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RESUMEN

La ingenieria de tejidos es una herramienta de la medicina regenerativa, la cual
desarrolla sustitutos bioldgicos que sirven para reemplazar tejidos dafiados, sus principios
basicos son obtener neotejido a partir de la combinacion de células con o sin andamios,
asi como factores de crecimiento, en los cuales las células sean capaces de integrarse,
proliferar y mantener su propia matriz. Para este proceso, la ingenieria de tejidos puede
utilizar una gran variedad de tipos celulares obtenidas del mismo paciente (autélogas), de
otro individuo (alogénicas) o de otra especie (xenogénicas). También pueden usarse
diferentes tipos de andamios los cuales pueden ser naturales o sintéticos y a su vez
combinaciones de estos asi como adicionar 0 no uno o varios factores de crecimiento.

Este trabajo se enfocO a un solo tipo de tejido, el cartilago articular. El cual esta
formado por un solo tipo celular, denominado condrocito su principal funcion es producir y
mantener su matriz extracelular que estda formada basicamente de colagena tipo I,
proteoglucanos, agua, glucoproteinas y otras proteinas que le brindan sus propiedades
biomecénicas propias del tejido como soportar carga, capacidad de deformacion y
viscoelasticidad, por lo que gracias a estas caracteristicas es que se encuentra
recubriendo los extremos de las articulaciones ya que impide la friccion de hueso con

hueso ademas de permitir el movimiento.

El interés en el cartilago de la articulacion de rodilla se basa, en que es un tejido de
gran uso e impacto, pero su capacidad de regeneracion y reparacion es limitada,
principalmente porque el cartilago es un tejido aneural y avascular, por lo que las lesiones
pueden ocasionar la degeneracion de este tejido llevandolo a la pérdida total, a la
exposicion del hueso subcondral y eventualmente conducir a la discapacidad. Existen
diferentes factores que ayudan o contribuyen al dafio articular, entre ellos estan la edad, la
obesidad, la mala nutricién, el impacto repetitivo, los deportes extremos como saltos con
patineta, patinaje, basquetbol entre otros y las enfermedades degenerativas como la
osteoartritis (OA), que afecta a muchas personas que sobrepasan los 40 afios aunque
también personas mas jovenes pueden presentarla; ademas en algunos estudios se preve
que incrementard la incidencia de esta enfermedad en los proximos afios y con ello un

gasto economico (Haasper, et al., 2008.; Abramson y Krasnokutsky, 2006).



La ingenieria de tejidos ha contribuido en generar tejido parecido al cartilago
articular tanto in vitro como in vivo, para poder reparar y sustituir el tejido dafiado, aqui se
muestra el analisis de algunos trabajos que se han realizado para generar cartilago
articular utilizando una variedad de células, andamios, factores de crecimiento,
biorreactores, entre otros; aunque se han tenido grandes avances todavia falta encontrar
la combinacién exacta para formar este tejido ya que finalmente degenera conforme pasa
el tiempo por lo que se debe conocer mas su embriogénesis y la interaccion de los
condrocitos con su microambiente para entender su dinamica tisular y poder inducir su

reparacion.
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1. INTRODUCCION

Cada estructura de nuestro cuerpo es importante, porque estan disefiadas para
mantener un buen funcionamiento de éste. Si se compara el cuerpo con una maquina,
cada una de sus partes debe de estar en buen estado y en una posicién adecuada, porque
trabajan en conjunto y coordinadas para un buen funcionamiento, pero cuando hay algun
desequilibrio o alguna parte se deteriora puede ocasionar un dafio severo por lo que se

requiere reparar o sustituir la parte dafiada para recuperar la funcion.

En nuestro cuerpo sucede lo mismo, debido a la edad, a diversas enfermedades, a
los accidentes, entre otros., el organismo deja de funcionar adecuadamente. El problema
es que la reparacion de las estructuras no es un proceso sencillo, por lo que una
consecuencia puede ser la discapacidad de poder llevar a cabo las actividades que a
diario se realizan. Para evitar la pérdida completa de la funcion se utiliza el método de
sustitucion para el caso de 6rganos duros como hueso y dientes se usan estructuras
metalicas o ceramicas que tratan de ayudar a mantener el buen funcionamiento de la parte

afectada y/o de restaurar la funcién del érgano afectado.

Este trabajo se centra en el analisis bibliografico desde un enfoque bioldgico sobre
una alternativa que se basa en el desarrollo de sustitutos bioldgicos para reparar o
regenerar el dafio ocasionado por una enfermedad degenerativa como es la osteoartritis
(OA) la cual se caracteriza por un dafio estructural y bioquimico del cartilago articular
(Simon y Jackson, 2006). Ademas se analizara la estructura del cartilago articular que esta

presente en las articulaciones.

Este estudio se enfocara a la rodilla, ya que es la articulacibn mas grande del
cuerpo, es la mas compleja dada la cantidad de estructuras internas que la componen, es
necesaria ya que no existe una actividad que implique desplazamiento en la cual no la
utilicemos y es en la cual la mayoria de las personas mayores de 40 afios presenta algun
problema degenerativo. Ademas de la edad, otra de las causas que predisponen al dafio
articular en la rodilla son: el impacto repetitivo, deportes extremos como saltos con
patineta, patinaje, basquetbol entre otros, los traumatismos, la cirugia y las enfermedades

degenerativas como es el caso de la osteoartritis. El patron que comparten en comudn



todas ellas es que se afecta el cartilago articular, llegando a ser tan grave la lesién en la
superficie articular que se pierde, esto es debido a que la capacidad de regeneracién del
cartilago es limitada por sus caracteristicas bioldgicas: el ser aneural y avascular, por lo
tanto no responde a lo procesos de reparacion como todos aquellos tejidos
vascularizados, por lo que se han planteado alternativas para su reparacién y/o
regeneracion, entre ellas se encuentra la ingenieria de tejidos, que es una area
multidisciplinaria que se basa en el uso de células sembradas en andamios (scaffolds)
para formar un sustituto biolégico o constructo que es implantado en el tejido dafiado para
promover la regeneracion del cartilago articular.

Esta investigacion presenta trabajos realizados por diversos investigadores que han
buscado alternativas factibles para la regeneracion de cartilago articular mediante la
ingenieria de tejidos utilizando diferentes fuentes de células, de andamios asi como de

biorreactores, para lograr reparar el dafio y mantener la homeostasis del cartilago articular.



2. OBJETIVOS

RS

% Comprender las propiedades del cartilago articular y su funcién en la rodilla.

% Conocer los cambios biolégicos del cartilago articular ocurridos en una alteracion
de la estructura articular en una enfermedad degenerativa como la osteoartritis
(OA).

% Investigar la aplicacion de la ingenieria de tejidos en la reparacion del cartilago

articular osteoartritico.

3. PROCEDIMIENTO

Consulta y analisis de libros y articulos de la revistas obtenidas de las bases de
datos: Pub Med y Science direct. Para lograr entender porque la ingenieria de tejidos se
ha planteado como una alternativa para reparar las lesiones articulares y recuperar la
funcién de las articulaciones, que diariamente utilizamos. Ya que estan presentes en los
dedos, manos, pies, rodillas, cadera, cuello, las cuales nos permiten el libre movimiento.
En esta revision es importante sefialar las principales caracteristicas bioquimicas e

histologicas del cartilago articular.



4. CARTILAGO

El cartilago es tejido conectivo especializado en el que la matriz extracelular esta
alterada por la adicion de substancias que cambian su consistencia para proporcionar
elasticidad, gran resistencia y algo de rigidez. Se origina a partir de células
mesenquimales, estas retraen sus prolongaciones y se acumulan en densos agregados,
llamado tejido protocondral o centros de condrificacién, conforme crecen se diferencian y
van segregando alrededor una matriz extracelular que contiene fibrillas las cuales quedan
embebidas; conforme aumenta el material intersticial se separan unas de otras en lagunas
y poco a poco asumen caracteristicas citolégicas Unicas de los condrocitos (Fawcett,
1987; Shum y Nuckolls, 2002; Pearle, et al., 2005).

4.1. Tipos de cartilago

Existen tres tipos de cartilago: el cartilago elastico, el fibrocartilago y el cartilago
hialino (Ham, 1983), cada uno es distinto en su naturaleza estructural y bioquimica,

depende del sitio la adaptacién funcional especifica (Isogai, et al., 2006).

El cartilago elastico, es un tejido que contiene elastina, se encuentra en el oido
externo, en las paredes de conducto auditivo externo, las trompas de Eustaquio y en la
epiglotis. Se caracteriza por su color amarillo, su opacidad y sobre todo su elasticidad
(Fawcett, 1987; Ham, 1983; Isogai, et al., 2006).

El fibrocartilago, es un tejido compuesto por abundante colagena tipo I, se
encuentra en los discos intervertebrales, en meniscos, en la sinfisis pubiana, en el
ligamento redondo del fémur y en los lugares de insercion en el hueso de algunos
tendones (Fawcett, 1987; Isogai, et al., 2006).

El cartilago hialino en griego hyalos =vidrio, es un tejido con apariencia de una
sustancia pulida y firme, blancoazulada y translicida, presenta fibras de colagena tipo Il

principalmente. El esqueleto fetal esta constituido de este tipo de cartilago que es



sustituido por hueso durante la formacién de los huesos largos del cuerpo (Fawcett, 1987;
Gardner, et al., 1974).

4.2. Localizaciéon

El cartilago maduro se localiza en dos sitios después del término del crecimiento
posnatal, el primero en estructuras cartilaginosas extraesqueléticas, por ejemplo en anillos
de cartilago en la pared de la trAquea, en tubos aéreos que comunican con los pulmones,
laminas de cartilago en laringe, nariz, trompa de Eustaquio y cartilagos costales que unen
las costillas con el esternon. El segundo sitio es en las articulaciones moviles (Ham, 1983;
Isogai, et al.; 2006).



5. ARTICULACION

La articulacion es una estructura que conecta dos o mas huesos entre si y permite
el movimiento entre ellos, ademas de que facilita el crecimiento de los huesos

participantes (Ham, 1983).

