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1.- INTRODUCCION

El transplante de 6rganos, es un procedimiento muy utilizado en la actualidad
pero tiene los siguientes inconvenientes: 1) es un método costoso, 2) es
deficiente por la falta de donadores, 3) se requieren medicamentos para evitar
el rechazo inmune, y 4) la vida media de un érgano transplantado es de 8 afos;
por lo que muchos paises, han invertido dinero en la busqueda de nuevos
métodos que sustituyan o mejoren los transplantes de érganos?, surgiendo asi
la Ingenieria de Tejidos, o bien, la hoy llama Medicina Regenerativa, con la cual
se pueden fabricar diferentes tejidos autdlogos que evitarian el rechazo del
organo transplantado. Desafortunadamente, la mayoria de estos tejidos son
proyectos que solo se realizan a nivel experimental en animales.

El Laboratorio de Ingenieria de Tejidos que pertenece al area de urologia del
Hospital Infantil de México “Federico Gomez”, es uno de los pocos laboratorios
en donde actualmente se realizan investigaciones para la restauracion de
diferentes tejidos, tanto en niflos como en nifias, como son el reemplazo de
uretra y vagina respectivamente. Uno de los tejidos, en el que se ha enfocado
esta investigacion es la formacion de “neo-cartilago”, ya que es un tejido que se
podria utilizar para corregir los defectos fisicos de oreja y/o nariz, e incluso para
la fabricacion de prétesis testiculares (proyecto del laboratorio ya puesto en
marcha), con lo cual, se espera en un futuro no muy lejano, que se puedan
reparar los tejidos de pacientes pediatricos de este hospital.

Para llevar a cabo este procedimiento en la clinica, es necesario establecer y/o
estandarizar ciertos parametros o aspectos en el cultivo de condrocitos, con la
finalidad de evitar su desdiferenciacién a fibroblastos y asi llegar a formar un
tejido muy semejante al cartilago.

En base a su estructura e histomorfologia, el cartilago estd formado por
condrocitos y una compleja matriz extracelular, sintetizada por ellos mismos, la
cual esta en remodelacién continua, y a su vez se encuentra regulada por
factores anabdlicos (factores de crecimiento) y catabdlicos (interleucinas).

Los factores de crecimiento mas importantes, que intervienen en la biologia del
cartilago son: Factor inhibidor de la Leucemia (LIF), Factor de crecimiento del

Endotelio Vascular (VEGF), Factor de necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Factor de



Crecimiento tipo Insulina-1 (IGF-1), el Factor de Crecimiento de los
Fibroblastos basico (FGFb o FGF-2) y el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF). De los cuales, el EGF, IGF-I y FGFb, promueven la sintesis de matriz
extracelular ya que tienen efectos anabdlicos sobre esta.

En la literatura existen reportes relacionados con el uso de factores de
crecimiento para aumentar la proliferacion de los condrocitos en cultivos en
monocapa y en tercera dimension. Sin embargo, se desconoce el porcentaje de
condrocitos bioactivos se estan utilizando. En el presente proyecto, se
analizaron los cultivos in vitro, para conocer, cual es el porcentaje de
condrocitos biologicamente activos estan sintetizando matriz extracelular de
forma individual, y al compararse con los controles correspondientes se podra
establecer, si es posible generar neo-cartilago estimulando su proliferacion y
sintesis de colageno tipo Il y proteoglicanos con factores de crecimiento (EGF,
IGF y FGFDb); lo cual tendria la ventaja de obtener un neo-tejido en un menor
tiempo de cultivo in vitro, y con una menor probabilidad de alterar su
magquinaria genética.

Por otro lado, en este proyecto se pretende comparar las diferencias entre los
dos cartilagos mas propicios para la ingenieria de tejidos: el cartilago hialino, y
el cartilago elastico; para conocer cual tejido y que factores de crecimiento,
serian los mas adecuados para su uso en los proyectos del laboratorio de

ingenieria de tejidos de este hospital.



2.- MARCO TEORICO O FUNDAMENTACION.

2.1 CARTILAGO
El tejido cartilaginoso o cartilago (lat. cartilago; gr. chondros) es un tejido conectivo

denso y especializado que forma el esqueleto transitorio en el embridén y persiste
en el adulto en articulaciones, tracto respiratorio, costillas y orejas.

En el ser humano adulto hay relativamente poco cartilago, pero en el feto y la
infancia desempefia un papel muy importante, ya que forma la mayor parte del
esqueleto. Es un componente que crece con gran rapidez, el cual Posee
aproximadamente un 80% de agua, un 6% de sales minerales y un 14% de
sustancias organicas. La flexibilidad y resistencia del cartilago a la compresion
permiten que funcione como un absorbedor de choques y su superficie lisa,
permite un movimiento de las articulaciones del cuerpo casi sin friccion.

Tiene un origen embriolégico mesodérmico, aunque a diferencia de otros tejidos
conectivos, el cartilago no contiene vasos ni terminaciones nerviosas, por lo que,
sus células se nutren con el material que se difunde desde de los capilares
sanguineos del tejido conjuntivo adyacente. Esta constituido por células,
denominadas condrocitos, y por una matriz extracelular (MEC) flexible que
contiene fibras elasticas y colagenas que
aumentan la fuerza tensora y elastica del
tejido y en la cual los condrocitos se
ubican en espacios llamados lagunas
(Fig. 1).

Salvo los cartilagos articulares, todos los
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demas estan rodeados por una capa de
tejido conectivo de colageno denso, Fig. 1 Formacion de lagunas (ver
denominado membrana del cartilago o flechas).

pericondrio. Este ultimo esta formado por fibras elasticas, por colagena tipo I, y
células fusiformes de aspecto semejante al de los fibroblastos; ademas se
distingue una capa externa fibrosa y una capa interna celular en la cual se ubican

las células que pueden dar origen a los condroblastos, los cuales son los



precursores de los condrocitos y difieren de ellos solo en su edad y en su mayor
sintesis de componentes de la matriz extracelular.
La capa fibrosa, esta adyacente a los

vasos sanguineos del tejido conectivo . szommecr=—"fibras de colageno I

circundante, con el cual se fusiona; y la

agrecanos

J‘u asodados a
,'c aclde hlaurénko

capa interna, también Illamada capa

condrégena, la cual es mas celular.

T

Los condroblastos (Fig. 2) presentan un

ergastoplasma y un aparato de Golgi muy

" ¥ condronectina

desarrollados y presentan vesiculas vy
granos de secrecion, lo cudl guarda Fig. 2 Estructura del Condroblasto
relacion con su rol de sintetizar y secretar
los distintos componentes de la matriz

extracelular cartilaginosa que esta formada mariz interterritorial = 0 mathz tenitl:-rial

principalmente por colageno tipo I,
proteoglicanos de condroitin y
queratansulfato, &cido hialurénico (en
forma de hialuronato) y glicoproteinas.

Al disminuir su actividad de sintesis
disminuye el desarrollo tanto del Fig. 3 Estructura del Condrocito
ergastoplasma como del aparato de Golgi,

acumulan glicégeno y lipidos en su citoplasmay se les llama condrocitos. (Fig. 3)
La zona que rodea las lagunas se llama matriz territorial (capsulas cartilaginosas),

y la matriz entre las lagunas se conoce como matriz interterritorial.>*

2.2 FORMACION DEL CARTILAGO
Una vez que las células mesenquimatosas se condensan y dan lugar a los centros

de condrificacién, se van diferenciando y secretan una matriz extracelular que las
va rodeando. Al mismo tiempo, las fibras primitivas de colagena se van
segregando, y van quedando embebidas en el interior de la matriz extracelular.

Finalmente, las células adquieren sus caracteristicas histoldégicas de condrocito vy,

guedan aisladas unas de otras en cavidades o lagunas, al aumentar el material



intersticial entre ellas. Una vez que ha aparecido el cartilago, éste sufre un doble
proceso de crecimiento, el crecimiento intersticial y el aposicional.

En el crecimiento intersticial, las células se dividen por mitosis y entre dos células
hijas se forman tabiques intersticiales que separan a las dos células. Estas células
formaran la nueva matriz y las nuevas fibras de colagena.

Por otro lado, en el crecimiento aposicional, el mesénquima que va rodeando al
contorno cartilaginoso inicial se condensa formando el pericondrio.
Posteriormente, las células de la capa interna del pericondrio, se van
transformando en condrocitos que secretaran la matriz y la coldgena que formara
el nuevo tejido cartilaginoso.

Sin embargo, se ha demostrado que los condrocitos que descienden de una
misma célula por el proceso de mitosis del crecimiento intersticial, mantienen un
vinculo directo entre ellos al agruparse formando los denominados grupos

isogénicos.

2.3 COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)
Los condrocitos son los encargados de sintetizar y secretar los componentes

organicos de la matriz extracelular que son basicamente:*®
% Colageno
% Proteoglicanos

% Glicoproteinas.

2.3.1 COLAGENO
Es una proteina extracelular compuesta por tres cadenas polipeptidicas (cadenas

a); las cuales se enroscan entre si formando una estructura en soga, y se
estabiliza mediante puentes de hidrégeno en la glicina y uniones covalentes
determinadas por la hidroxilisina.” El colageno puede formar homotrimeros (las
tres cadenas a son iguales entre si), como en los tipos Il y X, y heterotrimeros (las
tres cadenas a son diferentes), en los tipos VI, IXy X.

El colageno que mayoritariamente se encuentra en el cartilago es de tipo I, lo cual
le confiere al cartilago una gran resistencia a la tensién y ayuda a inmovilizar a los

proteoglicanos en la MEC.’



Las fibras de coldgeno adoptan un patrén morfoldgico en forma de malla o red
concéntrica que rodean a los grupos isogénicos. Las fibras que rodean a los
grupos isogénicos y las células que los forman constituyen la denominada

condrona.

2.3.2 PROTEOGLICANOS (PGs)
Los PGs son macromoléculas complejas formadas por un ndcleo proteico con

varios dominios globulares al que se unen largas cadenas de polisacéaridos
denominados glicosaminoglicanos (GAG). Estos estan formados por una cadena
larga, no ramificada, de unidades repetidas de polisacaridos.

La distincién entre los glicosaminoglicanos o glucosaminoglicanos son los restos

de azucares como lo podemos ver en la siguiente tabla.®

Tipo de GAG

Disacarido

Distribucioén

Ac. Hialurénico

Ac. glucurénico + N-acetilglucosamina

* tejido conectivo
* piel

« cartilago

* liquido sinovial

Condroitin Sulfato

Ac. glucurénico + N-acetilgalactosamina

« cartilago

* hueso

* piel

* pared de arterias
* cornea

N-acetilglucosamina

Dermatan Ac. glucurénico (4c. iduronico) * piel
+ * vasos sanguineos
Sulfato . . i
N-acetilgalactosamina * corazon
Heparan Ac. glucurénico (ac. idurénico) * membranas basales
+ * pulmén
Sulfato . . P .
N-acetilglucosamina * vasos sanguineos
* corazdn
* sangre
Queratan Galactosa » cartilago
+ * cornea
Sulfato

« discos vertebrales

Tabla 1. Principales glucosaminoglicanos (GAG)

El 80-90% de los PGs son grandes y se denominan agrecanos debido a sus
propiedades de agregacion, su localizacion es en el cartilago y su principal funcion

es el soporte mecanico.®



Estan formados por un centro proteico
(2,25 kDa) que presenta tres dominios
globulares (G1, G2, G3) al que se adhieren
cadenas de condroitin sulfato y queratan
sulfato. En el extremo N-terminal de la
proteina central, uno de los dominios

globulares (G1) tiene la funcion especifica

de unién al hialuronato a través de la

llamada proteina de unién, formando un

Fig. 4 Estructura de los Proteoglicanos

complejo agrecano-hialuronato (Fig 4). Los

principales agrecanos son el condroitin

sulfato en sus distintas isoformas (condroitin-6-sulfato principalmente), el queratan
sulfato y el dermatan sulfato. El condroitin sulfato es el mas abundante y cada
cadena esta formada por 25-30 unidades de disacéaridos, con un peso promedio
de 15-20 kDa. Las cadenas de queratan sulfato son mas cortas y su peso
molecular medio oscila entre 5-10 kDa.’

El hialuronato es también un glicosaminoglicano que se diferencia de los
agrecanos por no estar sulfatado, no poseer proteina central y no formar PGs. Al
no estar ramificado se unen a él multiples moléculas de agrecano y se forman
grandes macromoléculas que permanecen inmovilizadas dentro de la red de
colageno.

La mayor concentracion de condroitin sulfato esta alrededor de los grupos
isogénicos, lo cual permite visualizar una matriz territorial, y una menor
concentracion esta, entre los diferentes grupos isogénicos, la cual es la matriz
interterritorial.

Los PGs son altamente hidrofilicos debido a que los grupos sulfato y carboxilo de
los GAGs retienen iones positivos (sodio) junto con agua y esto hace que: a) el
tejido mantenga su turgencia y no se deforme por fuerzas compresivas, y b) pueda

difundir con facilidad los nutrientes hasta las células



2.3.3 GLICOPROTEINAS.
En el cartilago se encuentran diferentes tipos de glicoproteinas. Algunas son de

transmembrana y actian como receptores para moléculas de adhesion, factores
de crecimiento o interleucinas. Otras glicoproteinas son extracelulares con
funciones de union y ensamblaje entre los componentes de la MEC vy los
condrocitos. En general, estan constituidas por una base proteica a la que se unen
algunos mono y oligosacaridos.

Las principales glicoproteinas estructurales son la ancorina CIl, fibronectina,
laminina y, sobre todo, las integrinas. La ancorina Cll es un miembro de la familia
de calpactinas situada en la superficie del condrocito que liga al colageno y ancla
los condrocitos a las fibras colagenas de la MEC. La fibronectina se presenta en
forma de agregados en la MEC y en la superficie de los condrocitos; y esta tiene
afinidad para unirse a fibrina, colageno tipo Il, heparina, hialuronato, etc.

La interaccién de todas estas glicoproteinas con los condrocitos se realiza por
medio de otras glicoproteinas, denominadas moléculas de adhesion y estas son
las integinas, cadherinas y selectinas como E-selectina, P-selectina y L-selectina.
Dentro de estas, las mas importantes son las integrinas, las cuales regulan los
procesos de adhesién, migracién, proliferacion y diferenciacién celulares.®

Las interacciones entre las glicoproteinas con otros componentes de la MEC,
especialmente las macromoléculas, y la superficie de los condrocitos proporcionan
estabilidad a todo el cartilago.

Como podemos ver muchas de estas glicoproteinas sirven de receptores para los
factores de crecimiento los cuales parecen actuar directamente sobre los
condroblastos y condrocitos mediante receptores de superficie denominados
integrinas e indirectamente mediante modificaciones de la matriz extracelular que

modula las sefales transmitidas a las células desde la matriz extracelular.

2.4 FACTORES DE CRECIMIENTO (FCs)
Los FCs, incluyendo las citoquinas, representan un numero muy grande de

polipéptidos, glucoproteinas y otras moléculas relacionadas, producidos en

cantidades limitadas.



Todos ellos estimulan o inhiben la proliferacion, la diferenciacion y las funciones

especializadas de casi cualquier tipo de célula.®

2.4.1 DEFINICION
Se denomina FCs al mensajero quimico que actia sobre: 1) la misma célula que

lo produce, por via autocrina o intracrina; 2) en células vecinas, por via paracrina
y/o 3) en un grupo celular distante, por via endocrina.™
Los FCs transmiten la sefial a las células sensibles a ellos uniéndose a un
receptor especifico, y esta union da lugar a un sistema transductor de sefiales
constituido por proteinas citoplasméaticas que, en ultimo término, determinan la
activacion o inhibicion de genes intranucleares.
Con respecto a los efectos que producen, los FCs se pueden clasificar en:

1. Reguladores positivos que estimulan la proliferacion, o la diferenciacion

celular o ambas.
2. Reguladores negativos que inhiben la proliferacion, la diferenciacion o
ambas.

