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RESUMEN 
 Objetivo: El propósito del estudio fue la reparación de lesiones experimentales de 

cartílago articular creados quirúrgicamente en la articulación fémoropatelar de caballos 

jóvenes, mediante artroscopía con condrocitos autólogos, cultivados in vitro y sembrados 

en polímeros de ácido poliglicólico, ácido poliláctico (PGLA) y colágena. 

Métodos: Se utilizaron 20 caballos formando 3 grupos experimentales. a) Grupo 1: 

6 caballos implantados con constructo de células y PGLA. b) Grupo 2: 6 caballos 

implantados con un constructo de PGLA encapsulado con células y matriz extracelular. c) 

Grupo 3: 6 caballos implantados con un constructo de colágena encapsulada con células 

y matriz extracelular. Así mismo, se evaluaron caballos control (lesión condral y 

perforación en hueso subcondral al centro del defecto) y defectos osteocondrales (sitios 

donadores de cartílago y hueso para el cultivo). Dos caballos fueron implantados con un 

constructo de condrocitos autólogos transfectados con Ad-GFP, para verificar la presencia 

de las células implantadas en el tejido de reparación. Los discos de polímero con células 

fueron implantados artroscópicamente y fijados al hueso subcondral con anclas 

biodegradables con sutura. Después de 8 semanas (6 caballos) y 6 meses (12 caballos) 

el tejido de reparación fue evaluado artroscopicamente usando los criterios de la ICRS y 

de Oswestry. Dos biopsias osteocondrales por caballo fueron estudiadas histológicamente 

usando las tinciones  de hematoxilina y eosina, safranina-O y tinción tricrómica de 

Masson, para  evaluar la morfología, la presencia de proteoglicanos y de colágena en el 

tejido de reparación, así como la integración al cartílago de la periferia.  

Resultados: Todos los especimenes obtenidos demostraron la presencia de tejido de 

reparación en la zona de la lesión experimental. En los grupos experimentales se 

encontró tejido de significativamente mejor calidad que en los controles considerando 

todos los parámetros evaluados. Los discos de PGLA encapsulados con células y matriz 

extracelular dieron lugar a la formación de tejido de mejor calidad dentro de los grupos 

experimentales. 

Conclusiones: Las lesiones experimentales de cartílago articular en caballo pudieron 

ser reparadas con tejido parecido a cartílago mediante el implante artroscópico de 

condorcitos antólogos sembrados en polímeros biodegradables. 

 

PALABRAS CLAVE: CABALLO, REPARACIÓN DE CARTÍLAGO, ARTROSCOPÍA, 

CONDROCITOS AUTÓLOGOS, INGENIERÍA DE TEJIDOS. 
 



ABSTRACT 
 

Objective: The purpose of this study was to repair experimental articular cartilage 

lesions in young horses by artrhoscopic implantation of autologous chondrocytes 

expanded in vitro and seeded onto polyglycolic / polylactic acid (PGLA) and collagen 

scaffolds. 

Methods: Twenty horses were used, divided into three groups. a) Group 1: 6 

horses implanted with a chondrocytes seeded onto PGLA discs. b) Group 2: 6 horses 

implanted with a PGLA disc encapsulated with a chondrocyte monolayer. c) Group 3: 6 

horses implanted with a collagen disc encapsulated with a chondrocyte monolayer. 

Controls (cartilage lesions with a drill hole in the subchondral bone) and osteochondral 

defects (donor sites) were also evaluated. Two additional horses were implanted with a 

construct of autologous chondrocytes transfected with AdGFP vector to verify the 

presence of autologous chondrocytes in the repair tissue. The cell-polymer constructs 

were implanted arthroscopically and fixed to the subchonral bone with biodegradable 

suture anchors. After 8 weeks (6 horses) and 6 months (12 horses) repair tissue was 

evaluated by arthroscopy using the ICRS and Oswestry´s criteria. Two punch biopsy 

specimens per horse were evaluated histologically using H&E, safranin-O and trichrome 

stains. To assess morphology, and to determine the presence of proteoglycans, collagen, 

and to evaluate integration to the surrounding cartilage. 

Results: All specimens retrieved showed the presence of repair tissue within the 

experimental lesions. Experimental groups showed significantly better tissue quality under 

all parameters evaluated than controls. Encapsulated PGLA constructs showed the best 

tissue characteristics between experimental groups. 

Conclusions: Experimental cartilage lesions in horses were repaired with 

cartilage-like tissue by arthroscopic implantation of autologous chondrocytes seeded onto 

biodegradable scaffolds. 

 
KEY WORDS: HORSE, CARTILAGE RESURFACING, ARTHROSCOPY, 
AUTOLOGOUS CHONDROCYTE, TISSUE ENGINEERING. 

 
 



I. INTRODUCCIÓN Y REVISIÓN DE LITERATURA 
 

Las lesiones traumáticas del cartílago articular predisponen al 

desarrollo de osteoartritis (OA), conocida también como artrosis o 

enfermedad articular degenerativa (1-5). La enfermedad articular es la 

causa más importante de desecho del caballo de uso deportivo y una 

de las pérdidas económicas de más impacto en la industria equina (6, 

7). Se ha calculado que el 60% de las claudicaciones de los caballos 

de uso deportivo están relacionadas con osteoartritis (8, 9), de donde 

se deriva la importancia del desarrollo de alternativas de tratamiento, 

tanto médico como quirúrgico. Actualmente la osteoartritis constituye 

un problema significativo no sólo en caballos, sino también en la 

medicina humana por lo que la investigación de mejores técnicas para 

la reparación del cartílago articular es prioritaria. (10, 11). 

  

El cartílago articular tiene una limitada capacidad natural de 

reparación intrínseca, por lo que los defectos se reparan con tejido 

extrínseco de neoformación (12, 13). El tejido de reparación consiste 

en tejido fibroso o fibrocartílago, el cual es biomecánicamente inferior 

al cartílago hialino y se deteriora rápidamente cuando se somete a un 

ejercicio continuo (14). En México no existen datos epidemiológicos 

sobre la incidencia, prevalencia e impacto económico de las lesiones 

articulares y la osteoartritis; sin embargo es posible considerar que 

todos los caballos que están participando en las diferentes funciones 

deportivas como salto de obstáculos, adiestramiento, carreras o 

charrería, están predispuestos a padecer una enfermedad articular 

degenerativa.  



 

Existen numerosos tratamientos con resultados variables, tanto 

médicos como quirúrgicos, para la enfermedad articular (15). El 

avance que se ha logrado en la investigación de los problemas 

inflamatorios articulares se debe a las investigaciones básicas de 

enfermedad articular en animales de laboratorio. Sin embargo, los 

estudios realizados en articulaciones de caballo in vitro, han 

contribuido con aportaciones de vanguardia para el tratamiento de 

estos problemas (16-22). 

 

Las lesiones traumáticas en las articulaciones pueden ser de 

diferentes tipos y grados, pero todas afectan primordialmente al 

cartílago articular (23-25). Se han postulado diferentes hipótesis sobre 

las causas por las cuales las lesiones de espesor parcial del cartílago 

articular no sanan. Al respecto, Hunziker y sus colaboradores (26) 

puntualizaron que la naturaleza no vascular del cartílago lo aísla de los 

vasos sanguíneos, los cuales juegan un papel fundamental en el 

proceso de cicatrización. Consecuentemente, la superficie de cartílago 

lesionada se encuentra aislada de los elementos provenientes del 

tejido conectivo que participa en el proceso de reparación en otras 

localizaciones anatómicas (macrófagos, células endoteliales, células 

mesenquimatosas, etc.) (26).  

 

Los proteoglicanos, como el dermatán sulfato presentes en el 

cartílago articular, actúan como agentes que evitan la adhesividad 

tisular, disminuyendo la capacidad de reparación del cartílago en la 

superficie de la lesión (22, 27-30).  También se estableció que el 



líquido sinovial tiene propiedades que inhiben la proliferación de los 

condrocitos in vitro (22, 31-33). Sin embargo, aún no se  ha 

determinado el papel que desempeña la presencia del líquido sinovial 

y algunos de los componentes de la matriz extracelular en la zona de 

la lesión in vivo ni en la capacidad de reparación del cartílago. 

 

Las lesiones articulares son comunes en los caballos de uso 

deportivo, se tratan convencionalmente y en los casos severos, los 

tratamientos son prolongados y de alto costo. Evidentemente, se 

requieren nuevos procedimientos para abordar el problema en forma 

mas adecuada (34). 

 

En la práctica clínica es indispensable desarrollar la capacidad para 

definir el curso de la enfermedad, su localización y distribución, si hay 

presencia de osteoartritis, o si el cartílago se encuentra en fase 

degenerativa para poder determinar la terapia adecuada. El presente 

trabajo está orientado específicamente a lesiones focales 

osteocondrales o de cartílago, localizadas en zonas de fricción en el 

fémur distal. La terapia para todo este tipo de lesiones se fundamenta 

en: a) la estimulación de la proliferación celular de la médula ósea 

como en el caso de la artroplastía por abrasión, perforación 

subcondral y las técnicas de micro fractura; b) los injertos 

osteocondrales (mosaicoplastía) y c) la implantación de condrocitos 

autólogos o células pluripotenciales con tendencia a la diferenciación 

hacia condrocitos. 

 



Es necesario realizar un análisis objetivo de los tratamientos 

disponibles para la reparación de cartílago, a fin de determinar las 

expectativas de curación mediante el uso de estas terapias. En la 

práctica veterinaria, la lesión de cartílago, la fase degenerativa y la 

osteoartritis son problemas comunes que afectan a la mayoría de 

caballos deportivos. Todavía no hay cura para la osteoartritis y no se 

ha demostrado que exista un tratamiento para detener el incremento 

progresivo de los signos de esta enfermedad (35).  

 

El examen artroscópico del cartílago y de las estructuras 

articulares sigue siendo el método de elección para evaluar las 

lesiones que no se pueden detectar mediante el uso de otras 

modalidades de imagen y además provee información valiosa en 

cuanto al pronóstico de las lesiones. Aún cuando hay una gran 

variedad de técnicas avanzadas de imagen utilizadas para el 

diagnóstico en medicina humana, que ya han sido implementadas en 

el caballo, todavía existen limitaciones importantes como la escasa 

resolución y la fuerza limitada del magneto que no hacen posible el 

uso de resonancia magnética en el caballo por arriba de la región del 

menudillo. En muchos casos, las lesiones de cartílago articular son 

mas extensas que lo que se puede predecir por medio del examen 

clínico y los métodos diagnósticos de rutina. En los últimos 10 años, la 

artroscopia diagnóstica ha ganado aceptación en Medicina Veterinaria, 

por lo que ahora, muchas condiciones se pueden diagnosticar, 

especialmente las que ocurren en la región de la babilla. Por ejemplo; 

en erosiones condrales donde el hueso subcondral está intacto, se ha 

tenido éxito con técnicas de micro fractura que permiten abarcar hasta 



el cartílago calcificado sin afectar el hueso subcondral, dejando intacta 

la capacidad para inducir reparación (36). Esta técnica es 

especialmente conveniente, porque no requiere capacidades 

quirúrgicas especiales ni instrumental especializado. Entre las técnicas 

que se han empleado tanto en el caballo como en el humano, se 

utilizan incisiones abiertas en vez de plataformas artroscópicas que 

son menos invasivas. 

 

Los procedimientos de estimulación de médula ósea se han 

diseñado para permitir que las células mesenquimatosas tengan 

acceso a la zona lesionada. Se cree que estas células, tienen 

potencial condrogénico y por eso son capaces de reparar. Estos 

procedimientos son simples y poco invasivos si se llevan a cabo por 

medio de artroscopia. El común denominador de estas técnicas es que 

el fibrocartílago recubra el defecto óseo lo más rápido posible al 

establecer un puente de continuidad entre el tejido vascular y la lesión. 

Sin embargo, el tejido de reparación es histológicamente diferente al 

cartílago articular (37, 38), por lo que la reparación es defectuosa (37-

40). Se ha descrito en diferentes estudios que el fibrocartílago tiene 

propiedades biomecánicas inferiores a las del cartílago articular (24, 

37, 39-41). Mas aún, es frecuente que el nuevo tejido de reparación no 

se integre a la zona adyacente de cartílago normal, debido a las 

propiedades anti-adhesivas de la matriz extracelular del cartílago. 

Estas limitaciones han inducido el desarrollo de otros procedimientos 

para mejorar los resultados (27, 30, 31, 42-46).  

 



En la década de los años 50, Haggart y sus colaboradores 

abordaron el tratamiento de la osteoartritis sintomática de la rodilla en 

humanos mediante la resección quirúrgica del cartílago fragmentado y 

los osteofitos. Los pacientes tuvieron una evidente mejoría clínica (47-

49). En 1959, Pridie describió la técnica para realizar perforaciones en 

el hueso subcondral esclerótico en rodillas osteoartríticas y así 

estimular la formación de fibrocartílago sobre el área denudada (23, 

36). Mas tarde, Insall (46) y De Palma (47) obtuvieron resultados 

clínicos satisfactorios con el uso de perforaciones subcondrales. Este 

mismo procedimiento se llevó a cabo en caballos con resultados 

variables dependiendo de la localización de las lesiones pero en todos 

los casos se consiguió la formación de fibrocartílago que se adhirió al 

hueso subcondral. (50-57). 

 

Con el advenimiento de la artroscopia en 1986, Lanny Johnson 

(58) describió el uso de una fresa motorizada para realizar la 

"artroplastía por abrasión", que consistía en remover la capa más 

superficial y esclerótica del hueso subcondral para estimular el 

sangrado hacia el defecto experimental y, de esta forma,  conseguir la 

formación de fibrocartílago en la zona de la lesión (59-61). Más 

recientemente, Menche et al (58) publicaron un estudio comparativo 

entre la artroplastía por abrasión y el uso de perforaciones, en un 

trabajo experimental en conejos. Aun cuando el uso de perforaciones 

dio resultados iniciales aparentemente superiores, en ambas técnicas 

no se obtuvieron resultados adecuados después de 24 semanas de 

acuerdo con las evaluaciones morfológicas e histológicas (62-64).  

