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I. Introducción 
 

A. Terapia génica e ingeniería de tejidos 
 

En los últimos quince años la terapia génica se desarrollo en el campo de la 
investigación, debido al avance en la clonación y manipulación de genes, con el fin de 
entender los aspectos biológicos relacionados con estos (Robbins D. P., I998).  Mas aun, se 
ha trasladado a la clínica con el tratamiento de una gran variedad de enfermedades 
genéticas, como por ejemplo, la fibrosis quística, la deficiencia de adenosin deaminasa 
(ADA), o enfermedades degenerativas como osteoartritis, artritis, cáncer, hipertensión, 
arterosclerosis, diabetes, etc (Russell J.S., I997). 
 La terapia génica puede definirse como el tratamiento o prevención de enfermedades, 
mediante la transferencia de genes terapéuticos  a células somáticas o estaminales. 
Actualmente existen dos tipos de estrategias, el método directo o in vivo y el indirecto o  ex 
vivo. El método in vivo implica la inyección directa de un cassette de expresión, compuesto 
por uno o más genes y un elemento regulador; mediante un vector estos componentes son 
directamente expuestos a las células o tejido blanco (Russell J.S., I997). En el método 
indirecto  las células blanco son modificadas en el laboratorio para su posterior 
administración o transplante al individuo receptor (Crystal G.R., 1995). El método ex vivo 
puede combinarse con otra disciplina innovadora, la ingeniería de tejidos, que implica la 
utilización de materiales biológicos o sintéticos, biodegradables y biocompatibles, 
sembradas con células, modificadas o no genéticamente, para crear transplantes biológicos 
que restauren, mantengan y/o mejoren la funcionalidad del tejido (Vacanti J.P. and Langer 
R. 1999).         
 

B. Vectores en  terapia génica  
 

Una de las mayores limitantes en terapia génica es la habilidad de liberar de manera 
eficiente el apropiado gen al tejido o célula deseado, por lo que resulta de gran 
trascendencia el vector para tal propósito (Robbins D. P., et al., 1998). Un vector,  es un 
vehículo que transporta y libera de manera eficiente y precisa el gen o genes terapéuticos, 
junto con un elemento regulador dentro de las células blanco de interés (Russell J.S. I997). 
El vector ideal debe ser capaz de liberar un paquete de expresión con el gen (s) del tamaño 
necesario para las aplicaciones clínicas, debe de ser especifico para las células blanco, no 
ser reconocido por el sistema inmune, estable y de fácil reproducción, además de ser 
producido  en grandes cantidades y a altas concentraciones; por ultimo debe de ser seguro 
para el individuo recipiente y su medio ambiente.    
Los vectores en terapia génica se  agrupan en virales y sintéticos o no virales. Los  vectores 
sintéticos están basados en lípidos o liposomas, partículas virales inactivadas y  cristales de 
fosfato de calcio. Las ventajas que ofrecen estos sistemas de trasferencia son el tamaño 
ilimitado del gene o genes, su relativa facilidad de construcción, causan  nula respuesta 
inflamatoria o inmune, no se replican  o recombinan, por lo que no tienen efectos 
patológicos, ya que su acción es epicromosomal; la principal y gran desventaja de estos 
vectores es la baja eficiencia en su transferencia de genes y especificidad a ciertas líneas 
celulares (Crystal G.R., I995) (Naxin and Ataai, 2000).  
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En el segundo grupo de vectores en terapia génica se incluyen  los virales, cualquier virus 
puede ser utilizado como vector, siempre y cuando los genes virales se puedan remover, 
permitan la inserción del gen (s) de interés  y sea incapaz de replicarse en las células 
blanco. Actualmente son cuatro tipos virales empleados en los protocolos de terapia génica: 
retrovirus, herpes simple virus, adenovirus y virus asociados a adenovirus. 
De estos vectores el más utilizado, con un 56%, son los retrovirales, los cuales necesitan 
células con una alta actividad proliferativa para una infección estable, lo que limita las 
líneas celulares susceptibles para su uso (Russell J.S., 1997) (Robbins P.D., et al 1998). Su 
transferencia génica puede ser mantenida durante el tiempo de vida del hospedero, debido a 
que se integra a su  genoma, por lo cual  los hace ideales para terapias de cáncer o 
enfermedades hereditarias. Esta última característica de los vectores basados en retrovirus  
puede ser contraproducente y de alto riesgo, ya que puede también ser causa de la 
activación de un oncoge e iniciar un proceso de tumurogénesis. (Friedman T. et al., 2003). 
Los vectores basados en Herpes simple virus, permiten la integración de una gran cantidad 
de genes 30 kb, infectan una gran variedad de células, pero su principal desventaja es la  
alta toxicidad de algunos genes  de la región EI (Inmmediate early), que también codifica 
algunos genes implicados en la replicación viral, y aunque se ha reducido dramáticamente 
la citotoxicidad de estos, se disminuye la capacidad de producir grandes cantidades de 
virus.  (Naxin and Ataai, 2000) (Robbins D. P., et al., 1998). 
 

C. Vectores Adenovirales 
 
Los adenovirus humanos son uno de los mejores sistemas vehículos de liberación 

desarrollados hasta la fecha. La habilidad de los adenovirus de introducir y expresar genes 
especialmente in vitro, ha sido ampliamente demostrada y documentada desde hace 15 años 
(Russell C. W., 2000). 
Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridade, que consta de 3 géneros y 6 
subgéneros o subdivisiones A, B, C, D, y F. Su clasificación histórica en serotipos humanos 
esta basada en criterios inmunológicos. Los serotipos 5 y 2 del subgrupo C son los 
principalmente utilizados en terapia génica. Su estructura esta compuesta de una capside 
proteica icosaédrica de 70-100 nm diámetro, su genoma  es de aproximadamente de 36 Kb, 
es una doble cadena de ADN, en el contexto de la terapia génica el hexón, la fibra y la base 
pentano son las principales proteínas que conforman la cápside. (Smith T. N. and Lasic 
D.D. 2000) 
Las unidades de transcripción del genoma viral esta dividido en dos etapas, la temprana y la 
tardía, la primera a su vez esta separada en cuatro unidades mas, por sus siglas en ingles 
son : E1, E2A, E3 y E4. En el contexto de la terapia génica para   producir adenovirus como 
vectores las secuencias E1 y E3 son eliminados (∆E1, ∆E3). La región E1 controla la 
replicación y expresión de otros genes tempranos, la región E3 no participa en la 
producción viral, pues codifica en la evasión del sistema inmunológico de hospedero,  su 
eliminación da mayor espacio al vector. De esta forma, los adenovirus ∆E1 y ∆E3  solo se 
pueden replicar en líneas celulares específicas con la secuencia E1 en su genoma, 
produciendo partículas virales incapaces de replicarse en las células blanco.  
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Entre los criterios para la utilización de los adenovirus como vector en la terapia génica se 
encuentra el poder obtener altos niveles de transducción en una gran variedad de estirpes 
celulares, incluyendo tanto células en división, como células  quiescentes. 
Se puede introducir una gran cantidad de secuencias transgénicas más de 10kb. Otra 
propiedad de los adenovirus es la de poder  ser amplificado en altos títulos, dando como 
resultado preparaciones en grado clínico ≈103 partículas virales por mililitro.  No se integra 
al ADN de hospedero, su acción es epicromosomal por lo que en teoría, no modifica el 
genoma de su célula blanco (Wu N. and Ataai M.M., 2000).    
  