Los FCs también ejercen efectos metabdlicos en la célula diferenciada; esto es,
promueven su funcionamiento como célula especializada. Por otro lado, algunos
tipos celulares responden de manera diferente al mismo factor de crecimiento
dependiendo de su estado de diferenciacion.
Los FCs. se sintetizan en el reticulo endoplasmico en forma de grandes moléculas
precursoras: pre-pro-factores o pro-factores; luego se almacenan, en forma de
granulos, en el aparato de Golgi; alli se realiza el procesamiento de los pre-pro-
factores y de los pro-factores en factores. Finalmente, los granulos son vertidos al
liquido extracelular mediante exocitosis.”
Al ingresar al liquido extracelular ya sea intersticial o plasmatico los FCs se fijan,
rapidamente, a proteinas que impiden su degradaciéon y que se denominan:
Proteinas Transportadoras o de Unidon (Binding Proteins o BP). Al igual que las
hormonas, los FCs solo ejercen efectos fisiolégicos cuando no estan unidos a las
BP y, en consecuencia, pueden unirse facilmente a los receptores de las células

blanco.®



2.4.2 MECANISMO DE ACCION
Al igual que otros mensajeros quimicos los FCs ejercen sus efectos, inicialmente,

mediante la unién a receptores especificos ubicados en la membrana celular.

Por lo general, estos receptores son enzimas que catalizan la fosforilacion de las
proteinas en tirosina, por lo que se las denomina tirosina-quinasas (TK); o hay
otros tipos de receptores que también son quinasas pero en serina y treonina. Las
TK inician reacciones en cascada, que ademas son ramificadas. Por lo general, la
union entre receptor y ligando lleva a la autofosforilacion y activacion de la enzima
receptora. El receptor activado se une a proteinas citoplasmaticas que inician una
cascada, que culmina con la fosforilaciébn de proteinas, que a su vez fosforilan
factores de transcripcion cuya activacion determina que se modifique la expresion
de ciertos genes, y produzcan una respuesta celular tréfica (proliferacion y
diferenciacion celular) o metabdlica (funcion celular especializada), dltima etapa de

la serie de reacciones.>*?

2.4.3 FUNCIONES DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LOS
CONDROCITOS.

Tales efectos en los condrocitos, varian tanto in vivo como in vitro, en funcién de la
especie animal, la edad de los sujetos, etc. En general, estimulan la sintesis de los
componentes de la MEC del cartilago, inhiben las proteasas y activan los sistemas
de inhibicién de éstas. Sin embargo, en condiciones basales la mayoria de los FCs
no tienen ningln efecto sobre la sintesis de PGs o la inhiben.®> Pero no todos los
fenotipos celulares tienen los mismos receptores, debido a estos fenémenos el
efecto de los FCs no sera el mismo en todos los tejidos ni en todas las situaciones.
A continuacion se describen las principales familias de factores de crecimiento que

intervienen en la biologia del cartilago.

2.4.4 FAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA (IGF)
El sistema del IGF comprende los factores de crecimiento IGF-I, IGF-II y la propia

insulina, sus receptores y una serie de proteinas denominadas IGFBPs, que
regulan la disponibilidad de los mismos.
La mayoria de los FCs son sintetizados por el megacariocito, pero el IGF-I y la

proteina que modula su actividad biolégica, IGFBP-3 (insulin growth factor binding
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protein -3) se sintetizan en el higado y se liberan al torrente circulatorio donde son
las plaguetas las encargadas de captar el factor por endocitosis y almacenarlo en
los granulos alfa.

El IGF es el factor de crecimiento del que mejor se conoce su actividad sobre la
proliferacion y desarrollo de los condrocitos del cartilago y de su crecimiento.
Ejerce procesos anabdlicos tanto en fases del desarrollo como en etapas adultas,
favoreciendo la sintesis de proteoglicanos y colageno Il.

Por otro lado el IGF-I estimula la sintesis de integrinas alfa 3y 5 en la superficie de
los condrocitos y favorece la adhesion de éstos a la fibronectina y al colageno
”.5,13,14

Los condrocitos del cartilago articular expresan receptores para el IGF-l y las
acciones de los IGFs sobre ellos dependen de los niveles del factor y de su
receptor, de la afinidad y disponibilidad del propio receptor y de IGFBP.

Los factores de crecimiento tipo insulina, son factores endocrinos circulantes en el
torrente sanguineo que se unen a receptores especificos para IGF1R (tirosin-

cinasa) e IGF2R (manosa 6- fosfato).

2.4.5 FACTOR INHIBIDOR DE LA LEUCEMIA (LIF)
Se trata de un factor de crecimiento con actividad pleiotréfica que estimula la

liberacion de PG e inhibe su sintesis en cultivo. Pero existe una forma soluble de
su receptor, denominada proteina ligante del factor inhibidor de la leucemia —
LIFBP— que inhibe de manera dosis-dependiente la liberacion de PG producida

por el LIF y revierte la supresion de su sintesis.>*>

2.4.6 FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DEL ENDOTELIO
VASCULAR (VEGF)

El VEGF (también conocido como factor de permeabilidad vascular VPF, y
vasculotropina VAS) es una glucoproteina dimérica con cuatro isoformas que son
altamente especificas para los receptores VEGF-1,-2,-3. Su peso molecular es de
46 KD. Los receptores de VEGF pertenecen a la familia de los receptores tirosin-
cinasa, que inician la cascada al dimerizarse.'*® La activacién de los receptores
de VEGF (VEGFR) también resulta en sefializacion indirecta para el inicio de la

adhesion y la agregacion de las integrinas a las proteinas de la matriz extracelular.
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El cartilago normal carece de vasos y ello es debido, al menos en parte, a que los
condrocitos producen factores inhibidores de la proliferacion de células
endoteliales y la angiogénesis de acuerdo con su estado de diferenciacion y de la
presencia de MEC. Sus receptores se expresan en las placas de crecimiento de

las vértebras y en las costillas.>*’

2.4.7 INTERLEUCINAS (IL)
Representan el otro gran sistema implicado en la regulacion del metabolismo del

cartilago, y que en lineas generales desempefian acciones opuestas a los factores
de crecimiento. Las mas importantes en la biologia del cartilago articular son las
IL-1 e IL-6 y el TNFa. Sus mecanismos de accion son muy variados y

posiblemente incluyen la induccién de apoptosis en los condrocitos.”

2.4.8 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF- a)
Es una proteina secretada por los monocitos y macréfagos activados de PM

17.000 daltons que estd codificada por un gen situado en el cromosoma 6
humano.

Se han encontrado receptores para el TNF en fibroblastos, células endoteliales,
adipocitos y miocitos. El nimero de receptores celulares no es indicativo del grado
de respuesta celular a la accion de éste.

Sus acciones son variadas, dependiendo del tipo celular en el que se sitda. En las
células normales ejerce un papel estimulador. Estimula el crecimiento de los
fibroblastos, los induce, junto a las células endoteliales a producir GM-CSF, y
aumenta la expresion de antigenos de clase 1. Induce ademas la liberacion de IL-
1 por las células endoteliales y estimula los fibroblastos.

Por otra parte el TNFa estimula la produccion de enzimas proteoliticos,
principalmente metaloproteasas, e inhibe la sintesis de componentes de la MEC,
permitiendo la degradacion del cartilago. Recientemente se ha visto que la
colagenasa-3 se expresa en los condrocitos durante el desarrollo y en

determinadas patologias, y que su ARNm es inducido por el TNFa.®
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2.4.9 FAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF)
Son una familia de polipéptidos, de los cuales los mejor caracterizados son el

FGF-1 o FGFa (4cido) y el FGF-2 o FGFb (béasico).'***® El FGF es un polipéptido
mitdgeno aislado de cerebro y pituitaria, el cual ha sido demostrado que es
mitégeno para células derivadas de la mesoderma en cultivo de tejidos; también
ha sido detectado en el cartilago articular y es un potente mitdégeno y factor de
diferenciacién para los condrocitos, tanto in vitro como in vivo.*

Sus efectos biolégicos se regulan mediante los receptores de la superficie con alta
afinidad. Desarrollan su actividad a partir de la tirosina-quinasa. Por otro lado, El
FGFb regula la produccion y degradacion de los componentes de la MEC
estimulando la sintesis de PG a la vez que suprime la sintesis de condroitin-6-
sulfato. Ademas, potencia la accion de la IL-1, induce la expresion de su receptor y

favorece la de colagenasa-3 en unas lineas celulares de condrosarcoma.>012:20-22

2.4.10 FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)
El EGF (factor de crecimiento epidérmico) es una pequefia proteina (53 residuos

de aminoacido con un peso molecular de 6.045 KDa) que estimula la proliferacion
de las células epidérmicas y de una gran variedad de otros tipos celulares, tanto
epiteliales como no epiteliales. Esta presente en las glandulas submaxilares del
ratén y similar a la estructura urogastrica humana, el cual ha sido sefialado que es
mitdgeno para células epidermales, como también para fibroblastos y fibras
musculares lisas y aumenta la sintesis de ADN en los condrocitos, dependiendo
de la edad.>**%%

Es mitdégeno para los condrocitos articulares y sobre los constituyentes de la MEC
puede favorecer o inhibir la sintesis de PG. Ademas, los inhibidores de la sintesis
de PG (&cido retinoico e IL-13) aumentan la densidad de receptores para el EGF,
mientras que los tratamientos con potenciadores de la sintesis (hormona
paratiroidea y el dibutiril-cAMP) la reducen.

Se conoce que el EGF se encuentra en el plasma y puede representar uno de los

factores involucrados en la proliferacién de condrocitos in vivo.
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2.5 TIPOS DE CARTILAGO

Segun las caracteristicas y componentes de la matriz, el cartilago se clasifica en

tres grandes grupos:>*%

a) Hialino: incluye el cartilago articular, nasoseptal, costal, traqueal y
laringeal.

b) Elastico: incluye el cartilago auricular (de la oreja) y de la epiglotis.

c) Fibroso o Fibrocartilago: se encuentra en el disco intervertebral de la
espina, en el tenddn y la interseccion del ligamento del hueso.

Y cada uno de estos, es distinto en su estructura y naturaleza bioquimica.

2.5.1 CARTILAGO HIALINO
Es el tipo de cartilago mas abundante del cuerpo. En

estado fresco, el cartilago hialino aparece como una
masa translucida color blanco azuloso. Con
excepcion de los cartilagos articulares, este tejido
siempre esta cubierto por el pericondrio. Su grosor
varia segun la funcion y el area de cada articulacion e
incluso en las distintas areas de una misma
articulacién (Fig. 5).

Las células cartilaginosas o0 condrocitos se

encuentran en las lagunas de la matriz; las células  Fig. 5 Cartilago Hialino
joévenes son aplanadas o elipticas, con su eje mayor

paralelo a la superficie. Hacia el interior se hacen ovales o hipertroficas y se hallan
en los nidos celulares o grupos isogénicos. Las células cartilaginosas maduras se

encuentran en general hacia el centro de la masa cartilaginosa.

2.5.2 CARTILAGO ELASTICO
Este es semejante al cartilago hialino, excepto que tiene abundantes fibras

elasticas en su matriz, ademéas de muchas fibras coladgenas delgadas y elastina.
La matriz es amarillenta en estado fresco, por la presencia de fibras elasticas y es
mas opaca que el cartilago hialino, del cual es una modificacion. Las células del

cartilago elastico son similares al cartilago hialino, y estan alojadas en lagunas
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aisladamente o en grupos isogénicos de 2 a 4;
presentan menor acumulacion de grasa Yy
glucogeno que las del cartilago hialino. También
esta rodeado por el pericondrio (Fig. 6).

Las fibras elasticas forman una red mas o menos
densa en las porciones mas profundas de la
matriz y son menos abundantes en la periferia del

cartilago, a partir de la cual se les puede seguir

hasta el pericondrio circundante. Este tipo de

cartilago se encuentra en los lugares en que se

, 3 — Fig. 6 Cartilago Elastico
necesita sostén con flexibilidad, como el conducto
auditivo externo, pabellébn auricular, trompa de eustaquio, epiglotis y algunos

cartilagos de la laringe.

2.5.3 FIBROCARTILAGO
Este tipo de cartilago contiene pocas células, su matriz tiene abundante colageno

tipo 1 y 11, la cual esta agrupada en haces, también
Fibrous'Cartilage
Su matriz es rica en condroitin sulfato y dermatan - t ?
:
sulfato; presenta una gran resistencia a las é |
tracciones y compresiones, por lo que, se cho

presenta donde se necesita apoyo firme. Nunca (i / ‘@4

se presenta solo, sino que se fusiona //—\7\
gradualmente con el cartilago hialino vecino o con ﬁ'l : ;\ N ;
el tejido fibroso denso (Fig. 7). El fibrocartilago es ﬁh:ou:m
un tipo transicional entre el cartilago hialino y el / /\

-

tejido conectivo fibroso denso de tendones y

. , . Fig. 7 Cartilago Fibroso
ligamentos, sus células tienden a agruparse en

capsulas separadas unas de otras por gruesos haces de fibras colagenas. Las
células estan encerradas en capsulas de matriz cartilaginosa hialina. No hay un
verdadero pericondrio. Muestra una cantidad escasa de matriz y tiene haces de

colagena tipo I, que se tifien en forma acidofila. Los condrocitos estan alineados

15



muchas veces en hileras paralelas alternadas con haces gruesos y burdos de
coldgena, y son las responsables de la fuerzas de tension que soporta este tejido.

2.6 FISIOPATOLOGIA DEL CARTILAGO Y TERAPIA CELULAR
Actualmente existe una alta incidencia de patologias causadas por la progresiva

destruccion del cartilago hialino y elastico, ya que el cartilago tiene una capacidad
de reparacion limitada y las lesiones a este nivel generan un tejido del tipo
fibrocartilaginoso que no reproduce las caracteristicas fisiologicas, morfologicas y
mecénicas necesarias para mantener una viabilidad celular, generando un dafio
progresivo®. Al parecer estos cambios estan relacionados con la edad, ya que hay
una disminucién del ndmero de condrocitos por mm?® y por lo tanto una
disminucion de la actividad de sintesis de las macromoléculas de la matriz
extracelular.

Ademas de estos problemas existen las patologias por traumas adquiridos o por
defectos congénitos en los diferentes cartilagos, como en el auricular, nasoseptal,
articular, traqueal, etc.”*>?>2” Por lo que, numerosas técnicas han sido utilizadas
con el objetivo de restituir o regenerar el tejido dafiado.’®® Estas técnicas o
terapias celulares incluyen:

a) Transplante autdlogo o autoinjerto: Consiste en sustituir una parte de la
articulacion afectada por otra que tenga la misma funcion; esta proviene
del mismo individuo y es uno de los mejores métodos quirlrgicos; pero a
pesar de que el tejido es repuesto, el problema de la deficiencia de su
funcién no se ha resuelto, y nada mas se puede extraer una pequefa
porcién y el sitio donde se extrajo el implante, se deja dafiado.

b) Transplante alogénico o aloinjerto: Aunque con el desarrollo de agentes
supresores del sistema inmune, se ha prolongado la era del aloinjerto
(proveniente de un individuo genéticamente diferente), el niumero de
donadores con el mismo tipo de HLA (por sus siglas en inglés Human
Leukocyte Antigen) es muy limitado, y ademas se corre el riesgo de una
posible transmision de algun virus como el HIV o hepatitis al receptor o en

dado caso, el rechazo del 6rgano transplantado.?®
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c) Dispositivos mecanicos: Son otro método para la sustitucién del tejido,
los cuales no pueden realizar todas las funciones de un 6rgano, y por lo
tanto, proveen soélo un beneficio temporal; ademas tienen un tiempo de
vida media limitada, insuficiencia para unirse al hueso, y puede causar

reacciones alérgicas por la abrasion del material.

Sin embargo, la eficacia a largo plazo de estas técnicas es incierta hasta el
momento.

Por otra parte, la poblacion que requiere recibir el trasplante de un 6rgano o tejido
ha aumentado vertiginosamente en nuestro pais; la lista de espera conformada
por los datos de los pacientes procedentes de las instituciones publicas y privadas
muestra que la demanda rebasa por mucho el niumero de 6rganos de los que se
dispone.®® El desfase entre el nimero de donaciones y la demanda de trasplantes
reproduce la situacion que en otros paises ya se presenta de una forma mas
aguda, y México no es la excepcion.

Ejemplos como este existen muchos, y ante la necesidad de nuevas terapias para
las aplicaciones médicas surge una nueva area denominada Ingenieria de Tejidos

o lo que se le llama hoy Medicina Regenerativa,?®3!

con la cual se pretende
restaurar los tejidos dafiados, como es en el caso del cartilago, formando un

injerto de condrocitos autélogos.