5.1. Tipos de articulacion

Existen diferentes tipos de articulaciones, las cuales pueden dividirse por:

» Su estructura (morfolégicamente). Segun el tejido que las une en varias
categorias: fibrosas, cartilaginosas y sinoviales o diartroidales.

» Su funcion (fisiologicamente). Segun el grado de movilidad que puedan dar,
como la sinartrosis (no movil), sinfisis (con movimiento monoaxial) y diartrosis

(mayor amplitud o complejidad de movimiento) (Ham, 1983).
Clasificacion por su estructura:
» Fibrosas
En estas articulaciones el tejido fibroso es el que une los huesos, la movilidad de
estas articulaciones queda definida por la longitud de las fibras del tejido (Gardner, et al.,

1974).

» Cartilaginosas

Este tipo de articulaciones se presentan entre el cartilago y el hueso, pueden ser
sincondrosis cuando estdn hechas de cartilago hialino o sinfisis cuando son de

fibrocartilago:

* Articulaciones cartilaginosas primarias, que son uniones pasajeras entre huesos

por medio de cartilago, como las uniones entre partes de un mismo hueso en crecimiento.



* Articulaciones cartilaginosas secundarias o sinfisis, que son uniones cartilaginosas
entre dos huesos por un cartilago muy robusto, poco movible y definitivo (Ham, 1983;
Gardner, et al., 1974).

> Sinoviales o Diartrosis

El término diartrosis procede del griego dia, separacion, y arthron, articulacion. Son
articulaciones moaviles y presentan cartilago articular en ambas partes de la articulacion.
La capsula esta reforzada exteriormente por ligamentos extracapsulares e interiormente
esta cubierta por la membrana sinovial que secreta un lubricante viscoso y transparente
llamado liquido sinovial (fig. 1) (Ham, 1983; Gardner, et al., 1974).

Debido a que la rodilla es una de las articulaciones que mayor desgaste sufre y
como consecuencia los pacientes presentan dolor articular que llega a ser discapacitante y
en algunos de ellos terminan en reemplazo articular mediante una protesis, es por lo que

estudiaremos a continuacion la estructura de la rodilla.

5.2. Estructura de la rodilla

La rodilla (Fig. 1) es una articulacion mévil o diartroidial, es parte importante del
cuerpo ya que nos permite caminar, correr, brincar. Esta disefiada para protegerse a si
misma, ya que esta envuelta por una capsula articular que es flexible para permitir el
movimiento, pero también tiene fuerza para mantener la articulacion unida, ademas es la
més compleja dada la cantidad de estructuras internas que la componen como:

El cartilago articular que cubre los extremos del hueso del muslo (fémur) y de la tibia por lo
que ayuda a reducir la friccion entre estos dos huesos durante el movimiento. El tejido
sinovial que reviste la capsula produce el liquido sinovial que lubrica la articulacion. Los
meniscos son considerados como almohadillas de fibrocartilago que entre otras funciones
actlan como amortiguadores entre los dos huesos y ayudan a distribuir el peso del cuerpo
en la articulacion. Los sacos con fluido (bolsas) proveen proteccidon a los tendones que se
mueven sobre el hueso. Los tendones son conexiones entre musculo y hueso, por lo que
forman las uniones miotendinosas. Los ligamentos laterales y posteriores de la rodilla

refuerzan la capsula articular, dandole estabilidad. La rotula protege la parte frontal de la



articulacion. Los musculos generan fuerzas para el movimiento y estabilidad a la
articulacion (Reddi, 2003).
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Figura 1. Vista lateral y frontal de la rodilla indicando las estructuras que la conforman (Merck Sharp
& Dohme de Espafia, S.A. 2005).

Como ya se vio que la rodilla esta compuesta de estructuras complejas que se
integran como una, para poder realizar una funcion tan importante como es moverse.
Dentro de ésta estructura uno de los componentes necesarios para el buen

funcionamiento es el cartilago articular.



6. CARTILAGO ARTICULAR

6.1. Descripcion

El cartilago articular es un ejemplo del cartilago hialino; este es un tejido aneural,
avascular y de baja actividad metabdlica. Una de sus funciones es cubrir las terminaciones
articulares de las articulaciones diartroideas para reducir la friccion entre el fémur y la tibia

en el caso de la rodilla.

Esta constituido principalmente de células llamadas condrocitos (Poole, 1997),
éstos producen los componentes primarios de la matriz extracelular (fig. 2) que son:
proteoglucanos, colagenas, glucoproteinas y otras proteinas presentes en menor cantidad
(Ham, 1983).

Figura 2. Esquema de la composicion molecular de la matriz extracelular del cartilago articular, la

cual contiene: colagena tipo Il, 1X, acido hialurénico, agrecanos, proteinas de unién, entre otros
(Vega, et al., 2002).

Todos estos componentes se organizan y mantienen la estructura de la matriz

extracelular (fig. 3) que le proporcionara al cartilago articular su funcionalidad.
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Figura 3. Los condrocitos sintetizan la colagena y los proteoglucanos ambos forman la matriz

extracelular del cartilago, la cual es capaz de retener grandes cantidades de agua (Sopena, et al.,

2003).

Debido a lo anterior los condrocitos son responsables del mantenimiento, de una
estable y abundante matriz extracelular asi como del balance entre el anabolismo y el

catabolismo, que es crucial para la homeostasis de este tejido (Pearle, et al., 2005).

El balance entre hidrataciéon de los proteoglucanos de la matriz y la resistencia a la
expansion impuesta por una red de colagena, le provee propiedades hidrodinamicas y da
la transmisién suave de compresiones mecanicas a traves de la articulacion (Poole, 1997).

Ahora bien si el cartilago es un tejido avascular ¢,como es que los condrocitos se nutren?

6.1.1. Nutricién

La forma en la que se nutre es obteniendo los nutrientes por difusion de los tejidos
gue estan alrededor de él, como del liquido sinovial y del estrato 6seo subyacente. Esto es
gracias al gran contenido de liquido en la matriz que permite que los nutrientes, gases y
productos de desecho se difundan en uno y otro sentido entre los capilares situados fuera
del cartilago; aunque el paso de los nutrientes a través de la MEC depende del tamafio,
composicion y carga eléctrica de las moléculas que se van a difundir, ademéas de la
concentracion composicion y organizacion de los proteoglucanos (Vega, et al., 2002;
Fawcett, 1987; Peatrle, et al., 2005).



6.1.2. Funcion

La funcion del cartilago es reducir la friccion, resistencia a dafiarse o deteriorarse ya
gue estd disefiado para soportar y distribuir la carga (fig. 4). Es un tejido altamente
especializado con un comportamiento mecanico unico (Fawcett, 1987; Pearle, et al.,
2005).

Los condrocitos y la matriz extracelular proveen un mecanismo de suspension
hidroelastica capaz de absorber, redistribuir y transmitir la compresion fisiologica y las
fuerzas de cizallamiento al hueso subcondral, esto se atribuye a la baja permeabilidad
hidraulica y a una alta tendencia de hidratacion de los proteoglucanos. Cuando una carga
se aplica, se da una expansion del cartilago gracias a la deformacion elastica de la matriz,
ya que los proteoglucanos estan unidos al agua y se mueven a regiones no comprimidas
de la matriz, cuando la carga se elimina los proteoglucanos regresan a su estado normal
para dar un equilibrio entre la carga aplicada y el potencial de hidratacion de los

proteoglucanos de la matriz (Poole, 1997).

Para poder llevar a cabo estas funciones biomecanicas, el cartilago articular tiene una

organizacion particular.
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Figura 4. Esquema de la vista lateral y frontal de la rodilla, en la cual se muestra la distribucion de la
carga y del movimiento (flechas) (Staywell Custom Communications, 2006).



6.2. Organizacion del cartilago articular.

El cartilago articular por su organizacion tisular se divide en cuatro zonas (fig. 5):

zona superficial, zona media o de transicién, zona profunda y zona de cartilago calcificado.
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Figura 5. Izquierda) Esquema de un fragmento de cartilago articular mostrando las zonas en las que
se divide el cartilago articular (superficial, de transicién o media y profunda) y la forma de los
condrocitos en las diferentes zonas (Vega, et al., 2002). Derecha) Corte histolégico de cartilago
articular de humano tefiido con safranina O, en el cual se indican las zonas superficial, de transicion
o0 media (Garcia, 2007).

La zona superficial es la parte mas externa del cartilago y forma la superficie de
deslizamiento y resistencia, tiene una alto contenido de paquetes densos de fibrillas de
colagena tipo Il principalmente y estan arregladas en forma paralela a la superficie (fig. 6)
lo cual, le da la caracteristica de opacidad hialina, los condrocitos son alargados con el eje
mayor paralelo a la superficie, la concentracion de proteoglucanos es baja y la
concentracién de agua es alta (Sopena, et al.,2003; Poole, 1997). Tiene un bajo mddulo
de compresion, éste es un estado de tension en el cual las células se comprimen entre si,
en esta zona, la forma en la que se encuentran las células y el contenido de agua al recibir

una carga tiende a deformarse (Pearle, et al., 2005).

La zona media o de transicion contiene fibras de coldgena con un gran diametro, es
menos aparente su organizacion y estan alineadas oblicuamente hacia la superficie, (fig.
6) los condrocitos tienen una forma mas redondeada o esférica, la cantidad de
proteoglucanos aumenta y tiene un gran moédulo de compresién (Einhorn, 2007; Poole,
1997),.



La zona profunda contiene una alta concentracion de proteoglucanos, la
concentracion de agua es menor, las fibras de colagena tienen un gran didmetro y estan
organizadas perpendicularmente a la superficie articular (fig. 6), los condrocitos son
esféricos y estan ordenados de una forma columnar; tiene un gran moédulo de compresion
por la forma columnar en que estan ordenadas las células soportan mas la carga y la

deformacién es menor (Pearle, et al., 2005).
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Figura 6. Diagrama de una seccion sagital de cartilago articular en el cual se muestra las tres zonas del
cartilago y la organizacién de las fibras de coldgena. En la zona superficial las fibras de coldgena esta en
forma paralela, en la zona media las fibras de colagena estan en forma oblicua y en la zona profunda las
fibras de coldgena esta en forma perpendicular, esto con respecto a la superficie articular (Einhorn, et al.,
2007).