D. Marcadores de transfección: Green fluorecent protein (GFP) 
 

Las investigaciones de transferencia genética están centradas en dos categorías, los 
estudios terapéuticos y de marcación, estos últimos permiten identificar y seguir a las 
células modificadas genéticamente para monitorear la capacidad  de transfección y evaluar 
su seguridad; así como el destino final de las células infectadas  (Ronald C. et al.,1995),  
para lo cual se utilizan vectores  con genes reporteros como la B-Galactocidasa, lucifesa, 
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) y la proteína verde fluorescente (Smith T. et al., 
2000). GFP es una proteína de 238 aminoácidos, que absorbe luz azul a una longitud de 
onda de 395 nm con un pequeño pico a 407 nm, emite luz verde a una  longitud de onda de 
508 nm, no necesita ningún otro cofactor o sustrato, dado que el cromóforo es generado por 
una ciclización y oxidación interna de los aminoácidos Ser65-Tyr66-Gly67. El gen de la 
proteína verde fluorescente se aisló de la medusa  Aequorea victoria, la clonación de su 
cADN  (gfp10) a principios de los sesenta despertó un gran interés, ya que la expresión de 
este gen, tanto en células procariontes y eucariontes, produce una proteína fluorescente 
(Cubitt A.B. et al, 1995), por lo que no requiere de ningún otro producto génomico de A. 
victoria para la formación del cromóforo, siendo este producto de una autocatálisis o por  
uso intrínseco de los componentes celulares. (Chalfie M. et al, 1994) 
Por otro lado,  gfp es un gen pequeño en comparación con otros genes reporteros como β-
Galactocidasa o fostranferasa neomisina, que ocupan mucho del espacio dentro del vector. 
Por esta y las anteriores razones GFP  lo hace el reportero ideal en estudios de marcaje, ya 
que simplemente las células tranfectadas necesita ser irradiadas con luz ultravioleta o luz 
azul para su detección, tanto  in vitro como in vivo (Chalfie M. et al., 1994) 
 

E. Citometría de Flujo 
 
La citometría de flujo (CMF) es una técnica de análisis celular multiparamétrica 

rutinariamente aplicada en laboratorios de investigación y clínicos. Su fundamento se basa 
en hacer pasar una suspensión de partículas normalmente células de forma individual por 
una fuente de luz (Láser de 480nm). La intersección de cada célula con la luz provoca la 
emisión de una serie de señales luminosas que permite diferenciar poblaciones celulares por 
su tamaño relativo, su granularidad relativa y por la intensidad de fluorescencia relativa. Es 
un método que permite analizar y cuantificar desde cientos hasta millares de células en tan 
solo unos minutos (5000 partículas/segundo), tiene mayor sensibilidad y objetividad que la 
microscopía de fluorescencia; además de ser un método de análisis cuantitativo.  
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De este modo la cítometria de flujo puede ser una herramienta muy útil en los estudios in 
vitro de transferencia genética de marcación, ya que una muestra de una población celular 
transfectada con GFP, emitirá señales de fluorescencia  procedentes y de la  célula.  
Por lo que cada señal de fluorescencia es indicativo de una  transfección celular y la 
intensidad de fluorescencia puede ser proporcional a la cantidad de la proteína generada, 
por lo que  estos datos son detectados y cuantificados por los citómetros de flujo estándar 
(Cheng L. et al.,1996)   
El evaluar la seguridad de la transferencia génica mediante un vector es planteada en 
cualquier protocolo de terapia génica; un análisis de la cuantificación de ADN por CMF 
puede ser una alternativa para tal meta, ya que este método es utilizado tanto en estudios de 
investigación como clínicos para obtener la distribución del ciclo celular y el estado de 
ploidía tanto en tumores como en otros procesos proliferativos.  
En los análisis del contenido de ADN las células son teñidas con un fluorocromo que se 
intercala de forma constante a las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos, comúnmente 
se usa el yoduro de propidio, al ser iluminadas con un láser de 480nm las células o núcleos 
emiten  fluorescencia cuya intensidad relativa es directamente proporcional al contenido de 
ADN. La cantidad de ADN nuclear refleja la posición de una célula dentro del ciclo celular, 
así las células maduras en las fases G1-G0 que se encuentran en reposo o en la transición 
hacia la síntesis de ADN poseerán  un contenido de DNA igual a 2N o diploide. Durante la 
fase de S o síntesis en la cual se va duplicando el ADN, incrementándose durante la 
progresión de esta, las células tienen una cantidad de ADN intermedia entre 2N y 4N. 
Después de que el ADN se a duplicado, las células entran en la fases llamadas G2-M en la 
que contienen cuatro copias del genoma 4N o diplode. En este comparativo la CMF puede  
hacer una discriminación entre las fases G1-G0, S, G2-M  por la intensidad de 
fluorescencia; así las células aneupolides tendrán un  cambio en  el contenido de ADN 
mostrando una intensidad de fluorescencia anormal debido al cambio a nivel cromosomal. 
Por lo la CMF permite conocer la distribución de una población celular a lo largo de las 
distintas fases del ciclo celular (G1-G0, S,  G2-M), así como la existencia o no de 
aneuploidias de ADN (Darzynkiewicz Z. et al., 2001) (Longonbardi G. A.,1992). 
 