2.7 INGENIERIA DE TEJIDOS O MEDICINA REGENERATIVA.
La ingenieria de tejidos se define segun la Nacional Science Foundation Workshop

(NSFW) como un campo interdisciplinario de investigacion con aplicaciones
clinicas para restaurar, reemplazar o regenerar tejidos y/o 6rganos; y asi tratar
alguna funcion dafada, ya sea, por un defecto congénito, alguna enfermedad y/o
trauma, y esta se utiliza en combinacion de varios avances tecnoldgicos que van
mas alla de un transplante tradicional y/o terapia.*

Ademas esta area, aplica los principios y métodos de la ingenieria (materiales,
quimica de superficie, quimica fisica, matematicas e ingenieria computacional) a
los principios de las ciencias de la vida (como son biologia molecular, biologia

celular, medicina de transplantes, genética y cirugia), para el entendimiento de la

17



relacion funcién-estructura de los tejidos normales y patolédgicos y al desarrollo de
nuevos tejidos o “constructos” para aumentar, restaurar o mantener los sistemas
biolégicos existentes.!2

Este es un nuevo campo que busca usar la combinacion de células, biomateriales
y factores de crecimiento para lograr la rdpida regeneraciébn o reparacion de

tejidos con propiedades mecénicas y bioquimicas similares a las del tejido original.

2.7.1 PRINCIPIOS BASICOS EN LA INGENIERIA DE TEJIDOS.
Mediante la ingenieria de tejidos se han fabricado diferentes tejidos, utilizando

células madre y células somaticas; sin embargo, la mayoria de estos tejidos se

realizan a nivel experimental en animales® (ver tabla 2).

Ingenieria de tejidos
basada en células madre

Ingenieria de tejidos
basada en células somaticas

Vasos sanguineos
Hueso

Cartilago

Cornea

Esmalte de los dientes
Musculo de corazén
Higado

Pancreas

Tejido nervioso
Musculo esquelético
Piel

Vejiga

Cartilago (oreja, nariz)
Valvas de corazén
Intestino

Rifon

Uretra

Traquea

Meniscos

Mucosa oral

Uréter

Tabla 2. Tejidos formados mediante Ingenieria de tejidos.

Independientemente del tipo de tejido, algunos de los “ingredientes basicos” para
crecer nuevos tejidos in vivo son: células, matriz extracelular, vasos sanguineos,
comunicacion intercelular e interacciones célula-matriz extracelular. Dichos
componentes estan bien combinados, en un espacio bien coordinado y en una
fase tiempo-dependiente. Ademas de los ingredientes antes mencionados, otro de
los prerrequisitos para la aplicacion exitosa de la ingenieria de tejidos in vivo, es
tener los conceptos quirargicos bien elaborados. A medida que se incrementa la

complejidad de los componentes utilizados en la ingenieria de tejidos hay que
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tomar las debidas precauciones para evitar un dafio de las células que pueden
susceptibles o de los templetes bioactivos durantes su implantacion. Dependiendo
de los conceptos especificos, un periodo previo in vitro puede variar de 1 dia hasta
varios meses. Este periodo comunmente es usado para la expansion celular o la
induccién de la diferenciacion celular tejido-especifico.®

En general, en la ingenieria de tejidos se utilizan biomateriales modificados que en
conjunto con los componentes celulares mimetizan a un tejido natural, como
resultado se forma un material bioldgico funcional para la restauracion fisica y/o el
remplazamiento de los defectos tisulares; superando a los autoinjertos o
aloinjertos.>*

Por lo que, mediante la ingenieria de tejidos se podria formar un “neo-cartilago” ,
el cual tendria muchas aplicaciones en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos de
este hospital; pero, primero se debe de estandarizar un método de cultivo y
seleccionar un biomaterial que nos sirva de sostén para sembrar los condrocitos, y
estos puedan proliferar y formar un tejido, ademas de que les permita sintetizar
proteinas como son: proteoglicanos y colagena tipo Il, los cuales son marcadores

de la estabilidad fenotipica de estas células.

2.7.2 BIOMATERIALES.
El termino biomaterial comprende un amplio rango de substancias de origen

natural y sintéticas, las cuales se utilizan en amplio espectro para aplicaciones
medicas.®* Asi, los biomateriales se pueden definir como substancias contenidas
en drogas o alimentos utilizados para uso terapéutico o de diagnostico o bien en
algunos casos se definen como materiales compuestos de derivados biolégicos o
sintéticos para aplicaciones clinicas.*

El desarrollo de nuevos biomateriales requiere de los conocimientos conjuntos de
ingenieros, bidlogos y fisicos. En afios recientes, se ha incrementado el desarrollo
de nuevos biomateriales, no artificiales (obtenidos de animales o humanos) y
artificiales de los cuales deben ser totalmente biocompatibles, reabsorbibles y no
reabsorbibles y de tal manera que la implantacién de nuevos biomateriales en la

clinica se esta expandiendo enormemente (Tabla 3).
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Matrices artificiales

absorbibles

Matrices artificiales

no absorbibles

Matrices no artificiales

Poligalactina
Acido polilactico
Acido poliglicélico

Poliuretano

Polivinil alcohol
Nylon

Poliester
Politetrafluoroetileno
Fibras de carbono

Polietileno

Esponjas de colageno de tipo |

Menisco

Tejidos embrionarios
Hueso descalcificado
Fibrina polimérica

Acido hialurénico

Tabla 3. Los materiales utilizados en la Ingenieria de Tejidos.

Todos los biomateriales utilizados en la ingenieria de tejidos deben cumplir con
ciertos prerrequisitos, tales como no ser toOxicos o carcinogénicos, que sean
biocompatibles, esterilizables y con flexibilidad quirtrgica, ademas de tener ciertas
propiedades mecanicas como ser permeables, estables, elasticos, y reabsorbibles
a medida que se reemplaza el tejido. Los biomateriales permiten la adherencia
celular y poseen el potencial de transportar agentes biomoduladores como los

factores de crecimiento y material genético.®

Mediante técnicas de hibridacién se ha logrado integrar la matriz extracelular a los
polimeros, por lo que se le denomina “scaffold” o templete. Una de las principales
proteinas utilizada para combinarse con los polimeros es la colagena, la cual tiene
propiedades adhesivas para las células, sin embargo, otros componentes de la
matriz extracelular pueden recubrir la superficie de los polimeros e incrementar las
uniones celulares mas especificas entre polimero-célula, como las glicoproteinas
que semejan a la fibronectina, vitronectina y laminina, la secuencia péptido
semejante a arginina-glicina-acido aspartico (RGD).3**’

Hoy en dia, siguen disefidndose y sintetizandose muchos biomateriales para ser
utilizados en el area medica en un futuro, asi por ejemplo algunos biomateriales
estan disefiados para cambiar de una forma temporal a una permanente por un

cambio de temperatura.>®
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Uno de los biomateriales que se esta
utilizando en este laboratorio y que se podria
utilizar como soporte para los condrocitos, es
el acido poliglicélico (PGA); el cual es un
polimero sintético, cuyo peso molecular es
de 69 kDa; esta formado por fibras
organizadas en forma de red, con un

diametro de 13-pym, y tiene un 97% de

porosidad. (Fig 8) ElI PGA pierde su

integridad mecanica en alrededor de dos

Fig. 8 Estructura del PGA

semanas y disminuye su masa a un 50%, en 4 semanas de cultivo tanto in vitro
como in vivo.3**° Su fabricacién es por vaciado en molde, y es disefiado como una
red multifilamentaria orientada como una tela de trama, para formar una malla no
ondulada de fibras interconectadas y prensada entre placas calientes para mejorar
su estabilidad mecénica. La malla es prensada en discos de 5-10mm de didmetro,
1, 2, o 5 mm de espesor. Finalmente es esterilizada con 6xido de etileno por 12
horas y secada por al menos 24hs.

Otro biomaterial es el acido poli-lactico-co-glicélico (PLGA), el cual es un polimero
ampliamente utilizado como dispositivos terapéuticos por su biodegradabilidad y
biocompatibilidad.***° Se prepara en diferentes proporciones de acido lactico y
acido glicdlico, las cuales van desde una dilucion 50:50 hasta un 75:25
respectivamente; se degrada por hidrélisis en sus uniones éster en presencia de
agua y la relacion que se utiliza mas frecuentemente es 50:50; y se ha
comprobado que se degrada alrededor de 2 meses.*

Con la unién del PGA y PLGA se puede formar un co-polimero el cual permite que

el PGA aumente su adhesion celular.

2.7.3 CULTIVO DE CONDROCITOS
Al igual que ocurre con otros tipos celulares, cuando los condrocitos se aislan y se

cultivan en monocapa pueden aumentar de forma notable, su capacidad de
sintesis, por lo que pueden tener ciertas aplicaciones clinicas especialmente en

ingenieria de tejidos y en la terapia génica.’®*' Sin embargo, el cultivo de
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condrocitos in vitro no esta exento de dificultades, en particular, es su tendencia a
desdiferenciarse en cultivos en monocapa, por lo que con el paso del tiempo su
fenotipo cambia progresivamente a una morfologia de fibroblastos al realizar
diferentes resiembras o subcultivos.?’#2

Las causas de la desdiferenciacion de los condrocitos son: su trasplante de un
medio condrotrépico en el que estan sometidos a una serie de factores de
crecimiento y la carencia in vitro de la matriz tridimensional que ellos mismo
secretan; por lo que, la ausencia de estos elementos conduce a una adaptacion al
nuevo medio y se produce esta transformacion.?’#44°

La desdiferenciacibn es evitable por varios métodos diferentes o con la
combinacion de varios de éstos, tal es el caso de:

1) Cultivo a alta densidad (2 x 10° células por cm?), es el mas empleado y vendria
a resolver parte del problema, dado que son capaces de mantener el fenotipo
condrocitario hasta que son subcultivados. Aun asi, y a pesar de sus ventajas, los
condrocitos presentan en ellos una expresion de colageno tipo Il mas labil que la
de agrecano.

2) Inclusion de los condrocitos en matrices tridimensionales que simulen, de
alguna forma, el ambiente primordial del que han sido extraidos, y se han utilizado
como matrices a geles de colageno, agarosa, alginato, esponjas de colageno y
polimeros sintéticos o biomateriales;*” estos son capaces de mantener su fenotipo,
pero la desventaja es su crecimiento celular lento.

3) Un método paliativo es el tratamiento de las células con factores de crecimiento
que retrasan el proceso de desdiferenciacion.'?2041:43

Aunado a esto, las muestras de cartilago presentan una enorme variabilidad en
sus respuestas, por lo que el uso de biorreactores es importante para
mantenimiento del cartilago y para valorar los diferentes procedimientos al que es

sometido este tejido.*>*

2.7.4 BIORREACTORES.
Los biorreactores tienen una funcién importante en la ingenieria de tejidos, ya que

gracias a estos sistemas es posible la reproducibilidad y se pueden controlar los

factores ambientales especificos.*® Mediante estos sistemas se realizan estudios
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controlados con el objetivo de entender los efectos
fisicos, quimicos y biologicos. Los birreactores se
han empleado para el cultivo de bacterias o células
de mamiferos en un ambiente monitoreado,
controlado y bajo ciertas condiciones operacionales

como son: pH, temperatura, oxigeno y suministro

de nutrientes a niveles industriales o gran escala "%
(Fig 9). Por lo tanto, los conocimientos obtenidos de Fig. 9 Cultivos en el biorreactor.
los cultivos celulares en monocapa no aplican para el cultivo de tejidos en tercera
dimensién y por lo tanto, cada tipo de neotejido creado in vitro (piel. hueso,

cartilago) requiere de un disefio especial.®

2.8 ANTECEDENTES
La formacion de cartilago mediante ingenieria de tejidos utilizando condrocitos

articulares depende de las condiciones y la duracién de los cultivos utilizados in
vitro, para asi lograr una mejor calidad del neotejido (por ejemplo: mejor
composicién bioguimica e histomorfologica) y de funcién (mecénica y porcentaje
de biosintesis).*® Estudios realizados por el grupo del Dr. Atala, demostraron que
es posible formar cartilago articular tanto in vivo como in vitro utilizando
condrocitos de cartilago hialino bovino como fuente celular y una matriz a base de
un polimero de acido poligliclico (PGA).”® Después de seis semanas de cultivo,
se forméd un tejido completamente cartilaginoso, estando en completo equilibrio la
cantidad de glicosaminoglicanos y colageno.*®*® Aunque algunos investigadores
consideran que el factor mas importante para la formacién del cartilago por
ingenieria de tejidos es la presencia de células biosintéticas activas, capaces de
proliferar y rellenar los espacios existentes en el polimero y formar cartilago
progresivamente.*

Estudios realizados recientemente demostraron que existen dos parametros muy
importantes para la generacion de cartilago: la seleccion de un tipo celular
apropiado y la concentracion celular. Asi como también que, existe una correlacion
entre el nimero celular inicial, el grosor y peso del cartilago neo-formado.>* Un

periodo apropiado de crecimiento se correlaciona con un incremento de la
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proliferacion de matriz cartilaginosa y un incremento en las distancias
intercelulares. El balance entre estos dos pardmetros es vital para tener éxito en la
formacion de cartilago por ingenieria de tejidos.*?

La devolucibn o remision de los condrocitos a un ambiente condrotropico
(fundamentalmente su situacion en matrices tridimensionales) puede conducir a la
rediferenciaciéon de estas células, con la recuperacion de la expresion génica
caracteristica de ellas y la vuelta a un fenotipo tipicamente condral.?>#14348

La estimulacion de los condrocitos en cultivo in vitro con factores de crecimiento
aumentan su proliferacion como por ejemplo: en presencia de IGF-I producen una
mayor sintesis de los proteoglicanos, que coincide con un aumento en la
expresion de su receptor; el FGFb o FGF-2 y EGF aumenta la proliferacién de
condrocitos de oreja de conejo o articulares, expuestos a medio suplementado con
suero;>® ademas que el EGF se encuentra en el plasma y puede representar uno
de los factores involucrados en la proliferacién de condrocitos in vivo.?*® En estos
articulos varian en las concentraciones de los recombinantes, ya que estimulan a
los condrocitos con concentraciones que van desde 5ng/mL, 10ng/mL hasta 100

ng/mL. e inclusive en concentraciones de pg. 3192143
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Al no encontrar un tejido que pueda remplazar al cartilago, tanto en su
estructura, como en su flexibilidad, todas las investigaciones se han enfocado
en el intento de encontrar una manera de poder “fabricar” neo cartilago in vitro,
con la finalidad de sustituir los defectos causados en este, y asi conseguir una
integridad anatomo-funcional completa tanto en lesiones de la laringe, traquea,
pabellon auricular y oido medio con el cartilago elastico, al igual que
articulaciones, nariz y formacion de hueso con el cartilago hialino.

Sin embargo, el uso de los condrocitos no se limita a la formacion de tejidos ya
que, como se ha visto los condrocitos tienen una facilidad de crecimiento,
cultivo, y expansion celular in vitro; ademas de que es un tejido idoneo para
transplantarse, ya que es aneural, relativamente avascular, e
inmunoprivilegiado, nutriendose fundamentalmente del liquido sinovial, y se ven
protegidos del sistema inmune por la matriz circundante lo que les permite
sobrevivir durante afios, sin necesidad de inmunosupresién.*®

Por todo esto, su utilidad es muy viable en el campo de la urologia, ya que, en
recientes estudios se ha demostrado que pueden ser usado para formar el
tracto genitourinario para el tratamiento del reflujo vesicouretral y la
incontinencia urinaria en modelos animales y en humanos***% ademas de que
puede ser utilizado en prétesis testiculares en pacientes con ausencia testicular
unilateral o bilateral causada por problemas congénitos (criptorquidia,
hipogonadismo, hermafroditismo) 6 adquiridos (traumas, cancer testicular), los
cuales son problemas que se presentan en urologia pediatrica de este hospital.
El principal inconveniente del cultivo de condrocitos, es el de realizar varias
resiembras, para obtener una cantidad apropiada para sembrar sobre el
templete o matriz tridimensional, esto conlleva a enfrentarnos a un problema
comun en este linaje celular que es la desdiferenciacion hacia un linaje
fibroblastico, lo cual cambia la sintesis de colageno tipo | en lugar de la sintesis
de colageno tipo Il. Por lo que sea visto, la necesidad de utilizar factores de
crecimiento para que sea mas rapida su expansién en menos pasajes y asi
evitar su desdiferenciacion.

Los FCs en general, ejercen un efecto anabdlico y catabdlico sobre los

condrocitos y puede potenciarse entre ellos®, por lo que se han relacionado
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con la produccion de matriz extracelular (MEC), la cual sufre un proceso
permanente de renovacion que determina el grado de actividad condrocitaria.

