

* Interterritorial. Es una regién larga que ocupa la matriz, contiene fibras largas de

colagena, y es la responsable de las propiedades mecanicas del cartilago.

¢) El cartilago articular hialino tiene, ademas, una poblacién celular heterogénea,
denominada condrocites, las cusles producen macromoléculas estructurales,
colagena tipo I, 1X, XI, y queratan sulfato, que son expresiones bioquimicas del
fenotipo celular (Benya y Shaffer, 1982; Aydelotte et al., 1991, 1992). El condrocito
establece un microambiente especializado 0 matriz extracelular y en contraste con
lo encontrado en la mayoria de las células de otros tejidos no existe un contacto
célula-célula. Cada célula puede ser la unidad funcional del cartilago, es la
responsable de la sintesis de los componentes de la matriz asi como de la
renovacién de la matriz extracelular mediante la produccion de una serie de
enzimas degenerativas como: estromelisina, es una enzima metalodependiente
activada por IL-1 que destruye no sélo proteoglicanos sinc que activa a la

colagenasa que es una enzima constitutiva de una gran capacidad destructiva y
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que es |a causa principal de Ja degradacién del cartilago (Buckwaiter et al., 1998).

Se describen cuatro tipos de condrocitos, de acuerdo a su morfologia y zona en la
que se ubican. En ia zona supefficial los condrocitos son alargados, con multiples
filopodias, tienen un gran ndcleo eucromatico con diversos poros nucleares vy
abundantes filamentos en ef citoplasma (Fig. 4a, 4b); y en cartilago osteoartrésico
humano (OA), bajo el tejido fibrilar se pueden apreciar agregados de condrocitos
denominados ‘“clones”, los cuales tienen forma redondeada, filamentos
incompletos, presencia de centriclo y cilio primario en ta periferia de la célula,
encontrandose en grupos de 2 a 5 células dentro de una laguna (Kourl et al,
1996a). Los condrocitos de la zona media se les denomina condrocitos secretores
y su fenolipa varia dependiendo de su tocalizacion, los de la parte aita de la zona
media o condrocitos secretores 2a se caracterizan por tener una forma irregular,
prominente reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi abundante {Kouri et
al., 1996b}). Los condrocitos de la zona media profunda o secretores 2b tienen un
abundante y dilatado reticulo endopldsmico el cual contiene un material granular
muy fino, tiene numerosas vacuolas secretoras y vesiculas que conlienen ese
material granular, no se ha apreciado aparato de Golgi (fig. 4c, 4d), teniendo un
patron morfologico apoptético. En la zona profunda se encuentran condrocitos en
diferentes grados de degeneracion, poseen niicleos picnoticos, citosol denso,
envoltura nuclez;r dilatada, proyecciones y vacuolizacion del citoptasma, figura de,

(Kouri et al., 1998; Kouri et al., 1997).
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Fig. 4. Micrototografias de los diferentes tipos de condrocifos que 8 encuentran en el cartilago articular
hialine. (a y b) Los condrocitos da la zona superficial, son alargados, presentan un reticulo endoplasmico
rugoso abundante, nicleo (N) prominente vacuolas (V), proyecciones del citoplasma y en la matriz
extracelular {me) se aprecian fibras de coldgena (flechas) y algunos proteoglicanos tefiidos con RHT (punta de
flecha).X8500. {c y d} Los candrocitos de la zana media alta tienen una mariologia redondeada, un abundante
reticulo endoplasmico rugeso {rer), se observan algunas cistemas (punias de feche} con material
eleciroelucente en su interior. X25000. (e) Los condrocilos de [a zona media profunda presentan flilopodias en
su superficie y abundantes vesiculas que se despranden de la membrana plasmatica hacia el espacio
exiracelular {punta de flecha). Tienen un niclec helerocromitico (N) y en el ciloplasma hay cisternas dilatadas
y vacuolas (flechas dobles) con malesial granular dentro, 1ambién se observan paquetes densos de filamentos
inlermedios X9000. (f) Les condrocitos de 1a zona profunda o degenerados poseen un cioplasma muy
vacuglado {v), un aparato de Golgi (g) discontinuo. nidec picndtico (N} con un espacio pericelular alargado y
proyecciones filformes del citoplasma {flechas dobles). X1000. Kouri et al., 1998.
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ESTRUCTURA DEL CARTILAGO ARTICULAR HIALINO

De acuerdo a las examinaciones histolégicas del cartilago articufar hialino,
podemos apreciar que esté constituido por 3 zonas:

a) Superficial, la cual es una capa de células elongadas y planas que parecen
estar dispuestas en forma paralela a la superficie. Ademas existe una fuerte
asociacion entre la coldgena y los proteoglicanos, aungue éstos estan en menor

cantidad ({Fig. 5).

b} Media (alta y profunda), las células estan en columnas cortas, células
esferoidales con una alta concentracién de organelos que intervienen en la
sintesis de proteinas, hay una alta concentracion de proteoglicanos y baja

cantidad de agua (Fig. 5).

c} Profunda, es una zona calcificada, con un pequefio numero de células
picnéticas que estan distribuidas en la matriz carlilaginosa y donde estan

incrustadas sales de apatita, figura 5, (Buckwalter et al., 1998).
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Figura 5.Fotografia de un corte semifino de cartilago articular hialino normal de rata, tefido con azul de
toluidina y observado @) microscopio Oplico. En &1 se muestra la superficie del tejido (punta de Nlacha), la zona
superficial (Z5), zona media (ZM) y zona profunda (ZP). X400.
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NUTRICION DEL CARTILAGO ARTICULAR HIALINO

El cartilago articular de los animales maduros es totalmente avascular, aneural y
alinfatico. Su superficie no estd recubierta por un pericondrio, ni por una
membrana sinovial. Se cree que los nutrientes difunden a través de la matriz, a
partir del liquido sinovial que bafa la superficie del cartitago y desde los vasos
sanguineos que se encuentran en el hueso subcondral. Dicha difusidn esta
restringida al tamafio y carga de la molécula asi como por su configuracion

estérica (Buckwalter et al., 1998).

FUNCION DEL CARTILAGO ARTICULAR HIALINO
La funcidn principal de este tejido es la de soporte, resistencia y movimiento de
las articulaciones diartrodias como la rodilla, codo, tobiilo, etc. (Kuettner et al.,

1982).

5.2. CULTIVO DE CONDROCITOS

Debido al aumento de las espectativas de vida en los humanos, las enfermedades
crénico degenerativas del cartilago, como la osteoartrosis, se han presentado con
mayor frecuencia, no solo en personas de la tercera edad sino también en
jovénes. De aqui nace la importancia de estudiar la etiopatogenia de la

osteoartrosis, para ello se han establecido modelos in vivo en perros, conejos,
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ratas, etc., y algunos otros in vitro como lo son los cultivos de condrocitos.

