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RESUMEN 
 
 
 

 La ingeniería de tejidos es una estrategia experimental utilizada en la 
reparación del cartílago en algunos padecimientos articulares, esto debido a que 
este tejido tiene una limitada capacidad de auto reparación. La inestabilidad 
fenotípica del condrocito en el cultivo es un reto para la ingeniería de tejidos, pues 
durante su mantenimiento in vitro, disminuye la síntesis de colágena tipo II y 
agrecano, marcadores típicos del cartílago articular e incrementa la síntesis de 
colágena tipo I, marcador de desdiferenciación, esta relacionado a la reducción de 
expresión del factor de transcripción sox9, donde finalmente la célula se 
desdiferencia al fenotipo fibroblastico. La finalidad del trabajo fue realizar un 
análisis en cartílago articular normal de equinos y de condrocitos en dos tipos de 
cultivo primario,  con el fin, de conocer los niveles de expresión de los genes de 
Colágena tipo II, Agrecano, Sox9 y Colágena tipo I, mediante hibridación in situ 
fluorescente (FISH), reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR en tiempo 
real (RT-PCR). Además por medio de histología se analizó la morfología del 
cartílago  y del cúmulo celular obtenido de los cultivos (pellet). La histología reveló 
similitudes entre el pellet y el cartílago normal.  La FISH permitió detectar de 
manera cualitativa la expresión de agrecano, colágena II y sox9 en pellet  y en el 
cartílago. Los resultados de las PCR y RT-PCR mostraron diferencias 
significativas de la expresión de colágena I entre ambos cultivos. Concluyendo, el 
cultivo en pellet conserva las características moleculares del cartílago normal, sin 
embargo su inestabilidad durante el cultivo sugiere que esta  técnica requiere el 
uso de andamios para su posterior implantación,  y las técnicas utilizadas en el 
análisis son de gran utilidad para evaluar constructos antes de su implantación. 
 
Palabras Clave: Cartílago, Agrecano, Colágena II, Sox-9, FISH, RT-PCR            
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
ABSTRACT 
 
 
 

Tissue engineering is an experimental strategy used to repair cartilage; wich 
has a low capacity for self-repair. The phenotypic instability of the chondrocyte in 
culture, has been a great challenge for tissue engineering, since, during culture of 
the chondrocytes, the synthesis of the typical markers for articular cartilage 
collagen type II and aggrecan diminish, the loss is related to the reduction of the 
expression of the transcription factor Sox9. While in culture the synthesis of 
collagen type I increases, this is typical for dedifferentiation, where the cells are 
finally de-differentiated into fibroblasts phenotype. The aim of this study was 
analyse two chondrocytes culture techniques, with the purpose to define the 
expression level of collagen type II, sox9, aggrecan and collagen type I, by means 
of fluorescent in situ hybridization (FISH), polymerase chain reaction (PCR) and 
real time polymerase chain reaction (RT-PCR). Moreover, was analyzed 
histologically the morphology and the cellular accumulation of cartilage obtained on 
the pelleted culture and the normal cartilage. The histology revealed similarities 
between the pelleted and the normal cartilage. FISH allows qualitative detection of 
Aggrecan, Collagen type II and Sox9 on the pellet and on the cartilage. The results 
of PCR and RT-PCR show significant differences in the expression of Collagen 
type I between the two cultures. The conclusion was, pelleted retains molecular 
characteristics like normal cartilage but its instability during culture suggests the 
use of scaffolds for its posterior  implantation and  the use of these techniques are 
useful for evaluating the constructs prior to implantation. 
 
 Key words: Cartilage, Aggrecan, Collagen type II, Sox-9, FISH, RT-PCR. 
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I. INTRODUCCIÓN. 

 

 

Desde los inicios de la ingeniería de tejidos, el propósito y objetivo principal 

de su desarrollo, ha sido reparar defectos en los órganos, adquirido por causas 

congénitas, traumatismo, inflamación o cáncer, su fundamento esta basado en el 

implante de células y de biomateriales (Langer et al 1993; Smith et al 2005; Saraf 

et al 2006; Takahashi et al  2007). Las técnicas utilizadas en la  ingeniería de 

tejidos pueden ser divididas en dos categorías,  in vivo: estimulando la respuesta 

de regeneración del organismo al colocar los biomateriales sin células  in situ; o ex 

vivo: donde se obtienen células, son expandidas en cultivo y se unen a una matriz 

para ser reimplantadas en el huésped (Berthiaume F, et Yarmush ML 2000).  Las 

células pueden ser heterólogas, alogénicas o autólogas. Las células autólogas son 

preferidas porque no producen respuesta inmunológica. Lo ideal, es que se 

obtengan muchas células del mismo órgano, que puedan ser aisladas, expandidas 

y reimplantadas dentro del mismo paciente, en un periodo de tiempo determinado 

(Smith 2005) y así restaurar, mantener o sustituir la función del órgano o tejido 

dañado. 

 

En general, la ingeniería de tejidos es un campo interdisciplinario, donde se 

pueden concertar los conocimientos de diferentes áreas de la medicina, la cirugía,  

la bioingeniería, la biología celular y la biología molecular, con un fin aplicativo. La 

ingeniería de tejidos se debe considerar por su alta función clínica (Vacanti 1999; 

Evans 2005; Masri et al 2006; Takahashi et al 2007). 

 

El desarrollo de la ingeniería de tejidos, específicamente de cartílago, surge 

de la necesidad de encontrar un tratamiento efectivo para la Osteoartritis (OA), 

que es una de las principales causas de retiro temprano en humanos y en équidos 

(McIlwraith 1996; Barnewitz 2003; Cancedda et al 2003). En ambos casos los 

tratamientos actuales están enfocados en controlar el dolor y evitar la pérdida de 

la función de la articulación. (McIlwraith 1996; Barnewitz 2003; Brommer 2003). 



 

El cartílago articular resiste el repetido estrés físico, pero ante un defecto o 

herida en su estructura, sobre la superficie articular, aun siendo muy pequeña, no 

se  repara espontáneamente (Brommer 2003) y si no llegan a penetrar a los tejidos 

vascularizados, no se curan (Platt 1996; Akens 2005), esto se debe a varios 

factores: es un tejido alinfático, no inervado y avascularizado. El mecanismo 

normal de reparación implica factores humorales y de reclutamiento de células 

progenitoras al sitio de la herida, por lo tanto, no es aplicable a este tejido (Spector 

2003); otro considerable factor es la inhabilidad de los condrocitos del cartílago 

maduro a contribuir en el proceso reparativo, si bien se ha encontrado clonación 

de condrocitos cerca del sitio de la herida,  no como en otros tejidos la zona 

hipercelular alrededor del defecto. La ausencia de la respuesta hipercelular  puede 

ser relacionada a la baja densidad celular, la baja tasa mitótica de los condrocitos 

y podría ser que las células no puedan migrar libremente  a través de su matriz 

extracelular y acercarse lentamente hacia la herida (Langer et al 1993). Estos son 

algunos de los elementos que proporcionaron el razonamiento de desarrollar 

técnicas de ingeniería de tejidos en el cartílago (Langer 1993; McIlwraith 1996; 

Saraf 2006). 

 

Por medio de métodos convencionales (Rayos X, Resonancia magnética, 

tomografía axial computarizada, etc.), es necesario diagnosticar a tiempo, la 

pérdida del cartílago, antes de que sea muy severa o bien evitar que se pierda 

más y además estimular la reformación del cartílago perdido. Los métodos 

convencionales quirúrgicos ayudan al proceso de reparación, pero no trae como 

resultado la regeneración del cartílago articular (Langer et al 1993).   

 

La regeneración del cartílago, vía  implante de condrocitos autólogos puede 

mejorar el tratamiento de estos defectos, sin embargo, aun hay reportes 

contradictorios sobre el éxito de este tipo de implante en modelos animales, pues 

es difícil mantener la morfología y la funcionalidad de los condrocitos, esto es un 

desafío que ha creado  un conjunto de esfuerzos enfocados a desarrollar 



estrategias que provean una estimulación sostenida a las células, a través de 

factores de crecimiento y otras moléculas biológicas para promover la 

diferenciación en los condrocitos (Smith 2005; Saraf 2006), debido a que cuando 

se cultivan en monocapa, se desdiferencian hacia la línea fibroblástica, es decir 

que, las células cambian de una forma redonda a un aspecto estrellado, se 

aplanan y modifican su capacidad de producir colágena tipo II y proteoglucanos 

específicos del cartílago, como el agrecano y hoy en día muchos protocolos han 

establecido que su metodología permite la rediferenciación ex vivo de estas 

células, (Lohmander 2005), pero se necesita demostrar si las células 

desdiferenciadas obtenidas del cultivo pueden rediferenciarse a condrocitos, in 

vivo,  en el lugar del implante (Brommer 2003) y la extensión que alcanzan estas 

células implantadas para contribuir con la reparación en la herida (Brommer 2003; 

Spector 2003; Akens 2005). 

 

Estudios clínicos recientes en pacientes humanos  hacen énfasis en el alivio 

sintomático que se obtiene con este tipo de procedimientos (Canceda 2003; Smith 

2005; Akens 2005; Takahashi et al 2007), donde finalmente el tejido 

fibrocartilaginoso formado, cumple el objetivo de  proveer la reparación de la lesión 

del cartílago articular y sin dolor. Por ello, es importante definir cual es el objetivo 

de la ingeniería de tejidos estrictamente hablando de cartílago: crear cartílago 

hialino original o hacer un tejido con la estructura y propiedades necesarias para 

que actúe como el tejido original e induzca la reparación, permitiendo la función 

articular normal, sin dolor y que tenga un efecto de larga duración. Para 

determinar cuáles son los factores de una implantación exitosa y cuál es el mejor 

método es necesario terminar las investigaciones clínicas respectivas,  empleando 

técnicas diagnósticas, no invasivas,  para correlacionar  los resultados clínicos, 

con el tejido de reparación formado, sin embargo clínicamente, el resultado por la 

recuperación  del paciente, por el momento es el mejor estándar, (Hendrickson et 

al 1994; Lohmander 2005).   

 



Los resultados de reparación de cartílago con implante de condrocitos 

autólogos en animales y en humanos, sugieren clínicamente, que en algunos 

pacientes la reparación funcional puede ser completa, no obstante los resultados 

todavía  son inconsistentes (Todhunter 1996; Canceda et al 2003; Masri et al 

2006), porque como se menciono anteriormente, no hay pruebas no invasivas 

para evaluar la reparación.  

 

Hoy en día en la clínica para équidos, la ingeniería de tejidos ha sido  

incluida en la lista de tratamientos para las lesiones articulares, pero no se ha 

determinado que el tejido de reparación sea semejante al cartílago  articular 

normal (Barnewitz 2003; Masri et al 2006). 

 

En el Instituto Nacional de Rehabilitación en conjunto con la Facultad de 

Medicina Veterinaria--UNAM, anteriormente se realizaron implantes de condrocitos 

autólogos aislados de la articulación femoro tibio patelar (babilla) de caballos, 

previamente cultivados en monocapa. Estos resultados fueron parcialmente 

satisfactorios, ya que hay integración del implante al cartílago nativo, pero hubo 

pérdida del fenotipo de las células implantadas dando como resultado un tejido 

fibroso.  

 

Dándole un nuevo enfoque a este tema, en el presente trabajo se evaluaron 

las características morfológicas y moleculares de condrocitos de caballo durante 

diferentes fases del cultivo, con el objetivo de establecer un protocolo de 

evaluación para los implantes de células autólogas antes de ser reimplantadas. En 

este caso se utilizaron condrocitos de caballo que provenían de la articulación 

metacarpo falángica  (menudillo). Esta articulación presenta comúnmente el mayor 

número de traumas y lesiones  degenerativas  de todas las articulaciones  del 

esqueleto apendicular de los équidos (Barnewitz 2003).  

 

Se realizaron dos tipos de cultivos primarios: en monocapa y en pellet. En el 

cultivo en monocapa los condrocitos pierden su fenotipo, se desdiferencian a una 



forma fibroblástica, predominando la colágena tipo I. En el cultivo en  pellet,  los 

condrocitos mantienen su fenotipo normal y la producción normal de colágena tipo 

II y agrecano, componentes principales de la matriz extracelular del cartílago 

articular normal.  

 

Se busco la expresión de colágena tipo II y la proteína central del agrecano, 

como marcadores moleculares específicos de cartílago, la expresión de colágena 

tipo I, como marcador de la desdiferenciación y  la expresión de sox9, un factor de 

transcripción esencial para la diferenciación de los condrocitos y la formación del 

cartílago, ambos cultivos se comparación entre sí tomando de referencia los 

niveles expresados por los  condrocitos del cartílago normal,  

 

Las  evaluaciones morfológicas se realizaron mediante histología y  el 

análisis molecular, mediante técnicas tales como la PCR, la RT-PCR y la 

Hibridación in situ fluorescente.  

 

 

 

 

 

 



II. REVISIÓN DE LITERATURA.   

 

 

2.1 Generalidades. 
 

   2.1.1 Articulaciones sinoviales.  

 

Las articulaciones sinoviales tienen dos  funciones principales: permitir el 

movimiento y transferir cargas de energía. La estructura de las articulaciones 

sinoviales  esta diseñada de modo que  facilita estas dos funciones. 

 

El desarrollo de las articulaciones sinoviales puede ser dividido en dos 

estados: la formación y la diferenciación de la condroepífisis, la interzona y la 

cavidad articular. Las únicas estructuras que invaden en el desarrollo de los 

miembros, son  los vasos sanguíneos  y los nervios desde el axis del embrión.  

Figura 1 
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Los tejidos  articulares  se desarrollan in situ  desde el blastema y la 

mesenquima alrededor. La interzona  se desarrolla en tres capas, una central  

vagamente  arreglada y dos  capas gruesas  que mas tarde serán el cartílago de la 

articulación. Este estado de desarrollo  es controlado genéticamente a través del 

borde  apical ectodérmico. (Todhunter 1996; Garciadiego et al 2004).  

 

La cápsula de la articulación consiste en  una dura y fibrosa porción forrada 

de sub-sinovia o lámina propia  y la membrana sinovial.  La superficie articular 

está formada por cartílago hialino que cubre  la placa de hueso subcondral. En las 

articulaciones sanas el espacio interarticular esta ocupado por un líquido viscoso, 

amarillo pálido o transparente fluido sinovial que esta en contacto con la 

membrana sinovial (Mankin 2001).      

 

En la lámina propia se encuentran los vasos sanguíneos, vasos linfáticos  y 

nervios. La cápsula de la articulación, ligamentos y meniscos consisten en su 

mayoría de tejido conectivo con poca celularidad. La matriz extracelular  de estos 

tejidos es predominante la colágena tipo I, proteoglucanos, proteínas no colágenas 

y agua.  

 

El líquido sinovial es un ultra filtrado de plasma, formada por los iones y 

moléculas que están también presentes en el plasma, con excepción del 

hialuronato, que esta muy concentrado en el fluido, también contiene células mono 

nucleadas (células de revestimiento sinovial, monocitos, linfocitos que constituyen 

un 90% del total, el 10% formado por leucocitos) aproximadamente 500 cel/µl en 

caballos. (Todhunter 1996; Mcllwraith 1996). La viscosidad esta dada por el 

Hialuronato, que es el único proteoglucano que no es sulfatado y no tienen 

proteína central, en caballos la concentración normal es de 0.5 mg/ml esta 

viscosidad permite soportar la transición del estrés y absorber algo de la energía 

generada por el movimiento. (Todhunter 1996; Brommer 2003) 

 



La  interacción del líquido sinovial con el cartílago  resulta en la lubricación 

de la articulación, en  rigidez comprensiva  durante el movimiento  y además  hay 

una respuesta visco elástica a la carga mecánica.  (Mcllwraith 1996) 

 

   2.1.2 Anatomía de la articulación del menudillo torácico (Figura 2). 

 

Es la región alrededor de la articulación metacarpo-falángica (MCF). 

Clasificada como articulación sinovial o bien diartrodial. El extremo distal del tercer 

metacarpiano, el extremo proximal de la falange proximal, los dos huesos 

sesamoideos proximales y el ligamento metacarpo sesamoideo, forman a la 

articulación metacarpo-falángica. (Todhunter 1996, Brommer 2004) 

 

En la cara palmar se encuentra  el ligamento anular palmar,  detiene a los 

tendones flexores digitales y a la vaina sinovial digital dentro del surco 

sesamoideo. El ligamento anular palmar se fusiona con el tendón  flexor digital 

superficial y se une sobre el borde palmar  de cada hueso sesamoideo  proximal 

(HSP) con la inserción  del ligamento colateral del HSP. El surco sesamoideo esta 

formado por el ligamento metacarpo sesamoideo, que cubre la superficie flexora  

de los HSP’s, contiene a los tendones flexores digitales, el tendón flexor digital 

profundo pasa a través de una abertura circular  del tendón flexor digital 

superficial. Los tendones extensores digitales común y lateral pasan sobre la cara 

dorsal  de la articulación (Todhunter 1996). 

 

    La superficie articular del tercer metacarpiano esta dividida en partes 

desiguales por la cresta sagital, la cual ocupa una depresión formada por la 

falange proximal, los huesos sesamoideos proximales y el ligamento metacarpo 

sesamoideo. (Todhunter 1996)  

 

    Los ligamentos colaterales, se extienden distalmente desde la eminencia y 

la depresión a cada lado del tercer metacarpiano y  son intracapsulares. 



La cara palmar  de la capsula articular del menudillo tiene mayor  volumen que la 

parte dorsal (Nixon 1993). Detrás de los tendones flexores digitales, hay una bolsa 

sinovial contra la capsula y puede comunicarse con la cavidad articular. El receso 

palmar de la capsula articular del menudillo se extiende  proximalmente entre el 

tercer metacarpiano  y el ligamento suspensor. (Todhunter 1996; Brommer 2004)  

 

        La capsula articular esta reforzada a cada lado por los ligamentos 

colaterales  y dorsalmente  por una fascia  que se adhiere al tendón extensor 

digital común.   La estabilización del menudillo durante la locomoción  está dada 

por el ligamento suspensor  y sus ramas extensoras para el extensor digital común 

y los ligamentos sesamoideos distales. (Adams 2004)  

 

Figura 2 

 

 

 
Fuente: König H, Llebich H 2005, Representación gráfica de la articulación 
metacarpo-falángica. Vista lateral. Modificación EM 
 

 

 

   2.1.3 Cartílago Articular.  
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Es un tejido conjuntivo de sostén altamente especializado. Tiene una 

apariencia traslúcida, como el cristal y se le denomina hialino. Es heterogéneo 

formado principalmente por un alto contenido de agua, entre 70%-80%, y una fina 

estructura de la red de fibras de colágena (Rodríguez 1998; Mankin et al 2001). En 

una base seca, el cartílago contiene 50 % de colágena, 35% de proteoglucanos, 

10% de glicoproteínas: proteínasas y sus inhibidores, factores de crecimiento, 

lisozima, fibronectina, condronectina, proteína oligomérica del cartílago, etc. 

(Todhunter 1996: Dudhia 2005),  3% minerales, 1% lípidos, el porcentaje de 

condrocitos se considera según el volumen, Archer (2002) menciona que los 

condrocitos ocupan el 10 %.  