En cultivos in vitro, se ha observado que la adicién de factores de crecimiento
exégenos como el IGF-1, el EGF y el FGF basico (FGF-2) inducen la
proliferacion y la sintesis de ciertas proteinas de matriz extracelular de

condrocitos,>® %2

ya que tienen un efecto anabdlico a comparacion del TNF-a y
LIF que tienen un efecto catabdlico sobre los componentes de la matriz.
Debido a esto, se propuso establecer un método de cultivo, con un adecuado
equilibrio entre la rapida proliferacion de los condrocitos y evitando su
desdiferenciacion mediante la presencia de FCs.
Por lo tanto, los condrocitos estimulados con IGF-I, EGF y FGFb, tendrian
como ventajas:
% Estimular la proliferacion celular, lo cual evitaria su desdiferenciacion a
fibroblastos, ademas evitaria la sintesis de colagena tipo |I.
# Obtener un neocartilago con mejores caracteristicas morfologicas en un
tiempo de cultivo méas corto, en comparacion con el cultivado en condiciones
normales de cultivo (medio DMEM-F12 con 10% SFB).
Por lo que, se han planteado las siguientes preguntas de investigacion:
¢Incrementaran la proliferacion los factores que tienen un efecto anabdlico que
los que tienen un efecto catabdlico?
¢La estimulacion de los condrocitos con factores de crecimiento incrementa o
disminuye la sintesis de proteinas en membrana o matriz extracelular?
¢, Que cartilago es mejor el hialino o el elastico para su uso en el laboratorio de
ingenieria de tejidos?
¢, Qué diferencias existen en la utilizacion de uno y otro?
¢,Cual de los factores de crecimiento utilizados sera el mas conveniente para su
uso en laboratorio de ingenieria de tejidos?
¢, Qué concentracion de los factores de crecimiento sera la mas apropiada para

utilizar?
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4.- OBJETIVOS.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Obtener biopsias y disgregar las células de tejido auricular y costal de
conejo.

Cultivar los condrocitos a diferentes concentraciones de factores de
crecimiento.

Realizar una cinética de proliferacion de los condrocitos en presencia y
ausencia de los factores de crecimiento IGF-I, EGF, y FGFb.
Caracterizar las células condrociticas mediante inmunohistoquimica y
citometria de flujo.

Determinar el efecto del IGF, EGF y FGFb en la expresién y sintesis de
proteinas de condrocitos hialinos y condrocitos elasticos in vitro.

Analizar la expresion de proteinas de superficie y membrana en los

condrocitos estimulados con los factores de crecimiento.
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5.- HIPOTESIS.

Se ha descrito que los condrocitos cultivados in vitro, responden al efecto de
factores de crecimiento, como el EGF, FGFb, IGF-1; entonces, si los cultivos de
condrocitos se estimulan con estos factores de crecimiento se incrementara la
proliferacion, la sintesis y/o expresion de las proteinas de matriz extracelular, y

por lo tanto, mejoraran las caracteristicas morfologicas del cartilago.
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6.- MATERIALES Y METODOS.

1) Obtencion del tejido auricular y costal de conegjo.
Se utilizaron conejos machos New Zeland, puberes de aproximadamente 7

semanas de vida extrauterina y un peso aproximado 1.7 kg. Fueron
anestesiados por via muscular y arterial con Ketamina y pentobarbital a una
dosis de 20 mg/kg y 40 mg/kg respectivamente. Se utilizé el antibiotico
Gentamicina pre y post-operatorio a una dosis de 13 mg/kg y 5 mg/kg
respectivamente.

Los conejos fueron cuidados por el personal capacitado del Bioterio del
Hospital Infantil Federico Gomez, que incluye alimento, agua y limpieza diaria a

libre consumo.

2) Disgregacion de tejido cartilaginoso mediante tripsina-EDTA
y colagenasa tipo Il.
Las biopsias de cartilago hialino y/6 elastico fueron transportadas en PBS 1X

frio con antibidtico-antimicotico (GIBCO) frio por separado al laboratorio en
tubos conicos Falcon de 50mL. En condiciones de esterilidad, fueron lavadas
exhaustivamente en tres ocasiones con PBS 1X estéril, se les retiré la capa
que recubre el cartilago (pericondrio), se cortaron en pequefias porciones de
aproximadamente 1 mm?®y fueron disgregados por separado en presencia de 5
mL de tripsina-EDTA (GIBCO) por 30 minutos a 37°C (para eliminar los
fibroblastos), transcurrido el tiempo, se deseché el sobrenadante, se lavaron
tres veces con PBS 1X, se les adicion6 5 mL de colagenasa tipo Il (1 mg/mL)
(ICN Biomedicals Inc) en DMEM-F12 (GIBCO) y se mantuvieron en agitacion
constante por 3 horas a 37°C y 5% de CO..

El disgregado celular se centrifugé por 10 min. a 2000 r.p.m (SORVALL), el
boton celular se resuspendi6 en medio DMEM-F12 fresco y las células
condrociticas fueron sembradas a una concentracién celular de 2 x 10°
células/cm? en cajas de petri de 100 mm x 20 mm (CORNING) con 10 mL de
DMEM-F12 (GIBCO) al 10% de suero fetal de bovino (SFB) (GIBCO).

3) Cultivo y crecimiento de las células condrociticas.
Las células fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM-F12 suplementado

con Suero Fetal de Bovino al 10%, antibiético-antimicético 1% (GIBCO), en una
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incubadora (REVCO) a 37°C, humedad saturada y 5% de CO,. Una vez que los
condrocitos alcanzaron una confluencia celular del 80%, se procedié a

resembrarlos o sembrarlos en presencia de los diferentes los FCs.

4) Cultivo de condrocitos a diferentes concentraciones de
factores de crecimiento.
Para observar el dia maximo de proliferacion y encontrar la concentracion

adecuada de cada uno de los FCs se hizo la siguiente prueba. En una placa de
96 pozos fondo plano (COSTAR) se sembraron 50 x 10°/mL condrocitos en
presencia-ausencia de cada uno de los siguientes FCs: EGF (SIGMA), FGFb
(SIGMA), VEGF (SIGMA), TNF-a (BIODESIGN), LIF (SIGMA) e IGF-1
(BIOSOURCE). Las concentraciones utilizadas fueron de 5, 10 y 20 ng/mL y se
evaluo la viabilidad por la prueba del MTT (SIGMA) al dia 7. El MTT es un
colorante amarillo soluble en agua, el cual es reducido por las células vivas a
formazan un colorante puarpura e insoluble en agua.

La evaluacion se hiz6 de la siguiente manera: a tres pozos con condrocitos en
presencia-ausencia del recombinante correspondiente a cada concentracion,
se les adicioné 40 yL de la soluciéon de MTT-PBS (5mg/mL) y fueron incubadas
3-4 horas a 37°C; trascurrido el tiempo, se retiré el medio-solucion de MTT-
PBS, entonces los pozos se lavaron con PBS 1X y se les agregd 200uL de
alcohol isoamilico-HCI (0.04%) (SIGMA), se resuspendié bien el precipitado
azul hasta que se disolvio y se tomé una alicuota de 30 uL para ser leidos en

un lector de placas para ELISA (Tecan GENios) a 595 nm.

5) Cinética de proliferacion de los condrocitos en presencia de
los factores de crecimiento mediante el método de MTT.
En una placa de 96 pozos fondo plano (COSTAR) se sembraron 50 x 10°

condrocitos/mL en presencia-ausencia de cada uno de los siguientes FCs:
EGF, FGFb, VEGF, TNF a, LIF e IGF-l. Tres pozos correspondientes de
recombinante fueron evaluados a los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 y 13. Brevemente, se
adicionaron 40 pL de la solucién de MTT-PBS (5mg/mL) y se incubaron 3-4
horas a 37°C.; trascurrido el tiempo se retiré la solucion de MTT-PBS, se lavo
con PBS 1X y posteriormente se agregaron 200uL de alcohol isoamilico-HCI

(0.04%), se resuspendié bien el precipitado azul hasta que se disolvidé y
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finalmente se tomo6 una alicuota de cada condicion, las cuales fueron leidas a

595 nm en un lector de placas para ELISA (Tecan GENios).

6) Caracterizacion de los condrocitos mediante
inmunohistoquimica (colagena Il, p-selectina, S-100, CD-14, y
agrecanos).

Para la caracterizacion de los condrocitos por inmunohistoquimica (IHQ) se

utilizé el kit En vision+® System-HRP (DAB) (DakoCytomation). Brevemente,
se sembraron 1 x 10° cél./pozo en medio DMEM/F12 en presencia de SFB 10%
en una camara Lab-Teck de 8 pozos (Nalge Nunc Int.), una vez que las células
formaron una monocapa, fueron fijadas con acetona fria por 1 min.
Posteriormente, fueron incubadas con el bloqueador de peroxidasa endégena 5
min., se lavaron dos veces con agua destilada y se volvieron a incubar otros 5
min. ahora con el blogueador universal 1X (Biogener 10X), se incubaron por 45
min con el siguiente panel de anticuerpos monoclonales/policlonales primarios:
anti-S100 (SIGMA), anti-p-Selectina (DakoCytomation), anti-colagena |l
(CHEMICON), anti-agrecanos* (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.). Para
lo cual, se utilizaron diluciones de 1:100, transcurrido el tiempo, se lavaron con
PBS-Tween20 (0.01%) en tres ocasiones, se incubaron por 30 min. con el
polimero de Dako (el cual, tiene adsorbido un anticuerpo secundario y la HRP)
y se lavaron nuevamente en 3 ocasiones con PBS-Tween20 (0.01%),
finalmente, se agrego el revelador DAB por 1 min., se lavaron en 4 ocasiones
con PBS-Tween20 (0.01%) para eliminar el exceso del cromégeno; y se
realizo una contratincion con Hematoxilina de Harris y se observaron en el
microscopio de luz visible.

*Para los pozos donde correspondian al anticuerpo antiagrecanos: no se utilizé
el Kit de DAKO, por lo que las células condrociticas después de incubarse con
el anticuerpo primario anti-agrecano fueron incubadas con un anticuerpo
secundario Multi Link (DakoCytomation) a una dilucion 1:100 por 30 min.,
trascurrido el tiempo se lavaron nuevamente en 3 ocasiones con PBS-Tween20
(0.01%) y se incubaron con Streptavidina-Biotina (DakoCytomation) a una
dilucion 1:300 por 30 min., trascurrido el tiempo se lavaron nuevamente en 3
ocasiones con PBS-Tween20 (0.01%) y finalmente se agrego el sustrato DAB
por 1 min. se lavaron en 4 ocasiones con PBS-Tween20 (0.01%) para eliminar

el exceso de el cromoOgeno, después se realizd una contratincibn con
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Hematoxilina y fueron observadas en el microscopio de luz visible (Zeiss,
Olympus B071).

7) Caracterizacion de los condrocitos tratados con el EGF, IGF-
I, y FGFb, mediante inmunohistoquimica (colagena I, p-
selectina, S-100, CD-14, y agrecanos).

Una vez sembradas las células a una concentracién de 1 x 10° cél./pozo con

medio DMEM/F12 en presencia de SFB al 10% en una cdmara Lab-Teck de 8
pozos, fueron estimuladas con FGFb (5ng/mL), EGF (5 ng/mL) e IGF-I (10
ng/mL) y se fijaron al cuarto dia, fueron caracterizaron con los anticuerpos

antes mencionados, usando el mismo procedimiento.

8) Caracterizacion de los condrocitos mediante citometria de
fluyjo (FACS). (colagena I, p-selectina, S-100, CD-14, vy
agrecanos).

Para la caracterizacion por FACS, las células fueron despegadas del sustrato

utilizando tripsina-EDTA (0.025%) y fueron lavadas dos ocasiones con PBS
estéril y frio. Posteriormente, se colocaron 2 x 10° células en 7 viales y fueron
incubadas en 100uL de PBS-albumina sérica bovina al 0.01% por 10 min.;
transcurrido este tiempo se lavaron 2 veces con PBS frid, se incubaron con
100pL del blogueador universal 1X por 5 min, después se incubaron por 45
min. a 4°C con un panel de anticuerpos: anti-S100, anti-Colagena IlI, anti-p-
Selectina, y anti-Agrecanos*. Las células fueron lavadas con PBS frio dos
veces e incubadas con un anticuerpo secundario anti-mouse-FITC (SIGMA), el
cual reconoce especificamente la porcion Fc del anticuerpo primario (dilucion
1:100 por 30 min.). Transcurrido el tiempo, las células se lavaron en dos
ocasiones y se centrifugaran, el botén celular se resuspendio en 1 mL y se
procedi6 a leerlos en un FACS-Scalibur (Becton Dickinson) en el canal 2, a una
longitud de onda de 520 nm.

*El anti-Agrecanos, se incub6 con un anticuerpo secundario anti-goat marcado
con FITC (SIGMA) dilucion 1:100 por 30 min.
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9) Caracterizaciéon de los condrocitos tratados con el EGF, IGF-
I, y FGFb mediante citometria de flujo. (colagena Il, p-selectina,
S100, CD14, Y agrecanos).

Es el mismo procedimiento que el anterior nada mas que ahora tratados por
separado con los factores antes mencionados y caracterizados con los

anticuerpos correspondientes.

10) Formacion de los polimeros PGA-PLGA
El acido poliglicolico (PGA) (ALBANY INTERNATIONAL RESEARCH) fue

cortado en 24 trozos pequefios de 1cm? y cubiertos (rociados) de &cido
polilactico-coglicdlico (PLGA) (50:50) (SIGMA), una vez cubierto toda la
superficie de ambos lados y las orillas del PGA, se procedié a secar por 24
horas los polimeros PGA-PLGA para eliminar el cloroformo en el cual es
disuelto el PLGA.

Después se procedio a esterilizar los polimeros.

11) Siembra en polimeros de acido poliglicolico (PGA)-acido
polilactico-coglicolico (PLGA)
Una vez que alcanzaron una confluencia del 80% los condrocitos de los

primeros pasajes (del P2-P4) estimulados con los factores de crecimiento (IGF-
I, EGF, FGFb) y no estimulados (medio DMEM-F12 con SFB al 10%), fueron
despegados del sustrato utilizando tripsina-EDTA (0.025%) por 10-12 min. Se
colocaron en tubos Falcon de 50 mL por separado y fueron centrifugados por
10 min. a 2000 r.p.m., el botén celular se resuspendié en PBS 1X y fueron
lavadas una vez mas con PBS 1X frio. Finalmente, el botén celular se
resuspendié en 500 pL de medio DMEM-F12 sin suero y se procedi6é a contar
el numero de células con azul tripano (SIGMA).

Previamente los polimeros PGA-PLGA fueron hidratados en condiciones de
esterilidad con el medio DMEM-F12 sin suero en un recirculador (Glas-Col) por
10-15 min., se retird el medio y se elimind lo mas que se pudo de la membrana
succionando con una pipeta pasteur, los polimeros se colocaron en placas de
petri (todo esto en condiciones de suma esterilidad) y se procedi6 a la siembra
de los condrocitos.

Se tomé del resuspendido celular los L necesarios para sembrar 8.5 x 10° de

cada uno de los tipo de condrocitos (elasticos y costales), tratados o no
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tratados con los factores de crecimiento (IGF, EGF, FGF), se sembraron en
cada polimero y se incubaron por 3 horas bajo condiciones estériles de 37°C,
humedad saturada, 5% de CO..

Posteriormente se adicionaron 10 mL de DMEM-F12 al 10% de SFB a cada
una de las membranas por 24 horas. Al dia siguiente se retird0 el medio y se
procedio a contar las células que no se adhirieron al polimero, y se colocaron
las membranas en birreactores por separado, con una agitacibon muy suave y
se cambio el medio cada tercer dia, adicionandole en cada recambio la
concentracion adecuada de cada recombinante.

Cada uno de los polimeros se dejé por 15 dias en cultivo, posteriormente se
sacaron del birreactor y se fijaron en formol para hacer cortes histolégicos

12) Cortes histoldgicos y citoquimica.
Ya fijados las muestras en formol, se incluyeron en parafina, se realizaron

cortes histolégicos de 4 micras y el tejido se monté en portaobjetos y se
procedié a tefirlos con Hematoxilina-eosina para observar su morfologia y
estructura, con Azul Alciano-Pas para detectar los mucopolisacaridos acidos

(totales), y la tricromica de Mallory para observar la colagena (ver anexo).
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/.- RESULTADOS

CARTILAGO HIALINO Y ELASTICO CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE FCs.