 



Hay una gran cantidad de publicaciones relacionadas con el 

tratamiento quirúrgico de la enfermedad articular en la última década, 

que en realidad no aportan nuevas técnicas y que abordan el 

problema bajo los mismos criterios. Las técnicas para modular la 

reparación en el caballo incluyen: curetaje (65), condrectomía parcial, 

perforaciones subcondrales (66), artroplastía por abrasión (52),  

injertos de periostio (67, 68) o de cartílago esternal (69), aloinjertos y 

autoinjertos osteocondrales (70, 71), microfracturas (36, 72-75), 

mosaicoplastía (76, 77) y recientemente, autoinjertos de condrocitos 

(18, 22, 78). 

 

 El uso de aloinjertos osteocondrales para la reparación de 

grandes lesiones cartilaginosas, ha tenido aparentemente resultados 

clínicos satisfactorios a corto y mediano plazo. Sin embargo, existen 

riesgos de falla mecánica del tejido implantado, transmisión de 

enfermedades infecciosas y reacción inmunológica de rechazo (79-

82).  

 

Recientemente se ha experimentado con el uso de autoinjertos 

osteocondrales obtenidos de zonas de aparente carga mínima de la 

misma articulación (83, 84). Sin embargo, se ha demostrado que las 

zonas donadoras están sujetas a fuerzas mayores a las previstas por 

lo que quedan vulnerables a las presiones y fuerzas de tensión (41, 

85). Además, el cartílago de los injertos y el de la periferia del defecto, 

sufren cambios degenerativos y generalmente no se integran. Cabe 

mencionar que también se alteran las propiedades biomecánicas del 

cartílago de dichos injertos y, en muchos de los casos, la superficie 



articular de la meseta tibial opuesta se lesiona por la incongruencia de 

la superficie de los injertos y la de la periferia de la lesión (86). Los 

implantes de injertos osteocondrales en caballos se consideran como 

opción quirúrgica en quistes subcondrales en el cóndilo medial del 

fémur, cuando los tratamientos convencionales han fallado. Este 

procedimiento se lleva a cabo a través de una pequeña artrotomía y 

los injertos osteocondrales se obtienen a partir de la tróclea lateral del 

fémur (87). 

 

En 1994, Britberg et al. (77) describieron el uso de condrocitos 

autólogos cultivados in vitro, inyectados en defectos profundos del 

cartílago de la rodilla bajo un parche de periostio, obtenido de la tibia 

proximal durante el mismo procedimiento (88-90). Aún cuando algunos 

de los informes sobre el resultado clínico a corto y mediano plazo 

parecen ser satisfactorios, existen discrepancias con los resultados 

obtenidos previamente por investigadores del mismo grupo (91), así 

como con otros resultados recientes  (92) y las evaluaciones clínicas 

de algunas series de casos con lesiones no experimentales (93). 

  

 El empleo de células mesenquimatosas o condrocitos 

suspendidos en fibrina ha recibido atención especial, ya que esta 

variante permite el uso de factores de crecimiento para estimular el 

proceso de reparación (94). El empleo de estas técnicas tiene diversas 

limitaciones. La primera es la dificultad para mantener las células 

cultivadas del huésped en el sitio de la lesión, porque tienden a 

dispersarse, ya que se encuentran disueltas en un medio líquido. 

También se cuestiona el hecho de que el cartílago que se forma no 



sea producido por los condrocitos, sino por células provenientes del 

periostio utilizado para sellar el lecho de implantación (32, 48). 

Finalmente, existe el riesgo de que se pierdan las células empleadas, 

aun cuando hayan sido implantadas en algún tipo de sistema de 

soporte como el de las esponjas de colágena, debido a que se trata de 

un sistema imperfecto de fijación (59-61, 95). 

 

La ingeniería de tejidos es un campo multidisciplinario de 

investigación, que combina los conocimientos de diferentes áreas de 

la ingeniería y de la biología celular y molecular. Una de las técnicas 

empleadas, y originalmente descrita por Langer (96) Cao, Vacanti y 

colaboradores (97, 98), combinan la utilización de materiales sintéticos 

biocompatibles y biodegradables como estructuras de sostén, o como 

transportadores de células aisladas de tejidos específicos, con la 

finalidad de regenerar tejidos que puedan ser empleados para reparar, 

reconstituir, o reemplazar la estructura o función de tejidos y órganos 

lesionados o ausentes. Vacanti et al (88) describieron la formación de 

cartílago mediante el empleo de condrocitos bovinos inmaduros, 

sembrados en suturas de ácido poliglicólico deshebradas, e 

implantadas en el espacio subcutáneo de ratones atímicos. Más tarde, 

describieron la reparación de defectos articulares creados 

experimentalmente en la rodilla de conejos, utilizando condrocitos 

autólogos y estructuras de ácido poliglicólico (88). Se han utilizado 

técnicas similares para la regeneración experimental de diferentes 

tejidos, tales como cartílago, hueso y estructuras compuestas de 

cartílago (99), ligamento (100), tendones (99) y menisco (101). 

 



También se han obtenido resultados alentadores con el uso de 

bioreactores para intentar formar por completo el tejido in vitro antes 

de implantarlo (25, 28, 29, 32, 47, 59, 60, 62, 102). El potencial para la 

aplicación de diferentes técnicas de ingeniería de tejidos en el campo 

de la ortopedia es incalculable. En el área de tejidos blandos se han 

realizado avances impresionantes; en el campo clínico se inició la 

utilización de células en cultivo para la reparación de lesiones 

condrales profundas en la rodilla, a partir del estudio publicado en 

1994 por Britberg et al. (90). Actualmente, se realizan múltiples 

estudios clínicos para evaluar la utilidad de diferentes estructuras de 

polímeros, empleados para substitución parcial de meniscos, cartílago, 

ligamentos, tendones, etc. (103-105). Además, los factores de 

crecimiento para mejorar la consolidación ósea, estudiados tanto in 

vitro como in vivo, han demostrado que son capaces de inducir la 

diferenciación de células mesenquimatosas a condrocitos (106, 107). 

 

La cirugía ortopédica es líder en la aplicación clínica de la 

ingeniería de tejidos, En las dos últimas décadas, los cirujanos 

ortopédicos han implementado nuevas técnicas como alternativas para 

las superficies de carga articular, como los implantes recubiertos de 

cadera y la artroplastía de rodilla (108). Las técnicas artroscópicas han 

sido perfeccionadas hasta el punto de minimizar el trauma y acelerar 

la rehabilitación. 

 

Cabe destacar que diversos autores han experimentado con 

técnicas que se basan en la modificación genética de los condrocitos, 

empleando diferentes vectores y genes que codifican la síntesis de 



diversos factores de crecimiento, con lo que se pretende mejorar u 

optimizar las distintas técnicas de reparación condral (23, 27, 39, 47, 

79, 85, 86, 91, 97). Para determinar si los condrocitos implantados son 

efectivamente los que forman el tejido de reparación, se ha propuesto 

la infección experimental de los implantes con un adenovirus que es  

vector del gen que codifica para la expresión de la proteína verde 

fluorescente (GFP), la cual es cuantificable por medio de la citometría 

de flujo que permite diferenciar las células marcadas. 

 

Las diferentes técnicas de reparación condral en materiales 

biodegradables están dando resultados prometedores por medio de 

implantes de andamiajes para  células mesenquimatosas o 

condrocitos en caballos. Los estudios de los diferentes grupos de 

investigación (8, 22, 94) aunque son de vanguardia, no han llevado a 

cabo la evaluación a largo plazo para determinar si efectivamente se 

forma un tejido de reparación semejante al cartílago articular normal.  

 

En este estudio, se propone desarrollar una técnica para reparar 

lesiones de cartílago articular mediante el uso de artroscopía e 

ingeniería de tejidos. En la actualidad, el transplante de condrocitos 

autólogos se ha utilizado como alternativa en medicina humana y 

modelos animales. Sin embargo, los resultados experimentales 

muestran que el tejido de reparación no es cartílago articular normal. 

Por otro lado, las técnicas quirúrgicas convencionales o abiertas tienen 

más probabilidad de complicaciones debido a las infecciones. Por lo 

tanto, es necesario desarrollar un método artroscópico para fijar el 

implante de condrocitos autólogos u otros precursores celulares y 



polímeros al hueso subcondral. Se ha demostrado que el cartílago 

articular se puede “construir” in vitro con técnicas de ingeniería de 

tejidos.  

 

El presente estudio tiene por objeto implementar y evaluar la 

técnica de implantación de condorcitos autólogos cultivados in vitro e 

incluidos en un andamiaje de polímeros sintéticos y naturales 

mediante artroscopia con objeto de desarrollar un procedimiento 

confiable para la reparación de lesiones de la articulación de la rodilla 

en caballos. 

 



I. HIPÓTESIS 
 

La reparación tisular inducida por el uso de implantes de 

condrocitos autólogos, sembrados sobre polímeros e implantados 

artroscópicamente en un defecto condral, tendrá características 

morfológicas – artroscópicas e histológicas  similares a las del 

cartílago articular normal.  



I. OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar comparativamente la reparación de defectos del cartílago 

articular creados quirúrgicamente en la articulación fémoro-patelar de 

caballos jóvenes controles e implantados mediante artroscopía con 

condrocitos autólogos, cultivados in vitro y sembrados en polímeros  



 

II. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

a. Crear artroscopicamente un control que permita evaluar la 

evolución espontánea de un defecto articular en la tróclea 

medial del fémur de la articulación fémoro-tibial izquierda 

de caballos. 

b. Aislar condrocitos a partir del cartílago obtenido para 

cultivarlos y expandirlos in vitro con el fin de sembrarlos en 

estructuras de polímeros sintéticos y naturales, 

biocompatibles y biodegradables. 

c. Adaptar un vector adenoviral para el gene que codifica la 

síntesis de proteína verde fluorescente como marcador con 

objeto de contar con un sistema de detección de 

condrocitos autólogos infectados en el tejido implantado. 

d. Evaluar la evolución del tejido de reparación resultante de 

las diversas implantaciones a través de artroscopia 

diagnóstica e histología. 

 



I. JUSTIFICACIÓN 
 

Las lesiones articulares son comunes en los caballos de uso 

deportivo y actualmente se siguen tratando convencionalmente con 

tratamientos prolongados y de alto costo. Evidentemente, se requieren 

nuevos procedimientos para abordar el problema en forma mas 

adecuada. 

 

Los informes sobre el resultado clínico de la implantación de 

condrocitos autólogos a través de distintas técnicas parecen ser 

satisfactorios experimentalmente, sin embargo, existen discrepancias 

con las evaluaciones clínicas, por lo tanto, implementar y evaluar la 

técnica de implantación de condrocitos autólogos es indispensable 

para desarrollar un procedimiento confiable para la reparación de 

lesiones de la articulación de la rodilla en caballos. 

 

La ingeniería de tejidos es un campo multidisciplinario de 

investigación, que combina los conocimientos de diferentes áreas de 

la ingeniería y de la biología celular y molecular, por lo tanto, el 

desarrollo de modelos animales que combinan la utilización de 

materiales sintéticos biocompatibles y biodegradables como 

estructuras de sostén de células aisladas de tejidos específicos, 

resulta del mayor interés para la ortopedia comparada. 

 



I. MATERIALES Y MÉTODO 
6.1 Estandarización del cultivo de condrocitos autólogos 

Se obtuvieron 12 muestras de cartílago articular de la 

articulación fémoro-tibio patelar de caballos de rastro las cuales fueron 

procesadas entre dos y cuatro horas después de la eutanasia en el 

Laboratorio de Ingeniería de Tejidos del Instituto Nacional de 

Rehabilitación (INR). Las articulaciones de las que fueron obtenidas 

las muestras no presentaron lesiones del cartílago articular. Se eligió 

la misma articulación en la que se realizaron los implantes quirúrgicos 

que fue la tróclea medial del fémur, tomando en cuenta que existe 

evidencia que los condrocitos tienen diferentes patrones de 

proliferación dependiendo no solo de la  especie sino también de la 

articulación (109). 

 

La región de la babilla se desinfectó y se incidió la articulación 

para exponer el cartílago articular. Se obtuvieron muestras de ambos 

cóndilos y trócleas, separándolas del cartílago calcificado mediante 

disección con bisturí del número 20 y se colocaron en una caja de 

cultivo para poder ser manipuladas en una campana de flujo laminar 

(Forma Scientific, Inc. Ohio, EUA). Se hicieron 2 lavados de la muestra 

con solución salina amortiguada de fosfato (PBS) [Invitrogen Co. 

Gibco. NY, EUA], adicionada con antibióticos/antimicóticos al 10%, 

penicilina10,000 UI, estreptomicina 10,000 µg y anfotericina B 25 µg 

en 0.85% de solución salina (Invitrogen Co. Gibco NY, EUA). 

 

El cartílago se fragmentó en pedazos de 1 mm³ y se pesó. Entre 

100 y 200g de muestra se colocaron en un tubo de cultivo de 15ml con 



una solución de colagenasa tipo II al 0.3% (Worthington. NJ, EUA) en 

medio para cultivo celular M199 (Bio-Whittaker. Maryland, EUA). La 

solución con los fragmentos de cartílago, se incubó (Shel Lab. Oregón, 

EUA) para su digestión enzimática con la colagenasa a 37°C en 

agitación constante durante 4 horas, después de las cuales se 

centrifugó a 126 x g durante 12 min a 21°C. El botón celular se 

resuspendió con 15 mL de solución de M199 más 

antibióticos/antimicóticos al 1% y se centrifugó nuevamente para 

realizar una segunda resuspensión del botón celular en 10 mL de 

solución M199 más suero fetal bovino (SFB) al 10 % (Gibco. NY, 

EUA). 