La zona de cartilago calcificado separa al cartilago hialino del hueso subcondral (fig.
7) y esta caracterizado por células pequeiias distribuidas en una matriz cartilaginosa
incrustada con sales de hidroxiapatita, hay ausencia de proteoglucanos y las fibras de

coldgena radiales estan ancladas a una matriz calcificada.

La marca de agua (tidemark) separa la zona profunda de la zona calcificada (fig. 7)
(Einhorn, et al., 2007; Poole 1997; Pearle, et al., 2005).
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Figura 7. Representacion esquemética de un fragmento de cartilago articular en el cual se indican
las zonas superficial, transicional, profunda, la marca de agua (tidermark), la capa calcificada, el
hueso subcondral y el hueso esponjoso (Sopena, et al., 2003).

Debido a que la funcion del cartilago articular es dependiente de las caracteristicas

de la matriz extracelular, es necesario sefalar algunas de sus principales caracteristicas.
6.3. Tipos de matriz extracelular en el cartilago a  rticular

La MEC de acuerdo a su relacién con el condrocito se divide en region pericelular,

territorial e interterritorial dependiendo de la proximidad con el condrocito (fig. 8).

Figura 8. Esquema de un condrocno artlcular en el cual se senala Ios tipos de matriz extracelular que
se presentan en el cartilago articular, las cuales son matriz pericelular que rodea al condrocito, la
matriz territorial esta rodea a la matriz pericelular y la matriz interterritorial (Poole, 1997).



La matriz pericelular, es una zona adyacente a la membrana celular que rodea
completamente al condrocito, contiene proteoglucanos sulfatados, hialuronato, biglicano y
otras glucoproteinas incluyendo la proteina de union, fibronectina, laminina y colagena tipo
I, VI, IX (Einhorn, et al.,2007; Poole, 1997).

La matriz territorial, ésta rodea a la matriz pericelular, la cual presenta
proteoglucanos como el condroitin sulfato, fibras delgadas de colagena las cuales le dan
una apariencia de red fibrilar, pero contiene una baja cantidad de colagena tipo IX
(Einhorn, et al., 2007; Poole, 1997).

La matriz interterritorial es la regiéon de la matriz mas grande, contiene fibras de
colagena largas que estan alineadas radialmente, es baja la cantidad de colagena tipo VI,
no hay colagena tipo I1X y presenta muchos proteoglucanos (fig. 9) (Einhorn, et al., 2007,
Poole, 1997).
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Matriz pericelular
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Figura 9. Esquema en el cual se muestra el arreglo de los condrocitos, colagena, proteoglucanos y
los tres tipos de matriz (pericelular, territorial e interterritorial) en el cartilago (Sopena, et al., 2003).

6.4. Composicion de la matriz extracelular cartilag  inosa

La matriz extracelular del cartilago articular esta compuesta de dos fases, una
sélida y una fluida. La fase sélida consiste de colagena principalmente tipo Il y de
proteoglucanos (fig. 10), tiene una baja permeabilidad debido a su gran resistencia de

friccion hacia el flujo del fluido. La fase liquida que estd compuesta de agua y iones;



cuando se da una resistencia en la fase sdlida se crea una gran presion del fluido
intersticial en la fase fluida, ambas partes establecen la dureza y las propiedades
viscoelasticas del tejido (Pearle, et al., 2005).

La mezcla del fluido y de la matriz extracelular provee las propiedades
biomecénicas de baja friccion; los componentes principales en el cartilago articular son:
agua, colagena tipo Il y grandes agregados de proteoglucanos, ademéas moléculas en
menor cantidad como proteinas, lipidos, fosfolipidos y otras colagenas (Pearle, et al.,
2005).

Figura 10. Diagrama de los principales componentes de la matriz extracelular del cartilago articular
los cuales son: condrocitos, proteoglucanos, coldgena, agua y iones
(http://lwww.emba.uvm.edu/~iatridis/me301/cartilage_intro.pdf).

6.4.1. Proteoglucanos (PG)

Los proteoglucanos son macromoléculas complejas responsables de la resistencia
a la compresion del cartilago, se componen de una proteina central con cadenas de
polisacaridos llamados glucosaminoglucanos (GAGs) que estan unidos covalentemente,
éstos glucosaminoglucanos estan formados de una cadena larga, no ramificada, con
unidades de disacaridos (hexosamina) repetidos, ademdas todas las cadenas de
glucosaminoglucanos tienen repetido un carboxilo (COOH) y/o grupos sulfato (SO,)
(Einhorn, et al., 2007; Sopena, et al.,2003). Los glucosaminoglucanos se unen a un nucleo

protéico formando agrecanos y proteoglucanos, los agrecanos se unen mediante proteinas



de enlace al &cido hialuronico, el cual es un GAG no sulfatado (fig. 11), tienen una gran
capacidad para retener agua y son responsables de la estructura porosa del cartilago
(Sopena, et al.,2003). Los principales GAGs son condroitin sulfato (CS), el dermatan
sulfato (DS), el queratan sulfato (QS), heparan sulfato (HS) y el acido hialurénico (AH)
(Ferdous y Grande-Allen, 2007).
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Figura 11. Representacién esquematica de la secrecion de los proteoglucanos y del &cido
hialurénico (AH). Muestra que estas proteinas son sintetizadas en el nucleo, pasan al reticulo
endoplasmico rugoso (RER), después al aparato de Golgi y finalmente son secretadas por medio de
vesiculas al espacio extracelular en la cual se da el ensamblaje de los proteoglucanos (Vega, et al.,
2002).

Asi que una subunidad del proteoglucano consiste de una proteina central de una
longitud variable, la cual estd wunida covalentemente a las cadenas de
glucosaminoglucanos, las subunidades se asocian con el acido hialurénico a través de una
proteina central y una proteina de union para formar un agregado de proteoglucano (fig.
12) (Genneser, 2000).

Por lo que los proteoglucanos son un grupo con una diversidad estructural, ya que
pueden contener diferentes tipos de GAGs, diferente nUmero y longitud de cadenas de
GAGs, diferente estructura de proteina central y los PG pueden presentarse en forma

monomeérica o agregada con el AH.

La proteina central y las cadenas de GAGs de los PG tienen un papel importante en
la remodelacion del tejido, salida de proteinas y migracion celular; ademas participan en la

sefalizacion intracelular por que actian como receptores en la superficie celular para unir



moléculas de sefalizacion como factores de crecimiento y otras proteinas (Ferdous y
Grande-Allen, 2007).
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Figura 12 . Esquema estructural de un proteoglucano. A) Es una subunidad del proteoglucano donde
el condroitin sulfato y el queratan sulfato estan unidos covalentemente a una proteina central para
formarla. B) Es el agregado de muchas subunidades de proteoglucanos donde estan unidas por el
acido hialurénico y una proteina de unién (Genneser, 2000).

Los grupos sulfatos y grupos carboxilo presentes en las unidades repetidas de
disacaridos en las cadenas brindan una alta densidad de carga anidnica, asi que su
funcion se puede relacionar con sus propiedades fisicas y quimicas, ya que pueden
interactuar electroestaticamente con una variedad de moléculas cationicas, las cuales son
importantes para el transporte de electrolitos y agua (fig. 13), también pueden interactuar

con moléculas de tropocolageno cargadas positivamente.
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Figura 13. Diagrama de los principales componentes presentes en proteoglucanos, los cuales son: acido
hialurénico, proteina de unién, nlcleo proteico., glucosaminoglucanos (condroitin sulfato, queratan sulfato,
entre otros) y agua (Sopena, et al., 2003).



Debido a lo anterior son importantes en la permeabilidad, transporte y funciones
osmoéticas del fluido intersticial ya que pueden excluir o atrapar moléculas de diferentes
tamaros, ademas sirven como redes que incrementan la viscosidad del fluido intersticial y
contribuyen a la lubricacién y funcién mecanica (Genneser, 2000). Los proteoglucanos
forman tramas enmarafiadas y compactas dentro del espacio interfibrilar de la colagena
los cuales ayudan a mantener una matriz permeable-porosa y determina el movimiento de
la fase fluida de la matriz (Pearle, et al., 2005).

6.4.2. Colagena

En el cartilago articular mas del 50% del peso seco consiste de colagena,
predominando la colagena tipo Il, en poca cantidad se encuentran las colagenas tipo I, V,
VI, IX, Xy XI (fig. 14) (Einhorn, et al., 2007; Poole, 1997; Genneser, 2000).

o 1V, tipo VI, tipo
IX; que estan presentes en el cartilago articular (Sopena, et al., 2003).

La colagena es una proteina extracelular compuesta de tres cadenas polipeptidicas
(cadenas a) y se caracteriza por tener una estructura de triple hélice, su composicion de
aminodcidos son principalmente glicina (33% del total de residuos) y prolina (25% del total
de residuos), las fibras son delgadas y varian de unos 10 a unos 100nm (fig. 15) (Vega, et
al., 2002).



Las colagenas le proveen una gran resistencia a la tension del tejido, ademas
propiedades de compresion e inmoviliza a los proteoglucanos dentro la matriz extracelular
(Einhorn, et al., 2007; Sopena, et al., 2003).
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Figura 15. Esquema de la estructura de la colagena tipo I, que esta formada por tres cadenas alfa,
con una estructura de triple hélice, formando asi una molécula de colagena, éstas se autoensamblan
mediante enlaces covalentes formando un empaquetamiento escalonado y periodico para formar
una fibrilla (http://www.emba.uvm.edu/~iatridis/me301/cartilage_intro.pdf).