Los primeros cultivos de condrocitos se hicieron en monocapa {Manning y
Bonner, 1967) pero mas tarde se demostrd que las células cultivadas cambiaban
de fenotipe y adquirian un comportamiento bioqulmico similar a los fibroblastos
(sintesis de colagena tipo 1) también conocido como dediferenciacién (Benya et
al., 1977; Chacko et al., 1969, Cheung et al., 1976; Deshmunkh y Kline, 1978,
Holtzer et al., 1978). Ante esta problematica los investigadores se dieron a la tarea
de buscar la forma de mantener el fenctipo de los condrocitos aislados,
empleando sistemas en donde se tratara de emular tas caracteristicas de |la matriz
extracelular, ya que sus observaciones indicaban que sin ella era mas facil la
dediferenciacién del condrocito. Para controlar este fenémeno se realizaron
cultivos en suspension liquida (Nevo et al., 1972; Deshmukh y Kline, 1976; Nerby
et al., 1977); cultivos sobre capas delgadas de agar {Horwitz y Dorfman, 1970); en
geles de colagena (Kimura et al., 1984; Thomas y Grant, 1988); y dentro de geles
de agarosa (Benya y Shaffer, 1982, Bayliss et al., 1983; Aydelotte y Kuettner,
1988a: 1988b; Althouse et al., 1989).

En lodos éstos sistemas de cultivo se observaba que los condrocitos no se
dediferenciaban, lo que ayudé al estudio del comportamiento bioguimico de estas
células en cultivo, el cual es muy semejante al realizado en ef cartilago, ya que se
demostré que se promovia la sintesis de colagena tipo il y de queratan sulfato
{Benya y Shaffer, 1982; Aydelotte et al., 1991; 1992; Buschmann et al., 1992),
pero se tenia una limitante, ya que una vez colocados los condrocitos en el medio

20
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de soporte era muy dificil su recuperacion.

Por su parte Guo et al., (1989}, apoyandose en el frabajo de Kupchik et al., (1983)
sobre el cultivo tridimensional de células cancerigenas en geles de alginato, did
inicio al culivo en tres dimensiones de condrocitos. A partir de aqui otros
investigadores tomaron como base este tipo de modelo para continuar estudiando
al condrocito {Hauselmann et al., 1992; Binette et al., 1998; Lemare et al., 1998},
El cultivo en geles de alginato ha cobrado importancia debido a que presenta
varias ventajas sobre los otros, algunas de ellas son la solubilizacion del gel por la
adicién de un agente quelante {Hauselmann et al., 1992), ademas este sistema
brinda la posibilidad de conocer la biosintesis y ensamble de los proteoglicanos,
permite conocer cOmo se inicia la organizaci6n de la matniz extracelular y aprender
mas sobre los procesos que se involucran en esta renovacién asi como su
degradacion, que da origen a enfermedades cronico degenerativas, entre ellas a
osteoartrosis.

En fechas recientes algunos investigadores han realizado cultivos de condrocitos
empleando, en primer fugar, un cultivo en monocapa, con la finatidad de favorecer
la proliferacién celular ain cuando el condrocito se dediferencie, pero para lograr
revertir el proceso se colocan en geles de alginato y fiempo después el fenotipo es
restablecido (Binette et al., 1998; Lemare et al., 1998). Otros investigadores han
empleado el cultivo tridimensional para realizar transplantes de un tejido tipo

cartilago (Perka et al., 2000).
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5.3. ALGINATO

El alginato, un polimero lineal obtenido del alga Macrocystis pirifera y estd
constituido por unidades repetidas de acido manurdnico y acido gulurnico los
cuales forman un ge! en presencia de calcic u otro cation divalente (Grant et al.,
1973; Kupchik et al., 1983; Guo et al., 1989; Hauselmann et al., 1992). El proceso
de gelificacion puede ser reversible al estar el gel en contacto con sustancias
quelantes de calcio como el EDTA, citratos y fosfatos (Hauselmann et al., 1992;
Petit et al., 1996; Shakibaei y De Souza, 1897; Lemare etal., 1998).

La formacién del gel de alginato sirve como barrera protectora para la célula
ademas tiene propiedades semejanies a la de la matriz extraceiular, en este caso
las cargas negativas del alginato son similares a las proporcionadas por los
protecglicanos que constituyen la matriz del cartilago (Hauselmann et al., 1992;

Shoichet et al., 1996).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Establecer la metodologia para el mantenimiento de condrocitos de rata Wistar

aduita en geles de alginato, ast como su caraclerizacion fenotipica y estructural.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Estandarizar la técnica para la obtencién y degradacion enzimatica del explante
de cartilago articular hialino de ratas Wistar macho.

b) Establecer la metodologia para el encapsulamiento de ios condrocitos en geles
de alginato.

c) Estimar el tiempo de viabilidad de los condrocitos en cultivo.

d) Determinar la morfologia de los condrocitos en cullivo.

e) Caracterizar fenotipicamente fas células en cultivo.

4. HIPOTESIS

Si fos condrocitos aislados pueden conservar el fenotipo al ser encapsulados en
geles de alginato, entonces ¢! cultivo en geles de alginato podria servir como
modelo en el estudio de diversos procesocs existentes en la osteoartrosis

experimental; asi como para el ensayo de nuevas estrategias terapéuticas.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Cartilago articutar hialino

Pt ——— p——

e
| Dearadacion enzimatica __J
Formacién de las perlas de alginato |
Incubacién en medio de cultivo
——

Viabilidad | Morfologia

Ultraestructura
Deteccion de
colagena tipo !l

4 Control positivo:
Cartilago articular
hialino.

& Control negativo:
sin anticuerpo
primario.

# Estimacién del tiempo de
vida de los condrocitos.

& Conservacion del fenofipo y
morfologia.
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7. METODOLOGIA

7.1 AISLAMIENTO Y ENCAPSULACION DE CONDROCITOS

a) Obtencién del explante

Los condrocitos se aislaron a partir de cartilago articutar hialino que se obtuvo por
diseccidn, en condiciones estériles, de condilos femorales, platos tibiales y cabeza
de femur de 50 ratas macho Wistar de tres meses de edad con un peso de
alrededor de 300 + 50 g, a los cuales se les rasurd el pelo de las extremidades
posteriores (rasuradora Trend Setter mod. DCA, 120V), los animales fueron
sacrificados en aimosfera de CO; bajo supervision veterinaria.

La parte inferior del animal primeramente se lavé con agua y jabdn, y después se
sumergié en un bafio de alcohol al 50% para eliminar restos de pelo, orina y
heces. Posteriormente el animal se pasé rapidamente por la flama del mechero,
después se depositd sobre una charola de papel alumnio que contenla solucion
salina fisiologica estéril (SSFE),

Para iniciar la diseccion, el animal se coloco en una plancha de acrilico aséptica y
el instrumental se depositd en una charola con una mezcla de aleohol 70%-benzal
1:1000. Cuando el material fue empleado se paso por la flama del mechero,
enfriandolo en la zona donde se hizo el corte de la piel. Seguido a ésto se
semiflexiond la articulacion procediendo a descarnar el hueso de las masas

musculares: después se coré latibiaa una distancia aproximada de 1 cm por
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debajo de la rétula, y el femur se descubrié hasta dejar expuesta la cabeza
femoral.

La articulacidn se paso rapidamente por la flama de! mechero para después ser
depositada en 125 mL de solucién A (ver apéndice) estéril.