Para evaluar la capacidad de los FCs de estimular la proliferacion de los
condrocitos de cartilago hialino y elastico; en una primera parte fueron estimulados
exdégenamente con 10, 30 y 50ng/mL, observandose un efecto proliferativo con
concentraciones de alrededor de 10 ng/mL (datos no mostrados), por lo que se
decidi6 manejar concentraciones de entre 5, 10 y 20 ng/mL en los siguientes
cultivos en monocapa, para conocer la concentracion mas adecuada para su
aplicacion (ver Grafica 1y 2).

Los condrocitos fueron estimulados con VEGF, IGF-I, EGF, TNF-qa, LIF y FGFb
con diferentes concentraciones (ver materiales y métodos). Sélo el EGF y el FGFb
estimularon la proliferacion de los condrocitos, con 5, 10 y 20 ng/ml con una
diferencia significativa proporcionada con la prueba de t-student con a = 5% y un
95% de confianza, comparado con respecto al medio sin FCs (control) a los 7 dias
de cultivo in vitro (ver grafica 1 y anexo). Ademas se determinaron las
concentraciones oOptimas para cada uno de los recombinantes, VEGF (5ng/ml),
IGF-I (10 ng/ml), EGF (5 ng/ml), TNF-a (5 ng/ml), LIF (10 ng/ml) y FGFb (5ng/ml).

CARTILAGO HIALINO ADIFERENTES CONCENTRACIONES DE FACTORES DE CRECIMIENTO
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Grafica 1. Efecto en la proliferacién de los condrocitos del cartilago hialino con los factores
de crecimiento. El simbolo * indica una diferencia significativa determinada por t-student
con a=5%.
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También se puede apreciar en esta misma grafica que el FCs que ejerce un
estimulo o un efecto mayor en la proliferacion es el EGF, inclusive tiene un efecto
de casi el doble que el ejercido por el FGFb.

En el cartilago elastico (grafica 2), los FCs. que tuvieron un efecto en la
proliferacion con respecto al medio DMEM-F12 con SFB al 10% fueron el EGF y
FGFb a 5, 10 y 20 ng/mL, lo cual fue muy semejante al cartilago hialino; ademas
de estos FCs. los que ejercieron un estimulo, fueron el IGF-1 a 20 ng/mL y el LIF a
5 ng/mL; pero con la prueba de t-student no fueron significativos, nada mas el
EGF y FGFb. También se observo que el FGF-2 a 5y 20 ng/mL fue superior al
FGF-2 a 10 ng/mL, pero la diferencia entre el de 5y 20 ng/mL fue minima por lo
que se prefirio utilizar el de 5 ng/mL para la estimulacion por ser menor
concentracion, y se establecieron las concentraciones Optimas para cada uno de
los recombinantes, VEGF (20 ng/ml), IGF-1 (20 ng/ml), EGF (5 ng/ml), TNF-a (10
ng/ml), LIF (5 ng/ml) y FGFb (5ng/ml) (ver gréafica 3).

CARTILAGO ELASTICO ADIFERENTES CONCENTRACIONES DE FACTORES DE CRECIMIENTO.
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Grafica 2. Efecto en la proliferacion de los condrocitos del cartilago elastico con los
factores de crecimiento. El simbolo * indica una diferencia significativa determinada por t-
student con a=5%.
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ANDEVA PARA EL EFECTO DE LOS FCs A DIFERENTES
CONCENTRACIONES SOBRE EL CARTILAGO HIALINO Y
ELASTICO.

Para esta evaluacion, se plantearon dos hipétesis:

# la hipotesis nula (Ho) los dos cartilagos presentan el mismo efecto en la

proliferacion. Ho = gy = Me

% la hipdtesis alterna (H,) los dos cartilagos no presentan el mismo efecto en

la proliferacion. Hay = py # Me

[ F. CALCULADA
FCs TNF FGFb EGF IGF-I LIF VEGF | Medio
sin FCs
5 2.675 |0.470 |4.936* [0.008 |0.109 |3.598 |1.573
10 0.003 |0.808 4.986* | 6.044* | 0.641 6.529*
20 0.179 |2.964 2429 1815 |0.032 3.140
F teorica (0.95,1,14) = 4.60

Tabla 4. El efecto de los FCs en la proliferacién de condrocitos obtenidos del cartilago
hialino y elastico. * Diferencia Significativa entre los 2 tipos de cartilago.

En esta tabla se muestran las diferencias en cuanto a su proliferacion entre los
dos tipos de condrocitos (estimulados y no estimulados), y comparamos los
valores de F calculada con respecto a la F tedrica obtenida de la tabla A-7 de
percentiles de la distribucion F (Fo.gs). Puesto que Fcac. > Fieor., S€ rechaza Ho y se
acepta H,, por lo que si hay diferencias significativas (al 5%), entre el cartilago
hialino y el elastico cuando son estimuladas con el EGF a 5y 10 ng/mL, IGF a
10ng/mL y con el VEGF a 10 ng/mL; el EGF actta o estimula mas la proliferacion
de los condrocitos del cartilago elastico, en comparaciéon con los del cartilago
hialino, aunado a que proliferan mas rapido los condrocitos de cartilago hialino que
los condrocitos de cartilago elastico con medio sin FC. Asi como también, el IGF-1
y VEGF a 10 ng/mL estimulan mas la proliferacion de los condrocitos de cartilago

hialino que los condrocitos de cartilago elastico.
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CINETICA DE PROLIFERACION DEL CARTILAGO HIALINO Y
ELASTICO.

Ya determinada la concentracion optima de cada FCs, se realizd una cinética de
proliferacion a 13 dias (Graficas 3-6), ademas se comparo al EGF, IGF-1 y FGFb
con los que tienen un efecto catabolico en la MEC (LIF y TNFa).

En la grafica 3 referente a los condrocitos del cartilago hialino, se corrobor6 que
los mejores dos FCs, son el EGF y el FGF. El efecto proliferativo de estos dos, se
comienza a observar desde el dia 5 de cultivo, si comparamos con el resto de los
FCs o el control (medio); ademas se observa que los condrocitos del cartilago
costal (hialino) responden muy semejante ante el estimulo de los factores de

crecimiento y este efecto también se observo en el cartilago elastico (grafica 5).

CINETICA CARTILAGO HIALINO PORMTT

PROLIFERACION (D.O. 595 nm

¢
L
L
L
<
3

o
\ g

DIA1 DIA 3 DIA S DIA 7 DIA 9 DIA 11 DIA 13

Grafica 3. Evaluacion de la cinética de proliferacion del cartilago hialino por el MTT hasta
el dia 13.

En la grafica 4 se observa que del dia 1 al 5, el FC que aumenta mas la
proliferacion es el FGFb, y a partir del dia 7 hasta el final el que ejerce un mayor
estimulo es el EGF, aunque el que le sigue es el FGFb; también se puede
observar que el FGFb, EGF, TNF-a y IGF tienen diferencias significativas en
varios dias con respecto al medio (barras con rayas en negro), determinada por t-

student con a=5% (ver anexo).
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CINETICA DE PROLIFERACION DE CONDROCITOS COSTALES
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Grafica 4. Evaluacion de la cinética de proliferacion de condrocitos costales (cartilago
hialino) por el MTT.

En la grafica 5 se observa nuevamente que el EGF y FGFb ejercen un estimulo
mayor en la proliferacion que el control (medio) y otros FCs, aunque al dia 11 el
LIF y TNF-a también ejercen un efecto proliferativo un tanto menor al EGF y FGFb

pero mayor al control.

CINETICA CARTILAGO ELASTICO PORMTT
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Grafica 5. Evaluacién de la cinética de proliferacion del cartilago elastico por el MTT hasta
el dia 13.
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En la grafica 6, se pueden ver las diferencias de los factores de crecimiento con
respecto al medio y se puede observar que en el cartilago elastico, el FC que
estimula mas la proliferaciéon en comparacioén con el medio es el EGF a 5ng/mL,
en casi todos los dias, excepto a las 24 horas (1dia) y el que le sigue en estimulo
es el FGF-2.
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Grafica 6.- Evaluacion de la cinética de proliferacion del cartilago elastico por el MTT
hasta el dia 13.

ANDEVA ENTRE EL CARTILAGO HIALINO Y ELASTICO A
DIFERENTES DIAS ESTIMULADOS CON FACTORES DE
CRECIMIENTO

Para esta evaluacion, se plantearon dos hipoétesis:
% La hipétesis nula (Ho): Los dos cartilagos responden igual a la sintesis de
proteinas. Hp = Iy = Me
% La hipotesis alterna (Hy): Los dos cartilagos responden diferente a la

sintesis de proteinas. Hy = uy # Me
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DIA F. CALCULADA
TNF FGFb EGF IGF-I LIF VEGF | Medio sin FCs
1 7.754* | 22.338* | 6.431* | 0.121 2.058 0.436 0.084
3 15.839* | 5.616* | 4.859 13.258* | 0.070 5.758* |1.180
5 112.70* | 2.813 219.93* | 12.353* | 37.060* | 12.512* | 28.175*
7 0.892 78.396* | 17.039* | 4.308 34.180* | 0.542 11.641*
9 3.133 0.460 1.983 0.239 0.139 11.938* | 0.317
11 | 8.923* | 8.169* |2.464 14.887* | 25.318* | 5.262* | 0.004
13 | 15.839* | 5.616* |4.859 |13.258* | 0.070 |5.758* |1.180
F tedrica (0.95,1,14) = 4.96

Tabla 5. El efecto en la proliferacion de los FCs sobre los condrocitos del cartilago hialino
y elastico del dia 1-13. * Diferencia Significativa entre los 2 tipos de cartilago

En esta tabla se muestran en que dias y en cuales condrocitos (estimulados y no
estimulados) difiere cada cartilago en cuanto a su proliferacion, ya que se
compara los valores de F calculada con respecto a la F tedrica obtenida de la tabla
A-7 de percentiles de la distribucién F (Fg.gs). Puesto que Fcae. > Fieor., S€ rechaza
Ho y se acepta H,, por lo que hay diferencias significativas (a = 5%) entre los

cartilagos hialino y elastico en la mayoria de los casos.

EVALUACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS DE MATRIZ
EXTRACELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La evaluacion se determino por citometria de flujo al 4° dia después de la
estimulaciéon, y se determino el % de fluorescencia (% Gated) que emiten los
anticuerpos con los que se determinaron estas proteinas a una longitud de onda
de 520 nm. También se muestra cuales factores de crecimiento tuvieron una
diferencia significativa con respecto al medio (barras con rayas en negro),
determinada por t-student con a=5% (ver anexo).por citometria de flujo (FACS) por
medio del % de fluorescencia.

En la grafica 7 se representan las evaluaciones para los condrocitos provenientes

del cartilago hialino; en lo referente para p-62, los FCs que estimularon mas la
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presencia de esta proteina de adhesién celular fue el IGF-l y FGFb en
comparacién con EGF y los no estimulados; ademdas tuvieron una diferencia
significativa con respecto al medio. Para la evaluacion de la colagena tipo Il el que
emiti6 mayor fluorescencia fue FGFb, seguido de los no estimulados y en menor
proporcion EGF y IGF-I; pero para esta proteina no hubo diferencia significativa
con respecto al medio. Con respecto a agrecano el de mayor positividad fue el
EGF, seguido del FGF-2 y IGF-I; y los tres tuvieron diferencias significativas con
respecto al medio. Y finalmente, para S-100 el mas alto fue el EGF con valores
muy cercano al 70%, pero la mitad de los condrocitos tanto estimulados como no
estimulados presentaron ser positivos para esta proteina, obteniendo una

diferencia significativa solo para el EGF.

PROMEDIO DE LOS VALORES DEL FACS PARA EL
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Grafica 7.- Efecto de los factores de crecimiento en la sintesis de proteinas de matriz
extracelular de los condrocitos del cartilago hialino.

En la grafica 8 se representan las evaluaciones para los condrocitos provenientes
del cartilago elastico y en este, todas las determinaciones fueron menores que
para el cartilago hialino, En la evaluacion de p-62, los condrocitos no estimulados

emitieron mayor fluorescencia que los estimulados, y dentro de estos el mas
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relevante fue el IGF-l, pero no hubo diferencia con respecto al medio. Para
coladgena tipo Il los condrocitos no estimulados emitieron mayor fluorescencia que
los estimulados, destacandose el EGF y tampoco hubo diferencia con respecto al
medio. Por ultimo, en agrecano, los condrocitos no estimulados emitieron mayor
fluorescencia que los estimulados, resaltando el IGF-I y para S-100 el de mayor
emision fue el IGF-I, obteniendo una diferencia significativa para el IGF y EGF con

respecto al medio.

ANDEVA ENTRE EL CARTILAGO HIALINO Y ELASTICO PARA LA
EVALUACION DE PROTEINAS DE MEC POR FACS.

Para esta evaluacion, se plantearon dos hipétesis:
% la hipotesis nula (Hp) los dos cartilagos responden igual a la sintesis de
proteinas. Ho = uu = Me
% la hipotesis alterna (H,) los dos cartilagos responden diferente a la sintesis

de proteinas. Hy = Py # PE

F. CALCULADA

Anticuerpo | EGF FGFb IGF-I Medio
sin FCs
p-62 8.603* 469.443* | 27.567* | 1.867

Colagena | 0.594 39.823* | 52.235* | 4.370
Agrecano | 219.933* | 1.811 0.105 29.454*
S-100 45.994* | 7.632 2.329 | 9.359*

F tedrica (0.95,1,4) = 7.71

Tabla 7.- Evaluacion de la sintesis de proteinas de matriz extracelular de los condrocitos
del cartilago hialino y elastico. * Diferencia Significativa entre los 2 tipos de cartilago.

En esta tabla se muestran en que proteina y en cuales condrocitos (estimulados y
no estimulados) difiere cada cartilago en cuanto a su sintesis de proteinas de
matriz extracelular, ya que se compara los valores de F calculada con respecto a
la F tedrica obtenida de la tabla A-7 de percentiles de la distribucién F (Fg.gs).
Puesto que Fcac. > Freor., S€ rechaza Ho y se acepta H,, por lo que hay diferencias
significativas (al 5%) entre los cartilagos hialino y elastico en la mayoria de los

Ccasos.
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INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS CONDROCITOS

» A ‘9‘
W,  COSTAL . ,
\ *"* ’ .--
R ——) 3
Qf < . . ’i\\ :
Neaativo 10 (10x) Aqrecano ‘.‘.1 QOX) 0-62" 12 (20x) S-100 % 13 (20x)
5
AURICULAR , o,
A 2 4
;-r »> ¥
4o F
¢ |
- . o ~
[} J ’
Neaoativo 15 (10x) Aarecano 16 (10x) n-62 17 (10x) S-100 18 (10x) Colaaeno | "19 (lOX)

Figs. 10-14. Condrocitos de origen costal (hialino). Fig. 10 se observa el control negativo sin anticuerpo 12. Fig. 11 El
marcaje con el Ab es mas intenso alrededor de los grupos isogénicos, que es donde se encuentra mayor cantidad de
condroitin sulfato y se puede observar la matriz territorial que sintetiza el condrocito, asi como un nucleolo prominente lo
que indica mayor actividad de sintesis. Fig. 12 algunos condrocitos son positivos a p-selectina (p-62) la cual es una
proteina de adhesién celular que se une a mucinas y esta constituye porcion polisacarida del acido hialurénico. Fig. 13
Tincion citoplasmatica y nuclear (citonuclear) que confirma que son condrocitos por su unién al anticuerpo anti-S100. Fig.
14 Secrecién de colagena tipo Il por los condrocitos, ademas noétese el marcaje alrededor de los diferentes grupos

isogénicos y forman una condrona, lo que sugiere un crecimiento intersticial por los condrocitos. Figs. 15-19. Condrocitos
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de origen auricular (elastico). Fig. 15 Control negativo. Fig. 16 Sintesis de proteoglicanos pero en menor cantidad que en
el cartilago hialino. Fig. 17 se observa que no todos los condrocitos son positivos a p-62 lo cual sugiere que no todos
estan sintetizando acido hialurénico. Fig. 18 se observa que son positivos a S-100 con un marcaje en el contorno del
ndcleo y citoplasma pero en menor intensidad. Fig. 19 Secrecién de colagena tipo Il, lo cual indica que estos condrocitos

no se estan desdiferenciando a un linaje fibroblastico.

INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS CONDROCITOS ESTIMULADOS CON EGF
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Figs. 20-24 Condrocitos de origen costal (hialino). Figs. 25-29 Condrocitos de origen auricular (elastico) Fig. 20 y 25 son
los controles negativos, los cuales no contienen el anticuerpo 12. Todos los condrocitos fueron estimulados con EGF y se

observa que no pierden su linage condrocitario ya que son positivas a S-100, colagena tipo Il y agrecano y en una menor
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cantidad a p-62 (p-selectina), pero se puede apreciar que el cartilago auricular es mas positivo a este anticuerpo en
comparacion con el cartilago costal. Tambien se observa que siguen formando grupos isogénicos en ambos casos (ver
flechas).

INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS CONDROCITOS ESTIMULADOS CON IGF-|
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Figs. 30-34 Condrocitos de origen costal (hialino). Figs. 35-39 Condrocitos de origen auricular (elastico). Fig. 30 y 35 son
los controles negativos los cuales no contienen el anticuerpo 12 En estas figuras (31-39) se puede observar que son
positivas a agrecano, colagena tipo Il y S-100 lo cual, indica que estimulando su proliferacién con IGF-I no se

desdiferencian a un linaje fibroblastico; también se sigue observando que estan formando condronas (grupos isogénicos),
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ademas se sigue observando que hay un mayor numero de condrocitos positivos a p-62 en el cartilago auricular que en el

costal.

INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS CONDROCITOS ESTIMULADOS FGFb
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Figs. 40-44 Condrocitos de origen costal (hialino). Figs. 45-49 Condrocitos de origen auricular (elastico). Fig. 40 y 45
representan los controles negativos, En estas figuras (41-49) se puede apreciar que hay un aumento en su proliferacion y
no hay desdiferenciacién a fibroblastos, ya que son positivos a S-100, p-62, agrecano y colagena tipo II; tambien se
puede ver que no aumenta la expresion de p-62 en estos condrocitos y hay una menor cantidad de condrocitos positivos

a p-62 en el cartilago auricular estimulados con FGFb en comparacion con los estimulados con EGF y IGF-I.
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HISTOQUIMICA DEL NEO-CARTILAGO FORMADO CON LA MEMBRANA DE PGA-PLGA A 15
DIAS DE CULTIVO. TINCION PARA HEMATOXILINA-EOSINA

MEDIO S/ F.C. EGF FGF IGF
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Figs. 50-53 muestran la formacion del neo-cartilago costal (hialino). Fig. 50 Neo-cartilago costal cultivado sin FCs. Figs
51,52 y 53 neo-cartilago costal estimulado con el EGF, FGFb y IGF-I respectivamente. Figs 54-57 muestran la formacién
del neo-cartilago auricular (elastico). Fig. 54 Neo-cartilago auricular cultivado sin FCs. Figs. 55, 56 y 57 neo-cartilago
auricular estimulado con el EGF, FGFb y IGF-I respectivamente. En los cortes para el cartilago costal se puede ver una
mejor conformacién y una mayor proliferacion de condrocitos, en comparacion con el cartilago auricular, ademas se
observa como estan formando su matriz extracelular dentro y en la superficie del polimero de PGA-PLGA, y se observa

que todavia se encuentran fibras de este polimero a estos dias.
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HISTOQUIMICA DEL DEL NEO-CARTILAGO FORMADO CON LA MEMBRANA DE PGA-PLGA A 15

DIAS DE CULTIVO. TINCION PARA AZUL ALCIANO-PAS

MEDIO S/ F.C. EGF FGF IGF
COSTAL 58 59 oo ;-- 60 : 61
Jdl o
' .‘ “ ' ~ ”- -
- 20X 10X b 20X A &

B
62 63 64 65

AURICULAR . \
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Figs. 58-61 muestran la formacion del neo-cartilago costal (hialino). Fig. 58 Neo-cartilago costal cultivado sin FCs. Figs

59, 60 y 61 neo-cartilago costal estimulado con el EGF, FGFb y IGF-I respectivamente. Figs 62-65 muestran la formacion

del neo-cartilago auricular (elastico). Fig. 62 Neo-cartilago auricular cultivado sin FCs. Figs. 63, 64 y 65 neo-cartilago

auricular estimulado con el EGF, FGFb y IGF-I respectivamente. Con esta tincién para los cortes del cartilago costal y

auricular, se pueden observar los glicosaminoglicanos (Gag) totales, debido a, que con el azul anciano se tifien los gag

sulfatados (condotin, dermatan, queratan y ac. hialurénico y con el Pas (acido peryddico de Schiff) los polisacaridos y

mucinas neutras como las glucoproteinas y proteoglicanos que se encuentran en la matriz extracelular del cartilago.
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HISTOQUIMICA DEL CARTILAGO HIALINO Y ELASTICO FORMADO CON LA MEMBRANA DE
PGA-PLGA A 15 DIAS DE CULTIVO. TINCION PARA MASSON

MEDIO S/ F.C. EGF FGF IGE
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Figs. 66-69 La formacion del neo-cartilago costal (hialino). Fig. 66 Neo-cartilago costal cultivado sin FCs. Figs 67, 68 y 69
neo-cartilago costal estimulado con el EGF, FGFb y IGF-I respectivamente. Figs 70-73 La formacion del neo-cartilago
auricular (elastico). Fig. 70 Neo-cartilago auricular cultivado sin FCs. Figs. 71, 72 y 73 neo-cartilago auricular estimulado
con el EGF, FGFb y IGF-I respectivamente. Con esta tincion para estos cortes, la colagena se tifie de color azul, y se
observa que en el costal hay una mayor secrecién y en diferente proporcion, ya que unos secretan mas que otros; pero
en el auricular; se observa una secrecién en menor cantidad que con el cartilago costal, pero ha diferencia de esta, en el

cartilago elastico se observan pequefias fibras de color negro las cuales son las fibras elasticas (ver flechas).
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8.- ANALISIS DE RESULTADOS

Se ha descrito que los factores de crecimiento (FCs) o recombinantes humanos
(rh) que desempefian un papel importante en la biologia del cartilago, son el
IGF-1, FGF-2 6 FGFb, EGF, LIF, VEGF, TNF-qa; ya que regulan la proliferacion,
la sintesis de proteinas y matriz extracelular de los condrocitos®?*. De los
cuales, el IGF-1, FGFb y EGF tienen efectos anabdlicos y el LIF, TNF-a tienen
efectos catabodlicos en la degradacion de la matriz extracelular de los
condrocitos®. Se sabe, que aunque el cartilago es una estructura
practicamente avascular, pero en la capa superficial del pericondrio, tiene
contacto con los capilares sanguineos del tejido conjuntivo adyacente, lo que
permite la accion del VEGF.”

Considerando lo reportado en la literatura uno de los métodos para evitar la
desdiferenciacién de los condrocitos a fibroblastos es o puede ser la utilizacion
de los FCs, ya que se puede obtener la cantidad de condrocitos necesaria para
ser trasplantados dentro de un templete, en un menor nimero de pasajes.*’
Por lo que, en esta tesis se comparo el efecto de los siguientes FCs: IGF-1,
FGF-2 y el EGF sobre la proliferacién de los condrocitos, asi como cual de
estos FCs promueven la sintesis de proteinas de matriz extracelular (coladgena
tipo I, y agrecanos principalmente), y asi obtener un numero adecuado de
condrocitos en menor tiempo y poder cultivarlos dentro del biopolimero de
PGA-PLGA con la finalidad de formar un tipo de tejido con caracteristicas muy
semejantes a las del cartilago hialino y las del cartilago elastico, como son el
cartilago costal y auricular respectivamente.

Debido a que se ha documentado el uso de los FCs a concentraciones que van

13192193 s analiz6

de 10 a 100 ng/mL e inclusive en cantidades de ug,
concentraciones de 10, 30 y 50ng/mL y se encontré que alrededor de 10ng/mL
se encontraba la concentracion mas eficaz, por lo que se dio a la tarea de
buscar concentraciones mayores y menores a esta, por lo que, se evaluaron
concentraciones de 5, 10 y 20ng/mL. En el primer experimento, se analizé y se
comparo cual FCs y a que concentracion tuvo un mayor efecto en la
proliferacion comparado con los condrocitos sin estimular (medio). Se midi6 la

actividad mitocondrial de las células mediante el MTT, el cual es reducido de
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amarillo a formazan, un colorante purpura insoluble en agua. La cantidad de sal
reducida, medida espectrofotométricamente, es directamente proporcional al
namero celular y se lee en densidades opticas (DO).

Con esto, para el cartilago hialino de acuerdo a la grafica 1, los que producen
un mayor efecto en la proliferacion fue el EGF y FGFb a 5, 10 y 20 ng/mL,
encontrdndose una diferencia significativa, de acuerdo a la prueba de t-student
con a=5% y un 95% de confianza; también se observa que el EGF inclusive
tiene un efecto de casi el doble que el ejercido por el FGF-2. Ademas la
concentracion optima de estos FCs fue de 5 ng/mL en ambos casos.

Para el cartilago elastico, los condrocitos fueron estimulados con los mismos
FCs y a las mismas concentraciones y como se observa en la grafica 2, los
FCs que tuvieron un efecto en la proliferacion fueron el EGFy FGF-2 a 5, 10y
20 ng/mL, lo cual fue muy semejante al cartilago hialino; ademas de estos, los
que produjeron un estimulo, fueron el IGF-1 a 20 ng/mL y el LIF a 5 ng/mL;
pero con la prueba de t-student no hubo diferencia significativa, solo hubo
diferencia para el EGF y FGFb a 5, 10, y 20 ng/mL.

Mediante el ANDEVA mostrado en la tabla 4 se pudo comprobar, que hay
diferencias significativas entre el cartilago hialino y el elastico, cuando son
estimuladas con el EGF a 5y 10 ng/mL, IGF a 10 ng/mL y con el VEGF a 10
ng/mL, observando que el EGF produce un mayor estimulo en la proliferacion
de los condrocitos del cartilago elastico que en el cartilago hialino, no obstante,
en el medio sin FCs prolifera mas rapido el cartilago hialino que el elastico. Con
medio sin FC. Con respecto al IGF-1 y VEGF a 10 ng/mL estimulan mas la
proliferacion en cartilago hialino que el elastico.

Una vez que se obtuvo la concentracién optima, para una mayor proliferacion,
se hizo una cinética de proliferacion a 13 dias, evaluando cada tercer dia la
viabilidad con el MTT. Los resultados en la grafica 3 muestran, que los
condrocitos del cartilago costal responden muy semejante ante el estimulo de
los factores de crecimiento, ya que los dias 5, 9 y 13 es cuando se observa
mayor proliferacion, lo que nos sugiere, que su ciclo celular se lleva a cabo
cada 4 0 5 dias; y en este dia, es cuando entra en una fase de mitosis. Este
efecto también se observo en el cartilago elastico como se observa en la

grafica 5.
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Los resultados de la grafica 6 nos muestra que para el cartilago hialino, del dia
1 al 5, hay un aumento en la proliferacién con el FGFb, y del dia 7 hasta el 13
el EGF ejerce un mayor estimulo es el EGF y un poco menor con el FGFb.
Observando la grafica 7, en el cartilago elastico, el EGF a 5ng/mL estimula
mas la proliferacion en casi todos los dias, excepto a las 24 horas y en
segundo lugar lo produce el FGFb.

Todo esto nos indica, que hay diferencias entre los dos tipos de cartilago, en
cuanto al estimulo ejercido por los factores de crecimiento en la forma de como
responden los condrocitos ante este estimulo; y se evalu6é con el ANDEVA, las
diferencias producidas con el transcurso de los dias se pueden ver en tablas 5.
Con lo anterior, se puede ver que el TNF-a, LIF y VEGF, ejercen un estimulo
menor en la proliferacion en la mayoria de los casos para ambos tipos de
condrocitos, comparados con el EGF y FGF-2; por lo que, se decidié descartar
a estos factores del siguiente experimento, ademas, de que el TNF-q, y LIF, al
ejercer un efecto catabdlico en la degradacién de las proteinas de matriz
extracelular tendrian valores inferiores que el EGF, IGF-1 y FGFb.

Por otro lado, el TNF-qa, y LIF estimulan la proliferaciéon de condrocitos y a la
vez estimulan la degradacién de la matriz extracelular, por lo que, posiblemente
estos factores de crecimiento estén implicados en los procesos de patologias
del cartilago como la artrosis.**?®*® E| VEGF aunque estimula la proliferacién
pero su efecto no es muy sobresaliente, pero este factor se podria utilizar en
combinaciéon con otros factores de crecimiento para obtener una buena
proliferacion en el tejido engendrado, y a la vez se promoveria la
angiogenesis,'’ lo cual traeria grandes beneficios como el de suministrar los
nutrientes mas rapido a los condrocitos en un experimento in vivo.

En este experimento, también se pudo apreciar que el IGF-1 tiene un efecto
significativo en mas de la mitad de los casos, pero el estimulo es menor que el
ejercido por el EGF y FGFb, posiblemente, porque tenga un efecto mas lento.
En la siguiente fase del experimento, se buscé si el EGF, IGF-1 y/6 FGFb
aumentan la sintesis de proteinas de matriz extracelular en el cartilago. Esta se
determindé primeramente por inmunohistoquimica para observar si habia
cambios morfolégicos en la expresion de marcadores que indicaran que los
condrocitos se estan desdiferenciando a fibroblastos al marcarlos con los

anticuerpos anti-S-100, anti-colagena tipo Il, anti-agrecano, y anti-p-selectina
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(p-62) presentes en los condrocitos. Los resultados que se observan de la
figura 10 a la 49, muestran que los condrocitos estimulados y no estimulados,
son positivos a S-100, colagena tipo Il, agrecano y p-selectina, lo cual
demuestra que aumenta su proliferacion y no se desdiferencian a fibroblastos;
ya que el S-100 es un marcador para condrocitos, con el anti-colagena tipo II,
se pudo demostrar que los condrocitos secretan este tipo de colagena, lo cual,
demuestra que conservan su morfologia de condrocitos, ya que este tipo de
colagena no es secreta por los fibroblastos, ya que ellos secretan la tipo I. Con
el anti-agrecanos también se demostré que no eran fibroblastos, ya que se
detecto a los proteoglicanos como condroitin sulfato y queratan sulfato que se
encuentran en la matriz extracelular. Con p-62 o p-selectina, la cual es una
proteina de adhesion celular que reconoce residuos de oligosacéaridos
(mucinas) constituyentes de la porcion polisacarida del acido hialurénico, se
pudo observar que no todos los condrocitos son positivas a p-62, tal vez,
porque sus receptores estan cubiertos por colagena y proteoglicanos. También
se pudo ver que estan creciendo y proliferando estos condrocitos por la
presencia de grupos isogénicos.

Pero conocer con exactitud el porcentaje de condrocitos positivos a estos
anticuerpos se hizo evaluaciones por triplicado en el citbmetro de flujo.

Para en el cartilago hialino se evaluaron los condrocitos sin estimular y los
estimulados con factores de crecimiento (IGF-1 10ng/mL, EGF y FGF-2 a
5ng/mL) y para en el cartilago elastico se evaluaron los condrocitos sin
estimular y los estimulados con factores de crecimiento (IGF-1 20ng/mL, EGF y
FGF-2 a 5ng/mL).

Generalizando el analisis de proteinas de matriz extracelular si hay diferencias
significativas entre los dos cartilagos, ya que los valores demuestran que hay
un mayor porcentaje de estas proteinas en el cartilago hialino, ademas
podemos observar que una de las diferencias es que el factor de crecimiento
gue da mayor fluorescencia para colagena tipo Il no lo hace para agrecano, tal
es el caso de el FGFb, ya que siempre una se secreta en mayor concentracion
que la otra. Otra diferencia es que el factor de crecimiento que da mayor
fluorescencia para agrecano, también lo es para S-100, el cual es el EGF.
También se puede observar que en el cartilago hialino (costal) tratado con
FGFb y IGF-I estimulan una mayor sintesis de colagena tipo Il, la cual es
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preferible, ya que sea reportado que la sintesis de colagena tipo Il es mas labil
que la de agrecanos;® y para el cartilago elastico es el EGF.

En lo que se refiere a la evaluacion de las proteinas por histoquimica si hay
diferencias entre los cartilagos, ya que el porcentaje de colagena y agrecanos
en el cartilago hialino es mayor que en el elastico. Esto pudo observarse con la
tincion de hematoxilina eosina, para determinar la morfologia de los condrocitos
en el tejido, ya que a los 15 dias de cultivo in vitro, ya han secretado algo de su
matriz extracelular (compuesta principalmente por proteoglicanos y colagena
tipo 1) sobre la matriz tridimensional o templete de PGA-PLGA.