 

Para cuantificar las células obtenidas, se tomaron 10 µL de la 

solución resuspendida de condrocitos y se mezclaron con 10 µL de 

azul- tripano al 4% (Gibco BRL, Life Technologies. NY, EUA). Las 

cuantificaciones se realizaron en una cámara de Neubauer, en la que 

se contaron las células del cuadrante central bajo el microscopio 

óptico de luz invertida (40x) [Carl Zeiss, Axiovert 25, Alemania]. Las 

células vivas se observaron de color blanco y las muertas de color 

azul. El porcentaje de viabilidad celular se calculó mediante la 

siguiente fórmula: Número de células vivas x 2 (factor de dilución-

20µL) x 10,000 (constante) x el volumen de suspensión. Cuando se 

obtuvieron en promedio 5 x 105 células, se sembraron en una caja 

para cultivo primario T25 y cuando se obtuvieron cerca de 1 x 106 de 

células se sembraron en T75 con 5 mL o 10 mL de una solución 

compuesta por medio de cultivo M199 y antibióticos con antimicóticos 

al 1% y SFB al 10%. Se incubó la caja de cultivo durante 3-4 semanas 



en un incubador de CO2 al 5%, 37°C y 85% de humedad relativa 

(NUAIRE, US Autoflow, EUA). Se cambió el medio de cultivo de la caja 

cada tercer día, monitoreando las células al microscopio y se esperó 

hasta que éstas llegaran a confluencia. 

 

Para separar las células en monocapa, se lavó la caja de cultivo 

primario con 8 mL de PBS y 2 mL de ácido-etilen-diamino-tetracético 

(EDTA) 1 mM y se agregaron 5 mL de tripsina al O.25% (Invitrogen, 

Gibco NY, EUA) para desprender las células del fondo de la caja. 

Posteriormente, esta se incubó con CO2 a 37ºC durante menos de 5 

min. A los 3 min se evaluó la separación de las células al microscopio 

óptico de luz y se le agregaron 5 mL de SFB para bloquear la actividad 

de la tripsina. Se centrifugó a 126 x g por 12 min y el botón celular se 

resuspendió con 5 mL de PBS y se volvió a centrifugar. Se 

resuspendió en 2 mL de medio M199 con SFB al 10%. Se observó al 

microscopio para calcular número, morfología y viabilidad celular y 

posteriormente se recultivó durante 4 semanas para el primer pase y 

otras 4 semanas más para el segundo pase. 

 

Una vez que las células llegaron a confluencia en las cajas de cultivo del 

segundo pase, se separaron nuevamente con tripsina y se obtuvo un botón celular 

de aproximadamente 20 x 106 condrocitos. Las células se evaluaron 

morfológicamente en el microscopio óptico de luz. Su conteo y viabilidad fueron 

determinados por medio de azul de tripano al 4% y calceina y hemodímero de 

etidio LIVE/DEAD®  (Viability/Cytotoxicity Kit [L-3224], Invitrogen, Gibco NY, USA).  

 
6.2 Evaluación morfológica del cultivo celular 



Se efectuó la evaluación histoquímica de la monocapa de cultivo 

celular. Para evaluar la producción in vitro de los componentes de la 

matriz extracelular, se fijaron muestras de los cultivos para preparar 

frotis teñidos con hematoxilina eosina para evaluar la morfología 

celular, con safranina-O para la determinación de glicosaminoglicanos 

sulfatados, azul alciano para glicosaminoglicanos y tricrómica de 

Masson para determinar colágena. 

 

6.3 Evaluación de viabilidad del cultivo 
Además del uso de azul de tripano al 4% que se utilizó para 

evaluar la viabilidad celular, se aplicó asimismo el método consistente 

en el uso de calceina y hemodímero de etidio (EthD-1) kit 

preestablecido LIVE/DEAD® que emite fluorescencia de dos tipos que 

permite la evaluación simultánea de células vivas y muertas con 

marcadores que miden la actividad de estearasa intracelular y la 

integridad de la membrana plasmática.  

 

  Esta metodología se utiliza para evaluar cultivos tridimensionales 

para observaciones tanto en microscopio de contraste de fases o 

invertido (Carl Zeiss MicroImaging, Thornwood, New York), como en el 

microscopio confocal (Confocal Laser Scanning Microscopy, LSM 510 

Meta, Carl Zeiss, Alemania). En el presente estudio se utilizaron filtros 

ópticos para cada una de las absorbencias. La calceina se activa 

utilizando filtros de 485 ±10 nm y el hemodímero de etidio es 

compatible con el filtro de la rodamina a 530±12.5 nm. Las células 

adheridas a la caja de cultivo fueron evaluadas y también las células 



tratadas con tripsina y sembradas en los polímeros. La vitalidad del 

cultivo tridimensional se evaluó los días 0, 3, 5, 7 y 9 (Figura 1). 

 

 
Figura 1. (a) Constructo en microscopia de contraste de fases (4X) y 

(b) Viabilidad celular del constructo detectada mediante fluorescencia 

verde mediante calceina-AM y hemodímero de etidio, bajo el 

microscopio óptico de fluorescencia invertida (4X) (Carl Zeiss 

Microimaging, Thornwood, New York). 

 

Cada cultivo fue lavado con PBS teniendo cuidado de no 

eliminar las células muertas. El kit de LIVE/DEAD® se descongeló a 

temperatura ambiente y se seleccionaron los filtros apropiados para la 

lectura en el microscopio. Se preparó la solución madre de EthD-1 con 

10 mL de PBS de grado de cultivo o solución Ham´s F-12 (Gibco, NY, 

USA) y se adicionaron 20µL de EthD-1 se agitó con el vortex para 

asegurar una mezcla homogénea obteniendo así una solución de 

EthD-1 4µM. Se transfirieron 5µL de calceina  de la concentración 

madre  de 4mM  a la solución de 10 mL con 4µM de EthD-1. Se 

homogenizó por medio del vortex y se obtuvo una solución con 2µM 

de calceina y 4µM de EthD-1 para teñir el cultivo. La concentración 



final de DMSO, diluyente de la concentración madre, fue de >0.1% 

misma que no produce daño a la mayoría de las células (110).  

 

El cultivo en monocapa se tiñó con la solución de EthD-1 y 

calceina a temperatura ambiente y se incubó por 30 min. Las células 

vivas se observaron verdes con fluorescencia de 530nm y las células 

muertas se observaron rojas con fluorescencia intensa a >600 nm y 

débil a 530nm (Figura 2). 

 

Figura 2. Células en cultivo de 

monocapa de primer pase tratadas con 

LIVE/DEAD ® Kit para determinar 

viabilidad del cultivo (20x). 

 

 
 

 
 
 
6.4 Evaluación molecular del cultivo 

El cultivo celular fue cosechado por medio de tratamiento con 

tripsina sometido a extracción de RNA  por medio del reactivo TRI-

ZOL® (Invitrogen, Life Technologies. NY, USA) a razón de 1 mL de 

TRIZOL® para 5-10x106 células. Previamente a la extracción de RNA, 

se eliminó el medio de cultivo por aspiración y se agregaron 3 mL de 

PBS frío. Posteriormente se aspiró el PBS y se agregó de nueva 

cuenta 1 mL de PBS frío y se trató mecánicamente la suspensión 



celular antes de colocarla  en un tubo Ependorff estéril para someterla 

a centrifugación a 503 x g por 5 min. Se aspiró el sobrenadante, se 

agregó un volumen de TRIZOL® y se resuspendió mecánicamente 

con micropipeta para su incubación a temperatura ambiente por 5 min. 

A una quinta parte del volumen inicial de la mezcla se le añadió 

cloroformo-isoamílico en una proporción de 49:1, se homogenizó por 

inversión y se centrifugó a 3578 x g por 5min a temperatura ambiente. 

La fase acuosa recuperada se pasó a otro tubo estéril al que se 

agregó un volumen igual al recuperado de isopropanol frío para 

posteriormente incubarse durante 3 horas en hielo. Se realizó una 

nueva centrifugación a 8050 x g a 4oC durante 30 minutos, se eliminó 

el sobrenadante de isopropanol, se agregó 1 mL de etanol al 75-80% 

frío y se resuspendío el botón celular. Una vez más se centrifugó a 

8050 x g por 10 minutos y se repitió el lavado con etanol. Después de 

otra centrifugación a 8050 x g por 10 minutos, se eliminó el etanol y se 

dejó secar  a temperatura ambiente por 15 minutos. Se resuspendió 

con agua con dietil pirocarbonato (DEPC, 70 µL). En algunos casos la 

resuspensión requirió de un calentamiento de la solución a 65°C por 5 

minutos y de la adición de inhibidor de RNAsas a temperatura 

ambiente. Las muestras se almacenaron a –20°C y se evaluaron 

directamente mediante electroforesis para determinar la cantidad 

obtenida de RNA (111).  

 
6.4.1 RT-PCR 
Para determinar la expresión genética de proteoglicanos 

(agrecano) así como la colágena (Tipo II) en las células cultivadas in 

vitro, se procedió a realizar un ensayo de RT-PCR, para el cual se 



empleó 2µg de RNA  empleando el kit  RT-PCR (SuperScript® First 

Strand Synthesis System for RT-PCR, Life Technologies, Gibco BRL), 

así como los iniciadores específicos como se muestran en la Tabla 1 

(Bio-Synthesis Lote No 2857-1 y 2 Colágena tipo II y 2857-3 y 4 

agrecano). La cantidad de cDNA en cada muestra se confirmó y 

equalizó con una PCR preliminar en una fase logarítmica de 

deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato (GADPH). El GAPDH se 

utilizó como control interno. Las secuencias de cada oligonucleotido 

están detalladas en la Tabla 1. Los productos de la reacción de la PCR 

se separaron por electroforesis con 20µl de cada mezcla en un gel de 

agarosa al 2% en solución amortiguada de Tris-acetato-EDTA a 90 

V/cm y la visualización con tinción de bromuro de etidio y 

fotografiados. Para asegurar el tamaño de los productos de la PCR se 

comparó con un estándar de ADN de 1kb (Life Technologies). La 

densidad relativa de la banda se cuantificó por densitometría de los 

negativos (MasterScan Densitometer, Billerica, MA, EUA). Los datos 

se expresaron como proporciones normalizadas de los valores de la 

densidad integrada para cada gene en cuestión, estos valores se 

compararon con los de GAPDH para evaluar semicuantitativamente la 

expresión genética. 

 

La amplificación se realizó mediante PCR en un un termociclador 

GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem, EUA), empleando 

Taq y amortiguadores para PCR (Amersham Pharmacia, EUA). Los 

iniciadores utilizados fueron específicos para la amplificación de 

agrecano (Bayne, et al.). La secuencia se comparó con los patrones 

del GeneBank para  colágena tipo II (Metsaranta & Vuorio) (111).  



 

Este mismo procedimiento fue llevado a cabo con los cultivos 

tridimensionales utilizados en los implantes de los caballos 

experimentales. 

 

Tabla 1. Iniciadores utilizados en RT-PCR (Oligonucleotidos) 

 
Tipo rata colágena tipo II (COL2A1) gen, completo cds (Fuente, 
Fehr, JE, 2000) 

5’→ctgctgacgctgctcgtcgccgctgtcctt→3’  Fragmento esperado 

5’→gcctcctcatcaaatcctccagccatctgggc→3’  326 pb 

36 ciclos, alineamiento a 63.6°C 

 

E caballus mRNA para agrecano (Gene Bank accession 
AFO40637) (Fuente, Fehr, JE, 2000) 
5´ - actttgggcggaagaagg- 3´   Fragmento esperado 

5´- cttagaggacagaaagcgac – 3¨   325 pb 

42 ciclos, alineamiento a 63.1°C 

 

GAPDH (Gene Bank accession L23961) 

5´ →aaagttgtcatggatgaccttggcc→3’  Fragmento esperado 

5´ →gtcaacggatttggccgtattgg→3’   480 pb 

35 ciclos, alineamiento a 63.7°C 

 

6.5 Cultivo tridimensional 



Para el presente estudio los andamiajes seleccionados fueron el 

ácido poliglicólico (PGA)  (112), en combinación con ácido poliláctico 

(PGLA) (113) y Colágena tipo I SIS (Intestino delgado de 

porcino)(114). 

 

6.5.1 PGA 
Para poder comprobar la adhesión celular, migración y 

crecimiento en el polímero, se sembraron las células de la monocapa 

de primer y segundo pase en PGA. Se cortaron discos de 8x0.5mm de 

malla de polímero 95% poroso y biodegradable de 15µm de diámetro 

con una distancia interfibrilar de 100 a 200 µm (Albany International, 

Albany, NY), los cuales se esterilizaron con óxido de eltileno (Biolene 

SRL, Buenos Aires, ARG) (Figura 3).  

 

Figura 3. Disco de PGA de 

8 x 0.5 mm las fibras son de 

15 µm de diámetro con una 

distancia interfibrilar de 100 

a 200 µm (Albany 

International, Albany, NY). 

 

 

 

Cada disco estéril de polímero se colocó en medio de cultivo 

M199 por dos días. Los condrocitos cosechados  se sembraron en el 

polímero humedecido y se adicionó medio de cultivo M199 enriquecido 

y suplementado con ácido ascórbico. Los polímeros sembrados se 



mantuvieron por 7 días en constante movimiento en un incubador de 

5% de CO2 a 37ºC, con 85% de humedad relativa, cambiando el 

medio de cultivo cada tercer día. La evaluación de la consistencia del 

constructo se llevó a cabo cada tercer día y asimismo se determinó la 

adhesión de las células al polímero bajo el microscopio invertido de 

contraste de fases. Finalmente, el séptimo día, se evaluó un segmento 

del polímero con células bajo el microscopio de transmisión de barrido 

ambiental (ESEM) Philips XL30 (FEI Philips Electro Scan, Alemania) 

con objeto de observar con mayor detalle la adhesión celular (115) 

(Figura 4). 

 
Figura 4. Segmento de PGA y 

células evaluadas bajo ESEM 

(1100x) Spot 4.4, GSE. WD 

9.5. 
 

 
 
 

 
 
 
6.5.2  PGLA 
Los discos de malla de PGA (8x0.5mm) se pesaron y se sumergieron en 

una solución de Ac poliláctico (PLA) al 1%  (ICN Biomedicals, Inc. Ohio, EUA), el 

solvente utilizado fue  cloruro de metileno al 99.6% (Sigma-Aldrich Inc. MO, EUA). 