6.4.3. Agua

El agua es el componente mas abundante en el cartilago articular, por que
constituye del 65% al 80% del peso humedo del tejido. Las sales inorganicas como el
sodio, calcio, cloro y potasio se disuelven en el agua del tejido. La resistencia de friccion y
la compresién del agua dentro de la MEC son dos mecanismos por los cuales el cartilago
articular tiene la capacidad de soportar mucha carga, el flujo del agua promueve el
transporte de nutrientes y provee una fuente de lubricacion para la articulacion (Einhorn, et
al., 2007). La mayoria del agua esta contenida dentro del espacio intrafibrilar intersticial
creado por la matriz sOlida de colagena-proteoglucanos. El contenido de agua esta
relacionado con la presidon osmatica, generada por las cargas negativas fijadas en los
proteoglucanos, esto brinda propiedades de viscoelasticidad, deformacion, deformabilidad

reversible y capacidad de disipar la carga (Pearle, et al., 2005).

Ademas de los componentes mencionados existen proteinas en la matriz

extracelular entre las cuales se encuentran las:



6.4.4. Glucoproteinas y las proteinas no colagenas

Estas moléculas también ayudan a la organizacion y mantenimiento de la estructura

macromolecular de la matriz extracelular.

La proteina oligomerica de cartilago (COMP) es una proteina que esta dentro de la
matriz territorial del condrocito tiene la capacidad de interactuar con las moléculas de
adhesion celular para activar vias de sefializacion intracelular involucrando adhesion con
cinasas y paxilina para iniciar la transicion de células condroprogenitoras a un condrocito

completamente comprometido (Murphy, et al., 1999; Goldring, et al., 2006).

La fibronectina y tenascina son proteinas de la matriz parecen tener importancia en
la organizacion de la matriz, en interacciones ceélula-matriz y en la respuesta de la
inflamacion del tejido por osteoartritis y artritis (Einhorn, et al., 2007). La fibronectina es
una glucoproteina adhesiva presente en forma soluble en plasma e insoluble en la matriz
extracelular, puede unirse a glucosaminoglucanos como el heparan sulfato y éacido

hialurénico (Lucena, et al., 2007).

En el cartilago articular las células establecen comunicacién con la MEC a través de

diversas proteinas entre ellas las integrinas.

6.4.5. Integrinas

Las integrinas son moléculas de adhesion celular ya que se unen con proteinas de
la matriz extracelular y a diferentes receptores. Por lo que regulan varios procesos
biolégicos (fig. 16) incluyendo el ensamblaje supramolecular de las proteinas de la MEC,
la adhesidn, la migracion de las células, la progresion del ciclo celular, la sobrevivencia

celular y la diferenciacion.
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Figura 16. Sitios de adhesiones focales, donde los receptores heterodiméricos (a y B) de las
integrinas se engranan con proteinas de matriz extracelular (MEC) y moléculas asociadas a cascada
de sefializacién via integrina-membrana-actina-. Ademas los receptores de las integrinas tienen un
papel central en la movilidad celular, dindmica del citoesqueleto, adhesiones focales que transportan
informacién a través de la membrana celular para regular proliferaciéon celular, diferenciacion,
expresion génica y sobrevivencia (Docheva, et al., 2007).

Los condrocitos expresan varias integrinas las cuales median la adhesion a varias
moléculas de la matriz del cartilago no sélo en el cartilago articular maduro sino también
durante la condrogénesis. Las integrinas Bl son esenciales durante la condensacion
mesenquimal y durante la diferenciacion del condrocito (Aszodi, et al., 2003).

Pertenecen a una de las principales familias de receptores de adhesioén celular, son
glucoproteinas heterodimeéricas, estan compuestas de dos subunidades una a y una j3,
ambas subunidades son proteinas membranales, tienen un gran dominio extracelular y un
dominio corto citoplasmico; existen 18 subunidades a y 8 B de las glucoproteinas
heterodiméricas en mamiferos, al combinarse producen minimo 24 diferentes
heterodimeros, pueden unirse a un repertorio especifico de ligandos (tabla 1) de superficie
celular, matriz extracelular o proteinas solubles (Humphries, et al., 2006), los dominios
extracelulares se unen a una amplia variedad de ligandos como colagena tipo Il y VI,
fibronectina, laminina, varias colagenas, tenascina, vitronectina, proteinas de matriz Gla
(Kim, et al., 2003), miembros de la familia SIBLINGs (Small Integrin Binding Ligand, N-

linked Glycoproteins) como la osteopontina, sialoproteina de hueso y proteina de matriz



dentina. Mientras que el dominio citoplasmico intracelular se ancla a proteinas del

citoesqueleto (Docheva, et al., 2007)

Subunidades Ligandos
1 al Coladgena y lamininas
a2 Coladgena y lamininas
a3 Colagena, lamininas, fibronectina y entactina
a4 Fibronectina y VCAM-1
a5 Fibronectina
a6 Lamininas
a7 Lamininas
a8 Vitronectina, fibronectina y tenascina
a9 Vitronectina, fibronectina y tenascina
al0 Colagena
all Coladgena
aVv Fibronectina y vitronectina
B2 aL ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
aM iC3b, fibrinégeno, ICAM-1 y factor de coagulacién X
aX Fibrinégeno y iC3b
aD ICAM-3
B3 allp Fibrindgeno, fibronectina, factor von Willebrand,
vitronectina, trombospondina y tenascina
aV Fibrindgeno, fibronectina, factor von Willebrand,
vitronectina, trombospondina, osteopontina y colagena
B4 o6 Lamininas
B5 av Vitronectina y fibronectina
6 av Fibronectina y tenascina
B7 a4 Fibronectina, VCAM-1, MAdCAM-1
aE E-cadherina
B8 av Vitronectina

Tabla 1. Presenta los 24 tipos de combinaciones de los heterodimeros de las Integrinas y sus proteinas
ligando para cada tipo de integrina, los cuales se encuentran en la MEC como colagena, laminina,
fibronectina, entre otros (Docheva, et al., 2007).

De esta forma el exterior (la MEC) y el interior de la célula (condrocito) estan
unidos, (fig. 17) lo cual permite una transmision bidireccional de sefiales mecanicas y
biomecénicas a través de la membrana plasméatica lo que lleva a una regulacién de
diversas funciones de la célula, como son la adhesion célula-célula, (Docheva, et al.,
2007) célula-matriz, la migracion, la diferenciacion, (Qin, et al., 2004), la remodelacién del
cartilago y condrogénesis (Mobasheri, et al., 2002). También actian como receptores de
sefializacion ya que transmiten informacién del sustrato hacia el interior de la célula la cual
regresa y es interpretada como sefales de crecimiento, de diferenciacion o de

sobrevivencia (Bokel y Brown, 2002).
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Figura 17. Diagrama de la estructura de las integrinas y su asociacion con moléculas de
sefializacion intracelular y la actina del citoesqueleto. Cada subunidad a y 3 consiste de un dominio
extracelular largo, una region transmembranal simple y un dominio corto citoplasmico. ElI dominio
extracelular brinda un sitio de unién para una proteina ligando de la matriz extracelular; mientras que
el dominio corto citoplasmico interactla con proteinas adaptadoras, como: moléculas de
sefializacion y la actina del citoesqueleto (Millward-Sadler y Salter 2004).

Debido a lo anterior, tanto la matriz extracelular como los condrocitos que la
sintetizan juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis del cartilago
articular. De tal manera que las células y la MEC son factores a considerar en el disefio de
sustitutos biolégicos para reparar lesiones del cartilago articular (Goessler, et al., 2004).

Hirsch y colaboradores en el afio 1997 realizaron experimentos que han
demostrado que los condrocitos in situ dependen de la unidn célula-matriz via integrinas
ya que permiten mantener la viabilidad y morfologia celular normal, incluyendo la forma y
el tamafio. También mencionan que en el desarrollo de cartilago la unién célula-matriz es
necesaria tanto para la diferenciacion como para la sobrevivencia celular. Demostraron
gue el bloqueo de las interacciones célula-matriz con anticuerpos especificos de las
subunidades de las integrinas cambia la forma nuclear y celular e incrementa la muerte
celular programada. Ellos proponen que el cambio en la morfologia esta directamente
relacionado con la interrupcion de la actina del citoesqueleto, un resultado directo del
blogueo de la via de transduccion de sefial unida a la integrina (Hirsch, et al., 1997).



Se ha establecido en muchos tipos celulares que la unién del receptor de la
integrina con los sustratos de la matriz extracelular estimula la superfamilia Rho, Rac y
Cdc42 y las pequeiias GTPasa que a su vez regula la actina del citoesqueleto (Hirsch, et
al., 1997).

Otras moléculas transmembranales que funcionan como receptores para las

moléculas de la MEC son las anexinas.

6.4.6. Anexinas

Las anexinas son receptores de superficie celular, son proteinas de unién a calcio y
a fosfolipidos, median las interacciones entre los condrocitos y los componentes de la
MEC; el receptor principal en los condrocitos es la anexina V (ancorina Il) la cual se une a
la colagena tipo Il, aunque todavia es incierto si esta tiene alguna funcion en la regulacion

de la homeostasis del condrocito (Kurtis, et al., 2001; Van der Kraan, et al., 2002).

6.4.7. Acido hialurénico

El &cido hialurénico puede también unirse a otras moléculas de la matriz
extracelular, como colagena, por lo que puede funcionar como puente entre la fibronectina
y otros componentes de la matriz involucrados en los procesos de reparacion tisular
(Lucena, et al., 2007). La union de los condrocitos al &cido hialurénico por medio del
receptor CD44 es esencial para la homeostasis del cartilago ya que esta involucrado en el
ensamblaje, organizacién y mantenimiento de la matriz pericelular del condrocito (Kurtis, et
al., 2001). Cuando se bloquea el receptor CD44, se afecta la funcion del condrocito y da

como resultado la degradacion de la matriz del cartilago (Van der Kraan, et al., 2002).

Existen ademas mediadores solubles que intervienen en la regulacion de los

condrocitos entre ellos se encuentran los factores de crecimiento.