La deteccién de glucosaminoglicanos totales, se hizo por medio de la tincion de
azul anciano-PAS, apreciando las células con morfologia esférica de color azul
por la presencia de glucosaminoglicanos (GAG) altamente sulfatados
(condroitin 'y queratan sulfato) y mucopolisacaridos &cidos (como &c
hialurénico) y de color magenta, las glucoproteinas y proteoglicanos restantes
como biglicano, decorita y fiboromodulina.

La deteccion de colagena, se realizé con la tincion tricromica de masson, que
mostré coloracion azul.

Con respecto a los cortes para el cartilago hialino, los condrocitos estimulados
con EGF y no estimulados, se puede observar que en la tincion de azul
anciano-PAS, hay predominio de los dos tipos de glucosaminoglicanos a
comparacion con los estimulados con FGFb y IGF-I en los que predominan en
su totalidad de glucosaminoglicanos sulfatados y mucopolisacaridos acidos.
También se puede observar que en el cartilago formado con el co-polimero
(PGA-PLGA) y los condrocitos costales estimulados con IGF-I y FGFb existe
una mejor consistencia del tejido y una mayor proliferacion de los condrocitos
que en los estimulados con el EGF y los no estimulados.

En los cortes para el cartilago elastico, se puede observar que los condrocitos
obtenidos del cartilago elastico, no solamente estan sobre la superficie, si no
también estan en el centro de el templete y, aunque no se observa una vista
panoramica de este, se puede ver como estan formando su matriz extracelular,
aungque en menor proporcion que la formada por los condrocitos obtenidos del
cartilago costal (cartilago hialino), lo cual puede deberse a que su composicion

principal es de fibras elasticas mas que de colagena y proteoglicanos.
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Aunque existen diferencias entre los estimulos ejercidos por los factores de
crecimiento mencionados, sobre los condrocitos, no se puede definir cual es el
mejor de estos, ya que a pesar de que el EGF tiene mayor efecto proliferacién
gue los otros factores de crecimiento, tiene como desventaja que al dia 4,
cuando se evaluo el estimulo ejercido por este, en la sintesis de proteinas de
matriz extracelular, no hay diferencia con respecto a los condrocitos que no
fueron estimulados, lo cual nos sugiere, que si se evaluaran estas proteinas al
dia 8 o al dia 12, tal vez los condrocitos ya habrian terminado de madurar y
tendrian mejores resultados en la sintesis de proteinas de matriz extracelular
con respecto al medio y se podria seleccionar cual de estos estimula mas su
proliferacion y produce mayor secrecion de su matriz extracelular, por lo tanto,
se puede decir que los tres factores de crecimiento EGF, IGF-I y FGFb,
utilizados en esta tesis tienen efectos mitogénos para los condrocitos y la
rapida proliferacion o crecimiento es incompatible con el incremento en la

sintesis de proteinas de matriz extracelular.'®%!Y 5962
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9.- CONCLUSION

Se pueden concluir varios aspectos en este proyecto.

*

Se acepta la hipotesis propuesta para esta tesis, ya que es posible
aumentar la proliferacion de los condrocitos mediante la adicion exdgena
de factores de crecimiento y evitar su desdiferenciacion a fibroblastos.
Se establecieron los pardmetros para el cultivo celular como
concentracion celular y concentraciones optimas de los factores de
crecimiento para la siembra de los condrocitos en monocapa y en el
biopolimero.

El factor que aumenta o estimula la proliferacion en los dos tipos de
cartilago es el EGF.

La rapida proliferacién o crecimiento es incompatible con el incremento
en la sintesis de proteinas de matriz extracelular.

Los condrocitos responden diferente en cultivos en monocapa que en los
cultivos en tercera dimensién (templetes o matrices tridimensionales), ya
gue con estos se crea un ambiente propicio para su proliferacion y
sintesis de matriz extracelular.

El EGF, IGF-1 y FGF-2 evitan su desdiferenciaciéon a fibroblastos y
aumentan su proliferacion.

Aunque el IGF-I proporciona un menor estimulo en la proliferacién de
condrocitos, si estimula eficientemente la sintesis de proteinas de matriz
extracelular.

El EGF estimula eficazmente al cartilago hialino en proliferacion y
sintesis de proteinas de matriz extracelular que en el cartilago elastico,
en el cual actia dominante el IGF-1.

El FGF-2 y IGF-1 estimula principalmente su proliferacion en los cultivos
en tercera dimension, en comparacion con el EGF el cual los estimula en
cultivos en monocapa, por lo que se podria utilizar una combinacién
entre estos o estimularlos primeramente en monocapa con el EGF y
posteriormente cuando se siembren en el templete con el FGFb o con el
IGF-I1.
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*

*

Es posible formar tejido cartilaginoso y de buena calidad mediante
Ingenieria de Tejidos

Los condrocitos obtenidos del cartilago hialino son los mejores para
formar cartilago, ya que presentan una mayor sintesis de proteinas de
matriz.

Los condrocitos del cartilago eldstico también pueden ser utilizado si asi
se requiere, ya que también responde igual a los mismos factores de

crecimiento que el hialino.
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10.- GLOSARIO

BP = Proteinas Transportadoras o de Unidn

DESDIFERENCIACION = Se usa para describir a las células (condrocitos) con
falta de funciones diferenciadas (marcadores de proteoglicanos y colageno tipo
II) y para implicar la regresion hasta un estado embrionario temprano
(fibroblastos).

DIFERENCIACION = La capacidad de la célula para presentar marcadores de
superficie.

DO = Densidades Opticas

EGF = Factor de Crecimiento Epidérmico

FGFb = Factor Basico de Crecimiento Fibroblastico

FCs = Factores de Crecimiento

GAG = Glicosaminoglicanos

Gl = Grados de libertad

GRUPOS ISOGENICOS = al agruparse los condrocitos en nidos celulares.
IGF-1 = Factor de Crecimiento tipo Insulina-I)

IGFBPs = Proteinas de Union al Factor de Crecimiento tipo insulina

LIF = Factor Inhibidor de la Leucemia

MEC = Matriz Extracelular

MTT = Azul de Tetrazolio

PASAJE = El numero de re-siembras a las cuales son sometidos los
condrocitos.

PGs = Proteoglicanos

PGA = Acido Poliglicélico

PLGA = Acido poli-lactico-co-glicélico

REDIFERENCIACION =La capacidad de adquirir nuevamente los marcadores
de superficie.

SFB = Suero Fetal de Bovino

TK = Tirosina-quinasas

TNF-a = Factor de Necrosis Tumoral-alfa

VEGF = Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
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11.-

ANEXOS 1

DESPARAFINACION Y TINCIONES
La desparafinacion se realizd de la siguiente manera:

1.- Xilol 10 minutos

2.- Alcohol absoluto-xilol 5 minutos

3.- Alcohol absoluto 3 minutos
4 .- Alcohol del 96% 3 minutos
5.- Alcohol del 70% 3 minutos

6.- Agua destilada 5 minutos.

HEMATOXILINA-EOSINA

1.

© © N o 00 b 0N

Coloracion con Hematoxilina durante 1 minuto
Se lavé en agua de la llave

Se diferencié en alcohol-acido

Se lavé en agua de la llave

Se vird en agua amoniacal

Se lavo en agua destilada

Se seco el exceso de agua

Se traté con Eosina durante 45 segundos

Se lavo con alcohol del 96% por 1 minuto

10.Y se procedié a hacer la deshidratacion del tejido de la siguiente

manera:
Se lavo con alcohol del 96% con un gotero
Se lavo con alcohol del 96% 20 segundos
Se lavo con alcohol absoluto 20 segundos
Se lavo con alcohol absoluto-xilol por 5 minutos

Se lavo con xilol por 10 minutos

11.Finalmente se montd en resina sintética

12.Resultados: Citoplasma rosado-rojo y nucleo azul.

AZUL ALCIANO-PAS, pH 1.0

1.

Se paso el corte a agua acética al 3% durante 2 minutos

2. Se tratd con azul anciano (sol 1% de acido acético al 3%) durante 30

minutos
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3. Se lavo bien en agua destilada

B

© 0 N o O

Se traté con acido periédico al 0.6% por 5 minutos, a temperatura
ambiente

Se lavo con abundante agua destilada

Se trat6 con el Reactivo de Schiff, por 5-30 minutos

Se lavo con agua sulfurosa por 2 minutos

Se lavo con agua destilada por 10 minutos

Y se procedio a hacer la deshidratacion del tejido.

10. Finalmente se mont6 en resina sintética.

11. Resultados: mucinas sulfatadas y acido hialurénico de color azul, y

polisacaridos y mucinas neutras conteniendo hexosas y desoxihexosas

con grupos glicol vecinos de color magenta

TECNICA DE MALLORY

1.
2.

. se trat6 con acido fosfomolibdico al 1% durante 2 minutos (diferencia y fija

© © N o 0 b

Se trat6 con la solucién de Bouin a 60° por 15 minutos

Se trat6 con Fucsina acida al 1% en agua destilada durante 2 minutos

la fucsina)

Se lavé con agua destilada y se seco ligeramente
Se trat6 con la mezcla de Mallory, por 3 minutos
Se lavé en agua destilada

Y se procedi6 a hacer la deshidratacion del tejido.
Finalmente se montd en resina sintética.

Resultados: colageno de color azul y fibras elasticas de color negro.
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ANEXOS 2

DISTRIBUCION “t- STUDENT” PARA EL CARTILAGO HIALINO
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FACTORES DE
CRECIMIENTO.

Para estas evaluaciones, se plantearon de manera opuesta las hipétesis nulas
(Ho), ya que los factores de crecimiento deben potenciar la proliferacién de los
condrocitos en comparacion con los no estimulados.

El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago hialino fue de 0.5313

Hipotesis
Ho = u <0.5313
Ha =p > 0.5313

Valor de la prueba = 0.5313 con a = 5%
Factores de | Valorde “t | Gl | Diferencia t cal.
crecimiento | student” de medias (to.95)
TNF 5 -2.022 7 -0.056925 + 1.8946
TNF 10 -2.184 7 -0.065188 + 1.8946
TNF 20 -3.898 7 -0.0701375 | +1.8946
FGF 5 * 6.012 7 0.1953000 | +1.8946
FGF 10 * 7.058 7 0.1698250 |+ 1.8946
FGF 20 * 7.090 7 0.1718000 | +1.8946
EGF 5 * 14.235 7 0.3251875 + 1.8946
EGF 10 * 11.274 7 0.2652500 | +1.8946
EGF 20 * 8.134 7 0.300338 + 1.8946
IGF 5 -2.159 7 -0.0669375 | + 1.8946
IGF 10 -1.831 7 -0.0604875 | +1.8946
IGF 20 -2.746 7 -0.0948625 |+ 1.8946
LIF5 -1.078 7 -0.0447000 | +1.8946
LIF 10 -0.910 7 -0.0377875 | + 1.8946
LIF 20 -2.011 7 -0.0806000 | +1.8946
VEGF 5 -1.689 7 -0.0572000 |+ 1.8946
VEGF 10 -2.535 7 -0.0615788 | + 1.8946
VEGF 20 -3.202 7 -0.0606938 | +1.8946

Tabla 8. Evaluacion de la distribucién t de student. En esta tabla se muestran
que factores de crecimiento y a que concentraciones aumentan la proliferacion
en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a los no estimulados. Por lo
que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se puede afirmar que el EGF
y FGF a 5, 10 y 20 ng/mL aumentan la proliferacion, ya que los valores de t-
student son menores que T, de 1.89 (obtenido de la tabla de percentiles de la
distribucion t*).

* Diferencia Significativa.
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DISTRIBUCION “t- STUDENT” PARA EL CARTILAGO HIALINO
A DIFERENTES DIAS, ESTIMULADOS CON FACTORES DE
CRECIMIENTO.

Para estas evaluaciones, se plantearon de manera opuesta las hipétesis nulas
(Ho) en cada caso, ya que los factores de crecimiento deben potenciar la

proliferacion de los condrocitos en comparacion con los no estimulados.

DIA1
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (normal) para el

cartilago hialino fue de 0.1091

Hipdtesis Valor de la prueba = 0.1091 con a = 5%
Ho = p < 0.1091 Factores de | Valorde "t | Gl | Diferencia
crecimiento student” de medias
Ha =p>0.1091 TNF 5 * 4179| 3| 0.0111750
Nivel de significacion a=0.05 | FGFS | * 7.194| 3| 0.0166000
EGF 5 -2.190 3| -0.0019250
t-Student calculada (to.e5) IGF 10 * 11.612 | 3| 0.0054750
Tc =(0.95,3) = + 2.3534 LIF 10 0.508 | 3 0.0010500
VEGF 5 0.662| 3 0.0013250

* Diferencia Significativa

Tabla 9. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 1. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones O6ptimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que el TNF, FGF y IGF aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T. de 2.35
calculada a 3 grados de libertad (obtenido de la tabla de percentiles de la
distribucion t*).

Para las evaluaciones de los siguientes dias (3-13) se hicieron 6 evaluaciones
para cada experimento, por lo que cambia los grados de libertad a5y su Tc

Nivel de significacion a = 0.05

t Student calculada (to.gs) Tc = (0.95,5) = + 2.0150

63



DIA 3

El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (normal) para el

cartilago hialino fue de 0.1503

Hipotesis Valor de la prueba = 0.1503 con a =5%
Ho = u < 0.1503 Factores de | Valor de “t | Gl | Diferencia
- crecimiento | student” de medias
Ha =p > 0.1503 TNF 5 0.522| 5| 0.0022667
* Diferencia Significativa Eg'; 2 : 12222 g ggzggég;
IGF 10 -0.404| 5| -0.0013333
LIF 10 1.619| 5| 0.0132833
VEGF 5 -2.688| 5| -0.0060000

Tabla 10. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 3. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones oOptimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hocon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que el FGF y EGF aumenta la proliferacién de los condrocitos,
ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.01 calculada a 5
grados de libertad.

DIA S
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago hialino fue de 0.2262

Hipotesis Valor de la prueba = 0.2262 con a = 5%
Ho = u < 0.2262 Factpr(_as de Valor de “t | Gl Diferengia
' crecimiento student” de medias

Ha =y > 0.2262 TNF 5 * 6.730| 5 0.0109833

* Diferencia Significativa FGF 5 i 19.054 | 5 0.2743333

EGF 5 * 31.105| 5 0.2638000

IGF 10 * 3.775 5 0.0342167

LIF 10 * 4976 | 5 0.0281833

VEGF 5 -1.129| 5| -0.0026833

Tabla 11. Evaluacién de la distribucion t de student al dia 5. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones Optimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que solamente el VEGF no aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad (obtenido de la tabla de percentiles de la
distribucion t*).
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DIA 7

El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago hialino fue de 0.1956

Hipoétesis Valor de la prueba = 0.1956 con a =5%
Ho = u < 0.1956 Factores de | Valor d? t | Gl | Diferencia
crecimiento student de medias
Ha = p > 0.1956 TNF 5 * 3.310] 5 0.0361333
* Diferencia Significativa FGF 5 i 22922 | 5 0.1702000
EGF 5 * 34.714| 5 0.2901000
IGF 10 * 2655| 5 0.0364167
LIF 10 0.908| 5 0.0083333
VEGF 5 1.852| 5 0.0354333

Tabla 12. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 7. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones oOptimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que solamente el VEGF y LIF no aumenta la proliferacién de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.

DIA 9
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago hialino fue de 0.3411 Valor de la prueba = 0.3411 con a =5%
Hipotesis Factores de | Valorde “t | Gl | Diferencia
crecimiento student” de medias
Ho =p = 0.3411 TNF 5 10,832 | 5| -0,0206167
Ha =y >0.3411 FGF 5 * 9,154 | 5| 0,1479667
. i e EGF 5 * 11,217 5 0,2583500
Diferencia Significativa IGE 10 m 4480 5| 00381167
LIF 10 * 2,074 | 5| 0,0469833
VEGF 5 -3,824| 5| -0,0240500

Tabla 13. Evaluacién de la distribucion t de student al dia 9. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones Optimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que solamente el VEGF y TNF no aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.
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DIA 11

El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago hialino fue de 0.3419

Hipotesis Valor de la prueba = 0.3419 con a =5%
Ho = p < 0.3419 Factores de | Valorde “t | Gl | Diferencia
crecimiento student” de medias
Ha =p>0.3419 TNF 5 * 4579| 5| 0,0570667
* Diferencia Significativa FGF 5 i 8035| 5| 0,1186500
EGF 5 * 15,778 | 5 0,1998167
IGF 10 1,465| 5 0,0116333
LIF 10 -1,079| 5| -0,0077500
VEGF 5 0,424 | 5 0,0093333

Tabla 14. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 11. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones Optimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que el TNF, FGF y EGF aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.