El polímero PLA confiere estabilidad y mayor rigidez al PGA  (113). Se deben 



realizar tres inmersiones consecutivas de PGA en PLA. El solvente debe ser 

evaporado en una campana de extracción de gases (LAB CONCO Corp. Kansas 

City, EUA) a temperatura ambiente (21ºC) por 48 h y entonces los discos se 

vuelven a pesar para determinar la cantidad de PLA que se depositó en el PGA, 

que debe fluctuar entre 150mg y 190mg que corresponden aproximadamente 

entre el 55% y el 65% del peso total. El co-polímero PGLA se esterilizó en óxido 

de etileno y se almacenó en una cámara de transferencia semiseca (BIO RAD, 

Transblot SDC, USA) durante 7 días antes de su utilización. Dos días antes de 

sembrar las células sobre el polímero, éste debe lavarse con PBS, hidratarse con 

medio de cultivo M199 y mantenerse en el incubador de CO2 a 37°C (Figura 5).  

 

Las propiedades mecánicas de este polímero han sido evaluadas por 

Moran (113) en cultivos de condrocitos hasta por 4 semanas. 

 

Figura 5. PGLA 

después de 3 

inmersiones en PLA. 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
6.5.3 Colágena 



La estructura primaria de la colágena tiene prácticamente la 

misma secuencia en todas las especies de cordados y por ello no 

ocasiona rechazo en implantes aún entre individuos de especie 

diferente (116). El material del constructo fue de 10 capas de 

submucosa de intestino delgado de porcino (SIS) de hatos libres de 

patógenos específicos (SPF). La composición tisular de este material 

es de colágena en un 90% y se comercializa como un disco estéril de 

63mm de diámetro, certificado para su uso en humanos por la “Food 

and Drug Administration” (FDA), (Restore orthobiologic soft tissue 

implant, Johnson & Johnson, USA). La colágena se reabsorbe 

lentamente y el implante dura hasta 3 meses in vivo (117). 

 

De los discos originales se cortaron otros más pequeños de 

8mm de diámetro que se sembraron con células de primero y segundo 

pase. Se utilizaron 3 discos para sostener las células en las cajas de 

cultivo (Figura 6).  

 

Figura 6. Tres discos de colágena 

tipo I (SIS) de 8 mm de diámetro. 

El disco central esta cubierto de 

células de segundo pase.  

 

 
 

 
 
 



6.5.4 Encapsulamiento de polímeros 
Las células mantenidas en medio de cultivo M-199 con 10% de 

SFB de primer pase, se someten a la acción de la tripsina para 

posteriormente lograr suspensiones con concentración de 5x106 

células. Misma que se siembra en una caja de cultivo. Se cultivaron 

durante 4 semanas, suplementando con ácido ascórbico el medio M-

199, el cual fue cambiado cada tercer día. Una vez que se estableció 

la formación de matriz extracelular en el fondo de la caja, comprobable 

mediante la opacidad de la misma (118), se colocó en el fondo un 

disco de PGLA, previamente humedecido en M199 y se sembraron en 

él, 2x107 células del segundo pase. Su encapsulamiento se logró 

levantando las células y la matriz extracelular del fondo de la caja de 

cultivo por medio de pinzas quirúrgicas (Figura 7). El constructo se 

mantuvo en el incubador de 5% de CO2 a 37ºC, con 85% de humedad 

relativa, cambiando el medio de cultivo adicionado con ácido ascórbico 

cada tercer día. Se evaluó la viabilidad del constructo antes de su 

implantación por medio de calceina y hemodímero de etidio. 

 

 

ba

Figura 7. (a) PGLA y 2x107células. Procedimiento para separar  las 

células y la matriz extracelular del fondo de la caja de cultivo con 



pinzas quirúrgicas (b)  Constructo de PGLA de 7 días previo a su 

implantación. 
 

6.5.5 Microscopia electrónica de barrido ambiental (ESEM). 

Antes o directamente después de sembradas las células, se evaluaron 

muestras de constructo por ESEM. Se seccionó una parte del polímero con células 

y se fijó en glutaraldehido al 2.5% [v/v] (Merck, México) en una solución 

amortiguadora de cacodilato ácido de sodio (0.2 M) a un pH de 7.2 (Merck, 

México) y se mantuvieron en el fijador durante 1 h a temperatura ambiente. Se 

realizaron cuatro lavados de 5 minutos cada uno con la solución lavadora 

amortiguada de cacodilatos. Después se efectuó por cuatro veces un lavado de 5 

minutos con agua desionizada, y finalmente, se colocó la muestra en plastilina 

conductiva previo secado con papel filtro. Las condiciones de observación fueron 

entre 16 a 18KV, el spot de 4.5-4.8, la amplificación de 250x a 1000x y a presión 

atmosférica de 5.8 a 6.5 torr.  

 
6.6 Transplante del constructo de PGA y condrocitos de caballo 
en ratones atímicos 

Se implantaron subcutáneamente 3 ratones atímicos con 

condrocitos que se obtuvieron de cartílago articular de caballos de 

rastro. Una vez cosechados los condrocitos del segundo pase, se 

sembraron en discos de 8x0.5mm de PGA y se mantuvieron en el 

incubador de 5% de CO2 a 37ºC en 85% de humedad relativa, en 

constante movimiento por 7 días. El constructo fue implantado 

subcutáneamente en el dorso de ratones atímicos bajo un 

procedimiento quirúrgico previamente descrito por Cui et al (119). La 

descripción del procedimiento se muestra en el Anexo I. 
 



6.7 Estandarización de las técnicas histológicas e histoquímicas. 

Se colectaron biopsias osteocondrales de especimenes de caballos de 

rastro con la metodología previamente descrita y se fijaron en formol amortiguado 

al 10% por 48 h y se descalcificaron durante 28 a 31 días mediante inmersión en 

solución de “Krajian” (CTR Scientific. Monterrey, MEX). Una vez descalcificadas, 

las muestras se cortaron en fragmentos de 8mm de largo, 5mm de ancho y 1mm 

de espesor y se lavaron con jabón neutro y agua corriente. Se colocaron en 

cápsulas de inclusión y se fijaron nuevamente en formol amortiguado al 10% 

durante 24 h. Se procesaron en el histoquinete y se incluyeron en parafina para 

realizar cortes de 3 µ de espesor.  

 

Una vez montados en laminillas, desparafinados e hidratados, 

los cortes se tiñeron con las diferentes tinciones. Los cortes teñidos 

con hematoxilina - eosina (H y E), se montaron en un medio de resina 

sintética. 
 

Para estandarizar las tinciones de safranina-O, tricrómica de Masson y azul 

alciano, se utilizaron muestras de placa de crecimiento del carpo de potrillos 

menores de un mes de edad.  

 

6.7.1  Tinción de hematoxilina – eosina (Figura 8). 

Las laminillas se sumergieron en una canastilla de metal en una solución de 

hematoxilina de Harris (Merck, Alemania) durante 3 min y posteriormente se 

lavaron 30 veces en agua, después se sumergieron en una solución acuosa de 

hidróxido de amonio al 1% durante 15 segundos y se lavaron nuevamente 30 

veces en agua. Se eliminó el exceso de hematoxilina se sumergieron 30 veces en 

alcohol al 96%. Finalmente, se tiñeron durante 3 min con eosina amarillenta 

(Merck, Alemania). 



 

 Figura 8. Tinción H&E de placa de 

crecimiento del carpo de potrillos (10x) 

 

 
 
 
 
 

 
 
6.7.2 Tinción con safranina-O (Figura 9) 
Después del proceso previamente descrito las laminillas fueron 

sumergidas en una solución de “Fast Green” (Merck, Alemania) al 

0.001%, durante 5 min y posteriormente en una solución de ácido 

acético al 1%, durante 10 segundos.  

 

Se tiñeron en una solución de Safranina-O (Merck, Alemania) al 

0.1%, durante 90 minutos y se dejaron secar al aire, después se 

sumergieron durante 10 minutos en xilol y se cubrieron con medio 

resinoso. 

 

 

Figura 9. Tinción de safranina O de 
placa de crecimiento del carpo de 

potrillos (10x) 



 

 

 

 

 

 

6.7.3 Tinción tricrómica de Masson (Figura 10) 

Las laminillas se colocaron en una solución fijadora de “Bowins” durante 24 

h a temperatura ambiente, se lavaron con agua corriente y después con agua 

destilada. Se tiñeron con una solución de fucsina ácida al 1%, escarlata de 

Biebrich (Merck, Alemania) durante 10 minutos y se enjuagaron con agua 

destilada. Se sumergieron en una solución de ácido fosfotúngstico-fosfomolíbdico 

(Merck, Alemania) durante 15 minutos y se contrastaron con una solución de azul 

de anilina (Merck, Alemania) por 10 minutos. Se enjuagaron con agua corriente y 

se dejaron secar al aire. Después se sumergieron durante 10 minutos en xilol y se 

cubrieron con un medio resinoso. 

 

 

Figura 10. Tinción tricrómica de Masson de 

placa de crecimiento del carpo de potrillos 

(10x) 

 

 

 

 

 

 



 

6.7.4 Tinción con azul alciano, pH 1.0 (Figura 11) 

Las laminillas se sumergieron en una solución de azul alciano (Merck, 

Alemania) 8GX, (1 g en 100ml de ácido clorhídrico al 0.1 N), durante 24h y se 

secaron con papel filtro. Se sumergieron 2 veces durante 5 segundos en alcohol 

etílico al 96%, después en alcohol etílico absoluto y finalmente en alcohol-xilol. Se 

sumergieron durante 20minutos en xilol y se cubrieron con un medio resinoso. 

 

en 

 
 
 
 

Figura 11. Tinción de azul alciano 

placa de crecimiento del carpo de 

potrillos (10x). 

 



 
6.7.5 Sistema de calificación, para la evaluación histológica 

del tejido de reparación (Mainil-Varlet, 2003)(120) 
 
Tabla 2. Todas las observaciones histológicas fueron calificadas 

cuantitativamente de acuerdo con la tabla siguiente : 

 

CARACTERÍSTICAS 
DEL TEJIDO 

CALIFICACIÓN PUNTOS

Morfología Hialino                                  

Hialino/fibrocartílago            

Fibrocartílago                       

Tejido fibroso                       

3 

2 

1 

0 

Afinidad por la tinción Cercana a la normal             

Anormal                               

1 

0 

Arquitectura de la 

superficie 

Cercana  a la normal            

Irregular                                

Muy irregular                        

2 

1 

0 

Integración al tejido 

subyacente. 

Buena                                  

Pobre                                   

1 

0 
Total máximo de puntos = 7 

 

6.8 Desarrollo de la técnica artroscópica 
Se obtuvieron muestras de cartílago articular de la articulación 

fémoro-patelar de caballos de rastro para establecer la técnica 

artroscópica mas adecuada para este procedimiento. Se llegó a la 

conclusión de la conveniencia de obtener cartílago de la tróclea medial 



del fémur por su fácil acceso, mejor visualización, mayor espesor del 

cartílago y mejor supervivencia funcional por no tratarse de una 

estructura sometida a carga excesiva. 
 

Los procedimientos artroscópicos realizados en el presente trabajo 

siguieron la técnica descrita por McIlwraith (121), utilizando una lente artroscópica 

(Olympus Winter and Ibe GMBH, Hamburgo, Alemania) y una video cámara digital 

(Dyonics Inc. Smith & Nephew. OK, EUA). La lente artroscópica tiene 4mm de 

diámetro y 30 grados de angulación. 

 

Se empleó un sistema de fijación construido por los ingenieros biomédicos 

del INR con base en un diseño realizado en la Universidad de Guelph por el Dr 

Mark Hurtig y Dr Antonio Cruz (Figura 12). Este aparato permite anclar la 

articulación y flexionarla lo suficiente para facilitar el acceso  para la obtención de 

la muestra osteocondral por medio de artroscopía. 

 

 Figura 12. Sistema de fijación para prácticas 

artroscópicas utilizado en este estudio. 

 

 

 

 

 

La técnica artroscópica para la obtención de muestras osteocondrales de la 

tróclea medial se perfeccionó en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

(FMVZ) de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) y se contó con 

el instrumental quirúrgico especializado para la obtención de cartílago para 

humanos (COR System. MA, EUA). A través de la incisión primaria se introdujo un 



instrumento palpador de plástico estéril de punta roma en dirección perpendicular 

a la tróclea medial del fémur. Se retiró el instrumento de palpación y se insertó un 

sacabocado de acero inoxidable, de doble componente en forma de “T” para 

obtener una biopsia osteocondral circular de 8 mm de diámetro (COR System. MA, 

EUA). Una vez colocado el sacabocado sobre el sitio donador, se colocó en su 

extremo externo un yunque (COR System. MA, EUA) para hundir al sacabocado 8 

mm de profundidad con un martillo ortopédico (FIEM, México), en el cartílago 

articular y hueso subcondral de la tróclea medial del fémur. Con movimientos 

rotatorios se extrajo la muestra osteocondral cilíndrica. Se requirió de dos biopsias 

para obtener suficiente cartílago para el cultivo in vitro. Una vez estandarizada 

esta técnica en cadáver, se llevó a cabo en los caballos experimentales bajo 

anestesia general. 

 

6.9 Animales experimentales 

Se utilizaron 20 caballos jóvenes clínicamente sanos (19 yeguas 

y un macho entero), entre 1 y 4 años de edad, de raza criolla y con un 

peso de 218 a 350 kilos. Los animales no presentaron  claudicación ni 

lesiones articulares con base en la inspección clínica y radiográfica.  

 
Los caballos se mantuvieron en un corral circular y en caballerizas 

convencionales del Departamento de Medicina Cirugía y Zootecnia para Équidos 

(MCZE) FMVZ de la UNAM. 

 

A cada animal se le proporcionó tres veces al día heno de avena 

y alfalfa achicalada, así como agua a libre acceso. Las cantidades 

para cada caballo se calcularon con base a su peso y condición 

corporal. 

 



Antes de iniciar el experimento los caballos estuvieron bajo 

evaluación clínica durante una semana y al finalizar ese periodo, 

fueron bañados, desparasitados y vacunados contra tétanos. 

 
Las cirugías artroscópicas de todos los caballos del experimento, se 

realizaron en el quirófano del Hospital del departamento de MZE de la FMVZ de la 

UNAM, La articulación experimental fue la fémoro-patelar derecha, mientras que la 

articulación homóloga del miembro opuesto, sirvió  como donador de cartílago o 

control.   