6.4.8. Factores de crecimiento

Son polipéptidos, solubles y difusibles producidos en cantidades limitadas que
regulan el desarrollo, la proliferacién y la diferenciacién. Algunos de ellos son de la
superfamilia de TGF-B, IGFs, factores de crecimiento fibroblastico (FGFs), factores de

crecimiento derivados de plaquetas (PDGFs) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF).

Los miembros de la superfamilia del TGF-B tienen un papel importante en la
estimulacion de la reparacion del cartilago. El factor de crecimiento transformante § (TGF-
B) es uno de los inductores mas potentes de la condrogénesis y aumentan la sintesis de la
matriz extracelular en los condrocitos (Kuo, et al., 2006; Goessler, et al., 2004); ya que
puede incrementar la expresion génica del agrecano y de la colagena, asi como prevenir
la pérdida de proteoglucanos durante la OA experimental (Roman-Blas, et al., 2007).
Ademés promueve la diferenciacion condrogénica de células progenitoras y aumenta la
proliferacion de los condrocitos (Holland, et al., 2007).

Mientras que el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF) es considerado un
factor de crecimiento anabdlico del cartilago normal, ya que incrementa la sintesis de
proteoglucano, colagena tipo Il, integrinas, a la vez inhibe la destruccion de la MEC, por
que su funcion es modulada por la interaccion con proteinas de union a IGF, y favorecen
la adhesion de los condrocitos a la fibronectina (Vega et al., 2002; Goessler, et al., 2004).

Las Proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs) son proteinas diméricas con una
intercadena simple con enlace disulfuro, forman una familia de factores de crecimiento y
de diferenciacion, estan relacionadas con TGFs (B y se han aislado 7 BMPs en
vertebrados. Estas moléculas pueden inducir la formacién de nuevo cartilago y hueso en
sitios ectopicos imitando la secuencia de desarrollo y morfogénesis de la articulacion, por
lo que tiene propiedades quimiotacticas, mitogénicas y de inducciéon de diferenciacion
(Reddi, 2001). Son iniciadores de la formacion de cartilago y hueso (Nissinen, et al.,
1997), ademds son importantes en la homeostasis y patologia del cartilago; estas son
retenidas dentro de la matriz extracelular y su papel es esencial durante la condrogénesis
debido a la modulacion de la disponibilidad de BMPs (Goessler, et al., 2004).



Los Factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) son pequefios factores
polipeptidicos, la mayoria se unen al heparan sulfato de la matriz extracelular. Los FGFs
se unen a receptores especificos dando como resultado una activacion celular para la
expresion de proteoglucanos en especial del heparan. Ademas han mostrado promover la
rediferenciacion asi como proliferacion, y se han utilizado para incrementar el nimero

celular de los condrocitos en cultivo in vitro (Goessler, et al., 2004).

Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) es un factor multifuncional para
fibroblastos, condrocitos y células endoteliales vasculares, dependiendo con el tipo de
célula que interactle promueve quimiotaxis, migracion, adhesién, proliferacion,

diferenciacion y/o formacion de MEC (Goessler, et al., 2004).

Para proponer las diversas alternativas de reparacién articular se considera
necesario mencionar cuales son las caracteristicas biolégicas que adquiere el cartilago
cuando se encuentra lesionado, por lo que se tomard una sola patologia para
ejemplificarlo la cual es la osteoartritis.



7. DEGENERACION DEL CARTILAGO ARTICULAR

Como se menciond, para que el cartilago articular mantenga su homeostasis existe
una dependencia mutua entre la adhesion del condrocito hacia la matriz extracelular y la
regulacién del comportamiento del condrocito por parte de los factores de crecimiento.
Cuando se da un desequilibrio en la homeostasis de éste tejido se dejan de llevar a cabo

sus funciones bhiomecanicas.

7.1. ¢Por qué se dafa el cartilago articular?

Se han descrito factores que predisponen al dafio del cartilago articular como son:
el envejecimiento, el sobrepeso, lesiones trauméticas y el impacto repetitivo, entre otras.
Sin embargo, al parecer una de las principales razones es que la capacidad de reparacion
del cartilago es limitada debido a que en el cartilago maduro los condrocitos que ya estan
en el tejido pierden su capacidad para migrar, proliferar y para incrementar la sintesis de la
matriz que los rodea; por lo que su participacion en la respuesta de reparacion es muy
baja. Asi que, la degeneracion celular programada limita la capacidad de responder a un
estimulo y sintetizar componentes de la matriz extracelular debido a esto es casi nulo el

potencial de curacion del cartilago articular (Simon y Jackson, 2006).

7.2. Tipos de dafo

Los tipos mas comunes de dafio o lesion del cartilago (fig. 18) incluyen:

1) Lesiones limitadas a la zona superficial y media.

2) Lesiones que llegan hasta el hueso subcondral pero no lo penetran.

3) Lesiones que penetran hasta el hueso subcondral.
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Figura 18. llustra varios tipos y profundidad de defectos del cartilago articular. A. Cartilago articular
normal y su organizacién en zonas. B. Dafio parcial los defectos penetran a la zona media y estan
lejos del suplemento sanguineo y de la médula. C. El defecto llega al hueso subcondral pero no lo
penetra. D. El defecto penetra a través de todas las zonas del cartilago articular y penetra hasta el
hueso y estas lesiones demuestran una reparacion que resulta en fibrocartilago (Simon y Jackson,
2006).

Un dafio superficial o trauma reciente no se presenta como un cambio importante
con manifestacion clinica, debido a que el cartilago es un tejido aneural. Un dafio severo
es detectado principalmente por los sintomas de dolor debido a la lesién en el hueso
subcondral y la incapacidad para mover la articulacion. Esto es corroborado por una

imagen de rayos X o de resonancia magnética (MRI) (Simon y Jackson, 2006).

La enfermedad degenerativa que se ha escogido para mostrar algunas alternativas
de reparacion mediante la ingenieria de tejidos, es la osteoartritis debido a que conforme
pasen los afios, se detectardn cada dia mas pacientes con esta enfermedad del cartilago
articular, algunas de las razones son el incremento de personas con sobrepeso, las
actividades de gran impacto en la rodilla como: saltos en patineta, los ejercicios donde

suben y bajan de un escalon, entre otros.



8. OSTEOARTRITIS (OA)

8.1. Descripcion

La osteoartritis (OA) es el resultado de la pérdida de la homeostasis entre los
condrocitos y su matriz extracelular. Es la enfermedad mas comun en individuos de mas
de 40 afios, los efectos del dafio ocasionado se observan a largo plazo ya cuando el
cartilago esta muy lesionado y frecuentemente es referenciada por el paciente como dolor

musculoesquelético persistente (Simon y Jackson, 2006).

En etapas tempranas se caracteriza patolégicamente como areas centrales de dafio
en el cartilago articular, cambios en el hueso marginal y subcondral, asi como una variable
inflamacién de la membrana sinovial (sinovitis) y un engrosamiento capsular, por lo que la
enfermedad finalmente no soélo involucra a los condrocitos y a su MEC, sino a toda la

articulacion.

Cuando la enfermedad avanza es caracterizada radiologicamente por un
estrechamiento del espacio de la articulacion, la formacion de hueso de novo osteofitos
(que fija el movimiento de la articulacion) asi como, cambios en el hueso subcondral (Kidd,
2006). Los principales sintomas son dolor, rigidez, inflamacién, crepitacion y restriccion del
movimiento de la articulacion (Mobasheri, et al., 2009).

Aunque no se conoce a ciencia cierta que induce la degeneracion del cartilago
articular se le han asociado cambios relacionados con la edad, predisposicién genética y
fuerzas biomecéanicas anormales que llevan a una alteracion de los procesos metabdlicos
y a la destruccion del cartilago articular. Como ya se mencioné esta enfermedad ademas
de afectar al cartilago también afecta a toda la estructura de la articulacion, incluyendo la
membrana sinovial, el hueso, los ligamentos y los musculos periarticulares (fig. 19).
Ademaés de los factores antes mencionados existen otros factores de riesgo asociados a la

aparicion de la OA.
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Figura 19. Esquema de la comparacion de la rodilla. Rodilla sana (izquierda) la cual muestra los condilos
cubiertos de cartilago articular y meniscos sanos. Rodilla afectada por la OA (derecha) la cual muestra
cartilago dafiado en los condilos, pérdida de meniscos y deformacion de la rodilla (Kinast, 2000).

8.2. Factores de riesgo

Algunos de los factores de riesgo que predisponen a la OA son: el género, las
mujeres tienen mayor predisposicion al desarrollo de la OA, las deficiencias nutricionales
pueden asociarse también con la aceleracion de la enfermedad. Los factores locales
incluyen: alguna cirugia previa en la articulacién, mientras que los factores extrinsecos
incluyen: la obesidad, la debilidad muscular y el uso de la articulacion relacionado con la

ocupacion de los pacientes (Kidd, 2006).

Los cambios que se dan en el cartilago articular cuando es afectado por la OA se
deben considerar para el desarrollo de sustitutos biolégicos que promuevan la reparacion
y/o la regeneracién del cartilago articular, estos son: alteraciones catabdlicas y

anabdlicas, proliferacion, hipertrofia, formacion de osteofitos, entre otros.

8.3. Mecanismos de accion desde el punto de vistab  iolégico

La OA es comunmente iniciada por fuerzas biomecénicas anormales que actlan
sobre la articulacion y aunque la OA es considerada una artropatia no inflamatoria existe
evidencia de que hay un incremento en la produccion de citocinas y de factores de
crecimiento. El condrocito articular presenta cambios complejos los cuales incluyen

hipertrofia, proliferacion y alteraciones catabdlicas; muchos de estos cambios son



inducidos por especies reactivas oxidantes, por la sobreproduccién de las quimiocinas y
citocinas proinflamatorias como: la IL-1b, TNF-a, IL-6 e IL-17. Estas moléculas mantienen
el fenotipo catabdlico, aumentando la sintesis de proteasas y la produccion de oxidantes
que llevan a la muerte del condrocito y a la progresiva degeneracion del cartilago
(Abramson y Yazici, 2006).