El cartílago tiene variaciones en la micro estructura  entre las diferentes 

articulaciones; áreas de carga y de no carga; y entre jóvenes y adultos (Todhunter 

1996; Akens 2005).  El cartílago no contiene vasos sanguíneos excepto aquellos 

que lo  atraviesan para dirigirse a otros tejidos, de igual forma no presenta vasos 

linfáticos, o nervios. Su nutrición se realiza a partir del líquido sinovial mediante 

difusión. (Todhunter 1996; Rodríguez 1998; Kofron et al 2005) 

 

2.2 Composición del Cartílago Hialino. 
    
   2.2.1 Condrocitos.  

 

 El condrocito es la única base celular constituyente del cartílago y (Archer 

2002; Goldring 2006), es citoplasmáticamente aislada de sus vecinas. En el 

embrión durante su desarrollo, el cartílago tiene una extensiva distribución que 

provee al feto de templetes para el desarrollo del esqueleto (Archer 2002;  Adams 

2002). Sin embargo en el adulto, la distribución  del cartílago es más limitada, pero 

todavía se localiza en una variedad de sitios anatómicos (articulaciones, tráquea, 

septo nasal) donde la mayor función es el soporte (Adams 2002). En las 

articulaciones, el cartílago tiene  una función adicional  de proporcionar una 

superficie articular lisa (Platt 1996) y libre de dolor, pero es precisamente  el 



condrocito, quien es más susceptible en el tejido, cuando esté falla en el 

mantenimiento entre la síntesis y la degradación de la matriz extracelular expone 

al tejido a un gran número de condiciones degenerativas, la más común es 

osteoartritis (Goldring 2002).   

 

2.2.1.1 Características morfológicas: normalmente los condrocitos son 

redondos o poligonales, excepto en bordes del tejido donde estos son más 

aplanados o discoideos, así como en la superficie  de las articulaciones 

(Todhunter 1996). 

 

Intracelularmente, el condrocito muestra una característica típica de 

actividad metabólica celular (Mankin 2001; Archer 2002), tiene que sintetizar y 

recambiar un gran volumen de matriz que consiste en colágena, glicoproteínas, 

proteoglucanos y hialuronato. Dentro de la célula se encuentran depósitos de 

glicógeno y la presencia de un cilio primario (Todhunter 1996; Archer 2002) 

(Figura3). Otra característica de los condrocitos es la relativamente gran matriz 

extracelular al volumen radial de la célula. El radio puede ser correlacionado a la 

función del cartílago, en los mamíferos  tiene un gran radio, los condrocitos 

ocupan al menos 10% del volumen total del tejido (Archer 2002).  

 

Los condrocitos de la capa profunda son de mayor tamaño, más redondos, 

ultra estructuralmente se componen de pocas mitocondrias, lisosomas,  retículo 

endoplásmico rugoso bien desarrollado, aparato de Golgi, vacuolas secretoras, 

retículo endoplásmico rugoso, núcleo, vesículas pinocíticas, caveola y 

microfilamentos (Todhunter 1996; Martin 2002). 

 

 

 

Figura 3.  
 



 
 

Fuente: Yang 2006.Microscopía de  Electrónica  de un condrocito. 
 
 
2.2.1.2   Características metabólicas: Debido a que el cartílago no es 

vascularizado, es dependiente de la difusión que proviene de la superficie articular 

para el recambio de nutrientes y metabolitos. Consecuentemente el metabolismo 

entero de la célula es a una tensión baja de oxigeno, el rango esta entre 10% en la 

superficie a < 1% en la capa profunda y los requerimientos de energía provienen 

de la glicolisis, como resultado los condrocitos no contienen abundantes 

mitocondrias, a pesar de ello las células son sintéticamente activas (Archer 2002; 

Hall 2003). 

 

2.2.1.3  Origen celular y diferenciación: Los condrocitos, en el embrión 

tienen un origen mesodérmico (Archer 2002). Es una célula mesenquimal 

especializada, surgiendo de la capa periostial que rodea la membrana del hueso 

en respuesta a la estimulación mecánica. Siendo parte de la línea de tejido 

conectivo a los condrocitos se les considera tener un precursor primitivo: el 

"mecanocito" que como su nombre lo sugiere responde a estímulos mecánicos 

(Hall 2000).  
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En otros tejidos conectivos, el primer signo de iniciación de expresión del 

estado diferenciado, es la formación de una condensación celular en el sitio donde 

los elementos del esqueleto van a ser formados. Sin embargo, hay algunas dudas 

de cómo se lleva a cabo este mecanismo, las moléculas celulares de adhesión N-

CAM y N-cadherinas tienen papeles importantes. El proceso de condensación 

señala la expresión de un número de moléculas específicas del tejido, como el 

factor de transcripción Sox-9, que es crucial en la condensación y precede a la 

expresión de colágena tipo II a, la isoforma alternativa de de colágena tipo II 

sintetizada por condrocitos inmaduros o condroblastos. La importancia de Sox-9 

esta en su habilidad de unir y activar la secuencia de la región activadora de Col2a 

1 y  de agrecano. L-Sox-5 y Sox-6 también han sido implicados en el proceso de 

diferenciación, por su co-expresión con Sox-9 (De Crombrugghe  2000).  

 

El destino de los condrocitos varia dependiendo de su origen y localización. 

Se refiere a un programa  de diferenciación dirigido a la hipertrofia  celular, el 

estado terminal diferenciado que facilita la osificación endocondral donde el hueso 

queda  debajo de la matriz cartilaginosa calcificada del condrocito hipertrófico. En 

este contexto parece que el condrocito tiene dos posibles destinos. Aun  si la 

célula muere por apoptosis o puede ser transdiferenciada o metaplásica a 

osteoblasto, esto convierte su matriz de cartílago a hueso    (Adams 2002; Archer 

2002). 

 

2.2.1.4  Funciones del condrocito: Los condrocitos que se originan de la 

interzona, son muy parecidos  a los condrocitos de la placa de crecimiento y 

aunque ambos tipos celulares forman cartílago tienen importantes diferencias y 

funciones como sintetizar, organizar y mantener la matriz extracelular (Platt1996; 

Archer 2002; Goldring 2002),  La principal función del condrocito es ocupando 

estructuras de soporte, como el cartílago articular, y en la tráquea y nariz además, 

hacer posible la deformación física. Otra función de los condrocitos es el 

crecimiento, en las placas epifisiales (Rodríguez 1998; Archer 2002), el 



crecimiento constituye un incremento en el volumen, los condrocitos alcanzan esto 

por tres mecanismos: primero a través de la proliferación y producción de más 

células; segundo a través de la secreción de matriz extracelular y tercero a través 

del incremento del volumen celular que ocurre durante la hipertrofia (Goldring 

2006).  

 

   2.2.2 Matriz extracelular. 

 

 La matriz es la responsable del mantenimiento de la homeostasis del  

cartílago, es el principal componente que determina las propiedades  

biomecánicas, contiene una gran proporción de agua, fibras de colágena y una 

sustancia amorfa compuesta por proteoglucanos, una pequeña cantidad de lípidos 

y componentes inorgánicos  también están presentes.  

 

2.2.2.1  Agua: En el cartílago articular, el grado de hidratación está 

determinado por el equilibrio de la presión total del aumento de volumen ejercida 

por los proteoglucanos y las fuerzas de restricción desarrolladas en la red de 

colágena (Murray 2003). 

El agua constituye aproximadamente un 75% del peso húmedo del cartílago 

(Mallein 1998) y es más abundante en las capas superficiales, participa en la 

difusión de nutrientes, la mayor parte de encuentra en el espacio extracelular, un 

30% se asocia con el espacio intrafibrilar dentro del colágeno y el resto  se 

encuentra en el espacio de poros moleculares de la matriz extracelular.  

La cantidad de agua depende de varios factores: a) concentración de 

proteoglucanos, que debido a  su actividad osmótica causan la acumulación de 

grandes volúmenes, lo que aumenta la  presión resultante de las cargas negativas; 

b) organización macromolecular de la colágena; c) resistencia y rigidez de la red 

de colágena (Alberts et al 2002). 

 



El contenido de agua no esta distribuido homogéneamente en el cartílago, 

disminuyendo su concentración desde un 80% en las capas superficiales hasta 

aproximadamente un 65% en la zona profunda (Martin 2002).  

 

La resistencia a la fricción contra este flujo por los poros moleculares de la 

matriz es muy alta y por lo tanto la permeabilidad muy baja. Esta resistencia a la 

fricción y la presurización del agua dentro de la matriz son los dos mecanismos 

básicos que permiten al cartílago soportar cargas articulares muy altas.  

La capacidad de los proteoglucanos de atraer agua implica tres 

mecanismos fisicoquímicos: La presión osmótica de Donnan, causada por los 

iones intersticiales que flotan libremente (Ca++ y Na+) y que son necesarios para 

neutralizar las cargas en los proteoglucanos; las fuerzas de repulsión 

electrostática desarrolladas por las cargas negativas fijas de las moléculas de 

proteoglucanos; la tendencia entrópica de los proteoglucanos de ganar volumen 

estando en solución. (Martin 2002) 

 

2.2.2.2 Colágena: En el cartílago articular hay diversos tipos de colágena, 

representa el 20% del peso total; un 50-80% del peso  seco; 95% es Colágena II,  

a esta proteína se  confiere la estructura y rigidez del cartílago (Dudhia 2005).  Sus 

principales funciones son proporcionar al tejido propiedades ténsiles e inmovilizar 

los proteoglucanos dentro de  la matriz, el 5% restante está formado por los tipos 

IX y XI y en menor cantidad por los tipos V, VI, X, XII, XIV (Montgomery 1998; 

Murray 2003).  

 

La colágena es un homotrímero, tiene un alto nivel de organización 

estructural. La unidad básica es el tropocolágeno, que está compuesto por tres 

cadenas polipeptídicas o cadenas α. El tipo IX esta formado por tres tipos distintos 

de cadenas α1 α2 y α3; la cadena α1 contiene una región globular no helicoidea y la 

cadena α2 esta modificada para contener una cadena de glucosaminoglícanos. El 

tipo X es una colágena de bajo peso molecular que contiene tres cadenas α 

idénticas, se encuentra en la zona calcificada del cartílago. El tipo VI no es un 



componente primario de la matriz extracelular, pero se encuentra en el área 

pericelular alrededor de los condrocitos. El tipo XII contiene tres cadenas α1, esta 

presente en pequeñas cantidades. Finalmente el tipo XIV  estructuralmente similar 

al tipo IX pero se desconoce su función (Olsen 1998; Horton 1998). 

 

La composición de aminoácidos de las cadenas incluye grandes cantidades 

de glicina y prolina. Cada una de ellas tiene forma de hélice levógira y entre las 

tres forman una triple hélice dextrógira unida por enlaces covalentes. Estas  

moléculas de tropocolagéno miden aproximadamente 1.4 nm de diámetro y 300 

nm de longitud. Extracelularmente se polimerizan y se unen mediante enlaces 

covalentes formando fibrillas de colágena. La colágena tipo II no forma haces, se 

dispone individualmente, el diámetro de sus fibras varia entre 20 y 200 nm 

(Montgomery 1998; Murray 2003). 

 

2.2.2.3 Proteínas no colágenas: Otros constituyentes de la matriz del 

cartílago además del agrecano y colágena  han sido descritos,  participan en el 

ensamblaje de la matriz  y han sido relacionados en la regulación de la 

homeostasis del tejido.  

 

Los pequeños proteoglucanos miembros de la familia rica en leucina, se ha 

visto que tienen un papel en ambos el ensamblaje de las fibras de colágena y sus 

interacciones. Estas moléculas pueden unir factores de crecimiento  como el TGF- 

β y tal vez tengan un papel en la regulación del metabolismo del condrocito. El 

cartílago articular contiene otras moléculas donde su papel funcional no esta bien 

definido. La proteína oligomérica de la matriz del cartílago es una proteína 

pentamérica miembro de la familia de las trombospondinas. La proteína une  la 

colágena I y II  y el dominio no colágeno de colágena IX. La proteína de la capa 

intermedia del cartílago (CILP), una proteína monomérica que se encuentra de la 

capa media a la capa profunda ha sido identificada y caracterizada en cartílago 

articular de adulto. La fibronectina esta presente en pocas cantidades en el 

cartílago, su expresión y contenido se incrementa abundantemente en casos de 



osteoartritis. Condronectina, Ancorina CII, Decorina y constituyen el armazón de 

las macromoléculas, organizan y mantienen las macromoléculas  de la matriz y su 

interrelación con el condrocito. Así un gran número de macromoléculas 

representan diferentes regiones y probablemente diferentes funciones en el tejido 

(Montgomery 1998; Olsen 1998; Horton 1998; Bernier 1998; Chen 1998;Murray 

2003). 

  

2.2.2.4  Lípidos: Constituyen 1% o menos del peso húmedo del cartílago. 

Se encuentran tanto en las células como en la matriz (San Roman 1997). 

 

 2.2.2.5 Proteoglucanos: están constituidos por cadenas de 

glucosaminoglucanos unidos a una proteína central mediante enlaces covalentes 

(Alberts et al 2002). Los glucosaminoglucanos son cadenas de polisacáridos no 

ramificadas compuestas por unidades repetidas de disacáridos, uno de 4 los 

residuos es siempre un amino azúcar (N-acetilglucosamina o n-

acetilgalactosamina), que en la mayoría de los casos se encuentra sulfatado; se 

clasifican en cuatro grupos principales: a) ácido hialurónico, b) condroitín sulfato y 

dermatán sulfato, c) heparán sulfato y heparina, d) queratán sulfato. Las cadenas 

de polisacáridos son rígidas por lo que forman estructuras alargadas que ocupan 

un gran volumen. Los GAG proporcionan un soporte mecánico para el tejido, 

constituye el 10% del peso del total de las proteínas. (Montgomery et al 1998; 

Alberts et al 2002) 

 

Los proteoglucanos  se diferencian de otras glucoproteínas por la 

naturaleza, cantidad y organización de sus cadenas glucídicas laterales. Las 

glucoproteínas contienen entre 1 y 60% en peso de oligosacáridos cortos, 

mientras que los proteoglucanos contienen hasta un 95%, generalmente una larga 

cadena de GAG no ramificada. (Alberts et al 2002; Murray 2003). La carga 

negativa fija de los proteoglucanos contribuye a mantener un alto grado de 

hidratación del tejido cartilaginoso al generar una presión elevada (Todhunter 

1996). 



 

Los proteoglucanos se encuentran en la matriz en forma de monómeros 

decorina, biglicano, lumicano y fibromodulina o bien en forma de agregados o 

grandes complejos moleculares de los cuales el agrecano es el más abundante. 

La estructura de los proteoglucanos en el cartílago es heterogénea. (Alberts et al 

2002). Las diferencias en la longitud de las cadenas, cantidad de condroitin  y 

queratán sulfato, longitud de la proteína central y grado de agregación contribuyen 

a las variaciones  estructurales y de composición de los proteoglucanos en el 

cartílago, a su vez la distribución de los proteoglucanos en la matriz tampoco es 

homogénea, siendo mas abundante en la zona media que en la superficial (Martin 

2002). 

El tamaño de los proteoglucanos y su capacidad para formar grandes 

agregados juega un papel fundamental para retener moléculas en el tejido y para 

formar una estructura elástica que contribuye a las propiedades materiales del 

cartílago (Rees 2005). 

 

2.2.2.6 Agrecano (Figura 4): es el proteoglucano  principal del cartílago, 

tiene una masa de alrededor de 3X106  - 109 Daltons y esta presente en grandes 

concentraciones, esta estructura multimolecular se compone por más de 100 

cadenas de GAG (Alberts 2002; Dudhia 2005). Se une al ácido hialurónico 

formando agregados (Mallein 1998; Alberts 2002). Forma el 35% de las proteínas 

presentes en el tejido. El tamaño de los agregados varía dependiendo del tamaño 

de la cadena de acido hialurónico (Martin 2002). El agrecano pertenece a la familia 

de grandes proteoglucanos agregados, las lectinas que a su vez forma parte de 

una familia llamadas hialuroadherinas llamadas así porquepueden formar uniones 

no covalentes con acido hialurónico (Goldring 2004).  

 

A nivel molecular el ensamblaje de agregados es fundamental para la 

organización funcional de agrecano y otros componentes de la matriz extracelular. 



El agrecano esta fuertemente representado  con GAG’s,  N y O 

oligosacaridos conectados  aproximadamente 100 cadenas  Condritin sulfato y 30 

o mas de  keratán sulfato unidas en distintas regiones (Olsen 1998; Horton 1998).  

 

El condroitín sulfato está constituido por una repetición de unidades 

disacáridos de acido glucorónico y de N-acetilgalactosamina con un grupo sulfato 

por disacárido; el queratán sulfato está formado por la repetición de unidades 

disacáridos de galactosa y N-acetilglucosamina con un grupo sulfato por 

disacárido (Montgomery 1998; Olsen 1998).  

 

Ambos son moléculas grandes con un peso molecular de 50000 D y 

considerable carga negativa, están asociados a una densidad de carga fija 

elevada (0.05 a 0.3 mEq/g de peso total del tejido). Esta densidad de carga fija es 

responsable del equilibrio de distribución iónica de Donnan en el intersticio y de la 

presión osmótica de Donnan, lo cual contribuye a la rigidez a compresión total del 

cartílago (Martin 2002). 

 

La proteína central tiene una estructura modular, conteniendo tres uniones 

disulfidicas llamadas dominios globulares G1 G2 y G3 y una extendida porción 

dedicada  a la modificación de GAG’s, una región N-terminal esta formada por el  

dominio globular G1 conocido también como la región  de unión del acido 

hialurónico, dos ciclos de secuencias repetidas  o módulos de conexión y un 

modulo el cual tiene una estructura similar  con la  “Ig fold” (Alberts 2002).  

 

En cada interacción del agrecano con el acido hialurónico esta involucrada 

una proteína de unión  una glucoproteína de 41-48 kDa con una secuencia similar 

al del dominio  G1 del agrecano y los dos interactúan  vía  secuencia de Ig.  

La asociación entre  G1 y el acido hialurónico es muy fuerte con un 

aparente KD de aproximadamente  0.226 µM   a pesar que entre  la proteína de 

unión y el acido hialurónico es grande aun  con un KD  de 0.089 µM  esta muy 



incorporado del complejo. La estabilidad del agregado depende de estos tres 

componentes (Murray 2003; Rees 2005). 

 

El dominio G2 comparte algunos rasgos estructurales del dominio G1, 

contiene los módulos de conexión pero no la secuencia de Ig. Sin embargo no 

tienen propiedades de unión con el acido hialurónico.  

Su función no esta determinada al parecer inhibe la secreción de agrecano  

antes de la modificación  con GAG’s en el aparato de Golgi. Actúa como un 

retardante de la secreción de agrecano asegurándose que solo los monómeros de 

agrecano glicosilados sean secretados (Heinegård 1991; Mallein 1998; Dudhia 

2005).  

Figura 4. 

 
Fuente: Alberts et al 2002. Microscopía de   Electrónica  de Agrecano y 

representación gráfica  de un agregado de agrecanos. 
   2.2.3 Arquitectura del cartílago hialino (Figura 5). 

   El cartílago adulto puede es  subdividido en 3 zonas sin mineralización, las 

cuales son delimitadas por la “línea de marea” de  una 4ta zona de cartílago 

calcificado. 

Figura 5 

 



 
Fuente 1) Loren K 2002, 2) Guilak 1999 Representación esquemática de las zonas 

del cartílago. 

2.2.3.1 Zona superficial o tangencial: es adyacente a la cavidad articular, los 

condrocitos adoptan una forma alargada o elipsoide  y se orientan paralelos a la 

superficie. Las células presentan escasa actividad, con mitocondrias pequeñas 

poco numerosas, escaso volumen citoplasmático, retículo endoplásmico rugoso 

pobremente desarrollado y pocos ribosomas, esto indica una pobre síntesis 

proteica. Las fibras de colágena son finas y se disponen paralelamente a la 

superficie para soportar las fuerzas de cizallamiento durante el movimiento 

articular. 

 

2.2.3.2 Zona intermedia o transicional: las células adoptan una morfología 

redondeada y son más grandes que las de la zona superficial. Presentan un 

aparato Golgi bien desarrollado con abundantes vesículas, vacuolas y 

mitocondrias. El retículo endoplásmico rugoso es extenso y con numerosos 

ribosomas. Los condrocitos se disponen irregularmente y las fibras de colágena 

son más gruesas y se orientan en los tres planos del espacio. 