 

Se formaron 3 grupos experimentales y 2 grupos control: a) el grupo 1 con 

6 babillas  que fueron implantadas con un constructo de PGLA, creando para ello 

previamente un defecto condral. Este grupo fue evaluado a las 8 semanas. b) El 

grupo 2 con 6 babillas que fueron implantadas en la tróclea medial con un 

constructo de condrocitos autólogos y PGLA encapsulado en condrocitos con 

matriz extracelular, creando para ello previamente un defecto condral. Este grupo 

fue evaluado a las 8 semanas. c) el grupo 3 con 6 babillas que fueron implantadas 

en la tróclea medial con un constructo de condrocitos autólogos y colágena 

encapsulado en condrocitos con matriz extracelular, creándose para ello 

previamente un defecto condral. Este grupo fue evaluado a los 6 meses. d) El 

grupo control osteocondral con 10 babillas en las que fue creado un defecto 

osteocondral de 8 mm de diámetro y 8 mm de profundidad para la obtención de 

cartílago como fuente de los condrocitos autúlogos para la implantación en 

constructos del grupo 1, 2 y 3. Este grupo fue evaluado a los 6 meses.  f) El grupo 

control condral con 6 babillas en los cuales se obtuvo una muestra condral y se 

hizo una perforación central para alojar el ancla de fijación para el polímero. Estos 

fueron evaluados a las 8  semanas. Finalmente, g) Dos caballos fueron 

implantados en la tróclea medial de la babilla con un constructo de condrocitos 

autólogos infectados con Ad-GFP (Anexo II) y colágena encapsulada en 

condrocitos con matriz extracelular, creando para ello previamente un defecto 



condral. Estos caballos fueron evaluados a las 4 semanas y los hallazgos se 

analizaron descriptivamente.  

 

6.9.1 Manejo individual  
Los caballos se evaluaron clínicamente y 12 horas antes de la 

cirugía les fue retirado el alimento pero recibieron agua a libre acceso. 

Se colocó un catéter intravenoso en la yugular izquierda de calibre 14 

y 2 pulgadas de longitud (Equipos Médicos Vizcarra, México) con 

extensión (PISA, México) y tapón (BRAUN, Alemania). Se tomaron 

radiografías y rasuraron ambas articulaciones. 

 
6.9.2 Protocolo de anestesia 
La cirugía se realizó bajo anestesia general previa sedación con 

hidrocloruro de xilacina (Fort Dodge, EUA) i.v. a una dosis de 1.1 

mg/kg de peso. Como relajante muscular se administró por vía 

intravenosa a efecto una solución de gliceril guayacol éter al 5%. Para 

la inducción preanestésica se administró hidrocloruro de ketamina 

(Fort Dodge, EUA) i.v. a una dosis de 2.2 mg/kg de peso. El caballo en 

decúbito por la inmovilización química fue trasladado con grúa a la 

mesa de cirugía donde se colocó en decúbito dorsal y se procedió a su 

intubación traqueal para mantenerlo en plano anestésico quirúrgico  

mediante la combinación de halotano (Halanest RIMSA, México) y 

oxígeno (INFRA, México). Durante la anestesia se monitorearon 

frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, pulso, llenado capilar, 

color de mucosas y presión arterial. Se proporcionó apoyo 

cardiovascular al paciente con la administración de solución de 



Hartmann (PISA, México) i.v. a una velocidad de 10-15 mL/kg de 

peso/h. 

 

6.9.3 Procedimiento quirúrgico artroscópico para obtener cartílago 

De cada uno de los caballos se obtuvieron biopsias de cartílago, sin hueso 

subcondral en el grupo control condral y con hueso subcondral en los controles 

osteocondrales de la babilla izquierda, con base en las técnicas artroscópicas 

estandarizadas en cadáver como describimos previamente y referidas por 

McIlwraith (121). 

 

Una vez anestesiado el caballo en posición de decúbito dorsal y 

con el miembro pelviano izquierdo extendido, se desinfectó la babilla 

con yodo povidona espuma y alcohol isopropílico al 70%, se cubrió 

con campos estériles y se mantuvo en extensión para facilitar el 

abordaje a la articulación fémoro-patelar. 

 
 Se palparon los tres ligamentos patelares y la cresta tibial. Se identificó el 

espacio entre los ligamentos lateral y medio, en medio del cual se ubicó el portal 

artroscópico entre la cresta tibial y el borde distal de la rótula. Se insertó un catéter 

calibre 14 x 2 pulgadas de longitud (Equipos Médicos Vizcarra, México), que se 

conectó a una bomba de infusión (Masterflex, Coleparmer Instrument Co. Chicago, 

EUA) con solución de Hartmann  (90 a 120 ml). Una vez distendida la cápsula, se 

retiró el catéter y sobre el punto de inserción se realizó una incisión vertical de 5 

mm en la piel y tejido subcutáneo para exponer la cápsula articular a la que se le 

practicó una incisión de 1 cm con un bisturí del número 11 nuevo. Se introdujo el 

trocar artroscópico de punta roma con camisa y  de esta manera se creó el  portal  

que sirvió para introducir el artroscopio. Al retirar el trocar de la camisa, ésta 

quedó dentro de la cavidad articular y sirvió de guía para introducir el artroscopio 



al que se le conectó una cámara artroscópica (Dyonics Inc., Smith & Nephew. OK, 

EUA) y la fuente de luz (Stryker Endoscopy, Quantum 250. Sunnyvale, CA EUA). 

Las imágenes intra-articulares se observaron en un monitor a color (Sony Trinitron, 

Sony Corporation, Japón). Para mantener distendida la cápsula, también se 

conectó al sistema la línea de ingreso de irrigación con solución de Hartmann. Con 

el artroscopio se localizó el tercio proximal de la tróclea medial del fémur y se 

obtuvieron dos biopsias de cartílago con 5mm de separación entre ambas, con 

base en las técnicas artroscópicas estandarizadas en cadáver como describimos 

previamente y referidas por McIlwraith (121) (Figura 13). En el caso de las 

biopsias de cartílago sin hueso subcondral, el sacabocado se insertó 

exclusivamente 4mm en vez de 8mm de profundidad. 

 

 

 

 

 



Figura 13. Dibujo de accesos quirúrgicos para la obtención de muestras 

osteocondrales de la articulación fémoro patelar (Adaptación de McIlwrigth, 1996 y 

Lombardero, 2004). 

 

Concluido el procedimiento, la articulación se lavó con el sistema de 

irrigación, se retiraron los instrumentos y se suturaron las incisiones en piel y 

cápsula articular en un mismo plano, mediante puntos simples con sutura no 

absorbible de poliamida calibre 1 (Braunamid, BRAUN Aesculap, Alemania). 

 

Las dos muestras osteocondrales obtenidas se colocaron en un tubo cónico 

de plástico estéril de 50ml, que contenía 5ml de medio para cultivo celular M-199,  

adicionado con antimicrobianos/antimicóticos al 10%  El tubo se colocó en una 

hielera a 4ºC y se trasladó de inmediato al Laboratorio de  Ingeniería de Tejidos y 

Terapia Celular del INR de la Secretaría de Salud, donde se realizaron los cultivos 

celulares. 

 

Los defectos osteocondrales que se crearon al extraer las 

muestras, se dejaron intactos para que evolucionaran en forma 

natural. 

 

6.9.4 Implantación artroscópica del constructo. 

En cada una de las babillas se implantó un constructo de polímero/células 

en el tercio proximal de la tróclea medial del fémur derecho. Se realizó el portal 

para el artroscopio siguiendo la técnica descrita previamente. El segundo portal 

fue creado entre los ligamentos patelares medio y medial. Se localizó el sitio de 

implantación con el instrumento palpador de plástico de punta roma y se creó en 

ese sitio, un defecto condral espesor total de 8 mm de diámetro y 4 mm de 

profundidad con la ayuda del sacabocado en forma de “T”, una cureta y una pinza 



“Rongeur” (Olympus, Alemania). Se intentó no lesionar el cartílago calcificado y el 

hueso subcondral. Únicamente se retiró el cartílago articular y se dejó el hueso 

subcondral expuesto sin provocar sangrado. Una vez creado el defecto, se 

introdujo a través del  segundo portal una broca de acero inoxidable de 2.4 mm de 

diámetro (Mitek. MA, EUA), la cual sirvió para realizar un orificio de 15 mm de 

profundidad en el hueso subcondral  en el centro del defecto con la ayuda de un 

taladro eléctrico convencional (Black & Decker, EUA) y un clavo de Steimann 5/64 

(Figura 14). 

 

 

 

Figura 14. Se utilizó una broca de acero inoxidable de 2.4 mm de diámetro (Mitek. 

MA, EUA), la cual sirvió para realizar un orificio de 15 mm de profundidad en el 

hueso subcondral 

 

Posteriormente se introdujo una cánula artroscópica de acero inoxidable y 

de doble componente (camisa y obturador romo), la cual fue diseñada 



especialmente en el INR por el Departamento de Ingeniería Biomédica (Figura 15) 

para servir como guía y transporte del constructo.  Utilizando la cánula como guía, 

se introdujo un ancla absorbible de ácido poli-L-láctico de 3.5 mm con dos cabos 

de sutura absorbible de polidioxanona (PDS) calibre 2 (Panalok, Mitek. MA, EUA). 

El ancla fue enterrada con ayuda del martillo ortopédico al orificio previamente 

hecho. La cánula se dejó dentro de la cavidad articular con los cabos de las 

suturas hacia el exterior. 

 

 

Figura 15. Cánula y camisa roma diseñada en el INR por el Departamento de 

Ingeniería Biomédica para la inserción y fijación  del constructo. 

 

El constructo fue perforado a manera de un botón con las agujas 

de  sutura en forma estéril, fue deslizado por las suturas hacia la 

entrada de la cánula y los cabos de las suturas fueron introducidos con 

el obturador romo de la cánula (Figura 16). Finalmente el autoinjerto 

se deslizó dentro de la camisa con ayuda del obturador hasta llegar al  

defecto condral y se fijó mediante amarre de las suturas con 3 nudos, 

utilizando un “empuja-nudos” artroscópico de acero inoxidable (Mitek. 

MA, EUA). 

 



 
Figura 16. (a) Constructo perforado con dos agujas para dejar pasar la 

sutura absorbible para anclarlo al defecto condral creado 

experimentalmente. (b) Paso del constructo a través de la cánula. 

 

Después de evaluar con el artroscopio y el gancho palpador la 

estabilidad del implante se cortaron los cabos de sutura. Los 

instrumentos quirúrgicos fueron retirados y los portales se suturaron 

de manera convencional. Al finalizar el procedimiento quirúrgico, los 

caballos recibieron oxígeno previa remoción del aparato de anestesia. 

Los animales experimentales se mantuvieron en confinamiento 

durante 21 días posteriores a la cirugía. 

 
6.9.5 Cuidados y manejo posoperatorio. 
Se administró fenilbutazona i.v. (Brovel, México) a una dosis de 

4.4 mg/kg de peso al momento en que los caballos salieron del 

quirófano y se continuó con el mismo tratamiento durante 5 días a la 

mitad de la dosis inicial cada 12 horas. Además se administró a cada 

caballo penicilina G procaínica (Loeffler, México) i.m. a una dosis de 

22,000 UI/kg de peso cada 12 horas y gentamicina (Shering Plough, 

México) i.v. a una dosis de 6.6 mg/kg de peso cada 24 horas durante 5 



días. Los animales fueron revisados 3 veces al día. Cada caballo tuvo 

un expediente clínico completo. Las suturas de piel fueron retiradas a 

los 14 días. 

 
6.10 Evaluación artroscópica 

Se realizó una evaluación artroscópica del tejido de reparación en cada 

articulación previa a la obtención de la muestra de tejido. Las evaluaciones se 

realizaron a las 8 semanas para los grupos 1 y 2, a los 6 meses el grupo 3 y a las 

cuatro semanas los animales implantados con AdGFP. Se les atribuyó un puntaje 

a los parámetros de evaluación de acuerdo con las siguientes tablas diseñadas y 

publicadas por Oswestry) (122) y la Sociedad Internacional de Reparación de 

Cartílago (ICRS)  

 
 
 
 
 
 
Tabla 3.  Todas las observaciones artroscópicas fueron calificadas 

cuantitativamente de acuerdo con la tabla de Oswestry. 
 

Características del Tejido Calificación Puntos 

Nivel del tejido de reparación 

respecto a la superficie 

articular 

Nivelado 

Elevado 

Sumido          

2 

1 

0 

Integración del implante con 

el cartílago adyacente  

Completa 

Incompleta <25% 

2 

1 



Incompleta >25% 0 

Apariencia Macroscópica del 

tejido de Reparación 

Suave 

Irregular (ligeramente) 

Irregular (fibrilación) 

2 

1 

0 

Color del implante 

 

 

Perlado 

Blanco 

Amarillo 

2 

1 

0 

Rigidez del implante al tacto 

(gancho palpador) 

Normal (como cartílago) 

Suave 

Muy suave 

2 

1 

0 

Total máximo de puntos = 10 

 

 

 



 
 
Tabla 4. Todas las observaciones artroscópicas fueron calificadas 

cuantitativamente de acuerdo con la tabla de ICRS : 

 

Criterio Protocolo A Calificación Puntos 

Grado de reparación 

del defecto 

Nivelado al cartílago adyacente 

75% reparado 

50% reparado 

25% reparado 

0% reparado 

4 

3 

2 

1 

0 

Integración al 

cartílago adyacente 

Completa 

Demarcando un borde < 1 mm 

¾ del implante integrado, ¼ > 

1mm 

½ del implante integrado, ½ > 

1mm 

¼ del implante integrado a sin 

contacto 

4 

3 

2 

1 

0 

 

Apariencia 

macroscópica 

Superficie intacta y suave 

Superficie fibrilada 

Pequeñas fisuras, grietas 

esporádicas 

Varias fisuras o grietas 

profundas 

Degeneración total del implante  

4 

3 

2 

1 

0 



Evaluación general 

del grado de 

reparación 

Grado I      normal 

Grado II     cercano a lo normal 

Grado III    anormal 

Grado IV    severamente 

anormal 

12 

11-8 

7-4 

3-1 

 

 

 

 

6.11 Obtención del tejido de neoformación 
Después de la evaluación artroscópica, a través del segundo 

portal, se tomó una muestra del tejido de reparación  incluyendo una 

porción del tejido original adyacente. Para ese propósito se utilizó un 

sacabocado para biopsias de 8mm de diámetro y 4 mm de 

profundidad (sistema de transplante condral COR, Mitek, Ma, EUA). 