F. Lesiones y enfermedades articulares  
   

El número de pacientes con lesiones en las articulaciones se ha incrementado en los 
últimos años, principalmente a causa de la expansión de la población mayor y a los 
numerosos pacientes con lesiones deportivas, siendo las lesiones traumáticas del cartílago 
un factor que predispone al desarrollo de osteoartritis (Minas T. and  Nehrer S. 1997). El 
problema de este tipo de lesiones y enfermedades es la poca o nula reparación espontanea, 
debido a que el cartílago articular carece de vasos sanguíneos, no esta enervado y el 
mecanismo normal de reparación de un tejido, que involucra el reclutamiento de nuevas 
células en la zona del daño, no ocurre  (Hardingham T. et. al., 2002). 
 Las estrategias terapéuticas en el tratamiento de lesiones articulares y la osteartritis  
incluyen la utilización de antinflamatorios, inyecciones  intrarticulares de esteroides u otros 
agentes, intervenciones quirúrgicas como microfracturas, abrasión por artroplastía, etc, con 
resultados poco satisfactorios, siendo el común denominador la formación de  
fibrocartílago, un tejido que no tiene las mismas características físicas, estructurales y 
fisiológicas del cartílago articular.  
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Por lo que el tratamiento con células y tejido autólogo ha dado mayores esperanzas en el 
campo de la reparación condral (Minas T. and  Nehrer S. 1997)( Hunziker E.B. 2001). 
Recientemente la  aplicación de la ingeniería de tejidos  en el tratamiento de este tipo de 
enfermedades ha tenido un gran impacto. El desafío en ingeniería de tejidos para cartílago 
es el producir un tejido cartilaginoso con la estructura y propiedades parecidas a las ex vivo, 
que pueda ser implantado dentro de la articulación para proveer una reparación condral, 
además del lograr integrarse al tejido del paciente (Hardingham T. et. al. 2002). 
Durante el proceso de creación in vitro del tejido, las células deben de  ser obtenidas y 
expandidas a partir de una pequeña muestra, siendo un importante factor el  gran número de 
células para formar el neo- tejido. La expansión de esta población celular puede realizarse 
en condiciones de cultivo en monocapa, pero durante el proceso los condrocitos, células 
componentes de cartílago articular, sufren un proceso de desdiferenciación, dando como 
resultado células alargadas y parecidas a los fibroblastos, quienes pierden su perfil de 
expresión proteico de la matriz extracelular, de la cual dependen la propiedades físicas del 
cartílago articular.  Varias moléculas, factores de crecimiento y genes son utilizados como 
condroproctectores o condrogénicos, estos elementos a largo plazo también pudieran  
conducir a un proceso de desdiferenciación. 
Aunque la desdiferenciación  no es un sinónimo de un proceso carcinogénico, es un 
proceso que puede acompañar a el desarrollo de algunas neoplasias en el catílago articular 
(Aigner T. and Unni K.K. 1999).  
La investigación en la reparación de lesiones condrales con animales de laboratorio  es muy 
amplia, pero no así, utilizando una especie con natural incidencia en enfermedades 
articulares, por lo que el caballo es una especie ideal para estudios de enfermedades 
articulares debido a su tamaño, la habilidad de realizar ejercicios controlados y una natural 
incidencia al  igual que el hombre a tener lesiones traumáticas de cartílago, no solo en 
individuos de edad avanzada, sino también en deportistas (Frisbie  D.D. and Macllwraith 
W. 2000), por lo tanto, un modelo experimental equino puede ser benéfico para probar 
protocolos terapéuticos de terapia génica e ingeniería de tejidos en la reparación de lesiones 
articulares.  
De esta  manera, el usar células de cartílago articular  equino cultivadas in vitro  con una 
modificación genética mediante un adenovirus para mejorar sus características 
condrogénicas, implica el conocer la factiblilidad de transfección del vector relacionada con 
los índices de multiplicidad de infección, utilizando como  gen reportero GFP que permite 
detectar, cuantificar de forma objetiva y rápida las células transfectadas  mediante CMF, 
además de esta manera se puede evaluar la seguridad de la transfección, no solo por el 
efecto del adenovirus, sino también por  el  proceso de expansión en cultivo  monocapa y el 
de desdiferenciación; descartando la aparición de un proceso proliferativo mediante un 
análisis de DNA por CMF  en células transfectadas con adenovirus y cultivadas a diferentes 
pases, para emplear  en un futuro estas células en la formación de un  neo-tejido de  
transplante que repare  lesiones articulares. 
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I. Antecedentes 
 

La transducción de células primarias de cartílago articular ha sido previamente 
realizada por varios grupos y utilizando varios vectores. Los vectores no vírales han  
mostrado una  baja eficiencia de transducción, los grupos de Dinser (2001)  y Goommer 
(2001) han tratado de mejorar la eficiencia de estos vectores en células primarias de 
cartílago. El primero grupo utiliza tres diferentes plasmidos bajo el control del mismo 
promotor que codifican el mismo gen reportero, la variante EGFP (enhancer green 
fluorecent protein). Utilizando una base no-liposomal llamada Fungene6, la cual 
incrementa la tranfección de los plasmidos, obtienen  del 30-40% de  células primarias de 
cartílago articular bovino transfectadas. El segundo grupo combina liposomas catiónicos 
con ligandos receptores policatiónoicos, aumentando la eficiencia de trasfección con el gen 
Lac Z hasta un 70% en  células de cartílago articular de conejo, ambos grupos su análisis de 
células transfectadas es realizado por microscopia. Aunque estos resultados son alentadores 
aun no logran obtener una población celular totalmente transfectada con los vectores 
sintéticos. 
La búsqueda de mejores porcentajes de transducción lleva a Hirschmann et al. (2002) a 
probar como alternativa el vector más común, un retrovirus, tomando  un EGFP como 
marcador de transferencia, su grupo utiliza células de cartílago articular de cuatro diferentes 
especies: humano, cordero, conejo y ternero. Las células de cartílago humano muestran el 
mayor porcentaje de transducción con un 70%, estos resultados son obtenidos hasta  los 
pases posteriores al tercero debido a la baja actividad proliferativa de los condrocitos. Estas 
células están modificadas genéticamente permanentemente con este vector retroviral al 
proliferar, las células hijas lo estarán también, mediante un sorting por CMF, aislaron  y 
obtuvieron  una población cien por ciento tranfectada que expresaba GFP. Estos vectores el 
único y gran inconveniente se presenta en un probable  proceso tumurogénico, por la 
integración de su genoma a los cromosomas de su hospedero     
Arai y colaborados (2000) utilizan otro vector, adenovirus asociado, con acción 
epicromosomal. Células recién aisladas de cartílago articular humano son transfectadas  con 
una variante de GFP como gen reportero, su expresión fue observada por microscopía de 
fluorescencia durante un periodo de tiempo máximo de siete días. Con 30000 moi´s, 
obteniendo un 95% de células transfectadas. Ulrich-Vinther (2002) emplean el mismo 
vector y gen reportero un AAV-GFP (adenovirus asociado) para infectar células recién 
aisladas de cartílago articular humano, las células son irradiadas con luz UV para 
incrementar el índice de transducción y reducir la cantidad de virus. El análisis de 
transducción es confirmado por CMF, en el cual muestran índices del 100% de transfección 
con el tratamiento de 200J/m2 y  1000 moi´s, sin tratamiento de luz UV solo la mitad de las 
células expresan GFP, por lo que los dos grupos mencionan que los adenovirus asociados  
muestran una clara dependencia a altas dosis virales necesitando mas 103mois, pero Ulrich-
Vinther al irradiar las células con UV para mejorar la transferencia de genes, tienen el 
riesgo de la aparición  de neoplasias por la tautemerización de bases de ADN o la 
generación de radicales libres.  
     
 
  