Generalmente los biomarcadores moleculares mas prometedores para las
osteoartritis son las moléculas de la matriz del tejido articular quienes aparecen en el fluido
sinovial, suero y orina, los cuales reflejan actividades catabdlicas y anabdlicas del
cartilago, aunque actualmente no existen aquellos que con certeza puedan realizar un

diagnostico preciso de osteoartritis (Abramson y Yazici, 2006).

La degeneracion del cartilago est4 caracterizada por dos fases: una fase
biosintética y otra fase degradativa. En la primera se da un aumento en la actividad
anabdlica de los condrocitos, este incremento se puede deber a que se da una respuesta
de reparacion de los condrocitos para contraatacar la pérdida de la matriz del cartilago, es
decir hay un incremento en la sintesis de proteinas de la MEC y algunos autores describen
un incremento en la taza de proliferacion. En la segunda fase la actividad de las citocinas
inflamatorias como IL-1, TNF-a, IL-17 y IL-18, producidas por los condrocitos y algunas
sintetizadas por la membrana sinovial actian incrementando la sintesis de las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Connelly, et al., 2008), éstas digieren la MEC,
ademas la sintesis de la matriz es inhibida por que decrecen los inhibidores de las
enzimas MMP y la erosion consecuente del cartilago se acelera. Los condrocitos
muestran cambios fenotipicos, ya que comienzan a expresar genes de colagena tipo | y
tipo Ill que no son expresados en la matriz del cartilago normal. También se ha
determinado la presencia de la colagena tipo X en el cartilago OA, lo que indica que los
condrocitos se dirigen hacia la hipertrofia. En el cartilago adulto normal los condrocitos
sintetizan los componentes de la matriz lentamente, mientras que las citocinas anabdlicas
IGF-1, TGF-B1, 2 y 3, factores de crecimiento de fibroblasto (FGFs) 2, 4, 8 y las BMPs
actlan para estimular la sintesis de la matriz extracelular; dandose una estricta regulacion
del movimiento de la matriz, por lo que existe un delicado balance entre la sintesis y la

degradacion de los componentes de la matriz. (Fukui, et al., 2008; Sandell y Aigner, 2001).



El patron de reaccion celular durante el proceso de la enfermedad osteoartritica

puede resumirse en 5 categorias:

1. Proliferacion y muerte celular.
Se han investigado estudios que indican que hay actividad proliferativa en los
condrocitos osteoartriticos, esto puede que sea ocasionado por tener un mejor
acceso a los factores proliferativos del liquido sinovial debido al dafo,
rompimiento o pérdida de la matriz de colagena, lo que les permite estar mas
cerca de la cavidad articular.

En el caso de la muerte celular en el cartilago osteoartritico tiene un indice bajo
aproximadamente 0.1% de la poblacion celular total apoptética en un tiempo
dado, indicando que la muerte de los condrocitos tiene un impacto limitado en la

patologia de la osteoartritis (Sandell y Aigner, 2001).

2. Cambios en la actividad de sintesis (anabolismo).
En estudios bioquimicos se ha demostrado que en el cartilago osteoartritico hay
un incremento en la sintesis de los componentes de la matriz extracelular, éste
aumento en la actividad anabdlica es por que los condrocitos intentan reparar la
matriz dafiada, a pesar de esto se ha encontrado una pérdida neta del contenido
de proteoglucanos, esto es uno de los cambios mas frecuentes observado en la
degeneracion del cartilago osteoartritico. Los analisis in situ muestran que la
pérdida de glucosaminoglucanos ocurre en la zona superficial del cartilago
articular osteoartritico, en donde las células disminuyen la regulacion de la
expresion de los componentes de la matriz; mientras que la expresion de las

células de la zona media se mantiene activa (Sandell y Aigner, 2001).

3. Cambios en la degradacion (catabolismo).
Los condrocitos del cartilago articular sintetizan metaloproteasas (MMPs) 1, 2, 3,
7, 8, 13 y 14, asi como una variedad de serinas y proteinasas, en la OA se
incrementa la actividad de enzimas MMP-3 (estromelisina), MMP-8 (colagenasa

2) y MMP-13 (colagenasa 3) muchas de estas MMPs son estimuladas por la



exposicion de las células a citocinas inflamatorias como ya se menciond

anteriormente.

En la osteoartritis la degradacién de los componentes de la matriz extracelular
pueden conducir a la desestabilizacion de la articulacidén. Estudios genéticos
muestran que mutaciones en la coladgena tipo Il, conduce a la produccion de una
red de colagena inestable y eventualmente al desarrollo temprano de OA
(Sandell y Aigner, 2001).

4. Modulacion fenotipica de los condrocitos articulares en la OA.
Los fenotipos del condrocito son categorizados por el tipo de colagena que
presentan. Las células condroprogenitoras son caracterizadas por la expresion
de colagena tipo Il y procolagena tipo A (COL2A). Los condrocitos maduros
expresan la colagena tipo I, IX y Xl, agrecano y proteina de union. Mientras que

los condrocitos hipertréficos expresan la colagena tipo X.

En el cartilago osteoartritico los condrocitos disminuyen la expresion de
agrecano y colagena tipo Il aunque todavia son células activas y expresan
nuevas colagenas como las del tipo | y 111

Con lo anterior se puede decir que las alteraciones fenotipicas de los
condrocitos, la desactivacion y la disminucion en la sintesis de proteinas de la
matriz extracelular pueden tener un papel importante con respecto a la falla

anabdlica de los condrocitos del cartilago osteoartritico (Sandell y Aigner, 2001).

5. Formacion de osteofitos.
Una de las caracteristicas consistente en las articulaciones afectadas por la OA
es el desarrollo de prominentes nodulos osteocondrales conocidos como
osteofitos (osteocondrofitos o condro-osteofitos). Esto lleva a que las
articulaciones queden rigidas y no pueden llevar a cabo su funcién normal
(Sandell y Aigner, 2001).



8.4. Tratamiento

Los tipos de tratamientos que se dan para disminuir los sintomas secundarios como

el dolor y la incapacidad son

El tratamiento no farmacoldégico como modalidades de calor y frio, rehabilitacion,

modificacion de actividad, bajar de peso.

El tratamiento farmacolégico, en el cual lo mas frecuente es el uso de
antiinflamatorios, analgésicos, viscosuplementacion e inyecciones locales de

corticosteroides (Simon y Jackson, 2006).

Los tratamientos quirdrgicos para las lesiones condrales dependen de lo oportuno
en el diagnostico; estos incluyen desde la debridacion mediante artroscopia y reparacion
por estimulacion de médula 0sea, o mediante mosaicoplastia (transplante de mdltiples y
pequefios injertos osteocondrales autdlogos), o el implante de condrocitos autologos (ICA)
dentro del defecto del cartilago, sin embargo estos no se aplican a los defectos de
cartilago articular en OA, por que los condrocitos de los pacientes que sufren OA tienen
propiedades bioldgicas diferentes, ademas de que la extension del dafio es mayor; por lo
que el método de reparacion en articulaciones severamente dafiadas es el reemplazo total
de la articulacion por una prétesis en caso de lesiones tardias. Por lo que el desarrollo de
sustitutos o andamios sintéticos o bioldgicos, realizado por medio de ingenieria de tejidos
(Simon y Jackson, 2006) podria ser una alternativa para el tratamiento del cartilago

degenerado por la OA.

En la literatura encontramos pocos estudios realizados en pacientes con OA
utilizando la ingenieria de tejidos; entre los cuales estan Wakitani y sus colaboradores que
investigaron, si células mesenquimales de medula ésea autélogas de pacientes con OA
son capaces de reparar defectos de cartilago articular humano en rodillas osteoartriticas
utilizando los principios de la ingenieria de tejidos. Sus evaluaciones histolégicas después
de dos afios mostraron formacion de cartilago hialino, ellos esperan que el cartilago
regenerado tenga a largo plazo mejores resultados y reducir la necesidad de un

reemplazamiento total de la articulacion (Wakitani, et al., 2002). Otro estudio en el cual



utilizaron células aut6logas de pacientes con OA y los principios de la ingenieria de tejidos
para formar tejido e implantarlo en rodillas de pacientes que padecian OA, sus resultados
mostraron que se forma tejido similar a cartilago hialino pero mencionan que se necesita
una revision mas prolongada para ver si este tejido se mantiene y no degenera (Hollander,

et al., 2006). Mas adelante estos estudios se detallaran.

Con estos estudios se puede decir que la ingenieria de tejidos puede ser una

alternativa efectiva para reparar el dafio del cartilago articular aunque presente OA.



9. INGENIERIA DE TEJIDOS

9.1. Definicion

La ingenieria de tejidos es una disciplina de la ciencia moderna, en donde se
aplican los principios de la ingenieria en combinacion con las ciencias bioldgicas (fig. 20)
(Vacanti, 2006) para desarrollar sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan o mejoren
la funcion del tejido dafiado (Kaihara y Vacanti, 1999; Goessler, et al., 2004). Por lo que
esta disciplina es considerada como una alternativa prometedora para el tratamiento de

lesiones del cartilago articular.
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Figura 20. Herramientas de la ingenieria de tejidos necesarias para la reparacion, proteccion, asi
como el mantenimiento de la homeostasis en el tejido; con el fin de obtener su biorregeneracion
(Schultz, et al., 2000).

9.2. Principios basicos de la Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es una herramienta de la medicina regenerativa. El objetivo
fundamental de la ingenieria de tejidos es la regeneracion y la restauracion de la
estructura o funcidén del tejido, asi como la de los Organos; esto es a través de la
combinacién de células vivas con un andamio o biomaterial (scaffolds) in vitro o in situ, a
esta combinacion se le llama constructo, ya que esta formada de tejido vivo el cual debe
ser funcional, estructural y mecanicamente semejante al tejido que esta dafiado para que

pueda ser remplazado (fig.21). El constructo se implanta dentro del tejido dafiado para



estimular a sus propias células a crecer dentro de esté para reparar el dafio (Goessler, et
al., 2004; Vats, et al., 2003).
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Figura 21. Representacién esquematica de los principios basicos de la ingenieria de tejidos, donde
observamos que las células pueden obtenerse de tejido autélogo (a), alogénico o xenogénico (b);
éstas células son expandidas (c) en un numero, las cuales pueden sembrarse (d) en redes de
polimeros o encapsulados en hidrogeles naturales o sintéticos y reinyectarse (e) al paciente con o

sin un andamio formado in situ. Los constructos sembrados con células pueden implantarse (f) o
cultivarse (g) en un biorreactor e implantar (h) (Rice, et al., 2005).