Una vez obtenidas las muestras, se lavó el sitio manipulado con 

solución Hartmann a través de una cánula y finalmente, se suturó la 

cápsula y la piel.  

 
6.12 Procesamiento de las muestras de tejido de reparación.  

Todas las muestras se fijaron en formaldehído amortiguado al 

10% para la realización de cortes histológicos y su tinción con 

hematoxilina-eosina,  Safranina-O, tricrómica de Masson y azul 

alciano. Para la evaluación de los dos caballos implantados con 

condrocitos infectados con Ad-GFP las muestras obtenidas a las 4 

semanas fueron divididas en 3 partes, la primera  fue sumergida en 

medio de cultivo, para ser evaluada en microscopia confocal, la 



segunda fue fijada en glutaraldehido al 2.5% también para su 

evaluación por microscopía confocal y la tercera fue fijada en formalina 

amortiguada al 10% para evaluación histológica. 

 
6.13 Análisis estadístico 

Los resultados del presente estudio se analizaron mediante 

análisis descriptivo, Chi cuadrada, prueba exacta de Fisher, pruebas 

no paramétricas de U de Mann-Whitney y el coeficiente de correlación 

rho de Spearman. Las diferencias entre experimental y control se 

consideraron significativas cuando la probabilidad de error alfa fue 

menor a 0.05. Los datos se analizaron en el programa de cómputo 

SPSS versión 12. 

 

En el caso del grupo 1, 2 y 3 de las articulaciones implantadas 

se compararon con las lesiones control condral y defectos 

osteocondrales de la articulación izquierda  



VII.  RESULTADOS 

7.1 Evaluación del cultivo de condrocitos autólogos 

En la cuantificación con azul tripano al 4% en la cámara de 

Neubauer bajo el microscopio óptico de luz invertida, las células vivas 

se observaron de color blanco y las muertas de color azul.  

 

Con la técnica de fluorescencia utilizando calceina-AM y 

hemodímero de etidio, las células vivas se observaron verdes con 

fluorescencia de 530nm y las células muertas se observaron rojas con 

fluorescencia intensa a >600 nm y débil a 530nm (Figura 17). 

 

Figura 17. Viabilidad celular del constructo de PGLA encapsulado con 

15 x 106 células tratadas con Live and Dead® Kit bajo el microscopio 

óptico de fluorescencia invertida (10x) las células vivas emiten 



fluorescencia verde a los 7 días de sembrados demostrando 90% de 

vitalidad. 

Se comprobó que con 100 a 150 gramos de cartílago donador se 

obtiene un crecimiento in vitro de condrocitos autólogos suficiente para  

una concentración promedio de 15 a 20x106 células por constructo 

entre  8 y 10 semanas de cultivo. 

 

7.2 Evaluación molecular del cultivo de condrocitos autólogos 

Los condrocitos sobrevivientes en monocapa expresaron ARNm 

de colágena tipo II y proteina central de agrecano en los cultivos de 

primero y segundo pase (Figura 18). 

Figura 18. RT-PCR de cultivo de 

condrocitos en monocapa de segundo 

pase con iniciadores de colágena tipo II y 

agrecano. 

 

 

 

 

 



7.3 Determinación de la adhesión celular a los polímeros 

El encapsulamiento de los polímeros (PGLA y Colágena) se llevó 

a cabo en  la caja de cultivo sembrada con 5x106 células y tardó entre 

4 y 5 semanas en formar una membrana opaca de células lo 

suficientemente gruesa para poder ser manipulada por las pinzas 

quirúrgicas. La adhesión entre las fibras y el constructo se evaluó por 

medio de ESEM mostrando en el caso de PGLA encapsulado, 

adhesión de las células al polímero y degradación parcial de PGLA 

después de 7 días de incubación en movimiento (Figura 19). 

   
 
Figura 19. (a) Adhesión entre las fibras del constructo y las células 

autólogas cultivadas. ESEM (Spot 5.0, magnificación 355x, GSE 7.0, 

3.9 Torr). (b) Degradación prematura del polímero al día 7 (Spot 5.0, 

magnificación 1200x, GSE 7.0, 3.9 Torr). 

 

7.4 Trasplante del constructo de PGA y condrocitos de caballo 
en ratones atímicos. 



Las células sembradas en polímeros e implantadas en ratones 

atímicos formaron un tejido que semeja cartilago hialino en 8 semanas 

como se muestra por medio de la histoquímica y microscopía de 

transmisión (Figura 20). 

 

 a b 
 

 c d 
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Figura 20. Tejido de neoformación subcutáneo en ratón atímico a 

partir la implantación de condrocitos de caballo sembrados en PGA. 



(a) Safranina O(10x) tejido morfológicamente compatible con cartílago, 

(b) tricrómica de Masson (10x) tejido morfológicamente compatible con 

cartílago, (c) safranina O (100x) condroblastos activos, (d) tricrómica 

de Masson (100) condroblastos activos (e) MET (2550x) condroblastos 

activos rodeados de fibrillas de colágena, y (f) MET (3700x) 

condroblasto activo, nótese la abundancia de retículo endoplásmico 

rugoso. 

 

7.5 Evolución clínica de los animales experimentales 
Todos los caballos se recuperaron de cirugía sin problemas de 

claudicación ni signos de infección a excepción de uno que tuvo 

claudicación intermitente por 8 días pero que se recuperó sin 

problemas subsecuentes. Los caballos control y experimentales a las 

8 semanas no mostraban claudicación evidente al paso ni al trote. No 

hubo diferencia tanto en movimientos articulares como en las flexiones 

forzadas en los caballos tratados. Los hallazgos radiográficos de todos 

los caballos fueron normales sin signos de osteoartritis o formación de 

osteofitos. No hubo separación de ninguna de las anclas implantadas. 

 

A la mitad de la fase experimental, una yegua del grupo PGLA  

sufrió síndrome abdominal agudo que no respondió a la terapia 

médica, por lo que se decidió practicar la eutanasia. Dos caballos, uno 

del grupo PGLA encapsulado y un caballo con defecto osteocondral 

desarrollaron fibrosis en los portales artroscópicos imposibilitando la 

visión y fueron desechados. Otro caballo fue eliminado del 

experimento porque el implante de PGLA se destruyó durante la 



manipulación para su fijación y dos caballos implantados con colágena 

encapasulada no fue posible determinar la presencia del implante 6 

meses después. 

 

Las evaluaciones artroscópicas e histológicas completas fueron 

las siguientes: a) Grupo 1, PGLA: 5 articulaciones b) grupo 2, PGLA 

encapsulado: 5 articulaciones; c) grupo 3, colágena encapsulada: 3 

articulaciones; d) grupo defecto osteocondral: 10 articulaciones; e) 

grupo control condral: 5 articulaciones; y f) dos articulaciones 

implantadas de células autólogas infectadas con Ad-GFP las cuales no 

formaron parte del análisis estadístico pero se describen los hallazgos. 

 

7.6 Evaluaciones Artroscópicas 
La correlación analítica entre los dos sistemas de evaluación 

artroscópica empleados (Oswestry y ICRS) resultó en un coeficiente 

de Spearman rho = 0.85 (p<0.01) indicativo de alta correlación. 

 

Tanto la evaluación de Oswestry como ICRS muestran una 

mejor calificación de la suma de parámetros de reparación evaluados 

para los animales implantados con polímeros. 

 

Los implantes con PGLA y PGLA encapsulado tienen una 

tendencia a presentar mejores evaluaciones en parámetros 

específicos. 

A continuación se muestran los resultados obtenidos de cada 

uno de los parámetros observados en las diferentes evaluaciones 



artroscópicas en las  tablas 5 a 15. Las gráficas correspondientes se 

encuentran en el Anexo III. Sus diferencias o semejanzas fueron 

analizadas estadísticamente y están marcadas por los superíndices 

los cuales son significativos cuando indican diferencias entre los 

grupos (p< 0.05). 

 

Como ejemplo artroscópico del nivel de reparación respecto a la 

superficie articular en la Figura 21 se muestra un implante de PGLA 

calificado como (0). 

Figura 21. Figura que muestra la 

imagen artroscópica de un 

implante de PGLA calificado como 

(0 = sumido) respecto al nivel de 

reparación a la superficie articular 

en el Sistema de Oswestry. 

 

 

Ejemplo artroscópico de la integración del implante al tejido 

adyacente se observa en la figura 22. 

 



Figura 22. La integración del 

implante de PGLA encapsulado al 

tejido adyacente es Incompleta 

pero mayor al 25%, lo que la 

califica como 1 en el sistema de 

Oswestry. 

 

 

 

Ejemplo artroscópico de la apariencia de la superficie del 

implante se observa en la figura 23. 

 

 Figura 23. Apariencia de la 

superficie del control condral el 

cual es moderadamente irregular 

equivalente a 1 en el sistema de 

Oswestry.  

 

 

 

 



Ejemplo del color del implante se muestra en la figura 24. 

 

Figura 24. Implante de colágena 

encapsulada con tonalidad 

amarilla correspondiente a 0 en el 

sistema de Oswestry. Nótese la 

sutura reabsorbible aun presente a 

las 4 semanas de implantado. 

 

 

Ejemplo artroscópico de la evaluación de la rigidez del implante 

por medio de un gancho palpador que se observa en la figura 25. 

 Figura 25. Defecto osteocondral 

sometido a evaluación de rigidez 

en el sistema de Oswestry por 

medio de un gancho palpador. 

 



Tabla 5. Promedios y errores estándar para el nivel del tejido de 

reparación con respecto a la superficie articular (Oswestry).  

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Nivel del Tejido de 

Reparación PGLA 5 1.6a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 1.8a 0.2 

 Colágena Encapsulada 7 1.4a,c 0.3 

 Defecto Osteocondral 9 0.6b 0.2 

 Control Condral 5 0.6b,c 0.2 

a, b, c Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Los Promedios cercanos a 0 indican el mínimo nivel de reparación. 

 

Tabla 6. Promedios y errores estándar para la integración del tejido de 

reparación con el cartílago adyacente (Oswestry). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

     

Integración del Tejido de 

Reparación PGLA 5 1.6a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 1.6a 0.2 

 Colágena Encapsulada 7 1.6a 0.2 

 Defecto Osteocondral 10 0.9b 0.1 

 Control Condral 5 0.8b 0.2 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican el menor nivel de integración. 



Tabla 7. Promedios y errores estándar para evaluar la apariencia 

macroscópica del tejido de reparación (Oswestry). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar

     

Apariencia Macroscópica 

del Tejido de Reparación PGLA 5 1.4a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 1.4a 0.2 

 Colágena Encapsulada 7 1.6a 0.2 

 Defecto Osteocondral 10 0.2b 0.1 

 Control Condral 5 0.2b 0.2 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican la apariencia macroscópica más 

irregular. 

 

 

Tabla 8. Promedios y errores estándar para evaluar el color del 

implante (Oswestry). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar

Color del Implante PGLA 5 1.8a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 1.6a,b 0.2 

 Colágena Encapsulada 7 1.3b 0.2 

 Defecto Osteocondral 10 0.7c 0.2 

 Control Condral 5 1b,c 0 

a, b, c Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 



Promedios cercanos a 0 indican que el implante es mas amarillo. 

Tabla 9. Promedios y errores estándar para evaluar la rigidez del 

implante al tacto (Oswestry). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar

Rigidez del Tejido de 

Reparación PGLA 5 1a 0 

 PGLA Encapsulado 5 1a 0 

 Colágena Encapsulada 7 1a 0 

 Defecto Osteocondral 10 0.6a 0.2 

 Control Condral 5 0.6a 0.2 

a No se observó diferencia significativa entre los grupos (p> 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican un tejido de reparación mas blando. 

 

 

Tabla 10. Promedios y errores estándar para calificar la suma de 

evaluaciones del tejido de reparación (Oswestry). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar

Suma de Evaluaciones PGLA 5 7.4a 0.8 

 PGLA Encapsulado 5 7.4a 0.8 

 Colágena Encapsulada 7 6.9a 0.5 

 Defecto Osteocondral 10 3b 0.5 

 Control Condral 5 3.2b 0.5 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 



Promedios cercanos a O indican menor grado de reparación. 

 

Tabla 11. Promedios y errores estándar para valorar el grado de 

reparación del defecto (ICRS)  

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Grado de 

Reparación del 

Defecto PGLA 5 3.2a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 3.2a 0.2 

 Colágena Encapsulada 7 3.3a 0.2 

 Defecto Osteocondral 10 1.9b 0.2 

 Control Condral 5 2.8a 0.2 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican el menor porcentaje de tejido 

reparado.  

 

Tabla 12. Promedios y errores estándar para valorar la integración al 

cartílago adyacente (ICRS). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Integración al 

cartílago 

adyacente PGLA 5 3.6a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 3.8a 0.2 

 Colágena Encapsulada 7 3.7a 0.3 

 Defecto Osteocondral 10 1.6b 0.3 



 Control Condral 5 1.8b 0.4 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican menor integración. 

Tabla 13. Promedios y errores estándar para valorar la apariencia 

macroscópica del tejido de reparación (ICRS). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Apariencia 

Macroscópica PGLA 5 3a 0.3 

 PGLA Encapsulado 5 3.2a 0.2 

 

Colágena 

Encapsulada 7 3.4a 0.3 

 Defecto Osteocondral 10 1.3b 0.2 

 Control Condral 5 1.8b 0.4 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a  0 indican mayor degeneración del implante. 