 

2.2.3.3 Zona profunda o radial: las células son redondeadas y presentan las 

mismas características de las de la zona intermedia, lo que indica una elevada 

síntesis proteica, pero adoptan un acomodamiento de columna. Las fibras de 

colágena son gruesas y se distribuyen paralelamente entre si y perpendiculares a 

la superficie articular para ofrecer resistencia a las fuerzas de compresión. El 
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contenido en agua es menor que en las anteriores y los proteoglucano son más 

abundantes. 

 

2.2.3.4 Zona calcificada: es una capa adyacente al hueso y separada de la 

zona profunda por una línea basófila llamada línea de marea. La matriz esta 

impregnada de sales de calcio, las células son pequeñas y con escaso citoplasma 

e incluso aparecen necróticas, en esta zona se produce un anclaje del cartílago al 

hueso subcondral. 

 

   2.2.4 Regiones del cartílago (figura 6). 

 La composición de la matriz varía según las diferentes regiones del 

cartílago, distinguiéndose la región pericelular, territorial, e interterritorial, 

dependiendo de la proximidad con el condrocito. Estas regiones difieren en el 

contenido en colágena, proteoglucano y en el diámetro y organización de fibras de 

colágena. La disposición de las fibras de colágena es un sistema radial de fibras 

perpendiculares recubiertas por una capa tangencial superficial, excepto en la 

zona intermedia donde la organización es menos ordenada. 

 

2.2.4.1 Matriz pericelular: es una capa delgada adyacente a la membrana 

celular de los condrocitos, contiene principalmente proteoglucanos y otros 

componentes no colágenos, casi no hay fibras de colágena.  

2.2.4.2 Matriz territorial rodea a la matriz pericelular y presenta fina fibrillas 

de colágena que parecen formar una red fibrilar, que es diferente de la matriz 

interterritorial.  

 

2.2.4.3 Matriz interterritorial es la más grande de las regiones y se 

encuentra situada entre las matrices territoriales de los condrocitos individuales o 

de los grupos de estos, contienen la mayor parte de los proteoglícanos y las fibras 

de colágena.  

Figura 6. 



  
Fuente: Biology laboratory web site. Esquema de regiones del cartílago. 

 

2.2.5 Histología del cartílago hialino.   

 

En el análisis histológico del cartílago hialino, la matriz cartilaginosa parece 

no poseer  estructura, porque la colágena forma fibrillas muy delgadas (Todhunter 

1996), es necesario evaluar  la apariencia de las células  y de su matriz 

extracelular, normalmente los condrocitos se encuentran bien desarrollados, en 

ocasiones en  pares, con núcleos redondos u ovoides, y están dentro de sus 

lagunas. Las propiedades de tinción del cartílago  están relacionadas con los 

grupos sulfato y carboxilo, así como la acidofilia  de la colágena. (Martín 2002; 

Lombardero 2005) 

 

La tinción hematoxilina  y eosina sirve para evaluar la morfología celular y la 

estructura de la matriz extracelular. La matriz del cartílago es basofila (azul o 

morado) muy marcada alrededor de cada grupo isógeno  de la matriz territorial, se 

debe a la gran cantidad de glucosaminoglucanos  sulfatados ácidos en esa zona. 

Las fibras de colágena y el citoplasma de las células  son acidofilas (rosa o roja). 

(Todhunter 1996; Martin 2002). 

 

La tinción tricrómica de Masson sirve para indicar la presencia de colágena 

en la matriz extracelular (azul) Los núcleos de los condrocitos se tiñen azul oscuro 

y el citoplasma de las células rojo. La tinción Azul alciano sirve para determinar la 

Condrocito  
 
Matriz Pericelular  
 

Matriz territorial 
 
Matriz interterritorial 



presencia de glucosaminoglucanos  mucopolisacáridos en la  matriz del cartílago. 

(Todhunter 1996; Martin 2002). 

La tinción de Safranina (Figura 7), que es un indicador  muy útil del contenido de 

proteoglucanos de la matriz extracelular, por su carga catiónica, que se une a los 

proteoglucanos que son aniónicos. Se tiñe rojo anaranjado, la región pericelular y 

territorial se tiñen mas intensamente  que la interterritorial (Todhunter 1996; Martin 

2002). 

Figura 7. 

 
Fuente: Barzilla 2005.  Imagen microscópica de cartílago articular, tinción 

Safranina. 

 

   2.2.6 Metabolismo del cartílago hialino. 

 

En general, el metabolismo del cartílago articular es lento. Los condrocitos 

sintetizan las macromoléculas de proteoglucanos y colágena que secretan al 

espacio extracelular, para formar y regular la propia matriz  que los envuelve.  

 

Utiliza  principalmente la vía anaerobia para la producción de energía  por lo 

que el consumo de oxigeno es considerablemente menor al de otros tejidos. El 

mantenimiento de la matriz extracelular depende del equilibrio de la síntesis de los 

componentes, la integración de éstos a la matriz, de su degradación y liberación 

del cartílago (Hall; Wiseman 2003).  



 Varios factores hormonales son importantes en la regulación de las 

actividades metabólicas de los condrocitos, donde participan la hormona del 

crecimiento, calcitonina y andrógenos. Por otro lado, algunos factores de 

crecimiento como son  el factor de crecimiento similar a la insulina, factor de 

crecimiento transformante beta, proteína morfogénica de hueso y el factor de 

crecimiento epidermal, estimulan la proliferación de los condrocitos, la síntesis de 

colágena II y proteoglucanos (Yeh 2004).  

 

 No se conoce en forma precisa como los condrocitos coordinan el recambio 

de la matriz extracelular. La interleucina  y el factor alfa de necrosis tumoral  son 

producidos por las células de la membrana sinovial influyen en la producción de 

las metaloproteinasas por parte de los condrocitos  y estas son capaces de 

degradar la matriz del cartílago de forma normal (Hirschmann F 2001).  

 
2.3 Biología molecular del cartílago hialino 
   2.3.1 Condrogénesis. 

La condrogénesis o morfogénesis del cartílago articular, se forman de 

regiones específicas de las condensaciones (Hall et al 2000) pre cartilaginosas  

por un proceso complejo que involucra la pérdida de diversos marcadores 

condrogénicos y de apoptosis. La condrogénesis durante el desarrollo y el 

mantenimiento del equilibrio celular con la matriz extracelular son eventos claves 

para la adecuada función de la articulación.  La condronectina es critica en la 

embriogénesis temprana, sus niveles se encuentra aumentados antes de las 

condensaciones pre condrogénicas (Adams 2002). 

 

Comienza con la condensación de las células mesenquimales, el tamaño de 

la condensación  es regulada a través de señalizaciones que involucran a BMP-2 y 

BMP-4, seguida por su diferenciación  en condrocitos. BMP’s favorecen en el 

reclutamiento de células  a las condensaciones, es antagonizado por Nogina, 

actúan como “feedback”, las condensaciones pueden llegar a ser hiperplásicas en 

ausencia de nogina. TGF-β regula a la fibronectina (Semevolos 2001) y estos dos 



están involucrados en el inicio de la condensación. Tenasina y su receptor 

Sindecano  unidos bloquean a N-CAM, consecuentemente el crecimiento de la 

condensación es bloqueada, y la diferenciación es facilitada. (Hall et al 2000) 

 Durante la etapa embrionaria, Sox-9 induce la condrogénesis (Akiyama 

2007) es expresado  en todo el cartílago coincidente  con la expresión del gen 

Col2a1 para  colágena  α1 (II). Sox -9 se une a la secuencia esencial  en los genes 

Col2a1 y  Col11a2 (XI) condrocito específicos, se ha asociado también a un gen 

promotor de agrecano (De Crombrugghe 2000). 

 

 El primer paso es la inhibición de la maduración de los condrocitos en las 

células que se ubican en la interzona, los genes reconocidos en esta fase se 

encuentran el Wnt9a, GDF5, GDF6, Proteínas Morfogénicas de Hueso como 

BMP2, BMP4 y BMP7 y algunos antagonistas como Nogina y Cordina continúan 

con el desarrollo de la articulación. Algunas moléculas de adhesión celular como la 

integrina a5B1 también regulan la formación de la articulación promoviendo la 

diferenciación de los condrocitos.  

 

Probablemente  los diversos tipos celulares presentes en la articulación 

madura, como células sinoviales y  células de la capsula articular tengan su origen 

en la interzona. Los condrocitos articulares disminuyen su maduración hacia la 

hipertrofia, sintetizan una matriz abundante en proteoglucanos.  La hipertrofia  de 

los condrocitos es seguida por apoptosis, la invasión de vasos sanguíneos, 

osteoclastos y otras células mesenquimales provenientes del pericondrio y la 

producción de la matriz de hueso, el tamaño y forma de las articulaciones depende 

de la regulación coordinada de la proliferación, maduración e hipertrofia de los 

condrocitos, los cuales responden a múltiples señales extracelulares, como las 

inducidas por Indian Hedgehog (Ihh) que coordina la proliferación y diferenciación  

de los condrocitos.(Garciadiego 2004)  

Ihh es producida por los condrocitos pre hipertróficos e induce la expresión 

de PTHrP en el pericondrio que a su vez regula la tasa a la que los condrocitos 

salen del ciclo celular y siguen a la hipertrofia, también estimula la proliferación de 



los condrocitos. IGF1 e IL1α tienen  efectos antagonistas  en la expresión genética 

y sobrevivencia de la célula. (Kolettas 2001) Los condrocitos pueden tener dos 

destinos posibles, convertirse en condrocitos pre articulares  o en condrocitos pre 

hipertróficos. Además de el desbalance de las señales proliferativas en etapas 

embrionarias, la hipertrofia  trae importantes consecuencias en el cartílago 

articular, como  la osteoartritis.  

 
   2.3.2 SOX9 

 Sox9 miembro de una gran familia de  genes Sox (Kolettas et al 2001) 

un factor de transcripción  que contiene un grupo dominio de gran movilidad 

(HMG) similar a SRY,  que se requiere para la diferenciación de los condrocitos y 

la formación de cartílago (Huang 2000).  Sox9 también se expresa en otros tejidos 

como el sistema nervioso y el sistema urinario. Sox9 une las secuencias 

esenciales  en Col2a1 y la colágena α2 (XI) gen Col11a2 activadores específicos 

de los condrocitos (Bi et al 1999),  es co-expresado con Colágena tipo II, 

recientemente se demostró que es un activador del gen promotor y activador del 

agrecano (Horton 1998).  

 

2.4 Generalidades de cultivo celular. 
 

 Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el 

mantenimiento de células in vitro, manteniendo al máximo sus propiedades 

fisiológicas, bioquímicas y genéticas. Dependiendo del grado de preservación de 

la estructura del tejido o del órgano de origen y de su duración  se conocen 

diferentes tipos de cultivo: de órganos, explantes, primarios o secundarios (Davis 

1994; Freshney 1987).  

 

 Aplicaciones del cultivo celular: los estudios que emplean cultivos celulares 

comprenden gran número de áreas de estudio  como la Virología, Investigación 

del cáncer, Inmunología, Ingeniería de Proteínas, Estudios de interacción  y 

señalización celular en la diferenciación y el desarrollo, Aplicaciones diagnosticas, 



Aplicaciones clínicas, Industriales y Agronómicas; y se estudian cosas como la 

Actividad intracelular (transcripción de DNA, síntesis de proteínas, metabolismo 

energético) Flujo intracelular (ensamblaje y des-ensamblaje de diferentes 

Componentes intracelulares, Movimientos intracelulares de sustancias, 

movimientos de RNA, de proteínas etc.) Ecología celular (condiciones ambientales  

para el mantenimiento de la función celular, cinética de la población celular etc.) 

Interacciones celulares (cooperación metabólica, inhibición por contacto o 

adhesión etc.) (Davis 1994; Freshney 1987).  

 

 

    2.4.1 Tipos de cultivo. 

1. Cultivo de órganos: se refiere al cultivo donde se cultiva un fragmento, 

implica que la arquitectura del tejido se conserve, este tipo de cultivo 

permite que se conserve el fenotipo, pero esta limitado su crecimiento. 

2. Explantes primarios: Son fragmentos de tejidos o de órganos que se 

adhieren a una superficie, o están suspendidos, en la que proliferan las 

células de la periferia del implante.  

3. Cultivo celular: Donde hay una disgregación celular, enzimática o  

mecánica, la suspensión celular se puede  cultivar como una monocapa, se 

pierde la heterogeneidad celular, la población se hace homogénea o bien 

se mantienen en suspensión (Davis 1994; Freshney 1987; Helgason 2005).  

 

La evaluación de las células durante el cultivo celular se puede llevar  a cabo de 

diferentes formas entre las cuales están: 

 

    2.4.2 Viabilidad celular: La tinción con azul tripano es utilizada para determinar 

el número de células viables in vitro, de un cultivo celular (Altman 1993). Se basa 

en el  principio de que el colorante, no se introduce en las células vivas, debido a 

la membrana celular  integra que no permite la entrada de este, mientras que las 

células muertas presentan una desintegración de la membrana el colorante se 

introducirá fácilmente a  la célula (Davis 1994). 



 

    2.4.3 Curvas de proliferación celular: refleja el cambio en el número de células 

durante un periodo de tiempo. La forma de la curva de crecimiento es 

característica de cada tipo celular y permite obtener el tiempo de duplicación 

celular (Farjanel 2005).  

 

 Al principio del cultivo, las células pasan por un periodo de latencia fase 

“lag” en el que no se dividen, porque que se encuentran en un periodo de 

adaptación, una vez pasado este periodo, las células empiezan a proliferar  de 

forma exponencial fase “log” hasta que dejan de dividirse al  alcanzar la 

confluencia, donde hay inhibición del crecimiento por la densidad fase “plateu”. 

(Paul J 2007) 

 

    2.4.4 Cultivo de condrocitos: Los condrocitos  vivos aislados in vitro exhiben un 

movimiento ameboideo, cambian constantemente su forma mediante la emisión de 

pseudópodos (Martin 2002), responden a gran variedad de estímulos ambientales: 

mediadores solubles como los factores de crecimiento e interleucinas, agentes 

farmacológicos, composición de la matriz, cargas mecánicas, cambios en la 

presión hidrostática etc. Cuando los condrocitos son cultivados en rangos de  

<0.1- 20% de tensión de oxigeno un número importante de genes anabólicos son 

sobre regulados como TGF β y factor de crecimiento de tejido conectivo y a nivel  

de trascripción HIF y AP-1 elevados en respuesta del reducido O2 (De 

Crombrugghe  2000; Wiseman 2003; Hall 2003; Farjanel 2005). 

 

2.5 Reacción en Cadena de la Polimerasa  (PCR) 

 

Es una técnica que fue desarrollada por Kary Mullis a mediados de los años 

80. Es la técnica más popular en biología molecular (Evans 2005). Con esta 

metodología se pueden producir en el laboratorio múltiples copias de un fragmento 

de DNA específico, incluso en presencia de millones de otras moléculas de DNA. 

Como su nombre indica, se basa en la actividad de la enzima polimerasa que es 



capaz de fabricar una cadena de DNA complementaria a otra ya existente. Sus 

únicos requerimientos son, que existan oligonucleótidos en el medio que son la 

materia base para fabricar el DNA y una pequeña cadena de DNA que pueda 

unirse a la molécula que se requiera copiar para que sirva como cebadora 

"primer". Esta reacción continúa en múltiples ciclos con condiciones adecuadas 

para la síntesis de la bio molécula, cada uno dobla la cantidad de DNA sintetizado, 

es decir que se pueden tener  múltiples copias de la región a estudiar a partir de 

una pequeña muestra. Con la PCR las secuencias de DNA específico se pueden 

amplificar o multiplicar de manera exponencial (Dorak 2006). 

 

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos 

inconvenientes, como son que no es una técnica cuantitativa y una alta 

probabilidad de obtener falsos positivos por contaminación. Es imprescindible  

realizar una adecuada manipulación de los reactivos, así como la temperatura 

precisa para optimizar que la secuencia de los cebadores se una al DNA, en la 

localización correcta (Dorak 2006).  
 

Así, la PCR se realiza ejecutando una serie de ciclos con cambios de 

temperatura. Elevar la temperatura permite la separación de las cadenas de DNA, 

el ciclo de temperatura frío permite que se unan las sondas y la enzima polimerasa 

reproduce una copia exacta del material blanco. La especificidad se le confiere a 

la reacción mediante el uso de sondas, en este caso oligonucleótidos de 13-27 

nucleótidos que en las condiciones de reacción específicas disparan la síntesis. 

Los productos de la reacción son posteriormente analizados e identificados 

mediante un gel de electroforesis (Livak 2001).  

 

2.6 Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-PCR)  

 

La trascripción reversa de un fragmento de RNA y su posterior amplificación 

por medio de la PCR es una de las herramientas de elección en el laboratorio, 

pero al ser una técnica de carácter cualitativo, fue necesario desarrollar una 



técnica que permitiera cuantificar la amplificación del DNA. Se conoce como PCR 

cuantitativa o PCR en tiempo real. La PCR en tiempo real es más sensitiva y 

permite la cuantificación de pequeñas transcriptos raros o cambios en la expresión 

genética (Pfaffl 2001).    

La combinación de la PCR y la fluorescencia es la posibilidad de detectar 

en tiempo real y cuantitativamente la amplificación del genoma de interés. La PCR 

en tiempo real es la conversión de las señales de cada reacción en un valor 

numérico para cada muestra (Shipley, Dorak 2006). Para llevar a cabo esta 

detección existen varios métodos pero casi todos basados en la utilización de un 

fragmento de DNA (sonda) complementario a una parte intermedia del DNA que 

queremos amplificar (Dorak 2006). 

Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula que 

inhibe esta fluorescencia ("quencher"), de tal forma que sólo cuando la sonda es 

desplazada de su sitio por acción de la DNA polimerasa la molécula fluorescente 

se libera de la acción del "quencher" y emite fluorescencia al ser iluminada con un 

láser. La cuantificación de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR 

será proporcional a la cantidad de DNA que se está amplificando (Wittwer et al 

1997). En general, para que sea válida esta técnica requiere realizar en paralelo 

una curva patrón en las mismas condiciones para conocer la cantidad total de 

DNA que se está amplificando (Livak 2001). La técnica más simple de detección 

de  productos de PCR en una PCR en tiempo real es utilizando el marcador SYBR 

Green, que se une específicamente a las cadenas dobles del DNA (Pfaffl 2001).     

 

Los métodos mas usados para analizar los datos de una RT-PCR, son 

conocidos como cuantificación relativa y cuantificación absoluta. La cuantificación 

absoluta determina el número de copias obtenidas, generalmente relacionando  la 

señal de PCR a una curva estándar. La cuantificación relativa relaciona la señal de 

PCR de la sonda transcrita  del grupo tratamiento a otra sin tratamiento o control 

(Livak 200; Pfaffl 2001). 

 

  2.7 Hibridación  in situ fluorescente. 



 

Es la detección  in situ de secuencias de ácidos nucleícos, ya sea de genes 

en cromosomas, o virus, o mRNA en tejido, provee una visualización directa  de la 

localización espacial de las secuencias específicas que es crucial para la 

elucidación  de la organización y función de los genes (Wilkinson DG 1998). Como 

consecuencia, los métodos de hibridación in situ  han cobrado importancia  en 

diferentes campos de investigación, incluyendo el diagnostico de re-arreglos 

cromosómicos, detección de infecciones virales y análisis de la  función de los 

genes durante el desarrollo embrionario (Wilkinson DG 1998; Darby 2000).  

 

Tiene la ventaja de la alineación específica  de las moléculas  

complementarias de los ácidos nucleícos, puede ser DNA o RNA, se une a través 

de puentes de hidrogeno formadas entre las bases  adjuntas a la base de azúcar 

fosfatado: Adenina se alinea con Timina (DNA), o Uracilo (RNA), y Citocina  se 

alinea con Guanidina. Este alineamiento básico sustenta la formación del complejo 

de doble cadena en la cual una cadena tiene la orientación opuesta de la otra 

cadena. Cualquier acido nucleíco puede ser detectado con el u de una sonda anti 

sentido secuencia complementaria reversa. Una importante ventaja práctica  es la 

velocidad con la cual las sondas pueden ser generadas por medio de la clonación 

de las secuencias de  DNA, amplificación por PCR o la síntesis de 

oligonucleótidos (Wilkinson DG 1998; Darby 2000).  