Dentro de una campana de fiujo laminar vertical {Alder mod. CFV-13), las
arliculaciones disectadas se colocaron en una charola de acero inoxidable estéril
que contenia 100 mL de solucién A estéril y ahi se separaron el condilo femoral
del plato tibia! y la cabeza femoral, para ello se rompié la capsula que alberga a la
rétula. Con la ayuda de un bisturi se cortaron los ligamentos externos e internos
de la articulacion asi como el menisco. Cada porcion fue depositada en una caja
petri que contenia 20 mL de solucién A estéril y bajo el microscopio
estereoscopico aséptico se procedié a retirar el cartilago hialino, que se cortd en
fragmentos de aproximadamente 4x4x1 mm (Kuettner et al., 1982), procediendo a
realizar un lavado con solucion A estéril y posteriomente se depositaron en un
tubo Ependorff que contenia 1 mL de medio DMEM/F12 suplementado. El tejido
obtenido y pesado se incubo a 37°C en atmoésfera de CO; al 5% con medio

DMEM/F12 suplementado (ver apéndice) durante 4 dias.

b) Digestién del explante
Para iniciar la digestion del cartilago, el tejido se lavé 2 veces con 10 mL de SSFE
durante 3 minutos colocandose después en un vial estéril con 10 mt de solucion

de tripsina 0.25%, se selld con papel parafilm y se incubd a temperatura ambiente
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(25°C) durante 30 minutos (Srivastava et al, 1974) en agitacion continua.
Posteriormente se centrifugé a 900 rpm 10 minutos para eliminar la tripsina. La
pastilla asi obtenida se resuspendi6 en 10 mL de una solucion de colagenasa tipo
1 0.2% (van Susante et al., 1995), se selld con papel parafilm y se incubo a 37°C
durante 3 horas (Hauselmann et al., 1992; Kuettner et al., 1982; van Susante et
al., 1995; Srivastava et al., 1974). Posteriormente la solucién se filtr6 a través de
una mafla de nylon (Kuettner et al., 1982), y se determin6 el porcentaje de
viabilidad empleando el colorante vital azul tripano. El filtrado se centrifugé a 800
rpm por 10 minutos, posteriormente el sobrenadante fue retirado, la pastilla se tavo
dos veces con SSFE y el botén de condracitos formado en el dltimo lavado se dejé

£n una minima cantidad de la solucién antes mencionada.

c) Formacion de las perlas de alginato

£n condiciones estériles, los condrocitos fueron resuspendidos en un volumen de
una solucidn de alginato al 1.2% para obtener una concentracion aproximada de
1x10° células/perla, considerando que el volumen aproximado de cada perla de
alginato es de 11 pL. La suspension alginato-condrocitos se deposité en una
jeringa de 10 mL estéril y se hizo pasar a través de una aguja calibre 22. Las gotas
formadas se depositaron en 10 mL de CaCl; 102 mM estéril, aqui permanecieron
10 minutos con la finalidad de que gelificaran y sedimentaran. El sobrenadante

{CaCly) fue retirado con una jeringa; posteriormente se adicionaren 10 votdmenes
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de SSFE, se agitd en forma suave y se esperd nuevamente a que sedimentaran
las perlas para extraer la SSFE por medio de una jeringa de 10 mL estéril. El
procedimiento se realizé en 4 ocasiones y la quinta fue con medio de cultivo
DMEM/F 12 suplementado (van Susante et al., 1895).

Las perlas se colocaron en botelias de cuello angulado en una proporcion de 1000
perlas por cada 50 mL de medio suplementado (Hauselmann et al., 1996)}. Se

incubaron a 37°C y atmdsfera de CO; al 5%.

7.2. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD

La deteminacion de viabilidad de los condrocitos en las perlas de alginato se
realizé cada semana durante dos meses, para ello se empled el colerante vital
azul tripano 0.4% (Mc Ateer y Davis, 1994). Para ello las perlas de alginato se
disolvieron en una solucion de citrato de sodio 55 mM y una alicuota se diluy1:10
con azul tripano. Para conocer el numero de células/mL, la cuenta se hizo en un
hemocitémetro en la cuadricula para células blancas, sumandose el nimero de
células presentes en las cuatro cuadriculas para células blancas, et valor obtenido

se multipiica poar 10000 {factor de dilucion por volumen del hemocitémetro).

7.3. MORFOLOGIA DEL CONDROCITO
La determinacién de la estructura del condrocito en las perlas de alginato se hizo a

través de microscopla dptica y microscopia electrénica de transmision.
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Microscopia Optica

Las perlas de alginato fueron fijadas con glutaraldehido 2.5%, en blfer de
cacodilatos 0.1 My CaCl; 5 mM, durante 2 horas a temperatura ambiente seguido
de 3 lavados de 10 minutos con bafer de cacodilatos 0.1 M y CaClz 5 mM; post-
fijadas con 0s0, 1%, RHT 0.7%, en bifer de cacodilatos 0.1 M (Hauselmann et
al., 1994), por 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se deshidrataron
con concentraciones crecientes de etano! y se colocaron en una mezcla de etanol-
resina Spurr proporcién 1:1 y 1:3 durante 2 horas cada una, seguido de tres
cambios en resina pura dejandolas polimerizar a 60°C durante 36 horas. Se
realizaron corles semifinos de aproximadamente 1 um de espesor (ultramicrotomo
Reichert Jung Ultracut), los cuales fueron tefiidos con azul de toluidina al 0.5%.
Después fueron montados con resina sintética y observados al microscopio dptico

(Leica DMLS) a diferentes aumentos (X100, X400, X630 y X1000).

Microscopia electrénica de transmisién

La metodologia empleada en el procesamiento de las muestras es la misma que
para la microscopia optica.

Los cortes efectuados fueron de aproximadamente 80 nm de espesor o de
coloracién plateada/dorada los cuales fueron montados en rejillas de cobre de 400
mesh y se contrastaron con solucién saturada de acetate de uranilo y citrato de
plomo Reynols durante 20 minutos y 1 minuto respectivamente. Los corles se

observaron en un microscopio electrénico de transmision (Jeol 2000EX).
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7.4. DETECCION DE COLAGENA TIPO Il

La caracterizacion fenotipica de coldgena tipo Il se hizo por medio de
inmunoflucrescencia. Para ello las perlas de alginato fueron fijadas en
paraformaldehido al 4% y CaClz 5 mM a 4°C durante 8 horas. Las perlas se
lavaron 3 veces por 10 minutos en bafer de Tris-HCl y se colocaron en una
solucién de sacarosa 20% durante toda la noche a 4° C, posteriormente se
incluyeron en O.C.T. o Cryomatrix (congelante de matriz de tejidos) vy se
seccionaron {10 pm de grosor) en criostato. Los cortes fueron montados en
partacbjetos, cubiertos previamente con gelatina tipo A, y almacenados a -20°C
durante 2 dias. Para exponer ¢! epitope de la colagena tipo Il se les coloco a los
cortes 20 ul una solucidn de hialuronidasa testicular 0.05% y se dejé actuar
durante 1 hora a 37°C (Lemare gt a1, 1998; Hirsch et al.,, 1996). Posteriomente se
lavaron con bufer de Tris-HCL.