6 



Los adenovirus han sido utilizados en estudios preclínicos de terapia génica tanto en 
problemas de artritis rehumatoide como de osteoartritis, y el uso de este vector a sido 
exitoso en la liberación de genes tanto en tejidos intrarticulares incluyendo el sinovial, 
meniscos, ligamentos y cartílago (Evans H.C., et al., 2001). Los estudios realizados en 
cartílago, las células provienen  de una gran variedad de fuentes, en humano,  son tomadas 
tanto del hombro como de la rodilla, al igual que de líneas celulares ya establecidas, 
también se han liberado genes en condrocitos articulares tomadas del hombro, rodilla o de 
las costillas de conejo, cerdo y bovinos. 
Todos los estudios con adenovirus como vector, el principal gen utilizado para comprobar 
la transfección es Lac Z, que codifica la enzima β-Galactosidasa, posteriormente las células 
son teñidas con el sustrato X gal y visualizadas por microscopia óptica, de este modo se 
estima los porcentajes de transducción.  Los grupos de Arai (1997) y Shuler (2000) 
reportan que al utilizar 50 moi´s se obtiene la mayoría o prácticamente todas las células son 
transfectadas. Otros dos grupos el de Smith y Doherty  mencionan  la utilización de 
adenovirus con el gen Lac Z, pero con mayor número de moi´s, 300 y 1000 
respectivamente con este reportero. 
El trabajo realizado por Dinser (2001) y colaboradores utilizan finalmente la variante 
EGFP, para monitorear la transfección de una nueva generación de adenovirus, reportan 
que el 82% de condrocitos son transfectados con 100 moi´s, al igual que todos los grupos 
mencionados  el porcentaje es obtenido por microscopia, pero en este caso de fluorescencia, 
y mediante una cámara de Neubauer. 
Solo dos grupos contemplan la terapia génica en equinos para el tratamiento de 
enfermedades o lesiones articulares. Pero  Macllwrait et al (2000) transfecta células  de la 
membrana sinovial. Por lo que el único real antecedente con células primarias de cartílago 
articular de equino y terapia génica es el trabajo realizado por Nixon (2000) y 
colaboradores, por medio adenovirus recombinante como vector, realizando una 
trasducción estable de GFP, LacZ y/o un factor de crecimiento. Sus resultados solo 
mencionan que muchos de los crondrocitos primarios en cultivo en monocapa fueron 
transducidos mediante adenovirus que expresan la proteína verde fluorescente y 
visualizados por microscopía de epifluorecencia.  Por lo que no hay resultados mediante un 
método cuantitativo, analítico y objetivo de la transducción mediante adenovirus de células 
de cartílago articular,  no solo en caballo,  sino también en otras especies, y los ya 
existentes con otros vectores necesitan un a gran cantidad de virus, elevando su costo, o hay 
una probable incidencia de un proceso neoplásico. 
Finalmente el grupo de Kamil,  Vacanti  et al (2002), plantea la necesidad de explorar por 
citometría de flujo,  el riesgo teórico de una transformación maligna por la estimulación de 
factores de crecimiento en condrocitos en cultivo para la formación de un neo-tejido, ya 
que aneuplodias han sido detectados en tumores cartilaginosos.  Este mismo riesgo puede 
aplicarse a todo estudió de terapia génica. 
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III. Objetivos Generales 
 

• Evaluar por citometría de flujo la eficiencia de la transferencia  génica 
adenoviral in vitro con el gen reportero EGFP (enhancer green 
fluoresent protein) en células aisladas de cartílago articular de caballo.  

 
• Estudiar el ciclo celular en células cartilaginosas de caballo posterior a 

la  transferencia génica con Ad GFP por citometría de flujo. 
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IV. Objetivos particulares 

 
• Cuantificar y determinar por citometría de flujo los índices de 

infección con  Ad EGFP en células aisladas de cartílago de 
caballo a diferentes  pases de cultivo. 

 
•  Analizar por citometría de flujo las fases del ciclo celular en 

células aisladas de cartílago articular de caballo transfectadas 
con Ad EGFP, en cultivo primario, primer y segundo pase. 
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V. Material y Métodos 
 

A. Aislamiento de células articulares de caballo 
 

Se obtuvieron siete rodillas de caballos sacrificados o muertos por causas ajenas a la 
articulación y clínicamente sanas de la Clínica de Equinos, Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootécnia de la UNAM, las rodillas se limpiaron  y lavaron antes de ser 
disecadas para obtener la muestra de cartílago articular en condiciones estériles. El tejido se 
coloco  dentro de un tubo cónico de poliestireno con 5 ml de PBS (Solución buffer de 
fosfatos, pH 7.2) y antibiótico al  10%  (penicilina, estreptomicina y anfotericina), para ser 
transportado al laboratorio y se mantuvieron a 4 ° C hasta ser procesado. Para obtener el 
número de condrocitos necesario la muestra de cartílago fue  fragmentada  dentro de una 
campana de flujo laminar con ayuda de un bisturí, los fragmentos se  colocaron en tubos 
cónicos de poliestireno con 5 ml de una solución de Colagenasa tipo I (Worthington) a una 
concentración de 0.3 % en medio de cultivo M199 estéril, se mantuvo en  incubación con 
agitación constante  de  3-4 horas a 37 ° C. Después del  tiempo de incubación,  el tejido 
fue resuspendido y filtrado  en una maya de nylon estéril con poros de 0.5 mm de diámetro, 
en los casos en el que el tejido presentaba fragmentos aun visibles. Posteriormente las 
células ya en suspensión se centrifugaron por 12 minutos a 1200 r.m.p, se desecho  el 
sobrenadante y el botón celular se lavo  dos veces más  con medio de cultivo M199 
suplementado con   antibiotico1% (penicilina, estreptomicina y anfoterisina). La viabilidad 
celular  se determinó por la técnica de exclusión de azul de tripano al 0.4% en una cámara 
de Neubauer y un microscopio invertido  (Axiovert 25, Zeiss).  

Con una viabilidad de mas del 90% la muestra fue dividida en dos partes, la primera  
sembrándose en una caja de seis pozos de poliestireno a una concentración de 2X105 
células por pozo, tomando a estas como un cultivo primario,  la segunda parte de la 
muestra, 1X106 células se sembraron  en una caja de  poliestireno para cultivo de 75 cm2, 
ambas se cultivaron en medio M199 suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF), 
antibiotico1%  y en CO2 al 5%, a 37° C y 85% de humedad.  

A cada muestra de cultivo primario se le hicieron dos pases mas, para lo cual los cultivos 
primarios en confluencia de la caja de 75 cm2  se cosecharon con tripsina 0.25% en EDTA 
0.1mM, se incubaron  por 5 minutos y se lavaron  con 5 ml de M199 y antibiótico al 1% 
centrifugándose a 1200 r.p.m. por 10 minutos, el botón celular se lavo en dos ocasiones 
mas, resuspendiendo en 5 ml de M199 y antibiótico al 1% y centrifugándose a 1200 r.p.m. 
por 12 minuto. Nuevamente se sembraron en las mismas condiciones que el cultivo 
primario, 2X105 células por pozo y 1X106 células en una caja de cultivo de 75 cm2. Este 
proceso se realizo  en otra ocasión, para obtener finalmente células cartílago de caballo en 
cultivo  primario, primer y segundo pase.  

B. Infección celular con Adenovirus-EGFP 
  El Adenovirus-EGFP (Ad-EGFP) con replicación deficiente producido con AdEasy 
system, fue proporcionado por el Laboratorio de Terapia Génica Celular del Centro 
Nacional de Rehabilitación. El  Ad-EGFP es un adenovirus basado en el serótipo humano 
tipo 5 (∆E1a, ∆E1b parcialmente, ∆E3), con un promotor de  Citomegalovirus (CMV) para 
controlar la expresión del gen, en este caso de una variante de GFP silvestre llamado 
EGFP-C1(Chuan H. T., et al., 1998) optimizada para fluorecer con  mayor intensidad y  
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mejor expresión en células de mamíferos. El titulo viral del lote utilizado fue calculado por 
unidad infecciosa por el método en placa, el cual fue de 5X109 pfu/ml.   