 

La hibridación in situ  implica: la generación de la sonda de ácidos nucleícos 

marcados para poder detectarlos; la preparación de los cromosomas extendidos  o 

la fijación de los tejidos; el pre tratamiento de los tejidos para incrementar la 

accesibilidad de las sondas; la hibridación   de la sonda a los cromosomas o a los 

tejidos; el lavado astringente para remover las sondas no hibridadas; y la 

detección de la sonda marcada, revelando la localización del ácido nucleíco en la 

célula (Wilkinson 1998; Darby 2000). 

 



Existen muchas alternativas  del tipo se sonda, los métodos de marcaje, y 

visualización, depende que se requiera encontrar: La sensibilidad depende  de la 

accesibilidad del blanco, la cantidad y tipo de marcaje incluido en la sonda y el 

método de detección;  La resolución de la señal puede variar desde sitios 

específicos  en una sola célula, algo más que el diámetro de célula, depende del 

marcaje de la sonda  y su método de detección. La especificidad es esencial, de la 

extensa similaridad entre la sonda y las secuencias;  y en la técnica depende de la 

astringencia de los lavados.  

Depende también de que se va analizar: tejido montado en laminillas, 

secciones flotantes, tejido entero o embriones; La detección de varios genes o 

productos génicos, la relación física entre muchos genes o regiones 

cromosómicas pueden ser visualizadas con el uso de diferentes marcajes 

fluorescentes para la detección de cada secuencia; Se puede combinar la 

hibridación in situ con inmunohistoquímica; La visualización de patrones de 

transcripción en un tejido o embrión puede proveer importante información. Es una 

técnica conveniente y segura porque  las sondas no radioactivas son más 

estables, seguras y proveen resultados más rápidos que las sondas radioactivas, 

etc. En general depende de cada investigador el método que elija, el que sea más 

conveniente para su investigación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III. HIPÓTESIS  

 

 

 

 

Los condrocitos de caballo expresan las mismas cantidades de Colágena 

tipo II, Agrecano y Sox-9 que el cartílago articular normal, cuando se cultivan en 

pellet, y no se modifica la expresión de colágena tipo I, por lo que no modifican su 

fenotipo, como en el caso de los condrocitos cultivados en monocapa, por lo tanto 

es un mejor método de cultivo para realizar implantes autólogos en caballos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. OBJETIVOS 



 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL  

 

La finalidad de este trabajo es realizar un análisis de los condrocitos en el cartílago 

articular normal de caballo y de los condrocitos en cultivo con el fin de conocer los 

niveles de expresión de los genes de Colágena tipo II, Agrecano, Sox-9 y 

Colágena tipo I. 

 

  

4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

a) Evaluar cualitativamente por medio de PCR convencional, los niveles 

expresados de: Colágena tipo II, Agrecano, Sox-9 y Colágena tipo I en los 

condrocitos del cartílago articular normal. 

 

b) Realizar cultivo primario a partir de cartílago articular sano: en monocapa y 

en pellet, para obtener los condrocitos que serán comparados con los 

condrocitos de cartílago articular normal. 

 

c) Evaluar cualitativamente por medio de PCR convencional, los niveles 

expresados de: Colágena tipo II, Agrecano, Sox-9 y Colágena tipo I, en los 

condrocitos del cultivo en monocapa y  del cultivo en pellet. 

 

d) Evaluar cuantitativamente la expresión de Colágena tipo II, Agrecano, Sox9, 

y Colágena tipo I, dada por los condrocitos durante el cultivo en monocapa 

y cultivo en pellet, en comparación con los del tejido normal, por medio de 

la técnica  de PCR en tiempo real,  y así  conocer  las diferencias. 

 



e) Identificar mediante Hibridación in situ fluorescente en el cartílago articular 

normal y en los cultivos en monocapa y en pellet, la expresión de  Colágena 

tipo II, Agrecano, Sox 9, y Colágena tipo I. 

 

 

 

 

 

 

 



V. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

 

Este proyecto fue realizado en el laboratorio de Ingeniería de Tejidos, en 

colaboración con el laboratorio de Biomedicina y el laboratorio de Genética, todos 

ubicados en la Torre de Investigación del Instituto Nacional de Rehabilitación. 

Calzada México-Xochimilco No. 289, colonia Arenal de Guadalupe, Tlalpan, 

México DF. 

Las muestras se colectaron en el rastro Río Frío, ubicado en el pueblo de  

Río Frío, Carretera México-Puebla s/n, Estado de México. 

 

5.1 Toma de muestras  
  

Se utilizaron muestras de cartílago provenientes de articulación metacarpo-

falángica ((MCF) o menudillo), de 32 caballos criollos destinados para consumo. 

La selección de los caballos no fue al azar, se consideró que los caballos no 

presentaran claudicaciones en los miembros anteriores, ni en los posteriores, y 

que no presentaran ningún otro proceso inflamatorio. Se determinó  la edad por 

cronometría dentaria, se utilizaron animales entre 9 meses y 8 años Los caballos 

fueron sacrificados con pistola de perno oculto según la norma oficial NOM-033-

ZOO-1995.  

 

Las muestras se identificaron con un prefijo común para todas ellas: EC y  

un número subíndice que correspondía al número del caballo 1, 2,3, etc.  

 

Las muestras fueron tomadas 15 minutos después que cada caballo fuese 

sacrificado. Se lavaron las dos extremidades anteriores (manos) con agua y jabón. 

La piel era separada por completo del miembro, se le separaba del casco  y se 

lavaba nuevamente con agua y yodo espuma concentrado.  

Se colocaron en una mesa, donde previamente se realizó una antisepsia, 

primero con agua corriente y jabón y posteriormente con iodo concentrado. Se 



embrocaba el área del menudillo. Se colocaba una gasa estéril en la parte distal 

del metacarpo y otra en la parte proximal de la primera falange,  a modo de 

campos y  para sujetar el espécimen.  

Al azar se tomó una de las manos y se realizó lo siguiente:  Con una hoja 

de bisturí No. 22 se incidió en forma transversal  a la articulación MCF, cortando 

de una sola intención  tejido subcutáneo, fascia superficial, tendón extensor digital, 

tendón extensor lateral, posteriormente se incidió la cápsula articular y las ramas 

laterales del tendón flexor superficial. Con una hoja de bisturí  No. 15 se 

diseccionó el cartílago de la superficie palmar de ambos cóndilos metacarpianos, 

en dirección de palmar a dorsal, aproximadamente el 90% del tejido se colocó 

dentro  de un tubo de 50 ml que contenía 10 ml de medio de cultivo DMEM, 

adicionado con antibiótico-antimicótico al 10% para realizar cultivo celular; el 10% 

restante se colocó dentro de un tubo de 1.5 ml  que contenía 1 ml de RNA later®   

para la extracción de RNA.  

Para la otra mano se realizó  lo siguiente: Con una hoja de bisturí No. 22 se 

incidió en forma transversal  a la articulación, cortando de una sola intención  

tejido subcutáneo, fascia superficial, tendón extensor digital, tendón extensor 

lateral, de igual forma se incidió la cápsula articular y las ramas laterales del 

tendón flexor superficial. Con un sacabocados y un martillo se realizó una biopsia 

de 8 mm de diámetro y se conservó en paraformaldehído 4% (PFA) pH 7.4. Para 

la hibridación in situ para la detección de Agrecano, Colágena tipo II, Sox-9, 

Colágena tipo I. 

 

Todas las muestras se conservaron a +4°C dentro de una hielera, durante el 

traslado al laboratorio. Se calculó aproximadamente 3 horas de viaje, desde el 

rastro hasta el INR. 

 

 

5.2 Protocolo para cultivo celular primario de condrocitos. 
     5.2.1 Protocolo para cultivo en monocapa. 

 



           5.2.1.1  Lavado: El  medio que contenía al tejido fue extraído y eliminado, el 

cartílago se colocó en una caja de petrí estéril, se le adicionaron 5 ml de  solución  

salina fosfato buferada (PBS) adicionado con antibiótico-antimicótico al 10 % 

(penicilina estreptomicina, anfotericina B), se lavó durante 5 minutos, dos veces.  

 

         5.2.1.2 Disgregación mecánico-enzimática: Se eliminó esta solución y se 

adicionó 3 ml de medio de cultivo y se fragmentó con una hoja de bisturí No. 22. 

Una vez fragmentado, se pasó a un tubo estéril de 50 ml, con 10 ml de medio de 

cultivo DMEM adicionado con antibiótico-antimicótico1% y colagenasa tipo II al 

0.3%. Se incubó en agitación continua  a 250 rpm 37°C  durante 5 horas. 

 

          5.2.1.3 Resuspensión celular: Posteriormente se centrifugó a 1700 rpm (500 

x g) durante 10 minutos, se formó un botón en el fondo del tubo, se extrajo el 

sobrenadante, se adicionó 10 ml de PBS antibiótico-antimicótico 1% y se rompió el 

botón mezclando en el Vortex® a la velocidad mínima,  se centrifugó a 1700 rpm 

durante 10 minutos se formó un botón nuevamente en el fondo del tubo, se extrajo 

el sobrenadante, se adicionó 5 ml de medio de cultivo y se resuspendieron las 

células. 

 

         5.2.1.4 Conteo y viabilidad celular: Se tomaron 5 µl de esta suspensión 

celular, se mezclaron con 5 µl de azul tripano. Se realizó el conteo en una cámara 

de Neubauer o hemocitómetro, observado bajo el microscopio. 

 Se calculó excluyendo las células que se encontraron teñidas de azul, de 

esa manera también se determinó la viabilidad celular. 

 

% Viabilidad = Total de células viables  x100 

           Total de células 

 Para determinar la curva decrecimiento se utilizo la siguiente ecuación 

(PDL):   log2 (NH/NI) donde NH es el número de células obtenidas y NI es el 

número de células cultivadas. 

 



          5.2.1.5 Cultivo: Las células y los explantes  fueron sembrados en 3 cajas de 

6 pozos a una densidad de 1.5 x 104 para realizar posteriormente la técnica de  

hibridación in situ fluorescente  y en 3 cajas T25 a una densidad > a 5.0 x 105  para 

obtener RNA. Aparte se tomo una muestra  igual de células para una primera 

extracción de RNA.  Se incubaron a 37°C  95% aire 5% CO2. Al tercer día se 

cambio el medio y se complementó con suero fetal bovino (SFB) al 1%, al 

quinceavo día, además se adicionó Acido Ascórbico a 50µg/ml  

Diariamente se revisaron los cultivos, el medio se cambiaba cada tercer día, 

para fin de semana se adicionaba un 20% más del volumen total del medio de 

cultivo complementado. Tres de los cultivos se utilizaron para  realizar técnica de  

hibridación in situ fluorescente  y los tres restantes para obtener RNA.   

Un cultivo sin adicionar ningún complemento sirvió como control. 

   

    5.2.2 Protocolo para cultivo en pellet. 

 

          5.2.2.1 Lavado: El lavado se realizó de la misma manera  que para el cultivo 

en monocapa, protocolo 5.2.1.1. 

 

         5.2.2.2 Disgregación mecánico-enzimática: Después del lavado, se 

fragmento igual que en el cultivo en monocapa. Una vez fragmentado, se pasó a 

un tubo estéril de 50 ml, con 10 ml de medio de cultivo adicionado con antibiótico-

antimicótico 1% y Colagenasa tipo II al 0.2%. Se incubó en agitación continua  a 

250 rpm 37°C  durante 5 horas. 

 

          5.2.2.3 Resuspensión celular: Posteriormente se centrifugó a 1700 rpm (500 

x g)  durante 10 minutos, se formó un botón en el fondo del tubo, se extrajo el 

sobrenadante, se adicionó 10 ml de PBS antibiótico-antimicótico 1% y se rompió el 

botón mezclando en el Vortex® a la velocidad mínima,  se centrifugó a 1700 rpm  

durante 10 minutos se formó un botón nuevamente en el fondo del tubo, se extrajo 

el sobrenadante, se adicionó 5 ml de medio de cultivo y se resuspendieron las 

células. 



 

         5.2.2.4 Conteo y viabilidad celular: Se utiliza el mismo protocolo 5.2.1.4 

 

          5.2.2.5 Cultivo: Las células y los explantes  fueron sembrados en 6 tubos 

estériles de 5 ml con tapón, a  una densidad mínima de 1.5 x 106  y máxima de 4.0 

x 106 dependiendo del conteo celular resultante, en un volumen de 1 ml, se 

centrifugó a 1700 rpm durante 10 minutos para que se formara de nuevo un botón 

en el fondo del tubo. Se incubaron a 37°C  95% aire 5% CO2. Aparte se tomo una 

muestra igual de células para una primera extracción de RNA 

Al día siguiente  se tomó una muestra  5 µl  de medio, se mezclaron con 5 

µl de azul tripano y se colocaron en un portaobjetos para observar al microscopio 

que estuviera libre de contaminaciones. Se cambio el medio diariamente durante 

los primeros 3 días y al tercer día el medio fue complementado  con suero fetal 

bovino al 1%, al quinceavo día, además se adicionó Acido Ascórbico a 50µg/ml, 

para fin de semana se adicionaba un 20% más del volumen total del medio de 

cultivo complementado.  

Tres de los pellets se utilizaron para  realizar técnica de  hibridación in situ 

fluorescente  y los tres restantes para obtener RNA.  

Un cultivo sin adicionar ningún complemento sirvió como control. 

 

 
 
 
 
5.3 Protocolo de preparación de células en cultivo primario  para hibridación 
in situ fluorescente. 
 

   5.3.1 Protocolo para fijación de cultivos. 

 

Los cultivos se fijaron en cuatro periodos: 0, 7, 15  y 30 días de cultivo. El 

protocolo es el mismo en los dos tipos de cultivo y en los diferentes periodos. 



   Se extrajo el medio de cultivo, se agregó PBS y se agitó gentilmente 

durante 1 minuto, y se dejo por 4 minutos más, se extrajo esta solución y se 

agregaron 2 ml de PFA 4% pH 7.4  y se dejó por 20 minutos a temperatura 

ambiente , posteriormente se retiró esta solución y a continuación se deshidrató. 

   

   5.3.2 Protocolo para deshidratación de cultivos. 

  

 Se eliminó el PFA 4%, se adicionaron 2 ml de alcohol 50% - DEPC 50% y 

se dejó por 10 minutos, se eliminó esta solución y se agregaron 2 ml de alcohol 

75%- DEPC 25%, se dejó por 10 minutos, se eliminó esta solución y se agregaron 

2 ml de alcohol 96% -DEPC 4 %, se dejó por 10 minutos, se eliminó esta solución 

y se agregaron 2 ml de alcohol 100%, se dejó por 10 minutos, se eliminó esta 

solución y se agregaron 2 ml de alcohol 100% y se almacenaron a -20°C. 

 

   5.4 Protocolo de preparación de cartílago para hibridación in situ 
fluorescente. 
 
   5.4.1 Protocolo para fijación y descalcificación de  cartílago. 

  

 La muestra se colocó directamente en PFA 4% pH 7.4, se dejó a 4°C 

durante 24 horas, se retiró esta solución y se le agregó PFA 4% – EDTA100 mM, 

se dejo en agitación continua a 4°C, esta solución se cambio 2 veces por semana, 

constantemente  con una hoja de bisturí se cortaba el hueso de la muestra  hasta 

que la muestra tenia muy poco  hueso y/o dejara de crepitar, la duración de este 

procedimiento, depende de la cantidad de hueso obtenido. Cuanto la muestra se 

encontró lista,  se procedió a realizar la deshidratación del tejido. 

  

   5.4.2 Protocolo para deshidratación de cartílago. 

 

Se eliminó el PFA 4% – EDTA100 mM, se lavó con PBS 1X, se adicionaron  

15 ml de PFA 4% se dejo 60 minutos a temperatura ambiente, se retiró esta 



solución y se agregó 15 ml de alcohol 50% - DEPC 50% y se dejó por 30 minutos, 

se eliminó esta solución y se agregaron 15 ml de alcohol 75%- DEPC 25%, se 

dejó por 30 minutos, se eliminó esta solución y se agregaron 15 ml de alcohol 96% 

-DEPC 4 %, se dejó por 15 minutos, se eliminó esta solución y se agregaron 15 ml 

de alcohol 100%, se dejó por 15 minutos, se eliminó esta solución y se agregaron 

15 ml de alcohol 100% y se almacenaron a -20°C. 

 

   5.4.3 Protocolo para inclusión de cartílago. 

 

En la campana de flujo, la muestra de cartílago, que se encontraba a –20°C 

se dejó  a temperatura ambiente durante 10 minutos, se extrajo el alcohol 

absoluto, y la muestra se colocó en un frasco de vidrio,  se agregaron 10 ml de 

xilol y se dejó durante 30 minutos a temperatura ambiente, se extrajeron 5 ml  de 

xilol, la muestra se introdujo al horno a 67°C por 5 minutos, posteriormente se le 

agregó 5 ml de parafina previamente liquida, se dejó toda la noche  a 67°C; se 

extrajo la mezcla de xilol-parafina y se le agregó 10 ml de parafina líquida a 67°C 

por 30 minutos, se extrajo la parafina y se le agregó 5 ml de parafina líquida a 

67°C por 30 minutos  más y se incluyó, utilizando 1 placa de metal para inclusión  

y una canastilla de inclusión de plástico, se dejó polimerizar a  temperatura 

ambiente durante 10 minutos, a 4°C durante 5 minutos  y por último a -20°C 5 

minutos, y se retiró la placa de metal. El bloque se almacenó a 4 °C. 

 

5.5 Protocolo de tinciones histológicas. 

 

   5.5.1 Protocolo de tratamiento de laminillas con TESPA 

  

 5.5.1.1 Soluciones: TESPA 4%: Acetona 288 ml, TESPA 12 ml; Alcohol 

Acido: Etanol Absoluto315 ml, H2O 135 ml, HCl 50 ml 

 

 5.5.1.2 Preparación: Se coloca un tren, las laminillas se sumergieron en 

alcohol acido durante 4 minutos a TA, se pasaron al recipiente con agua durante 2 



minutos a TA, Se colocan dentro del recipiente con etanol 96°, se dejan secando a 

82°C durante 60 minutos, se dejan a TA durante 10 minutos, Se sumergen en el 

TESPA 4% durante 2 minutos a TA, se lavan en acetona durante 2 minutos y se 

dejan secando toda la noche a 42°C  

 

    5.5.2 Protocolo de cortes histológicos de pellet y  de cartílago.  

  

 Previamente se identifican las laminillas tratadas con TESPA. La muestra 

se coloca a -20°C durante 5 minutos. En un micrótomo se realizaron cortes 

seriados. Los cortes se colocan en las laminillas y se colocaron a 60°C sobre una 

plancha durante una hora, posteriormente se dejaron a 37°C toda la noche, al día 

siguiente se colocan dentro de una cámara de vacio a TA 24 horas, al terminar 

están listas para ser procesadas, para hibridación in situ  e histología. 

 

 Previamente se identifican las laminillas tratadas con TESPA. La muestra 

se colocó a -20°C durante 5 minutos. En un micrótomo se realizaron cortes 

seriados. 

Se colocan en las laminillas y se dejan a 60°C sobre una plancha durante una 

hora, posteriormente se dejaron a 37°C toda la noche, al día siguiente se colocan 

dentro de una cámara de vacio a TA 24 horas, al terminar están listas para ser 

procesadas, para hibridación in situ  e histología. 

   5.5.3 Tinción con hematoxilina y eosina (H&E) 

 

         5.5.3.1 Desparafinación:  

Las laminillas fueron colocadas sobre la plancha  a 60°C por 12 horas para 

desparafinarlas. 