Para bloquear los sitios de unién inespecifica del anticuerpo se empled 20 ul de
alSﬁmina sérica bovina libre de IgG 0.2% y Tritdn X-100 0.02% en bufer de lavado
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con bifer de
lavado {Lemare gt al., 1998). Después se incubt en 20 uL del anticuerpo primario
dil. 1:25 en bufer de blogueo durante toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados
con bofer de lavado y se colocd 20 pl del anficuerpo secundario marcado con
FITC dil. 1:60, durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron tres

lavados con bafer de lavado. La tincion de los niicleos se realizé con una solucion
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de yoduro de propidio (10 pg/mL) durante 5 minutos a temperatura ambiente y a
resguardo de la luz. Posteriormente se hicieron tres lavados con bdfer de lavado.
Los cortes se montaron en portacbjetos empleande medio de montaje Vectashield
{Poliscience), cubiertos, sellados con esmalte de ufias y se observaron en un
microscopio de fluorescencia (Leica DMLS).

Como contral negative et corte se incubd en ausencia del anticuerpo primaro y los
demas pasos se hicieron en las mismas condiciones que la muestra; ademas se

emple$ como control positivo un corte de cartilago de rata normal de 3 meses.
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8. RESULTADOS

8.1 OBTENCION DEL EXPLANTE.
Siguiendo la metodologla propuesta para la obtencién del cartilago articular hialino
de ta regibn del plato tibial, condilo femoral y cabeza de femur se obtuvo un

rendimiento de 61.464+5.4 mg de tejido himedo por cada rala que se sacrificd.

8.2 DIGESTION DEL EXPLANTE.

Bajo las condiciones marcadas en la metodologia se obtuvo un rendimiento del
80% de tejido digerido, este porcentaje se obtuvo de la siguiente refacion 100 - (g
de tejido no digerido/g tejido himedo) % 100).

E) nimero de condrocitos obtenido en la digestion fue de 3.09+1.04X10°

células/mL, de las cuales 2.8241.02X10% células/mL fueron viables, esto

representa un 91.3% de viabilidad.

8.3. CINETICA DE VIABILIDAD

Se encontrd que al inicio de la incubacién de los condrocitos hay un porcentaje de
células viables de 91.3%, el cual va disminuyendo cada semana aicanzando un
porcentaje menor al 50% después de 28 dias. Este suceso se puede apreciar
mucho mejor en la figura 6, donde se observa que el descensa es lento en las

primeras semanas pero después es mas marcado.
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Fig. 6 Determinacion del porcentaje de viabilidad de los condrocitos en cultivo tridimensional empleando el
colorante vital azul tripano. Los resultades estén expresados como la media y |a desviacion estandar de 3
experimentos.
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8.4. MICROSCOPIA OPTICA

En la Fig. 7 se muestran condrocitos obtenidos después del empleo de tripsina y
colagenasa en la digestion del cartilago articular hialino. La morfologfa de los
condrocitos presenta una forma redondeada, delimitada por una membrana celular
intacta, el nucleo es grande sin aparentes afteraciones. En el citoplasma se
observa la presencia de algunos granuies y vacuolas. Parte de esta
morfologla es conservada por algunos condrocitos durante su mantenimiento en
las perlas de alginato (Fig. 8).

De primera instancia se hicieron cortes semifinos de las perlas de alginato
incluidas en resina Spurr y teflidos con azul de toluidina; se observd que en el
primer dia después de la encapsulacién (Fig. 8a) hay células, inmersas en el gel
de alginato, con un citoplasma muy vacuolado, sin detectar la presencia del
nicleo. En los cores del dia 8 y 14 (Fig. 8b y 8c) se cbservan grupos de
condrocitos con cierla cercania, en éstas células es posible apreciar un gran
nacleo, citoplasma con algunos grénulos y ta membrana celular completa. Caso
contrario se ve en los dias 21, 57 y 100 (Fig. 8d, Be y 8f), donde las células se

vieron deterioradas y éste dafio aumenta con el transcurso del tiempo de cuitivo.
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b

Fig. 8. {a) Fotografia de condrocitos después de que el carlllago fue digerido con fripsina y
colagenasa. X100; (b} puede observarse que tienen una forma redonda, un nicleo grande (N} y la
presencia de grénulos {flechas). X1000
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Fig. 8. Fotografia de condrocitos en una perla do alginato tefidos con azul da tolulding y observados en
microscopic dptico. (a) Les condrocitos de un dia de Incubacidn se encontraron muy vacuolados y amorfos.
X1000; (b) Condrocitos de B dias de cultivo formande pequefios grupos de células. Se observa nudeo (N),
algunos granulos (flechas) y una membrana celular completa. X830; {¢) La presencia de grupos de
condrocitos continua hasta el dia 14, los cuales mantienen la morfologla tipica de éstas células. Nucleo
prominante (N}, granulos (flechas). X1000; {d) Para el dia 21 no se aprecia un citoplasma completo (flechas) y
se observa restos celulares (punta de flecha). X1000; en los dias 57 y 100, (e} y () respectivamente, dei
cultivo de condrocites en perias de alginato se observan solo restos celulares (punias de flechas} inmersos en
la matriz de alginato. (e) X630; (f} X630.
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8.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Se observéd la uftraestructura de los condrocitos y se encontrd que al inicio (Fig.
9a) habla algunas células de forma ovoide, con un nicleo definido, cromatina
dispersa, citoplasma muy vacuolado y ta membrana celular se aprecia discontinua,
de apariencia semejante a una célula necrética.

Para el dla 8 (Fig. 9b) los condrocitos tienen una forma ovoide, un nucleo
prominente con cromatina dispersa, nucleolo cenfrico en algunas células y en
otras es polar, y cromatina hacia la periferia nuclear. En el citoplasma es posible la
presencia de un reticulo endoplasmico rugoso abundante asl como de aparato de
Goigi, mitocondrias, algunas vacuolas y grénulos al parecer de origen lipidico (Fig.
10a). En la regién pericelular de estas células es posible observar estructuras tipo
colagena (Fig. 10c - 10f), asi como algunas prolongaciones del citoplasma e
incluso porciones pequefias y vesiculas despendiéndose det mismo (Fig. 10b).
También se aprecia la formacién de una malla fina formada por estructuras de
forma puntiforme que pueden ser proteoglicanos teftidos con RHT (Fig. 10b, 10c y
10f).

A los 14 dias de estar en las perlas de alginato se sigue observando la presencia
de grupos de condrocitos, algunos de ellos tienen una morfologia semejante a los
condrocitos del dia 8 (Fig. 9c). Ademas se observan otros condrocitos cuya forma
es elongada, nicleo prominente alargado, cromatina dispersa, nuclkéolo polar y la
cromatina en la periferia nuclear. En el citoplasma 'hay un gran reticulo
endopldsmico rugoso asi como algunos granulos y vacuolas. También es notoria

37

Guadalupa Miriam Huerta Pérez
Qlimica Farmacéutica Bicloga  FES-Cuautitlan - UNAM




Ajslamiento y mantenimiente trigimensional de condrocitos de rata Wistar adulta como modelo
en el estudio de la osteoartrosis experimental

la presencia de prélongaciones del citoplasma asi como de estructuras tipo
colagena (Fig. 9c).