9.2. Procedimientos y componentes de la Ingenieria  de Tejidos

La ingenieria de tejidos se enfoca en la liberacion in situ de células dentro de un
apropiado sistema de transporte, por lo que hay una triple interaccion: la sensibilidad de
las células (capacidad que tienen las células para recibir estimulos provenientes de su
ambiente), la matriz de soporte (andamio) y las moléculas bioactivas (factores de
crecimiento) promotoras de la diferenciacion y regeneracion (Schultz, et al., 2000;
Hendrich, et al., 2003).

Uno de los componentes importantes para la regeneracion de tejido de novo son los

andamios de sostén, los cuales se clasifican principalmente en:

1. Andamios acelulares. Estos se usan solos y depende de la capacidad natural

del cuerpo para regenerarse.



2. Andamios con células. Estos son sembrados con células, las cuales se obtienen
de una pieza pequefia de tejido donado que fue disociado en células
individuales y expandidas en cultivo, por lo que se forma un complejo célula-

matriz (constructo) el cual se implanta en el paciente (Koh y Atala, 2004).

9.3.1. Andamios

Los andamios o biomateriales brindan un espacio tridimensional para que las
células formen tejido nuevo con la apropiada estructura y funcion, ademas permite la
liberacion de células y factores bioactivos apropiados, por ejemplo: péptidos de adhesion
celular, factores de crecimiento, entre otros. (Koh y Atala, 2004).

Los biomateriales son herramientas basicas para esta ciencia, los cuales deben
brindar biocompatibilidad (que no dan una reaccion inflamatoria o inmunoreaccion),
biodegradabilidad y un disefio variable para asegurar una adecuada distribucion celular, la
formacion de nueva matriz y la integracion del tejido (Schultz, et al., 2000).

La funcion primaria de un andamio es que permita la adhesion celular, migracion
sobre o dentro del andamio, la proliferacion y la diferenciacién celular ademas de
mantener el fenotipo, la sintesis de moléculas, asi como proteinas requeridas, ademas
debe ser reproducible (Vats, et al., 2003; Goessler, et al., 2004; Ibarra, 2007). Estos
andamios deben proveer una estructura temporal, en la cual las células que fueron
sembradas sinteticen una matriz extracelular nueva que se integre con el tejido adyacente
(Kuo, et al., 2006; Kaihara y Vacanti, 1999).

9.3.1.1. Caracteristicas y tipos de andamios

Dentro de las caracteristicas requeridas para los andamios estan: gran porosidad
(ésta tiene dos funciones: la primera es que los canales porosos son orificios de entrada
para la migracion celular o capilaridad y la segunda es la disponibilidad de una gran area
para las numerosas interacciones celulares), amplia area superficial, resistencia
estructural, forma tridimensional especifica, y biodegradabilidad si es necesario (Vats, et
al., 2003; Goessler, et al., 2004).



La elaboracion de los andamios depende de las propiedades del material y de la
aplicacion requerida. Pueden estar compuestos de polimeros, metales, o complejos. La
seleccion del material es importante ya que deben igualar lo mas que se pueda a las

propiedades del tejido que se quiere reemplazar.

Los andamios que intentan reemplazar tejidos suaves como piel, tenddn, ligamento,
glandulas mamarias, vasos sanguineos y valvulas cardiacas estan compuestos de
polimeros sintéticos y naturales. En el reemplazamiento de tejidos duros como hueso y
dentina se usan metales, ceramicos, polimeros y complejos (Vats, et al., 2003).

7

% Los materiales para los andamios se pueden dividir en :

> Materiales naturales

Estos incluyen la colagena tipo | y Il (fig. 22), glucosaminoglucanos (GAGS),
quitosan, alginatos, fibrina, gelatina, agarosa, periostio, pericondrio, matriz de hueso
desmineralizado, entre otros (Haasper, et al., 2008). Las ventajas son baja toxicidad y baja
respuesta inflamatoria, pueden ser degradados de forma natural por enzimas. Las
desventajas son que presentan una fuerza mecanica pobre, facilmente es desnaturalizado,
debido a esto la manipulacién es complicada y algunos requieren modificacién quimica lo
cual puede llevar a toxicidad (Vats, et al., 2003).




Un estudio donde utilizaron andamios de colagena tipo Il con varias combinaciones
de densidad de las fibras entrecruzadas, para evaluar la densidad de los GAGs y el
modulo de compresion de los condrocitos de cabra (Pfeiffer, et al., 2008). Realizaron
tincion de safranina O para determinar el contenido de GAGs y determinaron la colagena
tipo Il por medio inmunohistoquimica. Sus resultados mostraron diferencias significativas
en el contenido de GAGs entre periodos de tiempo. Observaron que la densidad de fibras
entrecruzadas de los andamios de colagena tipo Il es determinante para la densidad de
GAGs en los constructos sembrados con condrocitos, esto puede servir de base para
determinar la densidad entrecruzada y el tiempo de cultivo que se requiera para producir
constructos de un tamafio y de una densidad de GAG deseada para implantacion; ya que
los proteoglucanos son una parte importante del cartilago. Es esencial entender su
dinamica para poder utilizarlos como ayuda en terapias para la regeneracion del cartilago
articular (Pfeiffer, et al., 2008).

Otro estudio donde se utiliz6 un andamio de gel de colagena tipo | (Cellmatrix I-A)
con un gradiente de concentracion; a éste se le agregaron células madre mesenquimales
(MSCs) para promover su agrupamiento en una regiéon central de un defecto de cartilago
en conejos. En el gradiente se observo que las MSCs prefieren las concentraciones de
33% y 50% de colagena en el gel; por lo que transplantaron en conejos geles con una
concentracion de 33% y 50% de colagena. Sus resultados mostraron una migracion de las
MSCs con un patron de distribucion a un gradiente de 33% de coldgena, porque promueve
el cambio secuencial de la distribucion celular de la periferia hacia la region central
reclutando las MSC, ademas en los analisis de inmunohistoquimica para la colagena tipo Il
fue positiva, con gran intensidad en la region periférica y central, mientras que la colagena
tipo | fue muy débil su tincion en la regidon central. En el caso de la matriz extracelular
evaluaron los glucosaminoglucanos por medio de la tincion de azul de toluidina mostrando
una metacromasia intensa y uniforme. Por lo que este tejido regenerado es parecido al
cartilago normal, ya que el gel de colagena exdgeno recluta células para reparar defectos
en el cartilago. Estos estudios de migracion in vitro demuestran que las MSCs derivadas
de la médula 6sea se comportan como precursores moviles de la diferenciacién
condrogénica, asi que Mimura y colaboradores observaron que in vitro e in vivo el cilindro
de gradiente de 33% de colagena es Optimo para aumentar la regeneracion de un defecto

de cartilago (Mimura, et al., 2008).



Otro material natural para elaborar andamios es la fibrina que es un biopolimero, y
que se puede utilizar de tres formas diferentes. Una es como hidrogel ya que comparado
con otros andamios tiene una mayor eficiencia en el sembrado, en una uniforme
distribucién celular y en su capacidad de adhesién; la segunda es de pegamento de fibrina
que es un sellante o adhesivo de tejido ya que tiene la capacidad de promover
hemostasis, de pegar tejido y constructos; por lo que acelera la curacion de heridas,
reduce la pérdida de sangre, protege contra infecciones; y la tercera es como de
microgotas de fibrina (FMBS) que son pequefias gotas esféricas densas con un diametro
de 50 a 250 micrones, estdn compuestas de fibrina condensada y entrecruzada, se han
usado para aislar y crecer células madre mesenquimales de médula 6sea y sangre. Por lo

que sirve como un vehiculo de liberacion y andamio.

En el cartilago se ha usado la fibrina como andamio y adhesivo para aumentar la
regeneracion; se ha elaborado un producto natural llamado Genipin que es usado como
hidrogel de fibrina entrecruzada, el cual muestra un aumento en las propiedades
mecanicas e induce la diferenciacion condrogénica de los condrocitos articulares de
humano. También se han hecho diferentes mezclas con la fibrina como son: la de gel de
fibrina con acido hialurénico que brinda un ambiente favorable para mantener el fenotipo
en los condrocitos y sintetizar MEC de cartilago en ratones; la mezcla de pegamento de
fibrina con alginato que permite la proliferacion celular y preservar las células
diferenciadas para una estructura estable de la matriz; la mezcla de hidrogel de fibrina con
colagena que permite una fijacion estable del injerto; y la mezcla de pegamento de fibrina
combinado con un tri-copolimero de gelatina, acido hialurénico y condroitin-6-sulfato, éste
promueve la secrecidon de MEC e inhibe su degradacion in vitro. Con lo anterior se
muestra que la fibrina tiene una gran maleabilidad y puede ser manipulada como gel,
microgotas, pegamento y ademas puede mezclarse con otros compuestos. Por lo que
puede utilizarse en la ingenieria de tejidos para la reparacion del cartilago articular
(Ahmed, et al., 2008).

También se ha utilizado el andamio poroso de fibroina 3-D de seda derivado de un
proceso acuoso; éste se cultivd con condrocitos de tejido articular normal de humano
adulto (hCHs), que previamente fueron expandidos en cultivo de monocapa a alta

densidad; para generar cartilago.