Transcurridos dos días de cultivo los pozos con 2X105 células se infectaron, para los cual se 
lavaron con 5 ml de PBS y se les agrego la suspensión viral, 500 µl de medio M199 
suplementadado con 1% de SBF, 1% de antibiótico y el Ad-EGFP a 25 y 50 MOI´s 
(múltiplos de infección viral, por sus siglas en ingles, o como se les denomino múltiplos de 
transfección viral). A las células control sin transfectar solo se les agrego 500 µl M199 
suplementadado con 1% de SBF y 1% de antibiótico.  Los pozos se incubaron por 2 horas a 
37°C, con CO2 al 5%, agitando suavemente cada 15 minutos. Transcurrido el tiempo de 
incubación la suspensión viral se desecho, las células se lavaron  con PBS y se dejaron  en 
cultivo por 48 horas en medio M199 suplementado con 10% de suero bovino fetal, 
antibiotico1% y  CO2  al 5% y a 37° C. Este procedimiento se hizo para el cultivo primario, 
primer pase y segundo pase  

C. Análisis de la expresión de EGFP y evaluación del ciclo celular 
Durante las 48 horas de cultivo, posterior a la infección adenoviral las células 

fueron monitoreadas para verificar  la expresión de EGFP, para lo cual se observaron en un 
microscopio invertido de fluorecencia con un filtro de 480 nm (Axiovert 25, Zeiss). Una 
vez transcurridas las  48 horas las células  fueron desprendidas de los pozos de cultivo 
mediante tripsina 0.25% EDTA 0.1mM, lavadas con M199 suplementado  antibiotico1% y 
centrifugando a 1200 r.p.m. 12 min, un segundo lavado con PBS e igualmente 
centrifugando a 1200 r.p.m. 10 min. En este punto la muestra se divido en dos fracciones: a 
la primera (1X105 células) se les cuantifico la expresión de EGFP, a estas células se les 
agregará 5 µl de yoduro de propidio para  determinar la viabilidad, finalmente se fijaron en 
900  µl de formaldehído al 4 %, la segunda fracción 1X105 células se les evalúo el ciclo 
celular,  para lo cual se trataran  con el kit de DNA Cycle Test Plus según las indicaciones 
del productor, Becton & Dickinson. La citometría de flujo se realizo en un FACS Calibur 
flow cytometer y se  analizó con ayuda del Cell Quest Software y Modfit Cell Cycle 
Analisys Software. Para el análisis de la transducción un mínimo de 10,000 células fueron 
analizadas y 30,000 células o núcleos para la  evaluación del ciclo celular.   
 

10 



VI. Resultados 
 

Las células aisladas de cartílago articular de caballo después de la transfección  con 
Ad-EGFP a 25 y 50 múltiplos de transfección a diferentes pases al momento de ser 
observados al microscopio invertido durante el monitoreo mostraban una morfología 
constante y similar a las células control, no se encontraron células flotando o muertas, 
tampoco objetos o partículas extrañas entre las células y en el medio de cultivo. Las células 
se veían refringentes y redondeadas durante el cultivo primario, más triangulares o 
fusiformes en los cultivos posteriores, la membrana celular se observaba bien limitada y 
poco o nada vacuoladas. La expresión de EGFP no se limitaba a un área celular en 
especifico, lo cual permitió  ver muchas de ellas  polinucleadas, las cuales estaban  siempre 
bien adheridas al sustrato. (Ver figura 1) 
 

 
 
 
 
 
 
  

Figura 1 A) Células de cartílago 
articular de caballo en monocapa 
100X 

     B) Células de cartílago articular 
de caballo trasfectadas a 25 moi´s 
400X 

 
Para determinar la  eficiencia de transducción del Ad-EGFP mediante citometría de 

flujo, en primer lugar se gráfico el tamaño relativo contra granularidad relativa celular, la 
cual fue de alrededor de 200-400, seleccionado la población celular en una región de 
análisis, siendo la misma para todas las muestras, tanto células sin transfección como 
transfectadas. (Ver Figura 1).  
Las células de la región de análisis posteriormente se analizaron  en un  gráfico entre los 
canales de emisión FL1, utilizado para medir la fluorescencia del rango de emisión verde 
alrededor de los 500 nm como el de EGFP de 507 nm, y el canal de emisión de FL3, este 
para monitorear la fluorescencia de yoduro de propidio 550-600 nm en el espectro de 
emisión rojo en el caso de células muertas. Para poder comparar los perfiles de 
fluorescencia celular, el gráfico fue dividido en cuatro cuadrantes, tomando como origen el 
punto de intersección  de 30 de FL1 y FL3 (Ver Figura 2); así las células sin transfectar o 
control fueron ajustadas electrónicamente para estar en la región inferior izquierda, las 
células que expresaran EGFP o transfectadas se encontraron en el cuadrante inferior 
derecho, y en los cuadrantes superiores las células muertas tanto sin transfección como las 
transfectadas respectivamente. Este paso fue realizado principalmente para ajustar la 
autofluorescencia de las células sin modificación genética o control, la fluorescencia del 
yoduro de propidio así como de EGFP, y  determinar la viabilidad. 
 Finalmente se  gráfico un histograma FL1 contra el número de eventos, en el eje de FL1 a 
partir del punto en donde terminaba la emisión de  fluorescencia de las células control se 
dividió  el mismo, tomando hasta la marca de la primera década de la fluorescencia como 
EGFP negativas y  posterior a ella como EGFP positivas (Ver Figura 2) . Por lo que el 
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determinar  la eficiencia de la transducción del Ad-EGFP fue tomada como el porcentaje de 
células EGFP positivas. Por otro lado, la intensidad de fluorescencia detectada es 
proporcional a la cantidad del fluorocromo en la célula, por lo tanto, igual a la cantidad  de 
EGFP que se estaría expresando, este dato es calculado de forma automática por el software 
Cell Quest  como la intensidad de fluorescencia media en la zona EGFP positiva.   

determinar  la eficiencia de la transducción del Ad-EGFP fue tomada como el porcentaje de 
células EGFP positivas. Por otro lado, la intensidad de fluorescencia detectada es 
proporcional a la cantidad del fluorocromo en la célula, por lo tanto, igual a la cantidad  de 
EGFP que se estaría expresando, este dato es calculado de forma automática por el software 
Cell Quest  como la intensidad de fluorescencia media en la zona EGFP positiva.   
  
    
  

R1

     

Control

GFP Positivas
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Figura 2. Análisis por citometría de flujo de la transfección y expresión de EGFP A) Selección de la población celular 
en la región R1 de análisis, se muestra un gráfico de puntos en donde  FSC= tamaño relativo y SSC= granularidad 
relativa B) Patrones de fluorescencia  FL1 vs FL3 de la población seleccionada, gráfica de puntos dividida en cuatro 
cuadrantes en donde el cuadrante -/- son las células sin trasfectar y sin teñir de yoduro de popidio o vivas, -/+ son las 
células muertas teñidas con yoduro de propidio pero sin transfectar, +/+ células transfectadas con EGFP pero muertas y 
+/- células transfectadas con EGFP y vivas. C) Histograma  del porcentaje de células de caballo en cultivo transfectadas 
con Ad-EGFP.  Se muestran en color gris las células control sin trasfectar, en rosa las células transfectadas con 25 moi´s 
y en verde células transfectadas con 50 moi´s. 