Es importante hacer notar la cercania que hay entre las células de éstos grupos
que se mantiene por mas de una semana.

También se pudo apreciar la presencia de aclimulos de material fibrilar sobre la
malla de alginato (Fig. 10d) al parecer estos agregados se ensamblan y dan origen
a las estructuras tipo colégena, que se han observado en los dias 8y 14 (Fig. 10e
y 10f).

Para el dia 21 s6lo se observan condrocitos muy detericrados ya que el nicleo no
presenta forma, la cromatina empieza a compactarse, tiene una membrana
nuclear discontinua. Et citoplasma esta desintegrado y con una gran presencia de
vacuolas. No se cbservan organelos (Fig. 8d).

Los condrocitos de 57 y 100 dias no pueden identificarse como tal ya que sblo se
observan algunos restos celulares, como son algunas vacuolas y material denso

en lo que ocupaba el espacio celular dentro de la malla de alginato (Fig. 9e y ).
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Fig. 9. Microfotografias de condrocitos en perias de alginato. (a) Un dia de incubacion, los condrocitos han
ocupado un espacio dentro del ge! de alginate (Af) pero la célula estd muy vacuolada (V) y con una membrana
celular discontinua {purita de flacha), lo que indica su estado de degeneracion. XB0CO. (b} Al dia 8 de
incubacién, hay formacitn de grupos de condrocitos Ips cuales son de forma ovoide, un gran nucleo (N} ¥
nuciéolo (Nu), citoplasma con prominente reticulo endoptasmico rugose (RER), mitocandrias (M), granulos (G)
y vacuolas (V). En la periferia hay estructuras tipo coldgena (flechas) y algunas prolongaciones del citoplasma.
%3000. (c) Los grupes de condrocitos se mantienen hasta el dia 14, la morfologla observada es similar a la del
dia 8. AdemAs observamos una céiula elongada, nicleo alargado (N}, nucléolo polar (Nu), reticulo
endoplasmico rugeso (RER) abundante, granulos (G), vacuotas (V), proyecciones del citoplasma y estructuras
tipo colagena (flechas). X3000. (d) Condrocitos de 21 dias de alginato, nétese la compactacién de 1a
cromatina nuclear, membrana nuclear discontinua (punta de flechas) y la presencia de mditiples vacuolas (V)
en el citoplasma. X15000. (e} Apariencia de condrocitos a los 57 dias. X6000. (f) Restos de condrocitos a los
100 dlas de incubation. X8000. En ambas microfotografias (e y f) se observan vacuolas (V) y material denso
(puntas de flechas). No hay presencla de nicleo ni de organelos. El alginaio {(Al) mantiene el espacio que
ocuparon las célutas (puntas de flecha) pero no se observa membrana celular,
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Fig. 10. {a) Ampliacién de los grénulos observados en la figura B. Estos granulcs (G) se encuentran
distribuidos en el citoplasma junto con mitocondrias (M), vacuclas (V) y reticulo endoptismico rugose (RER).
X25000. (b} Parts tel citoplasma que muestra la presencia da reticulo endoplasmico rugoso (RER). parte del
nicleo (N) asi como porciones del citoplesma con algunos organelos. Notese la presencia de pequefias
estructuras formando una fina malia de proteoglicanos tefiidos con RHT (puntas de flecha) sobre i alginato
{fiecha). X20000. {c} Ampliacién de las estructuras tipo colagena {C) scbre la matriz de alginato {flecha).
X25000. {d) Ensamble de las fibras de colagena (flechas) en la matriz de alginato (punta de flechas) para dar
origen a los acimulos (A) que se detectaron en la inmuncflucrescencia. X20000. {e y f} Estructuras tipo
colagena (C) encentradas en la periferia de fos condrocitos. Notése que sobre la malla de alginato (fiecha) se
encuentra oira malla fina (puntas de flacha) que al parecer son protecglicancs tefidos con RHT. (e) XBOOOO,
{f) X40000.
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8.6. DETECCION DE COLAGENA TIPO I

En ja figura 11a se observa el control positivo de la reaccion para detectar
colagena tipo Hl. La coldgena se encuentra en la matriz pericelular y temitorial de
los condrocitos de la zona superficial y media, en tanto que en la zona
profunda la localizacion es territorial (Fig. 11b). Aunque hay una marca muy tenue
en el area interterritorial.

En la perla de alginéto la localizacidén de la marca del anticuerpo anticoldgena tipo
Il se observd en las matrices pericelular y territorial de las células (Fig. 12) en
forma de acomulos, semejante a los observados en la microscopia electronica
(Fig. 10d). También se observa una ligera malla en la zona territorial (Fig. 13a).
Aungue también se detectaron algunos acimulos en lo que pudiera ser la zoha

interterritorial de la perla (Fig. 13b).
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Fig. 11. Deteccidn de colégena tipo Il por inmunalluorescencia y marcado con flucrescencis, (a) so observa la
distribudéndelacclagenaanlmmddeaﬂllago.Seapraclaqueenlamsupﬂﬁdalymadiaes
pericelular (puntas de flecha) y termitoriat (flechas). X400, (b) En ta zona profunda séls es temitorial, Hay una
marca MUy teniie en la zona interterritorial {lecha). X1000.
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Fig. 12 La inmunofluorescencia indirecta para detactar de coligena tipo |1 muestra ta presencia de la proteina
en forma acdmules (flechas) cerca de algunos condrocitos (punta de flecha) inmersos en alginato, ko que
comresponderia a la mairiz extraterritocial. X1000.
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Fig. 13. (a) Acimules de coldgena tipo Il (puntas de flecha) detectada por inmunofiuorescencia. () En ka
regién periceiutar {flecha) se observaron algunos acumiiics de coldgena tipo {I (purtas de flacha), (a) y (b}
X1000.
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9. DISCUSION
Se considerd que la cantidad de cartilago articular hialino obtenido fue importante
debido al tamafio de las extremidades posteriores de la rata y a la dificuliad que
representa obtener el cartilago de las zonas del plato tibial, céndilo y cabeza
femoral.
Aln cuando la cantidad obtenida fue pequena, en comparacion con las empleadas
por otros autores que trabajan con animales grandes o con humanos {Hauselmann
et_al, 1992; Kueitner et al., 1982), se pudo realizar la digestién sin mayor
problema. No obstante, el rendimiento del tejido digerido no pudo ser aumentado
debido a que al dar mas tiempo de incubacién con las enzimas o al incrementar su
concentracion, la viabitidad celular disminuyd en forma importante. Considerando
lo anterior se decidié manlener las cendiciones marcadas en el protocolo inicial.
En la encapsulacién de los condrocitos en geles de alginato esta recomendado
hacerlo en una proporcion de 44X10° células por tada perla de alginato formada
(Guo et al., 1989), y en primera instancia asi se realizo peio se observé muy poca
poblacion celular por lo que se decidio aumentar el nimero a 1X10° células,
teniendo mejores resultados en las observaciones realizadas al microscopio optico
y en el electronico de transmisian,
La disminucion en la viabilidad y la presencia de células muy deterioradas en los
primeros dias de incubacion pudo deberse al cambio de condiciones ambientales

que sufrieron las células al ser colocadas en las perlas de alginatoy a una baja
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produccién de matriz en el gel debido a la exposicion a altas concentraciones de
calcio durante la gelacién {van Susante et al., 1995).