 

5.5.3.2 Rehidratación:  

 

1. Se coloca un tren: Se sumergieron en xilol 30 veces, se dejó 3 minutos. Dos 

veces.  



2. Se sumergieron en xilol 50% - Etanol 50% 30 veces, se dejó 3 minutos. 

3. Se sumergieron en Etanol100% 30 veces, se dejó 3 minutos. Dos veces. 

4. Se sumergieron en Etanol 96% 30 veces, se dejó 3 minutos. Dos veces. 

5. Se sumergieron en Agua 30 veces y se enjuagó tres veces.  

 

5.5.3.3 Tinción: 

 

1. Se sumergieron en Hematoxilina de Harris IX 15 veces y se dejó1.5 minutos  

2. Se sumergieron en Agua 30 veces y se enjuagó tres veces o hasta que el 

agua sea transparente.  

3. Se sumergieron en Agua amoniacal 1 vez. 

4. Inmediatamente se sumergieron 30 veces en agua y se enjuagó tres veces. 

5. Se sumergieron en Carbonato de Litio saturado 2 veces. 

6. Inmediatamente se sumergieron 30 veces en agua y se enjuagó tres veces. 

7. Se quitó el exceso de hematoxilina con una gasa seca. 

8. Se sumergieron en Etanol 96% 20 veces 

9. Se sumergieron en Eosina  20 veces y se dejó durante 30 segundos. 

5.5.3.4 Deshidratación: 

 

1. Se sumergieron en Etanol 96% 30 veces. Dos veces. 

2. Se sumergieron en Etanol 100% 30 veces. Dos veces. 

3. Se sumergieron en xilol 50% Etanol 50% 30 veces. 

4. Se sumergieron en xilol 40 veces. 

5. Se sumergieron en xilol 50 veces. 

6. Se quitó el exceso de xilol con gasa seca. 

Se colocaron 4 gotas de resina en una orilla de la laminilla y se le colocó el cubre 

objetos cuidadosamente. 

 

   5.5.4 Tinción con safranina.  

 Se evaluara siguiendo el Bern Score (Yang 2006) donde el puntaje va de 0 

a 3  en cada uno para tener un total de 9 puntos. 



 

A. Uniformidad y oscuridad de la safranina (objetivo 10X) 

1. No tinción                                                                     0 puntos 

2. Tinción débil por la formación de una matriz pobre    1 punto 

3. Tinción moderada                                                         2 puntos 

4. Tinción oscura                                                              3 puntos 

B. Distancia entre células, cantidad y organización de la matriz (objetivo 

20X) 

1. Gran densidad celular, sin matriz (no hay espacio 

entre las células), 

0 puntos 

2. Gran densidad celular, con poca matriz (espacio 

menor al tamaño de una célula),    

   1 punto. 

3. Densidad celular moderada con matriz (espacio del 

tamaño de una célula),  

2 puntos 

4. Baja densidad celular con extensa matriz (espacio 

mayor al tamaño de una célula),  

3 puntos 

C. Morfología de las células, basado en el consenso de que la morfología 

redonda es  indicativa de fenotipo de condrocitos (objetivo 40X) 

1. Condensadas , necróticas, cuerpos picnoticos    0 puntos 

2. Células con extensiones o  fibras  1 punto 

3.  Mezcla entre células con extensiones y fibrosas con 

células de morfología redonda. 

2 puntos 

4. La mayoría redonda o condrogenica.  3 puntos      

 

 

Desparafinación y rehidratación igual que protocolo 5.5.3. 

 

  5.5.4.1 Tinción 

1. Se sumergieron en Hematoxilina de Weigert (preparado  15 días 

previamente), se dejó durante 4 minutos. 



2. Se sumergieron en Agua 30 veces y se enjuagó tres veces, se dejó 10 

minutos. 

3. Se sumergieron en Verde rápido(preparado  30 días antes) 30 veces, se 

dejo 7 minutos 

4. Se sumergieron en ácido acético  2 veces, se dejó durante 15 segundos. 

5. Se sumergieron en Safranina O (preparado  30 días antes) 30 veces y se 

dejó durante 15 minutos.  

 

5.5.4.2 Deshidratación: 

1. Se sumergieron en Etanol 96% 2 veces 

2. Se sumergieron en Etanol 100% 2 veces. 

3. Se sumergieron en xilol 30 veces. 

4. Se sumergieron en xilol 30 veces. 

5. Se quitó el exceso de xilol con gasa seca 

 

 

 

 

 

5.6 Protocolo de  extracción y análisis  de RNA. 
  
   5.6.1 Protocolo de  extracción de RNA de cartílago y condrocitos en cultivo. 

 
Las puntas del Polytron® y todo el material de plástico que se utiliza para la 

extracción de RNA se trata previamente con DEPC y es esterilizado con oxido de 

etileno. El  Polytron®, las micro pipetas,  la mesa y el recipiente con hielo se 

limpian con agua - DEPC. 

 
Las muestras que se colocaron  en un tubo con  RNA later®, se 

almacenaron  a 4°C. Se obtuvo el peso de cada muestra. 

 



           5.6.1.1 Homogenización de tejido: Se extrajo el RNA later® y la muestra se 

colocó en otro tubo de 5 ml y se adicionó  1 ml de Trizol®, se incubó en hielo 

durante 5 minutos.   

Se utilizó un  homogenizador de tejidos Polytron® para homogenizar el 

tejido (velocidad 11-15),   una vez homogenizado, la mezcla resultante se separó y 

colocó en un tubo de 1.5 ml  

 

Homogenización de células: El protocolo es el mismo en el caso de cultivo 

en monocapa y en pellet.  Se extrajo el  medio de cultivo, se adicionó  1 ml de 

Trizol® por cada 3.5 mm de diámetro en el caso del monocultivo, o por cada tubo 

que contenía  un pellet, se pipeteó varias veces hasta dejar el fondo del recipiente 

limpio, se pasa a un tubo de 1.5 ml, se incubó en hielo durante 5 minutos.   

Se tomó una muestra de 10 µl y se contaron las células rápidamente con 

una cámara de Neubauer. 

 

          5.6.1.2 Separación: Se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente, se 

agregaron 200 µl de cloroformo, se agitó vigorosamente por 15 segundos, se 

incubó por tres minutos a temperatura ambiente, se centrífugo a 12000 rpm por 15 

minutos  a 4°C. 

Se formaron tres fases: 

1. Fase acuosa que contiene al RNA 

2. Interface o fase orgánica que  contiene proteínas y DNA 

3. Fase roja que contiene fenol y cloroformo. 

 

           5.6.1.3  Precipitación del RNA: Con una micro pipeta de 100 µl se separó la 

fase acuosa cuidadosamente  y se colocó en otro tubo de 1.5 ml, se agregaron 

500 µl de alcohol isopropílico, se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente, 

se centrífugo a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C. 

Se formo un botón en el fondo del tubo.  

 



           5.6.1.4 Lavado del RNA: Se decantó el alcohol isopropílico, con cuidado 

para no arrastrar el botón, para lavar se agregó 1 ml de  etanol 75%-DEPC 25 %, 

se mezcló en el Vortex® a la máxima velocidad por 2 segundos, se centrífugo a 

7500 rpm por 5 minutos a 4°C. 

Se formo un botón en el fondo del tubo.  

 

           5.6.1.5 Re – dilución del RNA: Se decantó el etanol con sumo cuidado, se 

dejo secar el botón obtenido  por 10 minutos  a temperatura ambiente colocando el 

tubo boca abajo y sobre una gasa estéril, finalmente dependiendo del tamaño del 

botón, el RNA se disolvió en 10 µl -20 µl de agua DEPC 1%.  

 

   5.6.2 Análisis de  RNA.  

 

 

          5.6.2.1 Cuantificación del RNA:  Se tomó 1 µl de RNA y se disolvió en 99 µl 

de agua DEPC, se mezcló bien con una micropipeta, se utilizó un 

espectrofotómetro (Gene Quant Pro Amersham Biosciences) 

         5.6.2.2 Protocolo  Gel desnaturalizante de RNA.  

 

 5.6.2.2.1 Preparación de la cámara de electroforesis: Se lavó con agua 

corriente, se limpió con agua des-ionizada, se secó  y se le agregó agua DEPC 

dejando sumergidos dentro el peine y la base del gel,   por 30 minutos. Se secó 

con gasas estériles.  

 El Material de vidrio también se limpio con agua DEPC. 

  

          5.6.2.2 Preparación de Gel 1%: Se pesaron 0.3 g de agarosa, se disolvieron 

en 26 ml de agua filtrada en milli Q, se hirvió dentro de un microondas 30-60 

segundos (dependiendo de la potencia), se dejo enfriar  a 60°C  

aproximadamente, se le agregaron 3 ml de Buffer MOP’S 10X, 1.5 ml de 

Formamida, 3 ml de Formaldehido, se agitó gentilmente, se vació en la cámara, se 

le colocó el peine, se dejó polimerizar, tardó aproximadamente 20 minutos. 



 

           5.6.2.3 Preparación de Buffer de carga para RNA: En un tubo de 0.6 ml se 

colocó por cada muestra que se analizó lo siguiente: 5 µl de Formamida, 2 µl 

formaldehido, 1 µl MOP’S, 1 µl Buffer de carga, 0.3 µl Bromuro de Etídio 200 µg/ml  

 

           5.6.2.4 Reacción de desnaturalización:  En un tubo de 0.2 ml se colocó 8 µl 

de  buffer de carga y  2 µl de RNA (la concentración depende de cada muestra) se 

incubó a temperatura ambiente por 15 minutos. Se instaló la cámara de 

electroforesis, y se sumergió el gel en buffer MOP’S 1X, se cargó la muestra, se 

corrió a 70- 80 V  por 30 minutos. 

 

         5.6.2.5 Visualización: Se visualizó el RNA colocando el gel dentro de un 

transiluminador UV Alpha Innotech Corporation , con un sistema completo que 

consiste en una cámara digital, conectada a una computadora  con un software  

para  visualizar   electroforesis,  se tomó una fotografía digital. 

5.7 Protocolo síntesis de DNA a partir de RNA por medio de la enzima 
Reversa Transcriptasa 
 

Se utilizó un kit de Reversa Transcriptasa,  el protocolo es el mismo para 

todas las muestras, ya sea que provengan  de tejido o de cultivo.   

 

    5.7.1 Reacción: En un tubo de 1.5 ml estéril, se preparó una mezcla general, y 

cada muestra a sintetizar se coloca en el tubo de 0.2 ml: 

 

  Reactivo Volumen Concentración  

Buffer 10X 2.0 µl 1 X 

MgCl2 4.0 µl 5mM 

Mezcla Deoxynucleotidos  2.0 µl 1mM 

Random Primer  2.0 µl 3.2 µg 

Inhibidor de RNA’asas 1 µl 50 unidades 



Reversa Transcriptasa AMV 0.8 µl > 20 unidades 

Agua estéril  Variable Variable* 

Muestra de RNA Variable 1 µg 

TOTAL  20.0 µl  

 

*La cantidad de agua depende directamente del volumen de cada muestra 

de RNA, para completar el volumen de la reacción. 

 

   5.7.2 Parámetros: En el termo-ciclador se programaron las siguientes 

condiciones: 

1 T = 25° C   10 min.  

2 T = 42° C   60 min. 

3 T = 99° C     5 min. 

4 Detener  

5 T =  4° C   incuba. 

Posteriormente se almacenó a -20°C. 

 

5.8 Reacción en cadena de la Polimerasa 
 
     5.8.1 Diseño de primers: se diseño el primer para Agrecano, a partir de  

secuencias del banco de genes, usando el software  Primer 3 accesible en 

internet, se introducen las condiciones necesarias y se obtuvieron   2 pares de 

óligos. Las secuencias obtenidas se analizaron con software BLASTN para estar 

seguros de la especificidad de la secuencia.    

 

Agrecano: Equus caballus Aggrecan core protein  mRNA parcial cds.  

Identificación AF040637 de la base de datos en European Bioinformatics Institute.  

Sentido: 5’agt cac acc tga gca gca tc 3’ 

Antisentido:   3’aga agt tgt cgg gct ggt t 5’ 

Producto esperado 174 pb. 

 



Se obtuvieron 2 pares de óligos para Agrecano, ambos se procesaron en el 

laboratorio Invitrogen®, (Cuadro 1) 

A) fragmento esperado de 174 pares de bases;  

B) fragmento esperado de 175 pares de bases. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 1. Primers diseñados para agrecano de caballo. 

 
 

A) 
 
 
OLIGO                   start    len      tm      gc%       any        3'        sequence  
 
LEFT PRIMER       61      20    59.00    55.00     4.00      3.00 5’agtcacacctgagcagcatc3’ 

 
RIGHT PRIMER   234      19     59.71   52.63      3.00      0.00 3’agaagttgtcgggctggtt5’ 
 
SEQUENCE SIZE: 257 
 
INCLUDED REGION SIZE: 257 
 
PRODUCT SIZE: 174, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 2.00 
 
    1 accgctactttcccgaccgcgagacctgggtggacgccgagagcaggtgtcgggagcagc                         
 
   61 agtcacacctgagcagcatcgtcactcccgaggagcaggagtttgtcaacaacaatgccc              
        >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>                                         
  121 aagactaccagtggatcggcctgaatgacaggaccatcgaaggggacttccgctggtcag                        
 
  181 atggacactccttgcaatttgagaactggcgccccaaccagcccgacaacttcttcacgg 
                                                                <<<<<<<<<<<<<<<<<<<       
  241 ccggcgaggactgcgtg 



 
B) 
 
 OLIGO                   start    len      tm      gc%       any        3'        sequence   
 
LEFT PRIMER       61      20    59.00    55.00     4.00      3.00 agtcacacctgagcagcatc 
 
RIGHT PRIMER   235      19     59.71   52.63      3.00      0.00 aagaagttgtcgggctggt 
 
PRODUCT SIZE: 175, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 3.00 

 

Se realizó una dilución de la concentración a 10µM, se realizó una reacción de 

PCR con dos muestras diferentes de RNA de cartílago normal  y se analizaron por 

electroforesis (Figura 10), en los siguientes experimentos solo se utilizó el óligo de 

174 pares de bases, porque las bandas se alinearon en ambas muestras y no se 

observaron dímeros precipitados como en el caso del óligo de 175 pares de 

bases. 

    5.8.2 Control Positivo: El primer de GAPDH fue diseñado por  la Dra. Rocío 

Aguilar Gaytán, en el laboratorio de ingeniería de tejidos, INR. 

GAPDH: Equus caballus GAPDH mRNA (Gliceraldehido 3’ fosfato 

deshidrogenasa). 

 

Identificación de la base de datos PUB MED Nucleotides.  

Producto esperado 190 pb 

Sentido: 5’gcc atc acc acc ttc cag3’ 

Anti sentido: 3’gtt gac gcc cat cac aaa5’   

 

    5.8.3 Primers: Los primers  para Colágena tipo I,  Colágena tipo II, Sox-9 fueron 

proporcionados por el laboratorio de ingeniería de tejidos, INR 

I. Colágena I: Equus caballus Colágena I mRNA. 

 

Identificación: AB070839 de la base de datos PUB MED Nucleotides.  

Diseñado por Dr. David Garciadiego Cazares/ M en C. Cristina Velasquillo. 

Producto esperado 430 pb. 

Sentido: 5’ gaaaacatcccagccaagaa3’ 



Anti sentido: 3’caccaccgatgtccaaaag5’ 

 

II. Colágena II: Equus caballus Col II mRNA.  

 

Identificación: U62528 de la base de datos PUB MED Nucleotides.  

Diseñado por Dr. David Garciadiego Cazares/ M en C. Cristina Velasquillo. 

 

Producto esperado 464 pb. 

 

 

 

 

III. Sox9: Equus caballus Sox9 mRNA  

 

Identificación: AF265207 de la base de datos PUB MED Nucleotides.  

Diseñado por Dr. David Garciadiego Cazares/ M en C. Cristina Velasquillo. 

Producto esperado 170 pb. 

Sentido: 5’cgtgcagcacaagaagga 3’ 

Anti sentido: 3’tcatgccagaggaggagtg5’ 

 

    5.8.4 Reacción: se realizó PCR para el gen GAPDH, como control de la 

variación de calidad y cantidad de  mRNA de las muestras, para descartar 

contaminación con DNA o daño del RNA, es un control positivo del cDNA. 

Posteriormente se realizaron las reacciones correspondientes a los primers en 

cuestión. 

 

 En un tubo de 1.5 ml estéril, se preparó una mezcla general, y cada muestra a 

sintetizar se coloca en el tubo de 0.2 ml: 

 

 



Reactivo Volumen Concentración  

Agua estéril 16.875 µl  

Buffer 10X 2.5 µl 1 X 

MgCl2 2.0 µl  

Mezcla dNtP’s 0.5 µl  

Primer Sense  1.0 µl  

Primer  Antisense 1.0 µl  

Muestra de cDNA 1.0 µl  

Polimerasa   0.125 µl  

TOTAL  25.0 µl  

  

 5.8.5 Parámetros: La Tm es de 62°C para todos los cebadores  por lo que 

facilitó los experimentos. En el termo-ciclador se programaron las siguientes 

condiciones: 

 

1 T =  95° C   5 minutos  

2 T = 95 ° C  45segundos 

3 T =  62° C   1 minuto 

4 T =  72° C   1 minuto 

5 Repetir  29 veces del ciclo 2 al 4  

6 T =  72° C   10 minutos  

7 T =    4° C   Incubar  

Detener 

 
5.9 Reacción en cadena de la Polimerasa en tiempo real. 
 
 

   5.9.1 Reacción: Se utilizaron los mismos cebadores que en la reacción 

convencional. En tubos de 0.2 ml estériles de tapa plana, se prepararon cada 

muestra a sintetizar.  
 



 

Reactivo Volumen Concentración   

SYBR Green mix 12.5µl 1 X 

Primer sense 1 µl 200nM 

Primer antisense 1 µl 200nM 

Rox dye Reference 1 µl  

cDNA  5 µl 1 µg 

Agua- DEPC 4.5 µl  

TOTAL  25.0 µl  

  

 5.9.2 Parámetros: La Tm es de 62°C para todos los cebadores  por lo que 

facilitó los experimentos. En el termo-ciclador se programaron las siguientes 

condiciones: 

 

1. T =  95° C   5 min  

2. T = 95 ° C  45 seg. 

3. T =  62° C   1min 

4. T =  72° C   1 min  

5. Repetir  50 veces del ciclo 2 al 4  

7. Detener. 

 

5.10 Hibridación in situ fluorescente. 
 

Protocolo  modificado de Kit FISH TagTM RNA Multicolor Kit with alexa Fluor  

dye, se utilizaron los siguientes: alexa® fluor 594 dye para color rojo, alexa® fluor 

555 dye para color naranja, alexa® fluor 488 dye para color verde, y fluorescein12 

UTP de Fermentas® para color amarillo. 

 

    5.10.1 Soluciones. 

Buffer de unión: Agregar 4 ml de Isopropanol al 100 % y mezclar. Estable 6 meses 

a temperatura ambiente (TA).  



 

Buffer para lavar: Agregar 12.8 ml de Etanol al 100 %, mezclar. Estable 6 meses  

a TA. 

 

Solución Bicarbonato de Sodio: Agregar al bicarbonato 1ml de agua libre de 

nucleasas, mezclar en Vortex® hasta que se vea transparente. Estable 6 meses a 

– 20˚C. 

 

PBT: PBS 1X estéril, 0.1% Tween 20.Estable a TA 

Proteinasa K: 100 mg se disolvieron en 10 ml de Tris HCl 50mM  CaCl2 10mM, 

para tener  una concentración final de 10 mg/ml y se almacenó en pequeñas 

alícuotas  a –20°C.  