 
 
De esta forma el porcentaje obtenido de células EGFP positivas con 25 múltiplos de 
transfección en cultivo primario tuvo un promedio del  85%  y del 90% en primer y 
segundo pase respectivamente (Ver Tabla 1). Se observo un ligero aumento aunque no 
significativo con 50 múltiplos de transfección en el cultivo primario con un  promedio del 
93% de células positivas para EGFP y  un 96% para los cultivos en primer y segundo pase 
(Ver Tabla 1). Solo el 0.66 % de las células transfectadas fueron positivas para yoduro de 
popidio, lo que se interpreta que el  99% de las células transfectadas estaban vivas al 
momento de ser adquiridas. (Ver Tabla 1) 
 
La intensidad de fluorescencia media en cultivo primario y primer pase muestra un 
incremento significativo dependiente de la dosis de virus, 2198 y 2397 a 25 múltiplos de 
transfección,  3532 y 3612  a 50 múltiplos de transfección (Ver Tabla 1). Sin embargo en el 
segundo pase no hubo diferencias de expresión génica entre 25 y 50 múltiplos de 
transfección, así como tampoco las hubo a 50 múltiplos de transfección en los tres 
diferentes pases. (Ver Tabla 1) 
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Cultivo primario Primer Pase Segundo Pase 

25 MOI´s 50 MOI´s 25 MOI´s 50 MOI´s 25 MOI´s 50 MOI´s 
 

Porcentaje de Células EGFP Positivas 
84.79 93.03 90.51 96.07 90.48 96.25 

(+/-) 4.08 (+/-) 2.9 (+/-) 3.3 (+/-) 3.4 (+/-) 4 (+/-) 2.2 
 

Intensidad de Fluorescencia Media 
2198 3532 2397 3612 1751 2839 

(+/-) 511 (+/-) 698 (+/-) 458 (+/-) 474 (+/-) 434 (+/-) 728 
 

Porcentaje de Células IP y EGFP Positivas 
Total 0.66 

                  (+/-) 0.33 

 
Tabla 1) Eficiencia de  la transfección con Ad-EGFP en  células articulares de equino a 25 y 50 múltiplos de tranfección 
en cultivo primario, primer y segundo pase. Se muestran las medias geométricas y intervalo de confianza de las células 
EGFP positivas α=0.05, la intensidad de fluorescencia y el porcentaje de células EGFP positivas e yoduro de propidio (IP) 
positivas o células muertas 
 
 
Para evaluar la seguridad de la transferencia génica mediante adenovirus en los análisis de 
ciclo celular por citometría de flujo, se calculó la intensidad de la fluorescencia de las 
células teñidas con yoduro de propidio, proporcional a la cantidad de DNA; para lo cual  en 
un histograma se gráfico en número las células o núcleos contra el canal de emisión FL2-
Área en una escala linear,  FL2 A determina la intensidad de fluorescencia del espectro de 
emisión rojo del yoduro de propidio y calcula en número de células en un canal 
determinado, así las células en la fase G1-G0 (2N) fueron asignadas al canal de 
fluorescencia de 100, las células G2-M se encontraron en el canal de fluorescencia  200 
(4N) y la fase de síntesis S entre los canales 100 y 200, estas de acuerdo a los controles de 
calidad establecidos con linfocitos y las células sin transfectar (Ver figura 3). El análisis del 
porcentaje de células en las distintas fases de ciclo celular fue estimado de acuerdo el 
software Modfit Cell Cycle Analysis automáticamente aplicando el modelo matemático de 
histograma. El coeficiente de variación siempre fue menor al 5% para todos los casos.   
Con los porcentajes de células en las fases G0-G1, S y G2-M se realizó una prueba de 
distribución de diferencia entre dos medias para corroborar si habría cambios significativos 
en las fases en la células transfectadas a 25 y 50 moi´s con respecto a su control tanto en los 
cultivos primarios, así como los del primer y segundo pase. Por lo que con un nivel del 
95% las células transfectadas a 25 y 50  moi´s son estadísticamente iguales en las fases del 
ciclo celular G0-G1, S y G2-M a las células sin transfección. Aunque si se encontró un 
aumento de la fase de síntesis de los cultivos en el segundo pase con respecto al cultivo 
primario (Ver Tabla 2) Para todas las muestras, tanto las que no  fueron transfectados 
mediante el Ad-GFP como lo fueron, mantuvieron un contenido de DNA 100%  diploide. 
(Ver figura 3)   
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G2-M 

 Channels
0 50 100 150 200 250

 Channels
0 50 100 150 200 250

Channels
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DIPLOIDE: 100.00 % 
   G0-G1: 89.64 % at 49.29 
   G2-M: 5.74 % at 100.59 
   S: 4.62 %  G2/G1: 2.04 
   %CV: 3.63 
Fase S-Total: 4.62 % 

DIPLOIDE: 100.00 % 
  Dip G0-G1: 87.94 % at 47.81 
  Dip G2-M: 7.15 % at 97.30 
  Dip S: 4.91 %  G2/G1: 2.04 
  Dip %CV: 5.23 
 Fase S-Total: 4.91 % 

DIPLOIDE: 100.00 % 
  Dip G0-G1: 90.23 % at 48.85
  Dip G2-M: 5.26 % at 100.31
  Dip S: 4.51 %  G2/G1: 2.05 
  Dip %CV: 4.52 
 Fase S-Total-: 4.51 % 

S

Figura 3. Histogramas del contenido de ADN generados por células articulares de caballo en cultivo  
A) Control, B) 25 múltiplos de transfección C) 50 múltiplos de transfección, se muestran los porcentajes de 
las fases G0-G1, S y G2M. El  eje horizontal representa la intensidad de fluorescencia relativa proporcional al 
contenido de DNA en cada canal de emisión de FL2- A,  en el primer canal se localiza la fase G0-G1, en el 
segundo G2-M y entre ambos la fase de síntesis ( S) de ADN.    

  
  

 
Cultivo Primario 

 
Primer Pase Segundo Pase 

Control 25 MOI 50 MOI Control 25 MOI 50 MOI Control 25 MOI 50 MOI 
G0-G1 

 
89.16 88.12 88.73 86.08 87.75 87.76 82.63 88.96 87.32 

(+/-) 2.76 (+/-)2.24 (+/-) 2.91 (+/-) 5.36 (+/-) 4.38 (+/-) 4.11 (+/-)5.20 (+/-) 3.96 (+/-) 4.10 

Fase S Total 
 

4.6 5.1 5.1 7.2 5.3 5.3 12.1 6.9 7.3 
(+/-) 0.36 (+/-)0.31 (+/-) 0.39 (+/-)1.46 (+/-) 0.93 (+/-) 0.78 (+/-)1.38 (+/-) 0.91 (+/-) 0.91 

G2-M 
 

5.65 6.42 5.88 5.79 5.91 5.68 4.27 3.11 4.29 
(+/-) 1.80 (+/-)1.43 (+/-) 1.76 (+/-)1.86 (+/-)1.92 (+/-) 2.15 (+/-)1.95 (+/-) 1.61 (+/-) 1.80 

 
Tabla 2) Porcentajes de las fases del ciclo celular de células de cartílago articular equino en cultivo primario, primer y 
segundo pase.  Se calculo el error típico de la diferencia de medias en  las células control y las transfectadas con Ad EGFP 
a 5 y 10 moi´s  con un  α=0.05,  sin encontrar diferencias significativas con respecto al control. Se muestran la media 
geométrica y el intervalo de confianza  α=0.05 de las  fases GO-G1, S y G2-M del ciclo celular 
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VIII. Discusión  
 