La morfologia ultraestructural observada los dias 8 y 14 de incubacién coincide
con la reportada en la literatura (Kuettner et al., 1982; Hauseimann et al., 1992;
Shakibaei y De Souza, 1997; Kouri et al., 1996b). Ademas la presencia de grupos
de condrocitos es explicada como resultado de una posible mitosis en los
primeros dias de cullivo de los condrocitos. Pasteriormente las células hijas se van
separando gradualmente por deposicién de la matriz extracelular, como ocurre en
el cartilago; ia formacion de estos grupos de condrocitos es observado entre el dia
7 y el dia 15 del cultivo en mayor proparcién pero continda por dos semanas mas
{van Susante et al., 1995; Petit et al., 1996; Shakibaei y De Souza, 1997; Lemare
etal, 1998).

Dado que la viabilidad va descendiendo en forma lenta, y hay un porcentaje de
céluias vivas menor al 50% al dia 28 se decidid elegir como dias éptimos entre el
dia 8 y el dia 14 para emplear este sistema, tiempo en el que se asegura un buen
porcentaje de viabilidad y células con morfologia tipica (Gibson et al., 1997; van
Susante et al., 1995). Estos resultados difieren de los obtenides por otros
investigadores ya que ellos reportan que los condrocitos se pueden mantener
metabélicamente activos y conservar su morfologia hasta por 8 meses, en el caso
de condrocitos de bovinos y de 3 meses para los condrocitos humanos
{Hauselmann et al., 1994; Hauselmann et al., 1998; Pefit et al., 1996; Ramd; et al.,
1993; Beekman et al., 1994; Lemare et al., 1998), ésta diferencia se puede deber
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a que en las condiciones en que fueron cultivados los condrocitos no cubrian con
sus necesidades de factores que estimularan la proliferacién o prolongaran su
tiempo de vida; ademas de que la edad de las ralas gue se emplearon pudo
intervenir en ello ya que los autores citados anteriormente emplearon animales
jovenes (bovinos de 18 meses y conejos de 2 meses} y en este trabajo se
utilizaron ratas aduitas para hacer una correlacion con un modelo de ostecartrosis

in vive, en estos animales, que se maneja en el iaboratorio. Asi mismo se ha
observada que en animales adultos y vigjos el proceso de mitosis se ve disminuido
(Srivastava et al., 1972). En 12lacién ¢on lo anterior, en experimentos posteriores
se observd que al emplear cartilage articular hialino de ratas jovenes los
condrocitos proliferaban en muche mayor proporcién que los obtenidos de ratas
adultas, ademas de gue se enriquecié el medio de cultivo con medio sobrenadanie
de un cultivo de condrocitos dediferenciados (cultivo en monocapa) y se detectd
que la viabilidad de los condrociios en perlas de alginato se conservaba por mas
de un mes, esto sustenta la necesidad de cubrir otro tipo de factores, ademas de
los nutricionales, que et medio empleado no pudo proporcionar.

s imporlante mancionar que la morfoiogla ultraestructurat que presentarcn los
condrocitos incubados durante los primeros 15 dias (alargados y redondos) fue
similar a la observada en los condrocitos de la zona superficial y media del
cartilago. Hauselmann et _al., (1994) reportaron que los condrocitos de forma

alargada se encontraban sélo en la supeificie de la perla y después de 3 semanas

iban desapareciendo, pero o que se observd en este trabajo fue que estas célufas
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se encontraban presentes tanto en la zona media como profunda de la peria de
alginato y posiblemente participen en la construccién de la matriz exiracelular
dado que se apreciaron algunas estructuras tipo colégena y proteoglicanos en la
periferia. Por otra parte, el patrén hipertréfico de los condrocitos de la zona
profunda del cartilago fue semejante a la morfologia observada en las células
incubadas durante 21 dias, lo que pudiera indicar que su degeneracion ccurre por
la misma via: necrosis (Kouri et al., 1996a, 1997). En general, los resultados
anteriores fueron indicativos de que en este sistema de mantenimiento los
condrocitos presentaron una ultraestructura heterogénea similar a la del cartilago
articular hialino {Aydelotte et al., 1991; Hiuselmann et al., 1992, 1994), aungque su
localizacidn no sea semejante. También es importante resaltar el papel que jugé el
alginato al sustituir, en cierto punio, a la matriz extracelular ya que como se
observé en las microfotografias de los condrocitos en cultivo, |a red de alginato
tiene una apariencia semejante a la de la matriz extracelular del cartilago; esto
pudiera indicar que para conservar el fenotipo es necesario mantener fa forma de
los condracitas y ese rol lo desempefia la matriz extracelular.

La observacién de condrocitos se hizo a partir del dia 8 y se mantuvo hasta el dia
14, esto pudiera ser producto de la mitosis de los condrocitos en los primeros dias
de mantenerlos en el alginato y posteriormente las células hijas lograron irse
separando gradualmente por deposicién de la matriz extracelutar, como ocurre en
el carlilago (van Susante et al., 1995; Petit et al., 1996, Shakibaei y De Souza,
1997; Lemare etal, 1998); en este caso la mitosis estuvo disminuida por los
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motivos que se discutieron anteriormente.

La deteccion de colagena tipo Il producida por los condrocitos, por medio de
inmunofiucrescencia, fue notoria al dia 15 del mantenimiento de las células dentro
de las perlas de alginato, lo anterior concuerda con 1o reportado en la literatura
donde indican que la sintesis de la proteina es evidente después del dia 7,
alcanza un maximo al dia 15 y dias después desciende (Petit gt al., 1996). Debido
a la sensibilidad de la técnica fue posible hacer dicha localizacidn ya que la
cantidad que se encontrd presente era pequefia en comparacion con {a gue se
halla en el cartiiago, como se muestra en fas figuras 14-16. La importancia de
caracterizar a la colagena tipo |l radicé en el hecho de que es una proteina que
sdlo el condrocito sintetiza y detectarta en el sistema de mantenimiento propuesto
fue indicador de la no dediferenciacién, por lo que esta forma de conservar a las

células in vitro demostrd que brinda el medio necesario para que conserven su

fenctipo.

La colagena tipo |} detectada se localizé en la zona pericelular del condrocitos en
el gel de alginato y de acuerdo con Petit et al.(1996), en esta zona se encuentra
un 95% de la colagena tipo 11, lo cual representa un porcentaje simifar al hallado
en el cartilago articular hialino, pero una porcibn de ella se distribuye en el alginato
acumulandose en la zona intercelular y temitorial para formar una matriz
extracelular. No se manifestd la sintesis de colagena tipo X, que es un marcador
hipertrofico del cartilago, ni tampoco se detectd coldgena tipo |, el cual es un
marcador de dediferenciacion del condrocite (Hauselmann et_al, 1994).
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Esto puede ser indicativo que en el gel de alginato el condrocito produce un
ambiente semejante al del cartilago lo que pudiera ser muy interesante desde el
punto-de vista del estudio de la sintesis de la malriz extracelular {Benya y Shaffer,
1982; Aydelotte et al., 1991; Aydelotte et al., 1892; Buschmann et al., 1992; Rédini
et al., 1997), y los factores que puedan alterar dicho proceso en las enfermedades
degenerativas, como la ostecartrosis.