DIA 13
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago hialino fue de 0.5142 Valor de la prueba = 0.5142 con a =5%
Hipotesis Factores de | Valorde “t | Gl | Diferencia
crecimiento student” de medias
Ho=p=0.5142 TNF5 [~ 2,023| 5| 0,0389667
Ha =pu > 0.5142 FGF 5 * 9,009| 5 0,1841833
EGF 5 * 10,716 | 5 0,2156500
- Qi mat IGF 10 1,690| 5 0,0220500
* Df f ) ]
iferencia Significativa LIE 10 0405| 5| -00074167
VEGF 5 -0,603| 5| -0,0071500

Tabla 15. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 13. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones Optimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago hialino con respecto a
los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que el TNF, FGF y EGF aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.
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DISTRIBUCION “t- STUDENT” PARA EL CARTILAGO

ELASTICO A DIFERENTES DIAS, ESTIMULADOS CON
FACTORES DE CRECIMIENTO.

Para estas evaluaciones, se van ha plantear de manera opuesta las hipotesis

nulas (Hp) en cada caso, ya que los factores de crecimiento deben potenciar la

proliferacion de los condrocitos en comparacion con los no estimulados.

DIA 1

El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago elastico fue de
0.1097

Hipotesis
Ho = u <0.1097
Ha =p > 0.1097

Nivel de significacién a = 0.05

t Student calculada (to.gs)
Tc=(0.95,3) =+ 2.3534

* Diferencia Significativa

Valor de la prueba = 0.1097 con a = 5%
Factores de Valor de “t | Gl | Diferencia
crecimiento student” de medias
TNF 10 * 3.331| 3 0.0027750
EGF 5 1.895| 3 0.0066500
LIF5 1.864 | 3 0.0058250
IGF 20 0.717| 3 0.0032750
VEGF 20 1.170 | 3 0.0027750
FGF 5 0.215| 3 0.0005000

Tabla 16. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 1. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones O6ptimas
aumentan la proliferaciéon en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hycon a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que solamente TNF aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.35
calculada a 3 grados de libertad (obtenido de la tabla de percentiles de la

distribucion t*).

Para las evaluaciones de los siguientes dias (3-13) se hicieron 6 evaluaciones

para cada experimento, por lo que cambia los grados de libertad a5y su Tc

Nivel de significacion a = 0.05

t Student calculada (tp.95) Tc = (0.95,5) = £ 2.0150
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DIA 3
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago elastico fue de 0.1618

Hipotesis Valor de la prueba = 0.1618 con a =5%

Ho = u < 0.1618 Factores de Valor d? t | Gl | Diferencia
crecimiento student de medias

Ha=p>0.1618 TNF 10 * 3.650| 5| 0.0133833

* Diferencia Significativa EGF 5 i 2.967 | S 0.0504833
LIF5 -0.235| 5| -0.0004500
IGF 20 * 2.035| 5| 0.0123833
VEGF 20 -1.523| 5| -0.0062667
FGF 5 * 4476 5| 0.0330500

Tabla 17. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 3. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones O6ptimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hocon a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que solamente el LIF y VEGF no aumenta la proliferacion de
los condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.

DIA S
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el
cartilago elastico fue de Valor de la prueba = 0.2992 con a =5%
Factores de Valor de “t | Gl | Diferencia
0.2992 - ,, )
o crecimiento student de medias
Hipotesis TNF 10 * 2515| 5| 0.0186667
Ho = p < 0.2992 EGF 5 * 43.154 | 5| 0.3695333
LIF5 * 3.760| 5| 0.0632833
Ha =y >0.2992 IGF 20 0991 5| 0.0106667
* Diferencia Significativa VEGF 20 -0.474| 5| -0.0088833
FGF 5 * 16.445| 5| 0.2353833

Tabla 18. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 5. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones Optimas
aumentan la proliferacién en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hocon a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que solamente el IGF y VEGF no aumenta la proliferacion de
los condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.
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DIA 7
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago elastico fue de 0.1956

Hipotesis Valor de la prueba = 0.1956 con a =5%

Ho = p < 0.1956 Factores de Valor d? “t |Gl Diferenc;ia
crecimiento student de medias

Ha = p > 0.1956 TNF 10 0.144| 5| 0.0026667

* Diferencia Significativa EGF 5 i 15434| 5| 03314167
LIF5 * 3.107| 5] 0.0186333
IGF 20 1.790| 5| 0.0177500
VEGF 20 -2.109| 5| -0.0376500
FGF 5 * 21.555| 5] 0.2322667

Tabla 19. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 7. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones O6ptimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hocon a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que el LIF, FGF y EGF aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.

DIA 9
El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el
cartilago elastico fue de Valor de la prueba = 0.3276 con a =5%
Factores de Valor de “t | GI | Diferencia
0.3276 . - )
o crecimiento student de medias
Hipotesis TNF 10 2.007| 5] 0.0652500
Ho = u < 0.3276 EGF 5 * 9.742| 5| 0.3294833
LIF5 1.999| 5| 0.0481500
Ha =y >0.3276 IGF20 [* 3.176 | 5| 0.0437000
* Diferencia Significativa VEGF 20 |* 3.041| 5| 0.0276667
FGF 5 * 4395| 5| 0.1375500

Tabla 20. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 9. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones oOptimas
aumentan la proliferacién en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que solamente el TNF y LIF no aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son menores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.
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DIA 11

El valor de la media () para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago elastico fue de 0.3426

Hipotesis
Ho = u <0.3426
Ha = p > 0.3426

* Diferencia Significativa

Valor de la prueba = 0.3426 con a =5%

Factores de Valor de “t | Gl | Diferencia

crecimiento student” de medias

TNF 10 * 9842 | 5 0.1054667
EGF 5 * 18.085| 5 0.2271167
LIF 5 * 4893| 5 0.1556833
IGF 20 * 5.000| 5 0.0795500
VEGF 20 |* 10.758 | 5 0.0607167
FGF 5 * 9661| 5 0.1877000

Tabla 21. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 11. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones oOptimas
aumentan la proliferacién en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hocon a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que todos los F.C. a este dia aumenta la proliferacién de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.

DIA 13

El valor de la media (u) para el medio s/rh con SFB al 10% (Normal) para el

cartilago elastico fue de
0.5090

Hipotesis
Ho = u <0.5090
Ha = p > 0.5090

* Diferencia Significativa

Valor de la prueba = 0.5090 con a =5%
Factores de Valor de “t | Gl | Diferencia
crecimiento student” de medias
TNF 10 1.900| 5 0.0283000
EGF 5 8.648| 5 0.2646333
LIF5 3.476| 5 0.0373667
IGF 20 1.171| 5 0.0259500
VEGF 20 1.278| 5 0.0306833
FGF 5 3.997| 5 0.0900667

Tabla 22. Evaluacion de la distribucion t de student al dia 13. En esta tabla se
muestran que factores de crecimiento a sus concentraciones optimas
aumentan la proliferacion en los condrocitos de cartilago elastico con respecto
a los no estimulados. Por lo que, se rechaza Hp con a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que el LIF, FGF y EGF aumenta la proliferacion de los
condrocitos, ya que los valores de t-student son mayores que T, de 2.01
calculada a 5 grados de libertad.
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DISTRIBUCION “t- STUDENT” PARA LA EVALUACION DE
PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR POR CITOMETRIA
DE FLUJO PARA CARTILAGO ELASTICO.

Para estas evaluaciones, se van ha plantear de manera opuesta las hipétesis
nulas (Hp) en cada caso, ya que los factores de crecimiento deben potenciar la
sintesis de proteinas de matriz extracelular.

El valor de la media (u) para p-Selectina (p-62) en el cartilago elastico tratada
con medio DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 23.683%.

Hipotesis

Ho = = 23.683% Valor de la prueba = 23.683 con a = 5%

Ha = p > 23.683% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia
de student” de medias

Nivel de significacién a = 0.05 crecimiento

t Student calculada (to.95) EGF -25.646 | 2 -19.48633
FGF -10541 | 2 -16.02633

Tc=(0.95,2) = +2.92 IGF -12.054| 2| -10.16300

Tabla 23. Evaluacion de la distribucion t de student. En esta tabla se muestra
que ninguno de lo que factores de crecimiento aumentan la sintesis de p-62
con respecto a los no estimulados. Por lo que, se acepta Hocon a = 5% y en
consecuencia se puede afirmar que los factores de crecimiento no aumenta la
sintesis de p-62 en el cartilago elastico, ya que los valores de t-student son
menores que T, de 2.92 (obtenido de la tabla de percentiles de la distribucion
t*).

El valor de la media (u) para Colagena tipo Il en el cartilago elastico tratada con
medio DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 46.32%%.

Hipotesis
Ho = p = 46.32% Valor de la prueba = 46.32 con a = 5%
Ha = u > 46.32% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia

, e de student” de medias
Nivel de significacion a = 0.05 crecimiento
t Student calculada (to.95) EGF -4.336 | 2 -6.34000

FGF -16.989 2 -23.26333

Tc=(0.95,2) = +2.92 IGF -15.092 | 2| -25.92667

Tabla 24. Evaluacion de la distribucién t de student. En esta tabla se muestra
gue ninguno de lo que factores de crecimiento aumentan la sintesis de
colagena Il con respecto a los no estimulados. Por lo que, se acepta Hpcon a =
5% y en consecuencia se puede afirmar que los factores de crecimiento no
aumenta la sintesis de colagena Il en el cartilago elastico, ya que los valores de
t-student son menores que T, de 2.92 (obtenido de la tabla de percentiles de la
distribucion t*).
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El valor de la media (u) para Agrecano en el cartilago elastico tratada con
medio DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 41.33%.

Hipotesis
Ho = p = 41.33% Valor de la prueba = 41.33 con a = 5%
Ha =p >41.33% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia

. e de student” de medias
Nivel de significacién a = 0.05 crecimiento
t Student calculada (to.gs) EGF -32.444 | 2 -30.65333

FGF -7.887 | 2 -9.60667

Tc =(0.95,2) = £2.92 IGF -1.235| 2 -3.75000

Tabla 25. Evaluacion de la distribucion t de student. En esta tabla se muestra
que ninguno de lo que factores de crecimiento aumentan la sintesis de
agrecano con respecto a los no estimulados. Por lo que, se acepta Hocon a =
5% y en consecuencia se puede afirmar que los factores de crecimiento no
aumenta la sintesis de agrecano en el cartilago elastico, ya que los valores de
t-student son menores que T, de 2.92 (obtenido de la tabla de percentiles de la
distribucion t*).

El valor de la media (u) para S-100 en el cartilago elastico tratada con medio
DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 39.37%
Hipotesis

Ho = = 39.37% Valor de la prueba = 39.37 con a =5%

Ha =p>39.37% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia

Nivel de significacion a = 0.05 greecimiento student de medias

t Student calculada (to.9s) EGF |* 5348 | 2 7.07333
FGF 2.243 2 7.64667

Tc=(0.952) = £2.92 IGF [ * 3.010| 2 10.24333

* Diferencia Significativa

Tabla 26. Evaluacion de la distribucion t de student. En esta tabla se muestra
que EGF y IGF-I aumentan la sintesis de S-100 con respecto a los no
estimulados. Por lo que, que se rechaza Hp con a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que el EGF y IGF-I aumenta la sintesis de S-100 en el cartilago
elastico, ya que los valores de t-student son mayores que T, de 2.92 (obtenido
de la tabla de percentiles de la distribucion t*), excepto el FGF-2 el cual es
menor.
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DISTRIBUCION “t- STUDENT” PARA LA EVALUACION DE
PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR POR CITOMETRIA
DE FLUJO PARA CARTILAGO HIALINO.

Para estas evaluaciones, se van ha plantear de manera opuesta las hipotesis
nulas (Hp) en cada caso, ya que los factores de crecimiento deben potenciar la
sintesis de proteinas de matriz extracelular.

El valor de la media (u) para p-Selectina (p-62) en el cartilago elastico tratada
con medio DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 17.237%

Hipotesis

Ho =y = 17.237 Valor de la prueba = 17.237 con a = 5%

Ha=p>17.237 Factores Valor de “t | Gl | Diferencia

de student” de medias

Nivel de significacién a = 0.05 crecimiento

t Student calculada (to.gs) EGF -6.117 | 3 -7.77200
3 3 FGF * 50.677 | 3 26.64050

Tc=(0.953) = +2.3534 IGE  |* 4703| 3|  15.80550

* Diferencia Significativa

Tabla 27. Evaluacion de la distribucion t de student. En esta tabla se muestra
que el FGFb e IGF-I aumentan la sintesis de p-62 con respecto a los no
estimulados y EGF. Por lo que, se rechaza Hp con a = 5% y en consecuencia
se puede afirmar que el FGFb e IGF-I aumenta la sintesis de p-62 en el
cartilago hialino, ya que los valores de t-student son mayores que T, de 2.3534
(obtenido de la tabla de percentiles de la distribucion t*); y el EGF no aumenta
la sintesis de p-62.

El valor de la media (u) para Colagena tipo Il en el cartilago elastico tratada con
medio DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 50.2875%
Hipotesis

Ho = p = 50.2875% Valor de la prueba = 50.2875 con a = 5%
Ha = p > 50.2875% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia
, e de student” de medias
Nivel de significaciéon a = 0.05 crecimiento
t Student calculada (to.95) EGF -1.375| 3 -7.30500
FGF .658 | 3 3.33750
Tc =(0.95,3) = £2.3435 IGF -2.674| 3 -8.10750

Tabla 28. Evaluacion de la distribucion t de student. En esta tabla se muestra
qgue ninguno de lo que factores de crecimiento aumentan la sintesis de
colagena Il con respecto a los no estimulados. Por lo que, que se acepta Hpcon
a = 5% y en consecuencia se puede afirmar que los factores de crecimiento no
aumenta la sintesis de colagena Il en el cartilago hialino, ya que los valores de
t-student son menores que T, de 2.34 (obtenido de la tabla de percentiles de la
distribucion t*).
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El valor de la media (u) para Agrecano en el cartilago elastico tratada con
medio DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 17.4175%

Hipotesis

Ho = p < 17.4175% Valor de la prueba = 17.4175 con a = 5%
Ha=p>17.4175% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia
. e de student” de medias
Nivel de significacion a = 0.05 crecimiento
t Student calculada (to.gs) EGF |~* 18.435| 3 42.31250
_ ~ FGF |* 6.143| 3 21.11500
Tc=(0.95,3) = +2.3435 IGE | * 5944 | 3|  21.25500

* Diferencia Significativa

Tabla 29. Evaluacion de la distribucion t de student. En esta tabla se muestra
que los 3 factores de crecimiento aumentan la sintesis de agrecano con
respecto a los no estimulados. Por lo que, que se rechaza Hocon a = 5% y en
consecuencia se puede afirmar que los factores de crecimiento aumenta la
sintesis de agrecano en el cartilago hialino, ya que los valores de t-student son
mayores que T, de 2.34 (obtenido de la tabla de percentiles de la distribucion
t*).

El valor de la media (u) para S-100 en el cartilago elastico tratada con medio
DMEM-F-12 y SFB al 10% (Normal) fue de 56.0255%

Hipotesis
Ho = p = 56.0255% Valor de la prueba = 56.0255 con a = 5%
Ha = p > 56.0255% Factores Valor de “t | Gl | Diferencia

, e de student” de medias
Nivel de significacion a = 0.05 crecimiento
t Student calculada (to.gs) EGF |* 4732 | 3 12.35200

B B FGF 536 | 3 .28450

Tc=(0.95,3) = +2.3435 IGF 1020 3| -1.17800

* Diferencia Significativa

Tabla 30. Evaluacién de la distribucién t de student. En esta tabla se muestra
que EGF aumentan la sintesis de S-100 con respecto a los no estimulados,
FGFb e IGF-I. Por lo que, que se rechaza Hpcon a = 5% y en consecuencia se
puede afirmar que el EGF aumenta la sintesis de S-100 en el cartilago hialino,
ya que los valores de t-student son mayores que T. de 2.92 (obtenido de la
tabla de percentiles de la distribucion t*), excepto el FGF-2 y IGF-I los cuales
son menores que T..
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