En los protocolos de terapia génica un vector viral para uso clínico invariablemente 
antes pasa por una serie de pasos, como es el estudio de la factibilidad de la transfección de 
las células apropiadas in vitro, seguido por la aplicación en un modelo animal. Teniendo 
una buena transfección,  la siguiente meta es tener una exitosa expresión transgénica. Por 
tanto, los porcentajes de transfección mediante adenovirus en cultivo primario o células 
primarias de cartílago articular equino del 85% a 25 moi´s y 90% a 50 moi´s (Ver tabla 1), 
son mas altos que los resultados obtenidos con los vectores retrovirales en condrocitos 
articulares de bovino con un 25%, del 45% en conejo, 41% en borrego y  del 5%  de células 
transfectadas en humano (Hirschmann F. et al.,2002), también muestran mayor eficiencia 
que los vectores no-virales  con un 42% en células humanas (Dinser R. et al.,2001) y 70% 
de conejo (Goomer S. G. et al., 2000). Esto permite que estos vectores sean considerados  
una buena alternativa para el seguimiento de células cartílago articular in vitro o in vivo a 
corto plazo. 
La eficiencia de la liberación de los genes y su expresión  esta en función de la distribución 
de los receptores vírales del modelo (Russell C. W., et al., 2000). Lo que explicaría los 
resultados óptimos de transfección ya que la transferencia de genes mediante adenovirus 
esta sujeta a los mecanismos de unión e internalización del virus a las células blanco, por lo 
tanto, a los niveles de expresión de los receptores  adenovirales.  Se ha observado que la 
proteína  fibra de la capside viral en la región C-terminal tiene una alta afinidad a los 
receptores celulares llamados CAR (coxsackievirus and adenovirus receptor, por sus siglas 
en ingles) en  mas del 50 % de los serotipos humanos incluyendo los 5 y 2 del subgrupo C 
utilizados en terapia génica . Una correlación directa entre los niveles de expresión de CAR 
y la eficiencia de la transferencia génica adenoviral a sido encontrada en diferentes tipos 
celulares incluyendo células musculares maduras, macrófagos alveolares y monocitos 
derivados de células dendríticas. Igualmente deficiencias de CAR resultan en bajos niveles 
de transfección génica mediante adenovirus. Por otro lado, CAR es una proteína altamente 
conservada (Kransykh V.N., et al., 2000)( Bewley C.M. et al.,  1999) (Bergelson M.J et al., 
1997).  
Las células aisladas de cartílago articular equino, al tener altos niveles de transfección 
detectados mediante citometría de flujo, 90% de células EGFP positivas en primer pase y 
del 96% en primer y segundo pase  (Ver tabla 1 ), también pudieran presentar altos niveles 
de expresión de CAR, que se mantiene mas o menos constantes por lo menos durante los 
cultivos primarios, primer y segundo pase. Esta expresión se podría analizar por CMF en un 
estudio de inmunofenotipo y que se encuentra en proceso en laboratorio. 
Igualmente se obtuvo una exitosa expresión transgénica, ya que encontramos que hay mejor 
expresión EGFP, con un 37% mas que con un vector viral de adenovirus asociado (AAV) 
en células de cartílago humano con un promotor TRUF,  ya que con el AAV se obtiene una 
intensidad de fluorescencia media de 1300 (Ulrich V. M. et al., 2002) y con  adenovirus es 
de 3700, en ambos casos por citometría de flujo mas de 90% de las células eran EGFP 
positivas.  La mejor expresión de un transgénico es debida principalmente al promotor 
utilizado. Un promotor fuerte tiene una alta afinidad a la ARN polimerasa, en consecuencia 
la región adyacente corriente abajo es frecuentemente transcrita, y por ende el gen 
marcador bajo el control de este promotor tiene una expresión alta. (Glick R. B. et al, 1998) 
(Russell C.W. et al., 2000).  
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 Los datos  in vitro de la factibilidad y eficacia de adenovirus necesitan ser comparados e 
interpretados por un método objetivo para tener un sustento y una justificación en la 
aplicación clínica. La inspección visual por microscopía, que no es el método con la mayor 
sensibilidad y exactitud, impide hacer una comparación, predicción y extrapolación, ya que 
con  el gen Lac-Z como marcador de transferencia génica mediante adenovirus en células 
de cartílago articular, se observa variabilidad en la concentración viral utilizada para 
transfectar células primarias de cartílago articular. Mas del 90% o todas las células son 
transfectadas con 50 y 1000 moi´s para humano (Aira J. et al.,1997) (Doherty J. P. et 
al.,1998), 20-50 moi´s en cerdo (Kuboki T. et al.,1999), 50 (Shuler D.F. et al.,2000) y 300 
moi´s (Smith P. et al., 2000) son reportados  en la transfección celular en conejo. Con el 
gen GFP igualmente hay diferencias, con 100 moi´s transfectan el 82% de las células de 
cartílago articular bovino, con 10 moi´s se ha observan muchas las células de cartílago 
equino transfectadas, pero concluyendo  que 500 moi´s es la concentración optima (Nixon 
J. A. et al,2000).  
En nuestro estudio por el contrario, se pudo hacer una comparación por CMF mas precisa 
del número de células transfectadas mediante adenovirus con una concentración de 25 y 50 
múltiplos de transfección, teniendo una diferencia poco significativa, pero distinguible 
entre estas dos concentraciones, como ya se menciono  del 85% a 25 moi´s, 90% a 50 moi´s 
en cultivo primario,  del 90 % 25 moi´s y 96 % a 50 moi´s en el primer y segundo pase (Ver 
tabla 1). Más aun, con datos preliminares, estos resultados son similares a los obtenidos con 
células humanas, ya que con 50 múltiplos de transfección mas del 90 % de las células son 
transducidas en cultivo primario. De igual forma se pudo cuantificar la expresión 
transgénica, con un aumento en la en la intensidad de fluorescencia a 50 moi´s, mayor que 
con 25 moi´s (Ver tabla 1), diferencia cuantitativa y no cualitativa como se realiza por 
microscopia de fluorescencia.   
Al mismo tiempo por CMF también evaluamos la seguridad de la transfección adenoviral 
en  las células de cartílago articular de caballo en cultivo primario, primer y segundo pase, 
cuantificando el contenido de DNA, analizado el ciclo celular y el estado de ploidia. 
Se encontró que todos lo cultivos analizados mantuvieron una cantidad normal de DNA.  
Presentaron  un estado diploide  o euploide. 
La aneuplodía pare ser un excelente marcador en poblaciones de células malignas, ya que 
del 70% de los tumores analizados por citometría de flujo una población celular aneuploide 
es consistentemente reportada (Melamed R. M., et al., 1991),En condrosarcormas de alto 
grado aproximadamente el 30% es aneuploide y condrosarcomas del bajo grado el 11% de 
las células son tratraploides (Alho A. et al, 1983). De igual manera una especifica forma de 
desdiferenciacción se presenta en condrocitos cultivados en monocapa, similares cambios 
en forma y expresión génica han sido observados en condrosarcomas de alto grado. Aunque 
la desdiferenciación  no es un sinónimo de un proceso carcinogénico, es un proceso que 
puede acompañar al desarrollo de algunas neoplasias en el cartílago articular (Aigner T. and 
Unni K.K. 1999). También se puede establecer una correlación entre la distribución en el 
ciclo celular y la malignidad de una población celular, ya que entre mas células se 
encuentren en la fase S mas activo o de mayor grado es probable que sea el tumor (Clayer 
M., 2001). Aunque se ha encontrado que la  proteína adenoviral E1A tiene propiedades 
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oncogénicas, ya que activa la fase de síntesis de ADN mediante la unión a diferentes 
coactivadores transcripcionales (Russell C.W. et al., 2000); E1A también participa en la 
replicación y producción de las partículas  vírales, por lo que E1A es suprimida en los 
vectores adenovirales, por lo tanto, como se esperaba no hubo cambios significativos 
durante las fases G0-G1, S y G2-M por la transferencia  de genes mediante adenovirus o 
algún producto adenoviral (Ver Tabla 2). Por este motivo el incremento de la fase S 
observado del cultivo en segundo pase no es debido a  la transferencia génica, sino a un 
incremento en la proliferación debido a la desdiferenciación. 
En muchos tipos celulares se ha observado que la proliferación y la diferenciación son 
procesos inversamente correlacionados. El mantener un arresto del ciclo celular es 
importante para mantener la arquitectura y funciones del tejido en células diferenciadas 
(Zhu L. and Skoultchi A. I. et al., 2001). Condrocitos en cartílago regenerado por 
enfermedades articulares como la osteoartritis y artritis reumatoide muestran valores 
elevados de S-G2, por lo que estos condrocitos proliferan activamente para la regeneración 
(Kususaki et. al., 2001), pero el tejido de reparación inicialmente consiste de forma 
predominantemente de colágeno tipo I, de fibrocartílago (Minas T., and Nehrer.,1997). Este 
mismo patrón es observado durante el cultivo en monocapa, los condrocitos articulares 
desdiferencian a una forma fibroblastica, acompañados en un cambio de expresión 
específico de los condrocitos, tal como es la colagena tipo II y agrecan, los cuales decrecen 
con el tiempo de cultivo, mientras la expresión fibroblastica aumenta, por ejemplo el 
aumento de colagena tipo I  (Hardingham T. et al., 2002) (Schnabel M. et al., 2002). 
En cultivos en monocapa, el medio de cultivo es suplementado con suero bovino fetal o 
suero humano adulto que contiene una gran variedad de factores de crecimiento que 
estimulan la proliferación. Condrocitos articulares de conejo cultivados por 3 días con 
medio de cultivo más suero bovino fetal al 2% tiene un pequeño estado de división celular, 
pero cuando la concentración de suero es incrementada al 10% entran a una fase 
exponencial proliferativa, incrementándose la fase de síntesis de DNA (Vivien D. et al., 
1991). Por otro lado, en las enfermedades o lesiones  articulares llegan a penetrar hasta el 
hueso o la medula ósea, se liberan  una gran cantidad de factores de crecimiento.  
Por lo anterior, el incremento en la fase de S que refleja un incremento proliferativo es 
debido a las condiciones del cultivo en monocapa que conllevan a una estrés mitogénico 
por los factores de crecimiento del suero bovino fetal (ver material y métodos), con un 
decremento en la diferenciación celular cartilaginosos.  
 Puesto que las células aisladas de cartílago articular equino  muestran gran factibilidad y 
eficiencia de la transferencia génica mediante adenovirus, y no presentan  aneuplodias o 
tretaploidias por citometría de flujo, y dado que el caballo tiene una natural incidencia al 
igual que el hombre a enfermedades articulares como la osteoartritis y a lesiones articulares 
en individuos deportistas, nos da muchas esperanzas de la aplicación en un modelo in vivo, 
prerrequisito si se desea pasar a un tratamiento clínico. De igual forma para la evaluación 
del transplante tanto de condrocitos autológos o de neotejidos construidos por ingeniería de 
tejidos como alternativas terapéutica en enfermedades y lesiones articulares, es importante 
seguir el curso de las células implantadas dentro de la articulación. Para estas alternativas 
terapéuticas es necesario un gran número de células cultivadas in vitro para su expansión 
sobre el curso de dos o tres generaciones, aproximadamente 9000 por mm3. (Hunziker E.B. 
et al., 2001).   Para lograr esta meta, una población marcada de manera homogénea y que 
exprese eficientemente el gen marcador en cualquiera de estas etapas de cultivo, como lo 
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obtenido mediante el adenovirus con la proteína verde fluorescente,  son necesarios para 
distinguir las células implantadas de las células endógenas de la articulación. 
 