Ante estos resultados y empleando cartilago articular hialino de animales adultos
se puede decir que esto es sélo una forma de mantenimiento fenotipico de los
condrocitos y que es un buen medio para conservar su morfologia tipica y
favorecer la produccion de matriz ya que les provee un ambiente semejante a la
de la matriz extracelutar del cartilago debido a que el alginato estd cargado
negativamente al igual que ella (Hauselmann gt al., 1994; Petit et al., 1996).

Si se deseara cultivar condrocitos seria conveniente extraer cartilago de animales
mas jovenes ya que se observo, en experimentos posteriores, que al extraer
carlilago de ratas mas jévenes se alcanzé un rendimiento en peso hdmedo mayor
al que se obtuvo de ratas adultas, esto podria ser favorable ya que reduciria el
nimero de animales sacrificados. -

En este sistema de mantenimiento de condrocitos es mas facil la recuperacion de
las moléculas especificas de cartilago para su andlisis o cuantificacion asi como
para estudiar a los condrocitos aislados, por medio de la adicién de un agente
quelante de calcio que hace reversible la gelificacion det alginate (Kupchik et al.,

1983; Guo et al., 1989).
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10. CONCLUSIONES

La metodologia planteada para la obtencién de cartilago, aislamiento y
mantenimiento de condrocitos de rata en geles de alginato produjo ios resultados
esperados.

Los condrocitos de rata adulta, mantenidos en geles de alginato, pueden
emplearse en un periodo de tiempo que va de los B a los 15 dias después de la
encapsulacién debido a que en este tiempo se conserva un porcentaje de ceélulas
viables, ademas de que fa morfologia y el fenotipo es caracteristico de los
condrocitos.

El poder estudiar el ensamble y degeneracién de la matriz extracelular de los

condraocitos in vitro, brinda la posibilidad de conocer los mecanismos que originan

las enfermedades degenerativas y de esta forma poder plantear una estrategia
terapéutica que nos ayude a controlar este problema que ha venido en aumento

al prolongar el tiempo de vida de las personas.
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12. APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS

12.1.1. Solucién salina fisioldgica estéril {SSFE)

NaCl (J.T. BaKer} ..o 9g

Agua bidestilada y desionizada .............ccoeveiiiiinenn cpb 1000 mL
Esierilizacidn; calor htimedo 121°C, 115 Ib de presidn, 15 minutos.
Almacenarse a 4°C.

12.1.2. Mezcla alcohol 70%-benzal 1:1000

Alcohol (Holguin Industrial) ..., 700 mL
Benzal (Farmacéuticos Altamirano) ............c.oceeeeere.. 100 ML
Agua bidestilada y desionizada ... cpb 1000 mL

12.1.3. Solucién A

Glucosa (Merck) .......ccoococevnesvcnnsvnniniecesinnnn:. .84

KCH{U.T. BAKET) ..vcovvoveeeervcsresresmermsneneeeresmenmensrnns 0.22.9
NAC! (J.T. BEKET) ..ooeoceeeeectvovvocrnsessesressssnsssssnsresnsnens 159G
NasHPO4 (J.T. BAKET) wovovereroceeereooesereerenniens. 0745 0

Rojo fenol 1% (In Vtro) ........c.cccocovvimmniicinnnnisnnnin. 0012 mi
Agua bidestilada y desionizada ...............ccccooveeeieee. ©pb 1000 mL
pH=7.2-74 '
Esterilizacion: Filtracién, membrana Millipore poro 0.22 pm

Almacenarse a 4°C.
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12.1.4. Medio DMEM/F 12 suplementado

Suero fetal bovino (GibCo BRL) ..o, 100 mL

Gentamicina 50 mg/mL {In VItro) ... 5mlL

Anfotericina B 500 pg/mL (In Vitro) ..., 2mL

Acido ascérbico (Sigma Chemical CO.) .....cocovececeunee. 25mg

HEPES (Research Organics) ........c..ccceevvcvecrsvinrieneeen. 5.96 @

Medio DMEM/F12 (GIbeo BRL) ......ocovrrvvirrrerescneree. cpb 1000 mbL
pH=72-74

Esterilizacién; Fittracién, membrana Millipore poro 0.22 pm
Almacenarse a 4°C.

12.1.5. Solucién de Tripsina 0.2%

Tripsina tipo | de pancreas

de bovino (Sigma Chemical Co.) .......covvvmreeieicncnn. 0.02g

Solucion A estril ..o 10 mL
Prepararse en el momento de ser empleada.

12.1.8. Solucién de colagenasa tipo 1 0.2%

Colagenasa tipo 1l (Worthington) ...........cccccrrveiennnn 0.02g
SolucidN A @8EN .......cervieeeirie e e 10 mL
Prepararse en el momento de ser empleada.

12.1.7. Azul tripano 0.4%

Azul tripano {Sigma Chemical Co.)............ccoccveevcaveene. 0.4 9
Almacenarse a 4°C.
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12.1.8. Solucién de alginato de sodio 1.2%

Acido alginico {(Sigma Chemical Co.) ........ccovrvrrnrennnnce 12¢
HEPES (Research Organics) .........ccocoeveeiccicininnn, 04769
SEFE ottt e e cpb 100 mL

pH =7.2-7.4
Esterilizacion: Filtracién, membrana Millipore poro 0.22 pm
Almacenarse a 4°C.

12.1.9. Solucion de CaCl; 102 mM

CaClz (J.T. BaKEr) ..ccovvecevercre oo 14.997 @
HEPES (Research Organics) ........cccocvceevrevcrcenicnneenn. 4.768 g
SSOFE o e s s ¢pb 1000 mL
pH=72-74
Esterilizacién: Filtracién, membrana Millipore poro .22 pm

Almacenarse a 4°C.

12.1.10. Citrato de sodio 55 mM

Citrato de sodio (J.T. Baker) ............ccoeocvvvimercrciencnen. 16,18 g
HEPES {Research Organics) .........cocceeveemrverceicereene. 476 9
SOFE .ot snse s nesneenses . CPD 1000 ML
pH = 7.2-7.4
Almacenarse a 4°C.

12.1.11. Bufer de cacodilatos 0.2 M- CaCl; 10 M

Acido cacodilico (Sigma Chemical Co.} ..oocooveine e 13.8g
CaCla (L.T. BEKEM .o 0.735¢
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Agua bidestilada y desionizada ..............ccccocooiieericne cpb 500 mL
pH=72-74
Almacenarse a -20°C.

12.1.12. Bufer de cacodilatos 0.1 M- CaCl; 5 mM

Biifer de cacodilatos 0.2 M- CaCl 10M ... 250 mL
Agua bidestilada y desionizada ..o cpb 500 mL
pH=7.2-74

Almacenarse a 4°C.

12.1.13. Glutaraldehido 2.5%- CaCl; 5 mM

Glutaraldehido 25% (Merck} ........co.evrvvrccnvncicieniicnn. 10 mL
Bufer de cacodilatos 0.1 M-CaCl 5mM .................. ¢pb 100 mL
Almacenarse a 4°C.