De esta solución se toman 5µL y se disuelven en 5ml de PBT para  tener una 

concentración de 10µg. La concentración final que se necesita para tratar  al tejido 

es  de 5-50 µg / ml. Debe ser determinado  en separado, y paralelo a 5 

incubaciones minuciosas en diversas concentraciones. La cantidad óptima es 

determinada por la óptima señal. Poca proteinasa K puede resultar  en poca señal, 

mientras que mucha proteinasa K  puede resultar en  perdida de la integridad  del 

tejido. 

Glicina 2 mg/ml PBT  

Anhidro Acético 0.25% Trietanolamina 0.1M 

Buffer de hibridación: 50% Formamida, 5X SSC, t- RNA 100 µg/ml,Heparina 50 µg 

/ml, 0.1% tween 20, Agua estéril. Estable a -20°C. 

 

    5.10.2 Protocolo para marcado de la sonda. 

 

          5.10.2.1 Transcripción In Vitro: En hielo preparar la siguiente reacción, antes 

de aplicar las enzimas, se pueden mezclar en el Vortex® los otros elementos:   

 

Reactivo Volumen Concentración  



Agua libre de nucleasas,    8.0 µl  

Buffer  de transcripción 5X    4.0 µl 1 X 

DTT 2.0 µl 0.01 M 

Mezcla nucleótidos 2.0 µl 10µM 

DNA linearizado 2.0 µl 1 µg 

Inhibidor RNA’sas OUT 1.0 µl 40U/ µl 

Polimerasa     1.0 µl  15U/ µl 

TOTAL  20.0 µl  

   

Después de agregar las enzimas, se mezcló con la pipeta tres veces 

suavemente, se incubó a 37 ˚C por 4 horas, se agregó 1 µl de Dnase I  para 

detener la reacción, se mezcló pipeteando tres veces suavemente, se incubó a 37 

˚C por 15 minutos, se agregaron 79 µl de agua libre de nucleasas  y se  mezcló 

con Vortex®  a la máxima velocidad por 10 segundos, es importante para inactivar 

la DNasa I.  

 

           5.10.2.2 Purificación del RNA Amino Modificado: Se agregaron 400 µl de 

buffer de unión  a la reacción de  la síntesis y se mezcló bien. Se agregaron los 

500 µl a una columna para centrifugar dentro del tubo de colección, se centrifugó a 

> 10,000 x g por 3 minuto,  El RNA se quedó en la columna, se desechó el líquido 

del tubo, se lavo la columna con 650 µl de buffer de lavado, Se centrifugó  a > 

10,000 x g por 3 minutos, se desecho el líquido del tubo, se centrifugó  a > 10,000 

x g por 1 minuto para desechar el resto del buffer de lavado. Se colocó la columna 

en un tubo de colección de 1.7 ml, se  aplicaron 55 µl de buffer de elución en el 

centro de la columna, se dejo el tubo a TA por 2 minutos, se centrifugó  la columna 

>10,000 x g por 3 minutos.  

El tubo colector contiene el RNA amino modificado purificado, se desecho la 

columna. 

 

           5.10.2.3 Precipitación del RNA Amino Modificado con Etanol  

 



Agregar al RNA: 

 

10 µl de 3M acetato sódico (pH 5.2)  

1 µl de glicógeno  

39 µl de agua libre de nucleasas  

 

Se agregaron 300 µl de etanol al 100%, se incubó  la muestra a –20°C por 

30 minutos, se centrifugo la muestra a > 10,000 x g por 10 minutos, se removió el 

supernadante,  cuidando de no perder el pellet. 

Cuidadosamente se  aclaró el pellet con 400 µl de etanol al 70 %, se  removió el 

supernadante  y se  repitió  este paso.  Es importante para eliminar  aminos libres 

que pueden afectar la eficiencia  de  la acoplación del color. 

 

Con una pipeta  se removió lo más posible  de los residuos de etanol  al 

70%, sin  tocar el pellet  y después se dejó secar  la muestra al aire por 5 o 10 

minutos. Se agregaron  5  µl de agua libre de nucleasas al pellet, se Incubó la 

muestra  a 37°C por 5 minutos, la muestra se mezcló con  Vortex® para 

resuspender completamente y se colocó en hielo. Se realizo una electroforesis 

para comprobar, y se determinó la concentración de la muestra en un 

espectrofotómetro y se ajustó la concentración con agua  a una concentración final 

de 0.2 µg/µl. La muestra puede ser guardada  por más de 2 semanas. 

 

La reacción de trascripción in vitro  a menudo genera  1-4 µg de RNA dependiendo 

del templado de DNA, la conjugación con el color  es optimizada  por  1 µg de 

RNA aminomodificado. Usando más RNA por reacción puede resultar en disminuir 

la eficiencia. 

 

          5.10.2.4 Marcado del RNA Aminomodificado con  Fluorescencia: Se 

desnaturalizó 1 µg (5 µl) de RNA incubándolo a 65°C por 5 minutos, se colocó  la 

muestra en hielo por 3 minutos, se centrifugó la muestra  a >10,000 x g por 3 

minutos, se agregaron 3 µl de solución de bicarbonato de sodio a la muestra, se 



resuspendió en 2 µl de DMSO, mezclar con Vortex®  10 segundos a la máxima 

velocidad, para resuspender completamente el color. Se transfirieron los 2 µl del 

reactivo a la muestra de RNA  a TA. Se mezcló con Vortex®  a la máxima 

velocidad por 15 segundos. Es importante mezclar suficientemente  esta reacción. 

Se centrifugó la mezcla brevemente  para colectar la reacción al fondo del tubo, se 

incubó en la oscuridad  a TA por 4 horas, se agregaron 90 µl de agua a la 

muestra.  

 

          5.10.2.5 Purificación del RNA Amino Modificado Marcado con  

Fluorescencia: Se agregaron 400 µl de buffer de unión a la reacción y se mezcló 

bien, se colocaron los 500 µl a una columna de centrifugado, se centrifugó a 

>10,000 x g por 3 minutos,  el RNA se quedó en la columna, se desechó el líquido 

del tubo, se lavó la columna con 650 µl de buffer de lavado, se centrifugó  a > 

10,000 x g por 3 minutos, se desechó el líquido del tubo, se centrifugó  a > 10,000 

x g por 1 minuto para desechar el resto del buffer de lavado, se colocó la columna 

en un tubo de colección de 1.7 ml, se aplicaron 55 µl de buffer de elución en el 

centro de la columna, se dejo el tubo a TA por 2 minutos, se centrifugó  la columna 

>10,000 x g por 3 minutos, el tubo colector contiene el RNA amino modificado 

marcado y purificado, se desecha la columna. 

 

           5.10.2.6 Precipitación con Etanol del RNA Amino Modificado Marcado  con  

Fluorescencia:  

 

Se agregó al RNA: 

 

10 µl de 3M acetato sódico (pH 5.2) 

1 µl de glicógeno  

39 µl de agua libre de nucleasas  

 

Se agregaron  300 µl de etanol al 100%, se almacenó la muestra a –20°C 

por 30 minutos, se centrifugó la muestra a > 10,000 x g por 10 minutos, se removió 



el supernadante y tener cuidado de no perder el pellet, cuidadosamente se aclaró 

el pellet con 400 µl de etanol al 70 %, se removió el supernadante  y se repitió el 

lavado. 

 Con una pipeta se removí lo más posible  de los residuos de etanol  al 

70%,  sin  tocar el pellet  y después se dejó secar  al aire por 5 o 10 minutos. 

Se agregaron 10  µl de agua libre de nucleasas al pellet, se incubó la muestra  a 

37°C por 5 minutos, se mezcló con  Vortex®, para resuspender completamente y 

se colocó en hielo. Se determinó la concentración de la muestra.  

El RNA marcado ya esta listo para el buffer  de hibridación. 

Alternativamente se puede almacenar  el RNA a < - 70°C mientras se esta listo 

para usarse. Es estable  más de 2 semanas cuando es protegido de la luz  y 

almacenado a < - 70°C. 

 

   5.10.3 Protocolo de Hibridación para cartílago. 

 

          5.10.3.1 Pre-Hibridación. 

 Desparafinación y Rehidratación: los tejidos fueron preparados de acuerdo 

al protocolo 5.4. Se coloca un tren: Se incubó el espécimen en xilol por 5 minutos 

oscilando gentilmente, 2 veces,  se pasó a metanol al 100%, por 2 minutos 2 

veces, se pasó a metanol al 75%DEPC 25%, por 2 minutos, se pasó a metanol al 

50%DEPC 50%, por 2 minutos, se pasó a metanol al 25%DEPC 75%, por 2 

minutos, Se pasó a PBT 100%,  por 5 minutos. 

 

 Permeabilización: Dentro de una cámara húmeda se incubó en PFA 4 % 

(4°C) a TA por 15 minutos, se lavó en PBT 3 veces en continua oscilación por 1 

minuto cada uno, se incubó en proteinasa K (37°C) a TA por 15 minutos,   se 

enjuagó en Glicina-PBT 5 minutos, se lavó en PBT por 2 minutos 3 veces, se 

incubó en PFA 4 % (4°C) a TA por 20 minutos, Anhidro acético 0.25% TEA 0.1M 

10 minutos, se lavó en PBT 2 veces por 1 minuto cada uno. 

 



 En la cámara húmeda se colocan las laminillas, se le agrega el buffer de 

hibridación precalentado a 80°C,   por 15 minutos, a 60°C.  

 

          5.10.3.2 Hibridación 

 

Se preparó el buffer de hibridación con la sonda a una concentración final  

de 1 µg/100µL, se desnaturalizó la sonda por medio de incubación a 95°C  por 2 

minutos y luego se colocó en hielo.   

Se removió el buffer de hibridación  de la  laminilla y se remplaza con  

sonda. Se incubó  a 60 °C  en la cámara húmeda 18-20 horas. 

 

          5.10.3.3 Post- Hibridación 

Se removió la mezcla del  buffer preparado  y se remplazó con buffer de 

hibridación, se incubó el espécimen  en buffer de hibridación  a 55°C por 30 

minutos a 55°C en oscilación continua.  

Se incubó  en 50% PBT 50% buffer de hibridación  a TA por 10 minutos.  

Se enjuagó el espécimen  en PBT, se lavó el espécimen tres veces  en 

PBT, 5 minutos cada uno, se pipeteó  lo más posible de la mezcla PBT, sin dañar 

el tejido. 

Se agregaron 2 gotas (80-100 µl) del reactivo anti decolorante  Slow Fade 

Gold ®  y se cubrió con un cubreobjetos de 22 x 22 mm, se procedió a observar la 

imagen, en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM Meta 100, que se encuentra 

en el departamento de biomedicina molecular piso cero de la torre de investigación 

del INR. 

 

5.10.4 Protocolo de Hibridación para cultivo en forma de pellet. 

 

          5.10.4.1 Pre-Hibridación. 

 

 Rehidratación: los pellets fueron preparados de la siguiente forma en el tubo 

don de se conservaron, se  incubó en metanol al 100%, por 5 minutos oscilando 



gentilmente, se  incubó en metanol al 75%DEPC 25%,  por 5 minutos oscilando se 

pasó a metanol al 50%DEPC 50%, por 5 minutos, se pasó a metanol al 25%DEPC 

75%, por 5 minutos, Se pasó a PBT 100%,  por 5 minutos, 2 veces. 

 

 Permeabilización: Se incubó en H2O2 6 % PBT  a TA por 60 minutos, se 

lavó en PBT 3 veces en continua oscilación por 5 minuto cada uno, se incubó en 

proteinasa K (37°C) a TA por 25 minutos,   se le agregó PFA 4% GTA 0.2% por 20 

minutos (4°C), se lavó en PBT por 5 minutos 2 veces 

 Se le agrega el buffer de hibridación precalentado a 80°C,   por 2.5 horas a 

55°C.  

 

          5.10.4.2 Hibridación 

 

Se preparó el buffer de hibridación con la sonda a una concentración final  

de 1 µg/500µL, se desnaturalizó la sonda por medio de incubación a 95°C  por 2 

minutos y luego se colocó en hielo.   

Se removió el buffer de hibridación  de la  laminilla y se remplaza con  

sonda. Se incubó  a 60 °C  en la cámara húmeda 18-20 horas. 

 

          5.10.3.3 Post- Hibridación 

 

Se removió la mezcla del  buffer preparado  y se remplazó con buffer de 

hibridación, se incubó en buffer de hibridación  a 55°C por 30 minutos a 55°C en 

oscilación continua.  

Se incubó  en 50% PBT 50% buffer de hibridación  a TA por 10 minutos.  

Se enjuagó el espécimen  en PBT, se lavó el espécimen tres veces  en 

PBT, 5 minutos cada uno, se pipeteó  lo más posible de la mezcla PBT, sin dañar 

el pellet. 

El pellet se paso a una cajita de petri, se agregaron 2 gotas (80-100 µl) del 

reactivo anti decolorante  Slow Fade Gold ®  y se cubrió, se procedió a observar la 

imagen, en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM Meta 100, que se encuentra 



en el departamento de biomedicina molecular piso cero de la torre de investigación 

del INR. 

 

5.11 Análisis estadístico. 
 
 Los resultados se expresaron como la media + desviación estándar para 

aquellos datos con comportamiento normal, las comparaciones se llevaron a un 

programa de Sigma Stat® para el análisis. El nivel de significancia se consideró 

cuando p< 0,05. Se  realizó estadística no paramétrica para los datos que lo 

requieren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VI. RESULTADOS.  

 

 

6.1 Se obtuvieron muestras de cartílago proveniente de la articulación metacarpo-

falángica de 30 caballos, las dos primeras muestras se excluyen del experimento 

porquesirvieron para el aprendizaje básico del cultivo celular y para ensayos de 

extracción de RNA. 

 

Las Cultivos EC11, EC12, EC22, se eliminaron porque al ser observadas al 

microscopio para realizar el conteo celular, se encontraron contaminadas con 

bacterias, que tenían un tamaño menor a 10 µm, forma ovalada y movimiento 

vibratorio. 

 

El porcentaje de hembras fue de 59.26% y machos de 40.74%. La media de 

edad de los animales fue de 3.4 + 1.9 años. El número de células obtenidas fue 

muy variable, en promedio y de acuerdo al sexo y la edad se obtuvo a partir de 

0.7363 + 0.350 gramos de tejido 5.4  + 2.73 X106 células en el caso de las 

hembras y a partir de 1.9652 + 1.501 gramos de tejido 8.3+ 3.72 X106  células en 

el caso de los machos. Cuadro 2 y Gráfica1.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Cuadro 2. Estadística descriptiva de obtención de muestras   

 
 

Estadística Descriptiva Hembras  Estadística Descriptiva Machos  

n 16    n 11   

  Media  Desv. Est.    Media  Desv. Est 

Edad 3.62 2.29  Edad 3.0909 1.15 

Masa gr 0.7363 0.350  Masa gr 1.9652 1.501 

No. Células  
5.4 X 

106 2.73X 106  No. Células 8.3 X 106 3.72 X 106

 
Gráfica 1 

 

    
Histograma  comparativo de la obtención de muestras,  promedio en 

gramos de cartílago y número de células aisladas a partir del sexo y la edad 

de los caballos.  

6.2 Los condrocitos proliferaron en ambas condiciones de cultivo. Gráfica 2 y 3. Se 

realizaron un total de 47 cultivos en monocapa, distribuidos de la siguiente forma: 



16 cultivos fueron utilizados para la evaluación a 7 días de los cuales: 9 fueron 

fijados para realizar hibridación in situ, 4 cultivos para extracción de RNA, 12 para 

conteo celular y 3 control negativo; 16 cultivos fueron utilizados para la evaluación 

a 15 días de los cuales: 9 fueron fijados para realizar hibridación in situ, 4 cultivos 

para extracción de RNA, 12 para conteo celular y 2control negativo, 1 cultivo fue 

eliminado por contaminación; 15 cultivos fueron utilizados para la evaluación a 30 

días de los cuales: 9 fueron fijados para realizar hibridación in situ, 3 cultivos para 

extracción de RNA, 12 para conteo celular y 3 para control negativo. 

Gráfica 2 
 

35000

535000

1035000

1535000

2035000

2535000

3035000

3535000

4035000

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

0 días                             7 días                            15 días                        30 días

N
úm

er
o 
de

 C
él
ul
as
  EC1

EC3

EC9

EC10

EC19

EC20

EC21

EC23

EC24

EC25

EC27

EC28

 
 

Curva de crecimiento de células del cultivo primario en monocapa donde los 

cultivos identificados como EC1,EC10,EC25, fungieron como controles , es 

decir solo crecieron con medio DMEM, sin adición de SFB ni A.A. 

 
 
Gráfica 3 
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Curva de crecimiento de células del cultivo primario en pellet donde los cultivos 

identificados como EC19,EC20,EC23, fungieron como controles , es decir solo 

crecieron con medio DMEM, sin adición de SFB ni A.A. 

 

 

Debido a que la densidad celular es diferente para los cultivos, los valores 

obtenidos del conteo celular se convirtieron a valores logarítmicos (Cuadro 3 y 4), 

se promediaron  para hacer posible la comparación entre la proliferación celular de 

ambos cultivos y se realizó un histograma (Gráfica 4) donde se aprecia que no hay 

diferencias  entre el crecimiento celular. 

 

 

Cuadro 3. Valores logarítmicos de los conteos celulares del cultivo en monocapa. 

Donde  7, 15, 30 se refiere al día de cultivo. 

 
  n= 12 log2 (NH/NI)   



  7 15 30 

EC1 0.0969 1.1614 1.2672 

EC3 0.0969 1.1614 1.2695 

EC9 0.0969 1.1614 1.2672 

EC10 0.0828 1.1614 1.2553 

EC19 0.0792 1.2310 1.2672 

EC20 0.0934 1.1615 1.2718 

EC21 0.0881 1.1663 1.2613 

EC23 0.0719 1.1732 1.2765 

EC24 0.1004 1.2339 1.2742 

EC25 0.0864 1.1614 1.2672 

EC27 0.1004 1.2825 1.3377 

EC28 0.0969 1.1614 1.2672 

 

 

Cuadro 4. Valores logarítmicos de la proliferación celular en el cultivo en pellet.  

Donde  7, 15, 30 se refiere al día de cultivo. 

 

 

    n= 8 log2 (NH/NI)  

   7 15 30 

EC19  0.20030318 1.46164857 1.55485243

EC20  0.61026696 1.86169062 1.93647043

EC21  0.1903317 1.55145 1.57634135

EC23  0.53748443 1.84410799 1.96223301

EC24  0.10100892 0.96537203 1.03461809

EC25  0.24922762 1.73293216 1.7908136 

EC27  0.32179703 1.72903248 1.76036093

EC28   0.24071378 1.74516405 1.78823987

Gráfica 4  
 

 



 
 

Curva de  proliferación comparación entre promedios del cultivo en 

monocapa y el cultivo en pellet.  

La morfología de los condrocitos cultivados en monocapa se conservó durante los 

primeros días en la fase LAG de crecimiento, al agregarles 1% de SFB, la 

morfología empezó a ser de células redondas a células alargadas. En el cultivo 

control, las células proliferaron lentamente. Figura 8. 

 

Descripción figura 8: Imagen microscópica 10X de cultivo de condrocitos en 

monocapa, donde “EC” representa los cultivos que fueron complementados con 

Suero fetal bovino y acido ascórbico. Control  solo se utilizó medio DMEM. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.   

EC                                                        CONTROL 
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6.3 En el caso de los cultivos en pellet se realizaron un total de 77 cultivos, 

distribuidos de la siguiente manera: 27 cultivos para la evaluación a 7 días de los 

cuales: 7 fueron fijados para realizar hibridación in situ, 3 cultivos para extracción 

de RNA, 8 para conteo celular y 3 para control negativo, se eliminaron 6 cultivos 

7 DÍAS 

15 DÍAS 

30 DÍAS 



por contaminación; 27 cultivos para la evaluación a 15 días de los cuales: 6 fueron 

fijados para realizar hibridación in situ, 3 cultivos para extracción de RNA, 8 para 

conteo celular y 3 para control negativo, se eliminaron 6 cultivos por 

contaminación; 23 cultivos para la evaluación a 30 días de los cuales: 2 fueron 

fijados para realizar hibridación in situ, 4 cultivos para extracción de RNA, 8 para 

conteo celular y 3 para control negativo, se eliminaron 6 cultivos por 

contaminación. Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. 