 

Tabla 14. Promedios y errores estándar para calificar la suma de los 

parámetros evaluados (ICRS). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Calificación 

Total PGLA 5 9.8a 0.5 

 PGLA Encapsulado 5 10.2a 0.4 

 

Colágena 

Encapsulada 7 10.4a 0.5 



 Defecto Osteocondral 10 4.8b 0.7 

 Control Condral 5 6.4b 0.7 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican un menor grado de reparación 

general. 

Tabla 15. Promedios y errores estándar para valorar el grado de 

reparación del tejido de nueva formación (ICRS). 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Grado de 

Reparación PGLA 5 2a 0 

 PGLA Encapsulado 5 2a 0 

 

Colágena 

Encapsulada 7 1.9a 0.1 

 Defecto Osteocondral 10 3.1b 0.2 

 Control Condral 5 2.8b 0.2 

a, b Superíndices distintos indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican un grado de reparación anormal. 

 
7.7 Evaluación histológica del tejido de reparación 
 

El tejido de reparación fue calificado con base a los parámetros de la tabla 

para la evaluación histológica (Mainil-Varlet, 2003). 

 

Los promedios y errores estándar de los parámetros de la evaluación 

histológica se consignan en las tablas 16 a 20. 



 

Las observaciones de diferencias significativas correspondieron a PGLA 

encapsulado y colágena encapsulada respecto del control condral y del defecto 

osteocondral. 

 

Los implantes que satisfacen mejor los parámetros de evaluación 

histológicos totales de la reparación fueron PGLA encapsulado y colágena 

encapsulada. 

 

Ejemplo de la morfología del tejido de reparación se observa en la figura 26. 

 

Figura 26 Control condral que 

muestra tejido de reparación 

conjuntivo fibroso equivalente a 0 

para valoración morfológica de 

acuerdo con el Sistema de M

Varlet (H&E 20x). 

ainil-

 

 

 

 

Ejemplo de poca afinidad 

por la tinción se muestra en la 

figura 27. 

 

Figura 27. Implante de PGLA 

encapsulado con poca afinidad a 



la tinción de Safranina-O que corresponde a 0 en la evaluación en el Sistema de 

Mainil-Varlet (Safranina-O 20x). 

 

 

 

 

 

Ejemplo de la arquitectura de la superficie del tejido de reparación en la 

figura 28. (a) control condral con extrema irregularidad de la superficie. (b) PGLA 

encapsulado que presenta una superficie cercana a la normal.  

 

 

 

 

 



 

Figura 28 (a) Control condral con extrema irregularidad de la superficie 

equivalente a 0 en el Sistema de Mainil-Varlet (H&E 40x). (b) PGLA encapsulado 

que presenta una superficie cercana a la normal equivalente a 2 en el Sistema de 

Mainil-Varlet (H&E 40x). 

 

Ejemplo de integración al tejido subyacente se muestra en la figura 29. (a) 

control condral sin tejido de reparación integrado al tejido subyacente. (b) PGLA 

encapsulado adherido al tejido subyacente. 

 

Figura 29. (a) control condral sin tejido de reparación integrado al tejido 

subyacente que corresponde a 0 en el Sistema de Mainil-Varlet (Tricrómica de 

Masson, 40x). (b) PGLA encapsulado adherido al tejido subyacente que 

corresponde a 1 en el Sistema de Mainil-Varlet (Tricrómica de Masson, 40x). 

  

Tabla 16. Promedios y errores estándar  de la valoración de la 

morfología del tejido de reparación. 

 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Morfología del PGLA 5   



Tejido de 

Reparación 

 

 

0.2a 

 

 

0.3 

 PGLA Encapsulado 5 1.9 b 0.2 

 

Colágena 

Encapsulada 3 

1.3 b 0.9 

 Defecto Osteocondral 10 0.5 b 0.1 

 Control Condral 5 0.5 b 0.1 

a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican tejido conjuntivo fibroso. 

Tabla 17. Promedios y errores estándar de la valoración de la afinidad 

por la tinción por medio de la evaluación histológica del tejido de 

reparación. 
Parámetro Grupo N* Promedio Error Estándar 

Afinidad por la 

Tinción del 

Tejido de 

Reparación PGLA 

20 0.8 a 0.1 

 PGLA Encapsulado 20 0.7 a 0.1 

 

Colágena 

Encapsulada 

12 1 a 0 

 Defecto Osteocondral 40 0.7 a 0.1 

 Control Condral 20 0.6 a 0.1 

a Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

N* Incluye las cuatro tinciones empleadas. 

Promedios cercanos a 0 indica poca afinidad por la tinción. 

 



Tabla 18. Promedios y errores estándar de la valoración de la 

arquitectura del tejido de reparación. 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Arquitectura del 

Tejido de 

Reparación PGLA 5 

1.1 a 0.2 

 PGLA Encapsulado 5 1.6 a 0.1 

 

Colágena 

Encapsulada 3 

1.7 a 0.3 

 Defecto Osteocondral 10 0.9 a 0.1 

 Control Condral 5 0.2 b 0.1 

a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican una arquitectura muy irregular. 

Tabla 19. Promedios y errores estándar de la valoración de la 

integración del tejido de reparación. 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Integración del 

Tejido de 

Reparación PGLA 5 

0.8 a 0.1 

 PGLA Encapsulado 5 0.9 a 0.1 

 

Colágena 

Encapsulada 3 

0.7 a 0.3 

 Defecto Osteocondral 10 0.8 a 0.1 

 Control Condral 5 0.2 a 0.1 

a Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

Promedios cercanos a 0 indican pobre integración al tejido 

subyacente. 

 



Tabla 20. Promedios y errores estándar de la suma de los parámetros 

histológicos evaluados del tejido de reparación. 
Parámetro Grupo N Promedio Error Estándar 

Calificación 

Total de la 

Evaluación 

Histológica PGLA 5 

 

 

 

2.8a 

 

 

 

0.3 

 PGLA Encapsulado 5 5.1 b 0.2 

 

Colágena 

Encapsulada 3 

4.7 b 0.9 

 Defecto Osteocondral 10 2.8 a 0.1 

 Control Condral 5 1.5 a 0.1 

a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

 

Promedios cercanos a 0 indican un tejido de reparación con baja 

calificación en la suma de los parámetros observados. 

7.8 Transplante in vivo de células infectadas con AdGFP  
Las células transgénicas con proteina verde fluorescente (GFP) 

fueron implantadas en un constructo de colágena encapsulada y 

observadas en el tejido de reparación obtenido a las 4 semanas 

después de ser implantadas. La transducción de GFP en condrocitos 

de caballo por medio del adenovirus se llevó a cabo a partir de las 

células expandidas en cultivo de monocapa, se infectaron con AdGFP 

y analizaron por citometría de flujo obteniendo una eficiencia del 85% 

a 10 moi. Las células infectadas fueron visibles en el microscopio de 

fluorescencia durante todo el cultivo sin cambios de intensidad de 

señal. El constructo formado por colágena, células de segundo pase 

infectadas con GFP y encapsuladas con matriz formada por 



condrocitos autólogos fue implantado a los 7 días y recuperado del 

paciente a las 4 semanas. 

 

No hubo cambios postoperatorios o infecciones en los dos 

caballos, al examinar las dos babillas clínicamente y por medio de 

artroscopia los defectos lucían opacos, grisáceos y gelatinosos. 

Ambos defectos llenaron el defecto condral experimental con tejido 

fibrocartilaginoso de reparación a nivel de la superficie del tejido 

cartilaginoso adyacente. 

 

Las células que expresaron GFP en el tejido de reparación in 

vivo se observaron en microscopía de fluorescencia confocal la cual 

mostró una densidad de células marcadas fluorescentes en este tejido 

(Figura 30). Lo que significa que las células implantadas están 

presentes en el tejido de reparación. 
 



 
 

Figura 30. Microscopía de fluorescencia confocal. La imagen 

demuestra la fluorescencia verde de las células obtenidas del tejido 

marcado con AdGFP in vivo a las 4 semanas después de la 

implantación a (160x). 

 

La tinción del tejido de reparación obtenido con el marcador 

MitoTracker® que se difundió pasivamente a través de la membrana 

plasmática de las células marcadas y se acumuló en las mitocondrias 

activas, demostró vitalidad y actividad de las células del tejido de 

reparación obtenido a las 4 semanas de implantado (Figura 31). 

 



 
 
Figura 31.  Se observan simultáneamente las señales fluorescentes 

del AdGFP (verde) y del pigmento del MitoTracker (rojo) observados 

en microscopía confocal de laser (Plan Neofluar 40X/1.30 aceite. 

Excitación de luz azul [488 nm, 40%]. División del rayo MBS: HFT 

UV/488/543/633). 



   VIII. DISCUSIÓN 
Desde hace varios años, se han empleado diversas técnicas 

quirúrgicas (8, 11, 36, 84) encaminadas a restaurar la superficie 

articular dañada en caballos de uso deportivo. Sin embargo, los 

resultados clínicos no han sido del todo satisfactorios, principalmente a 

largo plazo. Dichas técnicas incluyen: artroplastía por abrasión, 

microfractura, mosaicoplastía, así como auto y aloinjertos 

osteocondrales entre otras. Algunos autores (22, 123), concluyen que 

aún no se cuenta con una técnica de restauración de la superficie 

articular, que induzca la formación de tejido de reparación con 

características bioquímicas y biomecánicas iguales a las del cartílago 

articular normal.  

 

Sin embargo, en nuestra opinión, la implantación de condrocitos 

autólogos si constituye una opción viable para el tratamiento de 

defectos significativos del cartílago articular de la rodilla. La 

implantación a través de técnicas quirúrgicas abiertas transcurre con 

una morbilidad inaceptable. Es por ello que la técnica artroscópica de 

implantación de condrocitos autólogos elimina una cantidad 

substancial de los riesgos potenciales que se presentan en la cirugía 

abierta (124). Por otra parte, la artroscopía se considera el estado del 

arte para la evaluación clínica del cartílago articular. Esta técnica, a 

diferencia de la artrotomía es menos invasiva, produce menos dolor, 

menos riesgo de complicaciones y el periodo de recuperación es más 

corto (65).  

 



En los implantes con células autólogas, resulta imprescindible la 

estandarización del método de obtención de tejido donador en el 

caballo. En el presente estudio se logró un importante avance 

mediante el empleo del sistema de fijación construido por los 

ingenieros biomédicos del INR para el establecimiento de un modelo 

artroscópico en cadáver a través del cual se llegó a la conclusión de 

que es conveniente obtener el cartílago donador de la tróclea medial 

del fémur por su fácil acceso, mejor visualización y mayor espesor del 

cartílago. 

 

Durante el proceso de artroscopia para la implantación de 

cualquier constructo, un elemento de fundamental importancia resultó 

ser la cánula artroscópica de acero inoxidable con camisa y obturador 

romo, diseñada especialmente para este estudio en la medida de su 

gran utilidad como guía y transporte de dicho constructo. 

 

La mayor parte de las técnicas actuales de implantación se 

basan fundamentalmente en la adhesividad superficial del polímero 

sembrado con células para su fijación al sitio de reparación. Sin 

embargo el riesgo de desprendimiento del constructo es alto y 

predispone a la perdida de los beneficios de una técnica complicada y 

costosa. En nuestro estudio, aseguramos una estabilidad inmediata 

del constructo a través de la sutura de anclaje, está técnica además 

presenta la ventaja de que se puede realizar mediante artroscopia a 

diferencia de la técnica de sutura de periostio (90). 

 



Es evidente que una técnica de implantación de células de 

superficie articular autólogas confiable requiere de la certeza de contar 

con células viables a partir de los cultivos de las mismas. En este 

sentido la cuantificación con azul tripano al 4% bajo el microscopio de 

luz invertida y la técnica de fluorescencia utilizando calceina y 

hemodímero de etidio constituyeron opciones altamente 

recomendables para estos propósitos, aumentando significativamente 

la confiabilidad de los implantes. La persistencia de las células 

sembradas en los implantes también es demostrable a través de la 

formación de un tejido semejante al cartílago hialino a partir de 

polímeros sembrados e implantados en ratones atímicos, sin embargo, 

esta técnica resulta evidentemente mas complicada para 

constataciones en series quirúrgicas.  

 

En nuestro estudio logramos establecer comparaciones 

confiables para la evaluación del desarrollo de los defectos condrales, 

osteocondrales y de las implantaciones de polímeros sembrados con 

células autólogas. Lo anterior fue posible gracias a la aplicación de la 

evaluación artroscópica de acuerdo con los sistemas diseñados en 

medicina humana por Oswestry y la Sociedad Internacional de 

Reparación de Cartílago (124). Estas calificaciones cuantitativas 

tuvieron coincidencias con las evaluaciones histológicas, en las cuales 

asimismo utilizamos un sistema basado en parámetros cuantificables 

de acuerdo con Mainil-Varlet (120). Para la evaluación confiable de la 

evolución de los implantes, resultaron de especial importancia los 

parámetros de arquitectura de la superficie y la integración al tejido 

subyacente y en este aspecto demostramos una ventaja 



estadísticamente significativa mediante el uso de los polímeros 

implantados con células autólogas en comparación con la evolución 

espontánea de los defectos condrales y osteocondrales.  

 

En nuestro estudio los parámetros correspondientes a la 

morfología y la afinidad por las tinciones no arrojaron resultados 

comparables con la arquitectura de la superficie y la integración al 

tejido subyacente. En otros estudios se han encontrado resultados 

semejantes, sin embargo, cuando la evaluación de la morfología y 

afinidad por la tinción se lleva a cabo a los 18 o 24 meses, los 

resultados dan respectivamente mayor caracterización histológica y 

mayor afinidad por la tinción. Esto sugiere que el tiempo en que se 

realiza la evaluación del tejido de reparación influye decisivamente en 

la misma, ya que aparentemente entre mas tiempo transcurre mas 

claras serán las características morfológicas e histoquímicas del tejido 

(125).  

 

Durante la implantación artroscópica la distensión articular 

mediante fluido a presión, aunque indispensable, afecta la adhesividad 

de las células al polímero. Es por ello que se han ensayado otras 

alternativas que utilizan gas helio para distender la articulación (78). 