Finalmente se ha observado en la ingeniería de tejidos que el sustrato o matriz de andamio 
de las células es un importante factor en el crecimiento, la adhesión y diferenciación celular 
del fénotipo deseado. Las células de caballo modificadas genéticamente mediante 
adenovirus y que producen EGFP pudieran también ser seguidas in vitro mediante 
microscopios convencionales de fluorescencia y microscopios confocales con software de 
análisis, lo que brindaría la oportunidad de localizar y observar la distribución y 
crecimiento de estas células en diferentes cultivos en tercera dimensión o matrices 
biodegradables y biocompatibles, y así evaluar el grado de diferenciación in vivo, sin la 
necesidad de fijar las células. Pero esta posibilidad es solo factible si tenemos la certeza de 
tener una población marcada de manera homogénea y determinada por un método 
cuantitativo, objetivo y rápido como se ha mostrado por citometría de flujo y la proteína 
verde fluorescente como marcador de transferencia génica; además de tener un vector 
seguro, que no tenga efectos citotóxicos, no producir cambios génomicos como mutaciones 
o aneuploidias, por lo tanto, que no se integre al genoma viral,  por ultimo que transfecte 
células tanto en división celular como en un estado quiascente, pueda se producido en 
grandes cantidades y para varias dosis. Todas estas característica se encuentran en los 
vectores adenovirales y han sido corroboradas algunas de ellas en este trabajo en células 
aisladas de cartílago articular de caballo, teniendo excelentes porcentajes de transfección y 
expresión de EGFP sin ningún estado neoplasico  en los tres estadios de cultivo análisis por 
citometría de flujo.  
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VIII. Conclusiones 
 
 

• La transferencia y expresión de  EGFP en células aisladas de cartílago de 
caballo mediante adenovirus pudo ser cuantificada por citometría de flujo. 

 
• Con una concentración viral de 50 múltiplos  de transfección se pueden obtener 

90 % de células de cartílago articular equino transfectadas en cultivo primario  
y 96 % en primer y segundo pase, también se logrando una mejor expresión de 
EGFP. 

 
• Los altos porcentajes de transfección mediante adenovirus en  células aisladas 

de cartílago articular equino pudieran reflejar elevados niveles de expresión de 
CAR en su membrana celular.  

 
• La transferencia génica adenoviral con 25 y 50 múltiplos  de transfección no 

afectan la viabilidad celular. 
 
• La infección con Ad-EGFP  en cultivos primarios, primer y segundo pase no 

produce cambios proliferativos y no  afecta estado de ploidia de las células  
articulares de caballo. 

 
 
• Las condiciones de cultivo in vitro en monocapa incrementan la actividad 

proliferativa de los condrocitos articulares de caballo con un probable 
decremento en la diferenciación celular. 
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