 



 
 

 
 

 
 

 

Imagen estereoscópica de los cúmulos celulares obtenidos del cultivo en pellet 

posterior a 7, 15 y 30 días de cultivo. 

6.4 La tinción histológica hematoxilina eosina, revela que los constructos que 

presentan una intensa acidofilia, difiere del cartílago articular normal en su 

7 DÍAS 

15 DÍAS 

30 DÍAS 

0.63X

0.63X 

0.63X 



estructura basofila, debido al número de células y a la poca cantidad de matriz 

extracelular (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Descripción figura 10: Tinción hematoxilina eosina. Evaluación histológica de 

cartílago normal y del constructo.  Aumentos: A) 10X, B) 20X, C) 40X de Cartílago 

Normal. D) 10X, E) 20X, F) 40X de el pellet obtenido después de 30 días de 

cultivo, el gran número de células, hace que la tinción se incline a la acidofilia , por 

ello el color rosa sobresale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. 

Normal                                                      EC Pellet 
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6.5 La tinción de safranina sugiere que en los constructos si hay síntesis de 

proteoglucanos, hay un similar pigmento comparado con el cartílago articular 

normal por el número de células la cantidad de matriz es menor que en el tejido 

10 X 10 X

20 X 20 X

40 X 40 X

A 

B 

C 

D 

E 

F 



normal y la morfología celular es conservada, se obtuvo un puntaje de  5.1+ 1.46. 

n=3 (Figura 11)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Descripción figura 11. Tinción de safranina. Evaluación histológica de cartílago 

normal y del constructo. Aumentos: A, B, C corresponde a  Cartílago Normal. D, E, 

F corresponde al pellet obtenido después de 30 días. La flecha azul indica un 

explante conservado después de 30 días de cultivo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. 

Normal                                                      EC Pellet 
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6.6 Para el aislamiento de RNA se obtuvieron y pesaron un total de 20 muestras 

donde el  promedio fue de 0.1191 + 0.05127 g de tejido, la concentración de RNA 

en nano gramos fue muy variable, no tiene distribución normal  (Cuadro 5), 

(Gráfica 5). 

 A) 10 X D) 10 X 

B) 20 X E) 20 X 

C) 40 X F) 40 X 



 

Cuadro 5. Valores obtenidos del aislamiento de RNA, a partir de cartílago normal 

de la articulación metacarpo-falángica. Los valores fueron obtenidos por medio de 

espectrofotometría en un Gene Quant Pro de  Amersham. 

 
 

Muestra Tejido gr. 

RNA  

Conc. 

ng/µl  Muestra Tejido gr. 

RNA  

Conc. 

ng/µl  

EC1 0.1022 568 EC12 0.1221 360 

EC2 0.1431 340 EC13 0.1357 1692 

EC3 0.1067 100 EC14 0.1914 544 

EC4 0.1908 806 EC15 0.1224 276 

EC5 0.1875 1170 EC16 0.1922 452 

EC6 0.1522 1050 EC17 0.0652 120 

EC7 0.1488 218 EC18 0.0794 104 

EC8 0.019 28 EC19 0.0883 168 

EC9 0.1543 270 EC20 0.0545 48 

EC11 0.0936 96 EC21 0.0331 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 6. Valores obtenidos del aislamiento de RNA, a partir de condrocitos 

aislados de la articulación metacarpo-falángica, y condrocitos cultivados en 

monocapa y pellet. Los valores fueron obtenidos por medio de espectrofotometría 

en un Gene Quant Pro de  Amersham. 

 



      Monocapa      Pellet  
Etapa   ID  Células   Conc ng/µl  Etapa   ID  Células   Conc ng/µl  

0  EC1  100,000  276  0  EC26  4,800,000  244 
0  EC2  400,000  452  0  EC10  2,540,000  216 
0  EC3  320,000  612  0  EC13  1,070,000  328 
7  EC7  600,000  128  7  EC19  2,080,000  636 
7  EC8  1140,000  112  7  EC20  3,700,000  712 
7  EC9  700,000  180  7  EC21  1,300,000  856 
15  EC14  500,000  648  15  EC27  4,900,000  1220 
15  EC15  500,000  373  15  EC28  1,460,000  504 
15  EC16  500,000  220  15  EC30  3,640,000  714 
30  EC19  500,000  340  30  EC23  3,966,000  436 
30  EC20  500,000  208  30  EC24  4,640,000  504 
30  EC21  500,000  320  30  EC25  1,045,000  579 

 

Gráfica 5 

 
Aislamiento de RNA 

 En la gráfica se representa la extracción de RNA, donde el color verde 

representa la cantidad en gramos de cartílago articular normal obtenido para el 

aislamiento de RNA y el color azul representa la cantidad de RNA extraído a partir 

de la muestra,  lo que indica una relación entre la cantidad de tejido y la cantidad 

extraída de RNA, que también depende de la eficiencia en la metodología. 

 



 Además de la espectrofotometría, el RNA obtenido se comprobó por medio 

de electroforesis, técnica desnaturalizante de RNA (Figura 12). 

 

 

 

 

Figura 12. 
  

 
Gel desnaturalizante de RNA , agarosa 1% 

   

Carriles: 

1) RNA de cartílago normal.  

2) RNA de condrocitos de cultivo en monocapa.  

3) RNA de Condrocitos de cultivo en pellet. 

 

 

 

6.7 Selección de primers diseñados para Agrecano  de caballo, se observó por 

medio de electroforesis la alineación de los dos diseños (Figura 13) y se 

seleccionó el diseño A porque las bandas que se observaron son más anchas y 

brillantes lo que es indicativo de especificidad, se descarto el uso del diseño B 

porque en una de las muestras utilizadas la banda fue muy opaca,  y en la otra 

aún que la banda parecía muy específica hubo formación de dimeros y se pueden 

28S 
18S 



observar debajo de la banda, además que en su control negativo también se 

encontraron dimeros, lo que nos indicaría que este primer se autocomplementa. 

Figura 13. 
 

 
 

 Evaluación por electroforesis de óligos diseñados para Agrecano de Caballo 

donde se realizó una reacción de PCR utilizando RNA de cartílago articular normal 

proveniente de dos caballos distintos. 

 

Carriles: 

1)  RNA cartílago normal 1con  óligo  agrecano diseño A. 

2) RNA cartílago normal 2con  óligo agrecano diseño A. 

3) Control negativo con  óligo agrecano diseño A. 

4) RNA cartílago normal 1 con  óligo agrecano diseño B. 

5) RNA cartílago normal 2 con  óligo agrecano diseño B. 

 6) Control negativo con  óligo agrecano diseño B. 

6.8 La PCR de GAPDH, en la electroforesis (Figura14) se observan bandas 

homogéneas de la expresión de este gen, sirvió como control de la calidad de 

mRNA de las muestras, es un control positivo del cDNA, se descartó 

contaminación con RNA o daño del RNA. 

 

Figura 14. 
 



 

 
Expresión de GAPDH 

 

Carriles:  

1) RNA cartílago normal 1 

2) RNA cartílago normal 2 

3) RNA condrocitos de cultivo en monocapa 1 

4) RNA condrocitos de cultivo en monocapa 2 

5) RNA condrocitos de cultivo en pellet 1 

6) RNA condrocitos de cultivo en pellet 2 

 

 

 

 

 

 

6.9 Electroforesis correspondiente a la PCR convencional de la expresión de 

agrecano, el cual fue amplificado por  ambos cultivos (Figura 15 y figura 16). 

 

Figura 15. 
Cultivo en Monocapa                                     



 
Expresión de Agrecano por condrocitos cultivados en monocapa. 

  

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

homogénea comparada a la obtenida con el carril número 5 que proviene 

de cartílago normal. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo, muestra una banda homogénea 

comparada a la obtenida con el carril número 1 que proviene de condrocitos 

aislados antes del cultivo. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo, que muestra una banda más 

tenue en comparación con el día 7 de cultivo lo que indicaría una 

disminución de la expresión de agrecano. 

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo, donde se observa una banda más 

ancha,  lo que indica  mayor expresión de agrecano. 

5) RNA de Cartílago Normal. 

6) Control Negativo de la reacción donde la reacción solo contiene óligos y no 

contiene RNA, para descartar que la amplificación no sea un falso positivo. 

 

 

Figura 16. 
 

Cultivo en Pellet 



 
Expresión de Agrecano por condrocitos cultivados en pellet. 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

homogénea comparada a la obtenida con el carril número 5 que proviene 

de cartílago normal. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo muestra una banda homogénea 

comparada a la obtenida con el carril número 1 que proviene de condrocitos 

aislados antes del cultivo. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo que muestra una banda 

homogénea en comparación con el día 7 de cultivo, y a diferencia de el 

cultivo en monocapa no hay disminución de la expresión. 

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo donde se observa una banda 

homogénea, en comparación con el día 0, 7,15 días de cultivo lo que indica  

que no hay mayor expresión de agrecano, pero que se mantiene. 

5) RNA de Cartílago Normal. 

6) Control Positivo de la reacción, el óligo amplificado proviene de un DNA 

plasmídico del kit de PCR. 

 

 

 

6.10 En la PCR para la amplificación de colágena tipo II, hubo expresión por 

ambos cultivos, se observó por medio de electroforesis (Figura 15 y 16) lo 

siguiente: 

 



 Figura 17. 
 

Cultivo en  Monocapa 

 

 
Expresión de Colágena tipo II por condrocitos cultivados en monocapa. 

 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

opaca y del mismo grosor comparada a la obtenida con el carril número 5 

muestra que proviene de cartílago normal pero esta banda es  brillante. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo, muestra una banda delgada y 

opaca en comparación a la obtenida con el carril número 1, esto 

determinado por la pérdida de matriz extracelular durante el proceso de 

disgregación de los condrocitos aislados previo al cultivo y al periodo de 

adaptación de las células. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo en monocapa, se observa una 

banda gruesa y brillante, homogénea  en comparación con la muestra de 

cartílago normal,  lo que determina que hay expresión de colágena en esta 

etapa.  

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo, donde se observa una banda más 

tenue, muy parecida a la encontrada los 7 días de cultivo,  lo que indica  

una disminución en la expresión de colágena  tipo II. 

5) RNA de Cartílago Normal. 



6) Control Negativo de la reacción donde la reacción solo contiene óligos y no 

contiene RNA, para descartar que la amplificación no sea un falso positivo. 

 

 

Figura 18. 
 

Cultivo en  Pellet 

 

 
Expresión de Colágena tipo II por condrocitos cultivados en pellet 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

ancha y brillante, comparada a la obtenida con el carril número 5 que 

proviene de cartílago normal que en este caso es muy opaca. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo muestra una banda homogénea 

comparada a la obtenida con el carril número 1 que proviene de condrocitos 

aislados antes del cultivo. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo que muestra una banda igual de 

ancha pero menos brillante, en comparación con el día 7 de cultivo, y en 

comparación con el cultivo en monocapa  a los 15 días puede notarse una 

ligera disminución de la expresión de colágena tipo II . 

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo donde se observa una banda 

homogénea, en comparación con el día 0, 7 y 15 días de cultivo lo que 



indica  que se mantiene la expresión de colágena tipo II, pero es mayor en 

comparación con el tejido normal. 

5) RNA de Cartílago Normal. 

6) Control Positivo de la reacción, el óligo amplificado proviene de un DNA 

plasmídico del kit de PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.11 Electroforesis correspondiente a la PCR convencional de la expresión de 

Sox9, por los condrocitos de cultivo en monocapa, comparación con la expresión 

de los condrocitos cultivados en pellet.  (Figura 19 y figura 20). 

 
Figura 19. 

Cultivo de Monocapa 

 



 
Expresión de Sox9 por condrocitos cultivados en monocapa. 

 

 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

ancha ligeramente opaca, homogénea a la encontrada en el carril 5 que 

proviene de cartílago normal. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo muestra una banda ancha y más 

brillante, comparada a la obtenida con el carril número 1 que proviene de 

condrocitos aislados antes del cultivo. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo que muestra una banda igual de 

ancha y brillante, en comparación con el día 7 de cultivo, a los 15 días 

puede notarse un ligero aumento de la expresión de Sox9. 

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo donde se observa una banda 

menos brillante pero homogénea en tamaño, en comparación con el día 7 y 

15 días de cultivo lo que indica  que se mantiene la expresión de Sox9 y es  

mayor en comparación con el tejido normal. 

5) RNA de Cartílago Normal. 

6) Control Positivo de la reacción, el óligo amplificado proviene de un DNA 

plasmídico del kit de PCR. 

 
 
Figura 20. 

Cultivo de Pellet 



 
Expresión de Sox9 por condrocitos cultivados en pellet. 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

homogénea, comparada con la obtenida con el carril número 5 que 

proviene de cartílago normal. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo muestra una banda homogénea 

comparada a la obtenida con el carril número 1 que proviene de condrocitos 

aislados antes del cultivo. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo que muestra una banda 

homogénea en comparación con el día 7 de cultivo, y en comparación con 

el cultivo en monocapa. 

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo donde se observa una banda 

homogénea, en comparación con el día 0, 7 y 15 días de cultivo lo que 

indica  que se mantiene la expresión de Sox9, como en el tejido normal. 

5) RNA de Cartílago Normal. 

6) Control Positivo de la reacción, el óligo amplificado proviene de un DNA 

plasmídico del kit de PCR. 

 

6.12 Expresión de Colágena tipo I por los condrocitos de cultivo en monocapa, 

comparación con la expresión de los condrocitos cultivados en pellet.   

 

Figura 21. 
 

Cultivo de Monocapa 



 
Expresión de Colágena tipo I por condrocitos cultivados en monocapa 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0) muestra una banda 

Homogénea comparada a la obtenida con el carril número 2 que 

corresponde a condrocitos a 7 días de cultivo. 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo, banda delgada y opaca en 

comparación a la obtenida con el carril número 1. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo en monocapa, no se observa 

banda.  

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo, donde se observa una banda más 

brillante y más gruesa que la encontrada los 0 y  7 días de cultivo,  lo que 

indica  un aumento en la expresión de colágena  tipo II. 

5) RNA de Cartílago Normal no se observa banda. 

6) Control Positivo de la reacción, el óligo amplificado proviene de un DNA 

plasmídico del kit de PCR. 

 

Figura 22. 
Cultivo en Pellet 

 



Expresión de Colágena tipo I por condrocitos cultivados en pellet. 

 

En esta electroforesis no se encontraron bandas en ninguno de los casos, el 

contenido de los carriles es: 

 

1) RNA de Condrocitos aislados antes del cultivo (día 0). 

2) RNA de Condrocitos a 7 días de cultivo. 

3) RNA de Condrocitos a 15 días de cultivo. 

4) RNA de Condrocitos a 30 días de cultivo. 

7) Control  Negativo de la reacción, donde la reacción solo contiene óligos y 

no contiene RNA, para descartar que la amplificación no sea falsa. 

 

 

 

 

 

 

 

6.13 La estandarización de la técnica de PCR en tiempo real se muestra con las 

gráficas 6, 7 y 8. El siguiente cuadro contiene la relación de color correspondiente 

a la muestra de la que proviene. 

 

Ct: corresponde al número de ciclo en el que la fluorescencia generada, cruza la 

línea basal, y se relaciona con el crecimiento exponencial de los productos de 

PCR. 

Conc. (ng/ul): corresponde a la concentración de RNA por muestra. 

Conc. Calc. (ng/ul): corresponde a la concentración de DNA generada, por 

muestra. 

Cuadro 7. Estandarización de RT-PCR 

No. Color ID Ct Conc (ng/ul) Conc. Calc. (ng/ul) 



No. Color ID Ct Conc (ng/ul) Conc. Calc. (ng/ul) 

1 
 

Cartílago normal con óligos para   GAPDH 3.94 340 378.62077154467 

3 
 

Condrocitos con óligos para  GAPDH 4.72 612 911.102270318925 

5 
 

Cartílago normal con óligos para   COL1  3.92 340 372.677382257931 

7 
 

Condrocitos con óligos para  COL 1  5.46 612 2074.33990419588 

9 
 

Cartílago normal con óligos para   COL2  3.72 340 296.276863358295 

18 
 

Condrocitos con óligos para  COL2  4.21 612 511.40036498079 

20 
 

Cartílago normal con óligos para   SOX9  3.49 340 228.202101957322 

22 
 

Condrocitos con óligos para  SOX9  4.21 612 515.462093864889 

24 
 

Cartílago normal con óligos para   AGC  4.14 340 476.255204028906 

26 
 

Condrocitos con óligos para  AGC  3.23 612 172.326589376338 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 6   
 

 



Curva de RT-PCR, estandarización de  técnica para marcadores de cartílago de 

caballo. 

 

 

Gráfica 7. 
 

 
Curva normalizada de RT-PCR de estandarización de la técnica para marcadores 

de cartílago de caballo. 

Gráfica 8. 
 

 
 

 

Curva Estándar del coeficiente de determinación (R2) de la estandarización de la 

técnica para marcadores de cartílago de caballo. 



 

 

 

 

 

 

6.14 En la RT-PCR  se encontraron resultados similares a los encontrados en la 

PCR convencional, cabe mencionar que cada muestra proviene de diferentes 

caballos, entonces la muestra utilizada como cartílago normal no  fue  la misma 

para cada ensayo y esto conlleva a que la calidad del RNA fue diferente también,  

en el caso para las muestras provenientes de los cultivos, se utilizó un cultivo 

diferente en cada ensayo y para tener la certeza de los resultados el experimento 

se realizó en tres ocasiones, con las mismas condiciones. 

 

 

 

 

Gráfica 9. 

  
Curva normalizada de RT- PCR, expresión de Agrecano por los condrocitos en 

cultivo en monocapa, cada ensayo incluyó una muestra de cartílago normal. 

 

Control Positivo 

Agrecano 0 

Agrecano 30 



 Gráfica 10 
 

 

 
Curva normalizada de RT- PCR, expresión de Agrecano por los condrocitos en 

cultivo en pellet, cada ensayo incluyó una muestra de cartílago normal. 

 

Gráfica 11.  

 

Curva normalizada de RT- PCR, expresión de Colágena tipo II, por los condrocitos 

en cultivo en monocapa, cada ensayo incluyó una muestra de cartílago normal. 

 

Gráfica 12 
 

Control 

Cell 0 Agc

Cell 7 Agc

Cell15 Agc

Cell30 Agc

Tejido Agc

Col II 0 

Col II 7 

Col II 15 

Col II 30 

Col II Tejido 

Col II N 

Control Positivo 



 

 
Curva normalizada de RT- PCR, expresión de Colágena tipo II, por los condrocitos 

en los cultivos en pellet, cada ensayo incluyó una muestra de cartílago normal. 

 

 

Gráfica13.  

 
Curvas normalizadas de RT- PCR, expresión de Colágena tipo I, por los 

condrocitos en cultivo en monocapa, cada ensayo incluyó una muestra de 

cartílago normal. 

 

Gráfica 14. 

Control 
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Cell 7 Col2 

Cell 15 Col2

Cell 30 Col2
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Curvas normalizadas de RT- PCR, expresión de Colágena tipo I,  por los 

condrocitos en cultivo en pellet, cada ensayo incluyó muestra de cartílago normal. 

Gráfica 15. 
 

 
Curvas normalizadas de RT- PCR, expresión de Sox9,  por los condrocitos 

cultivados en pellet, el ensayo incluyó muestra de cartílago normal. 