Sin embargo, se desconoce si dicho gas pueda tener algún efecto 

tóxico para las células. Nuestros intentos previos para implantar 

constructos con células autólogas resultaron negativos al buscar las 

células tiempo después de la implantación, justamente por la remoción 

celular durante el procedimiento quirúrgico previo. Los resultados que 

obtuvimos con los polímeros encapsulados son muy prometedores en 



términos de la resistencia de las células en el constructo y por ello los 

polímeros sembrados y posteriormente encapsulados en una matriz 

extracelular densa de células autólogas, resulta altamente 

recomendable ya que estos fueron los implantes con mayor 

calificación de la suma del total de parámetros de reparación 

evaluados histológicamente. 

 

La evidencia inequívoca de la presencia de células en el tejido 

de reparación que provienen de los cultivos autólogos originales, la 

obtuvimos mediante la infección del cultivo autólogo en monocapa con 

el adenovirus marcado con GFP, ya que dicho tejido infectado fue 

utilizado como implante en colágena encapsulada en las articulaciones 

de dos caballos. Cuatro semanas después logramos visualizar 

proteína verde fluorescente en el tejido implantado. Las células 

marcadas genéticamente prometen constituir una herramienta útil para 

el entendimiento de los procesos de reparación tisular, por lo que es 

necesario realizar futuras investigaciones que permitan la evaluación 

crítica de la reparación de la superficie articular basada en el 

transplante de células autólogas. 

 

El uso de las técnicas de reparación de cartílago articular basada 

en células autólogas y su seguimiento después de ser trasplantadas 

requiere de futuras investigaciones a mas largo plazo.  



 



CONCLUSIONES 

La implantación de condrocitos autólogos constituye una opción 

viable para el tratamiento de defectos significativos del cartílago 

articular de la rodilla del caballo. 

1. La técnica artroscópica es adecuada para la implantación de 

células autólogas sembradas en polímeros para la reparación de 

la superficie articular. 

2. La estabilidad del constructo implantado se logra por medio de 

sutura anclaje realizada artroscópicamente. 

3. Las células autólogas sembradas en polímeros encapsulados en 

una matriz extracelular de las mismas células, son las que mejor 

resisten la turbulencia de fluidos durante el proceso de 

artroscopía.  

4. Las células marcadas genéticamente son una herramienta útil 

para el seguimiento y evolución de los implantes de células 

autólogas en la reparación de defectos articulares. 
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ANEXO I 
 
Transplante del constructo de PGA y condrocitos de caballo en 
ratones atímicos 

Se implantaron subcutáneamente 3 ratones atímicos con 

condrocitos que se obtuvieron de cartílago articular de caballos de 

rastro. Una vez cosechados los condrocitos del segundo pase, se 

sembraron en discos de 8x0.5mm de PGA y se mantuvieron en el 

incubador de 5% de CO2 a 37ºC en 85% de humedad relativa, en 

constante movimiento por 7 días. El constructo fue implantado 

subcutáneamente en el dorso de ratones atímicos bajo un 

procedimiento quirúrgico previamente descrito por Cui et al (119) 

(Figura 32). Se obtuvo el tejido de neoformación a las 4 semanas y se 

sometió a análisis macroscópico, histoquímico y de microscopía 

electrónica de transmisión. La mitad de la muestra se fijó en 

glutaraldehido al 2.5% para microscopía electrónica de transmisión y 

la otra mitad se fijó en formol amortiguado al 10% para realizar cortes 

histológicos que se tiñeron con hematoxilina eosina, safranina O y 

tricrómica de Masson. 

 



 

a 

b 

 
Figura 32. a) Implantación quirúrgica subcutánea de condrocitos de 

caballo en ratones atímicos. b) implante subcutáneo antes de ser 

evaluado a las 4 semanas. 

 

Microscopía electrónica de transmisión (MET) 
Las muestras de tejido de neoformación obtenido se fijaron en 

glutaraldehido al 2.5%. El tejido fue posfijado con tetraóxido de osmio, 

deshidratado gradualmente en series de etanol y finalmente incluido 

en resina Epon 812. Se obtuvieron secciones semifinas que se tiñeron 

con azul de toluidina al 1% para ser examinadas bajo microscopía de 

luz óptica. Las áreas seleccionadas se cortaron con un ultramicrotomo 
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(Leica Ultracut, GER) y contrastaron con acetato de uranilo y citrato de 

plomo. Los cortes se observaron y fotografiaron en un microscopio 

electrónico de transmisión (Tecnai 10, Philips, NETH). 

ANEXO II 
 
Infección celular con adenovirus-GFP  

Se obtuvieron siete muestras adicionales de cartílago articular de 

la rodilla de caballos de rastro. El cartílago fue procesado de la 

manera previamente descrita para su cultivo in vitro. Los cultivos 

celulares en monocapa se cosecharon a las 4 semanas. La viabilidad 

celular de determinó por la técnica de exclusión de azul de tripano al 

0.4% en una cámara de Neubauer bajo el microscopio invertido 

(Axiovert 25, Zeiss, Alemania). La viabilidad determinada fue del 90% 

y la muestra fue dividida en dos partes, la primera fue sembrada en 

una caja de 6 pozos de poliestireno a una concentración  de 2x105 

células por pozo, considerándolas el cultivo primario, la segunda parte 

de la muestra 1x106 células, se sembraron en una caja de cultivo de 

poliestireno de 75 cm2. Ambas se cultivaron con M199 suplementado 

con SFB al 10% y antibiótico/antimicótico al 1% y se mantuvieron en el 

incubador de 5% de CO2 a 37ºC con 85% de humedad relativa, 

cambiando el medio cada tercer día.  

 

El adenovirus-EGFP (Ad-GFP) con replicación deficiente 

producido mediante el AdEasy system, fue proporcionado por el 

Laboratorio de Terapia Celular del INR (1). Es un adenovirus del 

serotipo humano 5 (∆E1a, ∆E1b parcialmente, ∆E3), armado con un 
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promotor de citomegalovirus (CMV) que controla  la expresión del gen 

que es una variante de GFP silvestre denominado EGFP-C1 (126). 

Esta variante del gen silvestre fue manipulada para producir 

fluorescencia de mayor intensidad en células de mamíferos. El título 

original del lote utilizado de 5x109 pfu/mL, fue calculado por el método 

de placa, el cual se basa en la cuantificación de unidades infecciosas. 

 

Para recibir la suspensión viral, los pozos con 2x105 células se lavaron 

con PBS y después se agregó la suspensión viral que fue preparada 

con 500µL de M199 suplementado con 1% SFB y 

antibiótico/antimicótico al 1% adicionado con Ad-GFP a 25 y 50 

múltiplos de infección viral (moi). Las células infectadas se incubaron 

durante 2 horas a 5% de CO2 a 37ºC, con 85% de humedad relativa 

agitando suavemente cada 15 min. Se eliminó la suspensión viral  y se 

lavó el paquete celular con PBS y  se sumergió en M199 

suplementado con 10% de SFB durante 48 horas bajo las mismas 

condiciones de incubación. El cultivo fue monitoreado constantemente 

para detectar la expresión de Ad-GFP bajo el microscopio invertido de 

fluorescencia con un filtro de 480 nm. Concluida la incubación, se 

obtuvo el paquete celular mediante tratamiento con tripsina  al 0.25% 

con EDTA 0.1mM para ser lavado con M199 suplementado con 

antibiótico/antimicótico al 1%. Se centrifugó a 1,200 rpm por 12 

minutos, se realizó un lavado con PBS y una segunda centrifugación a 

1,200 rpm por 10 minutos. La muestra se dividió en dos partes, la 

primera se utilizó para cuantificar la expresión de GFP (1x105 células) 

agregándole 5µL de yoduro de propidio para determinar viabilidad y 
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fijándolas con 900 µL de formaldehído al 4%. La segunda parte sirvió 

para evaluar el ciclo celular con el kit de DNA Cycle Test Plus (BD, 

México). La citometría de flujo se llevó a cabo en un FACS Calibur 

Flow Cytometer (BD, San Jose, CA, USA) y se analizó con el 

CellQuest Software (BD, Immunocytometry Systems, San Jose, CA, 

USA). Para el análisis de transducción se evaluó  un mínimo de 

10,000 células y 30,000 células para la evaluación del ciclo celular 

(Figura 32). 

 

Control Negativo

GFP

Figura 33. Histograma del porcentaje de células 

de caballo en cultivo infectadas con Ad-GFP. Se 

presentan con color gris las células no infectadas 

o control, en rosa las células infectadas con 25 moi y en verde las 

infectadas con 50 moi. 

 

La eficiencia de transducción del Ad-GFP establecida mediante 

citometría de flujo fue entre 85% y 90%. El aumento de eficiencia con 

50 moi no fue significante y por ello se decidió llevar a cabo los 

experimentos con 25 moi en el cultivo de primer pase y con 10 moi en 

el cultivo de segundo pase.  

 

Para el caso particular del polímero de colágena, se utilizó Ad-

GFP a 10 moi. Los condrocitos genéticamente modificados con Ad-

GFP fueron evaluados mediante microscopía de fluorescencia y 

CLSM. Más del 90% de células fueron positivas para fluorescencia a 

10 moi (127). El vector de adenovirus se mantuvo diploide lo que 
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permitió su uso para la reparación articular de los caballos 

experimentales. Las células se evaluaron cada tercer día con el 

microscopio de fluorescencia hasta su implantación (Figura 33). El 

tejido de nueva formación obtenido de biopsias osteocondrales 4 

semanas después de su implantación se evaluó histológicamente y 

por CLSM para determinar la presencia de Ad-GFP.  

 

 
 

Figura 34. a) Evidencia de Ad-GFP en las células previamente a ser 

colocadas en el polímero. (CLSM 40x), b) células adheridas al PGLA 

observadas en me microscopio de fluorescencia de contraste de fases 

(40x). 

 

Microscopia Confocal (CLSM) 
El microscopio confocal, empleado en este estudio, incorpora 

dos diafragmas para una óptima resolución axial y por medio de 

combinación de planos logra una imagen en tercera dimensión con 

fluoro cromatografía (CLSM, LSM 510 Meta, Carl Zeiss, Alemania) 
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(128). El tejido que se observó tanto en fresco como fijado en 

glutaraldehido al 2.5%. El tejido de neoformación resultante del 

implante con condrocitos infectados con Ad-GFP fue estudiado por 

este método.  

 

Se prepararon laminillas con cortes de 4µ de espesor para su 

observación directa en el CLSM y también con mitocondrias marcadas 

con sonda fluorescente (Mito Tracker Red 580 [M-22425], Molecular 

probes, Invitrogen, Gibco, NY, USA). Para esta última opción, las 

laminillas se incubaron en concentraciones sub micromolares de la 

sonda, las cuales se difunden a través de la membrana plasmática y 

se acumulan en la mitocondria. Una vez con las mitocondrias 

marcadas, las muestras se pueden fijar con aldehídos. La solución 

base se preparó en DMSO a 1mM y se almacenó a -20ºC en la 

oscuridad. De esta solución, se adicionó una dilución de 1:1000 al 

tejido y se incubó a temperatura ambiente por 1 h, después se lavó 3 

veces con PBS y se observó en el CLSM. 

 

 

1. Valentín Martinez López. Evaluación por citometría de flujo de la 

transferencia génica adenoviral en células aisladas de cartílago 

articular de caballo. Tesis de Licenciatura, FES-Iztacala, Nov 

2004. 
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2. ANEXO III 

 

Gráfica 1. Promedios y errores estándar para el nivel de tejido de 

reparación con respecto a la superficie articular observados por 

artroscopía (Oswestry) en los grupos evaluados.  
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 a, b, c Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 2. Promedios y errores estándar para la integración del tejido 

de reparación al tejido adyacente observados por artroscopía 

(Oswestry) en los grupos evaluados. 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 3. Promedios y errores estándar para evaluar la apariencia 

macroscópica del tejido de reparación observado por artroscopía 

(Oswestry) en los grupos evaluados. 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 4. Promedios y errores estándar para evaluar el color del 

tejido de reparación observado por artroscopía (Oswestry) en los 

grupos evaluados. 
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a, b, c Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 5. Promedios y errores estándar para evaluar la rigidez del 

tejido de reparación observado por artroscopía (Oswestry) en los 

grupos evaluados. 
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a No se observó diferencia significativa entre los grupos (p> 0.05) 
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Gráfica 6. Promedios y errores estándar para valorar la suma de 

evaluaciones del tejido de reparación observado por artroscopía 

(Oswestry) en los grupos evaluados. 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 7. Promedios y errores estándar para valorar el grado de 

reparación del defecto por artroscopía (ICRS) en los grupos 

evaluados. 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 8. Promedios y errores estándar para valorar la integración del 

tejido de reparación al cartílago adyacente por artroscopía (ICRS) en 

los grupos evaluados. 
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Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 9. Promedios y errores estándar para valorar la apariencia 

macroscópica del tejido de reparación por artroscopía (ICRS) en los 

grupos evaluados. 
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Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

 xvi



 

 

Gráfica 10. Promedios y errores estándar para valorar la calificación 

total del tejido de reparación por artroscopía (ICRS) en los grupos 

evaluados. 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 11. Promedios y errores estándar para valorar el grado de 

reparación del tejido de nueva formación por artroscopía (ICRS) en los 

grupos evaluados. 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 12. Promedios y errores estándar  de la valoración de la 

morfología por medio del sistema de calificación, para la evaluación 

histológica del tejido de reparación (Mainil-Varlet). 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 

 

 xix



 

 

Gráfica 13. Promedios y errores estándar de la valoración de la 

afinidad por la tinción por medio del sistema de calificación, para la 

evaluación histológica del tejido de reparación (Mainil-Varlet). 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 14. Promedios y errores estándar de la valoración de la 

arquitectura por medio del sistema de calificación, para la evaluación 

histológica del tejido de reparación (Mainil-Varlet). 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 15. Promedios y errores estándar  de la valoraciónde la 

integración del tejido de reparación por medio del sistema de 

calificación, para la evaluación histológica (Mainil-Varlet). 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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Gráfica 16. Promedios y errores estándar de la valoración por medio 

del sistema de calificación, para la evaluación de la calificación total 

histológica del tejido de reparación (Mainil-Varlet). 
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a, b Superíndices diferentes indican diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05) 
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