12.1.14. 0s0,4 1%-RHT 0.7%

0s0, 2% (Electron Microscopy Sciences) .................. 5mL
RHT (Aesar Johnson Matthey INC.} ........cccovivrcinnnee 0079
Bufer de cacodilatos 0.2 M- CaCl, 10M ..................... cpb 10 mL

Prepararse en el momento de ser empleado.

12.1.15. Resina Spurr (Electron Microscopy Sciences)

a) ERL 4206 (resina eplXica) ............covecvvineriniinnns 209
b) DER 736 (flexibilizador) ... 129
¢) NSA (endurecedor) ........coovverrvrervsniecmarecnennes. 524
d) DMAE.1 (catalizador) ..........cccovveinicennncinincnnne 08g
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Pesar cada componente en el orden indicado por los incisos. Mezclar después de
agregar cada componente. Alicuotar en jeringas de 20 mL. Almacenar a -20°C.
El etanol emplado para la mezcla con resina Spurr asi como para las

deshidrataciones fue adquirido en Merck.

12.1.16. Azul de toluidina 0.5%

Azul de toluidina (Polysciences InC.) ... 059
Borax (Electron Microscopy Science) .........cccoeiinnnn 19
Agua bidestilada y desionizada ................c.ccoccvveee.. €pb 100 ML

Calentar ef agua, disolver el borax y el colorante sin dejar de mover hasta disolver
los grumos, filtrar y almacenar en frasco ambar a temperatura ambiente.

12.1.17. Solucién saturada de acetato de uranilo.

Acetato de uranilo (J.T. Baker)...........cccervevcvireneenee. 98

Agua bidestilada y desionizada ..............ccoccevcrenenee. €pb 100 mL
En un vaso de precipitados con agitador magnético se colocan los reactivos. Se
agita hasta que se disuelva ta mayor parte del reactivo. Guardar en frasco ambar a

temperatura ambiente.

12.1.18. Citrato de plomo Reynolds

Nitrato de plomo (J.T. Baker).......coceovvmecvevinnneneee,. 1.33 g
Citrato de sodio (J.T. Baker) .....cccovverirnciciinncen, 176 g
Hidréxido de sodio 1 N ... 8 ML
Agua bidestilada y desionizada ... cpb 50 mL

En un vaso de precipitado colocar el nitrato de plomo, el citrato de sodio y 30 mL
de agua. Agitar constantemente durante un minuto. Agregar gota a gota los 8 mL
de NaOH 1 N (la solucién se tornard clara). Continuar con la agitacién. Afarar a 50
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mL. Guardar en frasco ambar a temperatura ambiente.

12.1.19. Paraformaldenido 4%- CaCl; 5 mM

Paraformaldehido (J.T. Baker) ...........ccocoveccniennnne 4g

CaCly (J.T. BaKeI) .....cccooermermceercerineinie e 0.735¢
Hidroxido de sodio T N ..o, 8 ML

Agua bidestilada y desionizada ...............ccccccveeeenree.. €pb 100 ML

El agua se pone a calentar a un temperatura menor a 60°C. agregar el
paraformakdehido. Agitar constantemente y mantener la temperatura. Agregar gota
a gota el NaOH 1 N hasta que la solucidn sea clara. Filtrar con papel filtro
Whatman # 50.

12.1.20. Biifer de Tris-HCI

Tris-HCI 10 mM (USBiochemical) ............cccocovmircnirnenn. 1.576 g

NaCl 0.14 M (J.T. Baker) .......cccrvvvviiincncinnenninnininnens B.182g

CaCla (J.T. BaKer) ..ot rrrvcecssennene. 0735 0

Agua bidestilada y desionizada ... cpb 1000 mL
pH=7.2-74

Almacenarse a 4°C

12.1.21. Solucién de sacarosa 20%

Sacarosa (MErCK) ......o.ocovevrecriieere e cerne e .. 20g
Agua bidestilada y desionizada ............................. ¢pb 100 mL
pH=8.0

Almacenarse a 4°C
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12.1.22. Portaobjetos cubiertos con gelatina tipo A

Gelatinatipo A(Ted Pella) ..........cocooeeeivincircnnnne, 05g
Sulfato de cromo-potasio (Merck) ........c.cceeveceerccrennn. 0.05 g
Agua bidestilada y desionizada .................ccocceceeeenee. €pb 100 mL

Calentar agua a 60°C o menos. Afadir la gelatina, mezclar hasta que se disuelva.
Agregar el sulfato de cromo-potasio. Continuar mezclando. Introducir los
portaobjetos en la solucién, sacarlos y dejarlos secar 5 minutos en microondas, a
60°C durante una hora o bien a temperatura ambiente toda la noche.

12.1.23. Solucién de hialuronidasa 0.05%

Hialuronidasa testicutar bovina {Sigma Chemicat Co.) ..... 0.001 g

Buferde Tris-HCH ........ccovereiieeeeeceeeececceeeceeeveeeeee. 1ML
Para obtener la concentracion deseada hacer una dilucidn 1:2 con el bifer de Tris-
HCI.
Prepararse en el momento de ser empleada.

12.1.24. Albtmina sérica bovina 0.2%-Triton X-100 0.02% (Bufer de bloqueo)

Albumina sérica bovina (Sigma Chemical Co.)........ 0.02g

(libre de 1gG y baja en endotoxinas}

Triton X-100 (Sigma Chemical Co.) .....c..ccocconvenene, 2l

Bufer de Tris-HCI .....cc.ooiciiiiinncccrencsreserae cbp 10 mL
Almacenarse a 4°C

12.1.25. Anticuerpo primario dil. 1:25

IgG de conejo anticolagena tipo Il
{RaB Biochemical)..............c..ocii 10
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Biferde bloqueo .......ccooevvneveniiii e 240 pL
Prepararse en el momento de ser empleado.

12.1.26. Anticuerpo secundario dil. 1:60

igG de cabra anti IgG de conejo marcado con FITC ...... 42uL

(Vector)

Bifer de bloqUEO ........coooeviiiiiiiee 2458 ul
Prepararse en el momento de ser empleado.

12.1.27. Solucién de yoduro de propidie 10 pg/mb

Yoduro de propidio (Sigma Chemical Co.} ............ 10 mg

P B ekt st 10 mL
Para obtener la concentracién deseada, realizar una dilucién 1:1000 con PBS.
Guardar a 4°C a resguardo de la luz.

12.1.28. Bufer de fosfatos safina (PBS) 10X

NaCl (J.T. BAKEI) oot cerieccreniiceeenesirnenvansronsens. 820

NaHzPO4 (J.T. Baker) ..c..ocovvrierpereecicereerrensecneens. 4.3 @

NazHPO, (J.T. Baker) ..o recnieenn. 17,4

Agua bidestilada y desionizada .................coereeer.. €pb 1000 mL
pH=7.2-74

Para obtener PBS 1X realizar una dilucion 1:10 de ésta solucion.
Almacenarse a 4°C.

Guadalupe Miriam Huerta Pérez
Qimica Fermacéutica Biologa  FES-Cuautittin - UNAM