 

 

 

Control 

Cell 30 Col1

Tejido Col1 

Control 

Cell 0 Sox9 

Cell 7 Sox9 

Cell 15 Sox9

Cell 30 Sox9

Tejido Sox9 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.15 En el cartílago normal se encontró por medio  de la técnica de  hibridación in 

situ  fluorescente la sonda de Agrecano, marcada con alexa fluor 488 (color verde) 

(Figura 23),  se detecto Sox 9 marcada con alexa fluor 555(color naranja), en dos 

muestras diferentes de cartílago normal,  No se encontró expresión de colágena 

tipo I marcada con Alexa fluor 594 (color rojo), ni expresión de colágena tipo II 

marcada con Fluoresceína (color amarillo) 

 

 

Figura 23. 
 

     
A B



Imagen microscópica confocal de Hibridación in situ fluorescente en cartílago 

normal.  

 

 

 

A) Detección de sonda de Agrecano en cartílago normal. 

B) Detección de sonda de Sox9 en cartílago normal 

 

 

 

6.16 Por medio de hibridación in situ se detectó en el pellet la expresión de 

Agrecano, Colágena tipo I, y Sox9,  las sondas  fueron marcadas de la siguiente 

forma agrecano: con alexa fluor 488 (color verde), Sox9 marcada con alexa fluor 

555(color naranja), colágena tipo II marcada con Fluoresceína (color amarillo) en 

normal (Figura 24),   No se encontró expresión de colágena tipo I marcada con 

Alexa fluor 594 (color rojo). 

Figura 24. 

             A B



 
Imagen microscópica confocal de Hibridación in situ fluorescente en constructo 

formado con condrocitos cultivados en pellet.  

 

A) Detección de Agrecano en el cultivo en pellet  

B) Detección de Colágena tipo II de cultivo en pellet. 

C) Detección de Sox-9 de cultivo en pellet. 

Figura 25. 

 

    
Resumen de evaluación   

 Control 

 Cell 0 Agc 

 Cell 7 Agc 

 Cell15 Agc 

 Cell30 Agc 

 Tejido Agc 

A B C 

D E 



 

A) Pellet obtenido después de 30 días de cultivo. 

B) Corte histologico de pellet 30 días posterior al cultivo 10X , tinción de 

safranina. 

C) Hibridación in situ fluorescente  donde se detectó la presencia de  

agrecano.  

D) Electroforesis de la PCR para detección de la expresión de agrecano, en 

condrocitos cultivados en pellet, donde se observaron bandas homogéneas 

para todas las fases de crecimiento de un cultivo en pellet. 

E) RT- PCR, Curva normalizada de la expresión de Agrecano por los 

condrocitos cultivados en pellet.  

 

 

 



VI. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  

 

 

El condrocito, la única célula del cartílago adulto, responsable de mantener 

a la matriz cartilaginosa, de baja actividad mitótica y sintética, cuando se cultiva 

igual que otros tipos celulares, puede aumentar su capacidad de síntesis.  

De origen humano o animal, los condrocitos han sido modelos para el 

estudio de los mecanismos fisiopatológicos de la osteoartritis y también tienen 

aplicaciones clínicas, especialmente en la ingeniería de tejidos y en la terapia 

génica. Sin embargo en el cultivo en monocapa de condrocitos, se presenta un 

problema de desdiferenciación.  

En los cultivos en monocapa de alta densidad, los condrocitos mantienen su 

fenotipo condrocitico, pero disminuyen su  expresión de colágena tipo II. Para 

solucionar este problema se han practicado cultivos en suspensión en agitación 

continua, en pellets, en matrices tridimensionales como gel o agarosa, alginato, 

esponjas de colágena, etc., donde se mantienen el fenotipo, pero el crecimiento es 

lento. Al conocer estos aspectos de los condrocitos, se han resuelto de forma 

paulatina los problemas encontrados durante el cultivo, se han desarrollado 

medios específicos para cartílago,  se han mejorado las técnicas de cultivo, se han 

diseñado mejores andamios, con la finalidad de mejorar la posibilidad de reparar el 

cartílago dañado con condrocitos autólogos.  

De la misma forma se debe desarrollar una metodología de evaluación, 

previo a un implante, para poder predecir el resultado a largo plazo de la 

reparación por medio de implante de condrocitos autólogos. 

En este trabajo se utilizaron diferentes técnicas de biología molecular de 

aplicación en la ingeniería de tejidos para conocer la mejor para la evaluación 

tanto de los cultivos, como del constructo resultante.     

De acuerdo a los registros del experimento,  se obtuvieron mayor número 

de células de las muestras que provenían de los  caballos machos, aunque estos 

eran menos, pero eran los más jóvenes, así que, probablemente se debe a la 

relación con la edad, pues hay un efecto en relación a la edad (Brommer 2003) y 



al tamaño de los proteoglucanos, como lo menciona Adarmes (2006) lo que haría 

también que se disminuyera el volumen del tejido, otro factor importante es que se 

pueden encontrar pequeñas diferencias de acuerdo al lugar de carga de donde se 

obtenga  la muestra de cartílago, como lo menciona Clegg (2005 ), para evitar este 

error se tomó la muestra siempre en el mismo lugar y hacia la misma dirección, 

pero no se encontró algún dato que mencione si hay relación entre el sexo con la 

cantidad de tejido. Con las técnicas de PCR y RT-PCR fue posible conocer los 

niveles de expresión, de agrecano, colágena tipo II y Sox9, en el tejido normal. 

   

A diferencia de otras investigaciones en este trabajo se realizó el cultivo en 

pellet directamente después de la disgregación,  algunos autores como Encabo 

(2005) y Grogan (2006), primero realizan un cultivo en monocapa y posteriormente 

forman el pellet, esto se relaciona al número de células pues seria necesario una 

gran biopsia para cada cultivo, pues es necesario que sean millones de células, en 

este trabajo se utilizaron  a partir de 1 millón de condrocitos,  pues fue imposible 

formar un pellet con menor cantidad, de esa manera se estableció el número de 

células para este tipo de cultivo, por lo que hace que esta técnica de cultivo no sea 

la apropiada si se quisiera utilizar para un implante,  en el caso de los cultivos en 

monocapa el número de células fue determinado de acuerdo al limite de volumen 

para la caja.  

No se encontraron diferencias entre la proliferación de los condrocitos 

cultivados en monocapa y los cultivados en pellet,  a pesar que estaban cultivados 

a diferentes densidades. 

Respecto a la morfología de los condrocitos, se determinó, aquellos 

condrocitos que provenían de pellet, conservaban su morfología redonda,  los que 

provenían de la monocapa eran observados cada tercer día, así que se pudo 

observar el  desarrollo de la forma fibroblástica. 

Además en el cultivo en pellet era importante que, después de la 

disgregación celular  se conservaran algunos explantes para servir como andamio 

para las células, puesto que si eran pasadas a través de un filtro, los pellets 

perdían rápidamente la forma, no se aglomeraban y no se conservaban los 



cultivos. Entonces se concluye que, para formar un pellet adecuado y que se 

conserve su estructura durante el cultivo las células no deben ser filtradas y deben 

tener una estructura que funcione como base. 

 

En los cultivos control, las células proliferaron muy lentamente, aunque la  

fase “lag” no tuvo diferencias con el resto de los cultivos, formaron prolongaciones 

que les dio la apariencia de fibroblastos. 

 

La morfología de los condrocitos cultivados en monocapa se conservó 

durante los 3 primeros días en la fase “lag” de crecimiento, al igual que los cultivos 

controles, cuando se agregó 1% de SFB, aumento el crecimiento celular así como 

cambio  la morfología de redonda a alargada, y está se conservó hasta el día 30 

de cultivo, en otras investigaciones el porcentaje de SFB es de 5%(Takahashi 

2007) 10% (Eyrich 2007; Hannouche 2007; Yang 2006; Yeh 2004; Hendrickson 

1994) de hecho este porcentaje es el que se utiliza en el laboratorio de ingeniería 

de tejidos-INR otros utilizan 20% como Allan (2007), en este trabajo se utilizó un 

porcentaje tan bajo porque de acuerdo a  Garciadiego (2004) la adición de SFB en 

altos porcentajes acelera la desdiferenciación de los condrocitos a condrocitos 

hipertróficos. 

La adición de acido ascórbico en el tratamiento hizo que las células 

produjeran mayor cantidad de matriz extracelular y aumentó la cantidad de  

colágena tipo II, aunque no es bien conocido el mecanismo de control genético de 

la producción de matriz, Clark (2002) investigó el efecto del acido ascórbico en el 

metabolismo de los condrocitos, confirmando que el acido ascórbico estimula la 

producción de colágena tipo II y moderadamente la de agrecano, en este trabajo   

fue detectado por medio de PCR donde a los 15 días de cultivo expresaba poca 

colágena tipo II, en la siguiente evaluación, a los 30 días se encontró un aumento 

significativo, lo cual nos indica que es un excelente tratamiento a las condrocitos y 

que probablemente, si puedan regresar a su fenotipo normal  cuando sean 

implantadas. 

 



La  metodología de evaluación de la histología siguió los principios del Bern 

Score, desarrollado por Grogan et al (2006) y utilizado de la misma forma que 

Yang et al (2006). Las tinciones histológicas de hematoxilina eosina revelan que 

los constructos, difieren del cartílago articular normal en su estructura, esto debido 

al número de células y a la poca cantidad de matriz extracelular, sin embargo la 

tinción de safranina muestra que en los constructos, si hay presencia de 

proteoglucanos, además  las características de matriz, de las células, y la tinción  

se asemeja con el cartílago articular normal. Este método de evaluación utilizado 

es muy útil, pues permite a nivel microscópico que se conozcan las características 

del neo tejido. 

 

Se hizo énfasis en lo que refiere al diseño realizado de los primers para 

agrecano de caballos porque, en la base de datos del banco de secuencias del 

laboratorio europeo de biología molecular (EMBL) solo  se tiene identificado un 

pequeño fragmento de la proteína central del agrecano, y resulto exitoso al ser 

sintetizados y probados en RNA proveniente de cartílago de caballos, pues los 

diseños anteriores con los que contaba el laboratorio de ingeniería de tejidos–INR 

no habían funcionado, esto determino un gran avance en el laboratorio para la 

continuidad de esta investigación y las que vengan en el futuro. 

 

 Los resultados de PCR convencional, no muestran diferencias entre las 

expresiones de Agrecano, Colágena II, la expresión de Sox9 durante las etapas 

que se evaluaron del cultivo,  lo importante de conocer esto, es que  los 

condrocitos no pierden la expresión de estos marcadores, y si hay diferencia 

significativa en la expresión de Colágena I,  por lo que se puede concluir de 

manera cualitativa que en el cultivo en pellet los condrocitos no modificaron su 

fenotipo. 

Los resultados de la RT-PCR también fueron alentadores porque coinciden 

con los resultados encontrados en la PCR convencional, evaluados por el  método 

de cuantificación relativa o curva relativa estándar, se encontró que los niveles de 

expresión de agrecano, colágena tipo II, y Sox9 se mantienen estables durante las 



diferentes etapas evaluadas en el cultivo en pellet y se encontró colágena tipo I 

solo a los 30 días posteriores al cultivo pero sin la disminución de los otros 

marcadores;  en el cultivo en monocapa  se expresaron también agrecano, 

colágena tipo II, y Sox9 pero la expresión de colágena tipo I se expresó en todas 

las etapas evaluadas es bien sabido que esto sucede, es por esto que los 

investigadores como Eyrich (2007) Hannouche (2007) y Yang (2006) solo utilizan 

este método de cultivo para expandir el número de células, para posteriormente, 

elaborar un constructo. 

 

Una de las ventajas de la aplicación de esta técnica es que no se requieren 

gran cantidad de RNA aislado y que detecta los cambios en la expresión aún 

siendo una muestra muy pequeña (Pfaffl 2001), en este trabajo no se tuvieron 

limitantes sobre la cantidad de muestra para la extracción de RNA por el origen de 

las muestras.  Clements (2006) utilizó un algoritmo  determinado en otro trabajo 

para la selección de las muestras de mRNA para evitar que se afectara su ensayo, 

en este caso se utilizaron todas las muestras obtenidas, por que no se tenían 

referencias acerca de cómo determinar la calidad,  sin embargo la ventaja que 

ofreció el espectrofotómetro es que indicaba si en la muestra se encontraban 

restos de proteína o DNA, descartando así  la contaminación del RNA. 

 

Para la hibridación in situ fluorescente fue necesario utilizar dos técnicas 

diferentes, basado en las técnicas de Darby (2000) y Wilkinson (1999) se   

estandarizó una técnica para utilizarse en el cartílago normal embebido en 

parafina, el plan original era que posteriormente se embebiera a los constructos 

como otros autores como Yang (2006) y se siguiera la misma metodología que en 

el tejido, pero el pellet al ser incluido en parafina, presentó inestabilidad,  se 

encontraron diversos obstáculos para llevarla a cabo de la misma forma, porque 

se rompía en el momento de la inclusión, se resolvió pero entonces se  desprendió 

del portaobjetos, en el momento de desparafinar , en este paso se probaron varias 

técnicas, hasta que se logró conservarlo después de este paso, sin embargo este 

corte se desprendió cuando se llevo a cabo la digestión, por lo que se desarrollo 



una técnica, basada en la técnica hibridación in situ fluorescente “whole mount” 

con algunas modificaciones para adaptarlo al pellet,  esto permitió después de 

mucho tiempo conocer visualmente,  la expresión de los marcadores para 

cartílago, el más importante fue el agrecano que se expreso  en la mayoría de las 

células del pellet la cual coincide con los resultados encontrados en la PCR y RT-

PCR. De igual forma se encontró la expresión de Colágena tipo II, su distribución 

fue más reducida y de igual modo coincide con los resultados de los ensayos de 

PCR y RT PCR. La expresión  para colágena tipo I no fue encontrada en el 

cartílago normal, así como tampoco en el pellet, resultados consistentes con el de 

PCR  y RT-PCR. Esta técnica utilizada para la evaluación de los pellets, es un 

gran avance, pues no se han reportado más casos como este,  su utilidad radica 

en evaluar un constructo que si vaya a ser implantado. 

Las técnicas utilizadas en el análisis son de gran utilidad para evaluar 

constructos antes de su implantación, además que el cultivo en pellet, conserva 

características del cartílago normal, sin embargo su inestabilidad sugiere que 

como técnica de cultivo  para los implantes,  es necesario el uso de andamios. 

Es muy importante que el agrecano, la colágena tipo II y el Sox9 como 

marcadores de cartílago, se encuentren en los condrocitos que están bajo estudio, 

pero durante esta investigación, a través de la literatura se conocieron otras 

estructuras moleculares, de gran importancia en el cartílago, que complementarían 

el avance en la investigación particular del laboratorio de ingeniería de tejidos-INR. 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

1. Los condrocitos cultivados en pellet conservan su fenotipo normal 

condrocítico y mantienen los niveles de expresión de agrecano, colágena 

tipo II y Sox9. 

2. Para obtener un pellet estable, se requiere de una base. 



3. Los condrocitos cultivados en monocapa, expresan colágena tipo II, aunque 

no conservan su fenotipo normal condrocitico. 

4. La expresión de agrecano, no se pierde durante el cultivo en monocapa. 

5. La evaluación histológica con tinción safranina, es básica para la evaluación 

de constructos.  

6. La evaluación por medio de PCR convencional es muy útil, pero si se 

cuenta con un rotor para realizar un PCR en tiempo real se debe tomar esta 

elección, ya que el modo convencional es cualitativo.   

7. La RT-PCR es el mejor método de detección de la expresión de mRNA en 

tejido y en condrocitos.  

8. La Hibridación  in situ fluorescente debe ser realizada de forma rutinaria, en 

la evaluación de constructos antes de la implantación. 
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IX. ANEXOS 
 
 
 
Lista de Abreviaturas 
 
AA Acido ascórbico 

PBS Solución Fosfato Buferada 

SFB Suero Fetal Bovino 

GTA Glutaraldehido 

PFA Paraformaldehido 

DEPC Dietil PiroCarbonato 

DMEM Medio Dubelco’s Eagle Modificado  

PBT PBS + Tween 20 

TA Temperature ambiente  

DMSO Dimetil sulfoxido 

FISH Hibridación in situ Fluorescente 

MOP’s Acido 3-(N-Morfolino)-propanesulfonico  

TESPA 3 aminopropil trietoxisilano 
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LISTA DE REACTIVOS  
 
 
Reactivo Marca Catálogo 

 

DMEM alta glucosa Gibco Life Technologies 10565-018 

PBS Biosource  P315-600 

SFB Gibco Life Technologies 26140-111 

Acido Ascórbico Research Organics 10061 

Colagenasa II Whothington 4177 

Penicilina estreptomicina  Gibco Life Technologies 15140-122 

Trizol Invitrogen 15596-026 

Etanol Sigma E7023 

Cloroformo Sigma C2432 

Isoamil alcohol Sigma I9392 

Agarosa Invitrogen 15510-027 

Buffer TAE Bio Rad  161-0743 

Buffer TBE Bio Rad  167-0741 

MOP’s Roche 1112468400 

Bromuro de etidio Invitrogen 15585-011 

Formaldehido Merk K27911103 

Glicerol Sigma G5516 

Azul Bromofenol Sigma  34725-61-6 

Cianol xileno Sigma  2650-17-1 

LB Broth base  Invitrogen 12780-052 

LB Agar Invitrogen 22700-025 

IPTG Invitrogen 15529-019 

X-Gal Invitrogen 15520-034 

Hidroxido de Sodio Hycel de Mexico 40780 

tRNA                                         Roche             10109517001 

Anhidro acetico                         Sigma               A6404 
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Dietil pirocarbonato Sigma D5758 

Acido Etilendiamino tetra 

acético 

Sigma E9884 

Formamida Invitrogen 15515-026 

Glicina Promega  H5073 

Heparina Sigma H4784 

Paraformaldehído Sigma P6148 

Parafina Paraplast Sigma P3808 

Proteinasa K Promega B302B 

Tris HCl USB 22676 

CaCl JT Baker 1313 

Acetato de Sodio Sigma  127-09-3 

Sulfato dodecil Sódico Promega H5113 

Trietanolamina Sigma T1377 

Trimetoximetilsilano Sigma M6420 

Tween-20 Research Organics 9691T 

H2O 2 30 % Merk K29240510-134 

TESPA Sigma  015K0589 
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LISTA DE KITS 
 
 
Kit Nombre Marca  Catálogo 

RT 1st Strand cDNA Synthesis kit 

for RT-PCR (AMV) 

Roche 11483188001 

PCR PCR core kit Promega 1578553 

RT-PCR SYBR Green ER qPCR 

Super Mix Universal 

Invitrogen 11762-100 

Clonación Max efficiency 

DH5αCompetent cells 

Invitrogen 18258-012 

FISH FISH Tag RNA Multicolor kit Invitrogen F32956 
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LISTA DE EQUIPOS  
 
 
Equipo Marca  Laboratorio  

 

Campana de Flujo Thermo Electron Corp. Ingeniería de Tejidos  

Incubadora Nuaire/Thermo Ingeniería de Tejidos  

Centrífuga   Eppendorf Ingeniería de Tejidos  

Centrifuga refrigerade Eppendorf   Ingeniería de Tejidos  

Centrifuga mini Spin  Eppendorf   Ingeniería de Tejidos  

Termociclador Eppendorf Ingeniería de Tejidos  

Vortex Genie 2 Scientific Industries Inc Ingeniería de Tejidos  

Termociclador Rotor 

gene 

Corbett  Biomedicina Molecular  

Termociclador Palm 

Cicler  

Corbett Biomedicina Molecular 

Microtomo Thermo Electron Corp Microscopía electrónica 

Desecador al vacio  Bel Art Microscopía electrónica 

Thermomixer  Eppendorf Ingeniería de Tejidos 

Horno de hibridación Amersham Pharmacia 

Biotech 

Ingeniería de Tejidos 

Agitador magnético  Daigger Ingeniería de Tejidos  

Autoclave  Tommy high pressure 

steam sterilizer ES315 

Ingeniería de Tejidos  

Microscopio  Carl Zeiss LSM Meta 100 Biomedicina Molecular 
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