La seda existe naturalmente como una proteina fibrosa degradable con propiedades
mecanicas Unicas, ademas de una buena biocompatibilidad y procesabilidad para usarse
como un andamio. Por lo que Wang y colaboradores en el 2006, desarrollaron un nuevo
tipo de andamio altamente poroso controlando la estructura del poro, la morfologia y las
propiedades mecanicas, asi que estos andamios parecidos a esponjas presentan una
homogeneidad en la distribucién del tamafio del poro, una superficie aspera, propiedades
mecanicas y un control de la degradacion. Sus resultados muestran que la unién celular
con el andamio tardé tres horas y las células comenzaron a expandirse, por lo que los
andamios brindaron un ambiente favorable para la proliferacion celular, ya que no hay
muerte celular significativa en los constructos después de tres semanas; ademas los
condrocitos presentaron un fenotipo mas redondeado. También observaron que los
constructos presentaron una estructura de zonas con una delgada capa externa densa con
células alargadas con morfologia parecida a fibroblasto después hay una zona intermedia
y ademas una gran zona interna con pequefas células esféricas embebidas en un espacio
parecido a una laguna dentro de una MEC abundante; mostraron mayor expresion de los
genes de los componentes de la matriz extracelular de cartilago normal (Sox-9, AGC y Col
), la expresion de Col X fue baja por lo que no hay presencia de hipertrofia en los
constructos. Con lo anterior este tipo de andamio brinda un buen ambiente y un soporte
estructural para que los condrocitos humanos adultos (hCHSs) proliferen y acumulen MEC
especifica de cartilago, ademas de dispersarse homogéneamente dentro del andamio, lo
cual podria darle propiedades mecéanicas estables y mejorar la integracion del tejido
después de la implantacidén in vivo por lo que este andamio de fibroina de seda 3-D
derivado de un proceso acuoso puede ser también prometedor para tratamiento de
reparacion condral (Wang, et al., 2006).

> Materiales sintéticos

= Polimeros

Los polimeros absorbibles son: el &cido poliglicélico (PGA), acido polilactico (PLA) y

polilactico-coglicélido (PLG) (fig. 23), estos se usan como redes y sutura; y el &cido
polietileno o polipropileno (Schultz, et al., 2000; Vats, et al., 2003).



Figura 24 . Imagenes de microscopia electrénica de andamios sintéticos; elaborados de polimeros
absorbibles. (A) red de fibras de PGA no entrelazadas, (B) red de PLGA (&cido polilactico-co-
glicélido) entrelazada, (C) andamio de PLGA y (D) andamio de PLA (Rice, et al., 2005).

Los polimeros no absorbibles son: politetrafluoroetileno (PTFE), nylon, polietileno
tereptalato (PET), fosfato tricalcico (B-TCP), calcio deficiente de hidroxiapatita (CDHA),
hidrogel-polivinilalcohol (PVA-H), entre otros (Haasper, et al., 2008).

También existe una variedad de formas como: estructuras porosas, fibrosas,
esponjas, redes entrelazadas y no entrelazadas e hidrogeles.

Se han realizado investigaciones in vitro e in vivo, con copolimeros porosos de
polietilenglicol teraftalato:polibutileno teraftalato (PEGT:PBT) que son biodegradables y
biocompatibles; ya que las propiedades del copolimero son determinadas por sus dos
componentes: por parte del PEG su segmento hidrofilico que brinda propiedades
elastoméricas parecidas a un hidrogel, mientras que el PBT brinda rigidez al sistema.
Estos andamios porosos son formados por medio del proceso de templado de parafina
(TP) donde la estructura del poro es redonda e irregular, ademas de exhibir una topografia
microtexturizada; estos cultivaron con condrocitos de bovino. Sus resultados mostraron
una distribucion uniforme de las células, con forma redondeada y embebidas en una
matriz fibrilar dentro de los poros del andamio; la tincién de safranina O fue positiva para
los GAG, por medio de inmunofluorescencia demostraron la presencia de colagena tipo |,
ademas observaron una distribucion mas uniforme. Debido a lo anterior indicaron que el
potencial de los andamios PEGT:PBT producidos por el proceso de TP mantienen la
condrogénesis in vitro (Mahmood, et al., 2005).



Entre los andamios fibrosos estan los siguientes: poli a-hidroxi esteres, acido poli
glicélico (PGA), acido polilactico (PLA), y su copolimero acido polilactico-co-glicélico
(PLGA), estos ultimos han demostrado que mantienen el fenotipo de los condrocitos y la
produccién de la MEC especifica de cartilago. También estan las nanofibras de poli -
caprolactona (PCL); y hay compuestos como PLA-alginato + quitosan-hialuronano (Kuo, et
al., 2006; Hendrich, et al., 2003).

» Los hidrogeles

Son redes de polimeros entrelazados que tienen la capacidad de absorber grandes
cantidades de agua. Hay geles de hialuronano, condroitin sulfato y polietilenglicol (PEG)
(Kuo, et al., 2006), también de gel de fibrina y alginato (Hendrich, et al., 2003, Schultz, et
al., 2000), tienen un gran potencial de uso en la ingenieria de tejidos debido a su gran
contenido de agua, su gran biocompatibilidad, sus propiedades mecanicas, sus
propiedades de suavidad, su eficiencia de transporte de nutrientes y desechos, asi como
su capacidad de encapsular uniformemente las células. Ademéas puede ser inyectado
como liquido de gel in situ, pueden ser biodegradables o no, algunos se pueden obtener
de la propia sangre del paciente y ser un andamio autélogo sin riesgo a un rechazo
inmunolégico (Ahmed, et al., 2008). Se han realizado investigaciones con diferentes

hidrogeles los cuales se mencionardn mas adelante.

F— Hidrogel

_— Microparticulas

- ™ . Factores de crecimiento

Figura 24. Esquema de hidrogeles con moléculas bioactivas como factores de crecimiento
mostrando su liberacién. (1) Liberacién de un simple factor de crecimiento, (2) liberacion de un factor
de crecimiento contenido en microparticulas dentro de un hidrogel y (3) liberacion de mdltiples
factores de crecimiento contenidas en microparticulas inmersas en un hidrogel.(Molly, et al., 2008)



Se ha reportado el uso de hidrogeles biodegradables y biocompatibles, como el
andamio de oligo polietilenglicol fumarato (OPF), que es un polimero sintético, soluble en
agua que puede ser inyectado en defectos y puede ser entrecruzado in situ, ademas se le
puede incorporar microparticulas de gelatina al mismo tiempo del entrecruzamiento, por lo
que en este andamio OPF se pueden encapsular microparticulas (fig. 24) como factores
de crecimiento, ya que esta disefiado para dar una rapida liberacion. Este estudio se basé
en el papel que tienen dos factores de crecimiento: TGF-B1 y el IGF-1 en la reparacion
osteocondral de conejos adultos. Ya que el factor de crecimiento TGF- actla como un
morfégeno y quimiotactico, ademas de que la liberacidbn sostenida del factor de
crecimiento IGF-1 actia como un estimulador de la sintesis de la matriz extracelular.
Holland y colaboradores en el 2005 usaron microparticulas de gelatina cargadas de IGF-1
y TGF-B1 colocadas en andamios de hidrogel OPF, fueron implantados en conejos por 12
semanas. Mostraron que hay una buena y total degradacion del andamio asi como de las
microparticulas, observaron que el andamio adicionado con IGF-1 muestra mejores
resultados para los cinco de los seis marcadores de la reparacion de la neosuperficie
(morfologia de la superficie, grosor del cartilago, regularidad de la neosuperficie,
agrupamiento del condrocito, contenido celular y contenido de proteoglicanos en la
neosuperficie) ademas observaron que los condrocitos se arreglan en zonas, pero también
se encontré con tejido fibroso (Holland, et al., 2005).

Los hidrogeles en 3-D como el polimero de gelatina termorreversible (TGP) que es
un copolimero compuesto de un polimero termosensible [poli(N-isopropilacrilamida-co-n-
butil metacrilato) (poli NIPAAm-co-BMA)] y un polimero hidrofilico [polietilenglicol (PEG)].
Este andamio (TGP) fue utilizado por Yasuda y colaboradores en el 2006 como vehiculo
para la liberacion prolongada de factores de crecimiento, se cultivaron condrocitos de
cartilago articular de bovino en el TGP en presencia o ausencia de factores de crecimiento
para evaluar si funciona como un andamio celular para generar neocartilago in vitro y

servir como un acarreador de factores de crecimiento.

Los geles TGP los mezclaron con factores de crecimiento IGF-1 (factor de
crecimiento parecido a insulina) y TGF B2 (factor de crecimiento transformante B2),
después agregaron los condrocitos aislados de las articulaciones de bovino, los guardaron

por debajo de 7°C para mantener el estado liquido de los copolimeros, fueron tomados



con una jeringa para ser inyectados en tubos cilindricos silastic para ser moldeados y se
guardaron a mas de 7<C para solidificar; ya listos los cilindros de condrocitos/hidrogel TGP
se dejaron en medio de cultivo a 37°C y agitdndose por 16 semanas. Realizaron pruebas
histologicas de tincién de safranina O, H/E y Von Kossa. Sus resultados mostraron que la
produccion de la matriz es especialmente de GAG y en la inmunohistoquimica para la
colagena tipo Il observaron que esta presente adyacentemente a los condrocitos; las
pruebas bioquimicas mostraron un incremento en el contenido de GAG en funcion del
tiempo en los constructos. Por lo que los factores inducen la produccion de matriz al inicio
pero se dan cambios debido a la disminucion de los factores de crecimiento con el tiempo,
ademas observaron que el TGF B2 fue mas lentamente liberado del gel TGP que el IGF-
1(Yasuda, et al., 2006).

Estos andamios después de 16 semanas de cultivo estaban semitranslucidos, con
una textura flexible pero no tan firme como el cartilago normal, y a pesar de que se
mantuvieron a mas de 7T son capaces de conservar la forma 3-D, mostraron un
estabilidad estructural ya que mantienen la forma, el volumen y se pueden conservar a
37T por largos periodos de tiempo. Los condrocitos encapsulados por el liquido TGP
mantuvieron su fenotipo redondeado resultado de la produccion de matriz extracelular
especifica del cartilago. Por lo que el TGP es suficientemente permeable a los nutrientes
para permitir la viabilidad y produccion de una matriz extracelular, por lo que es buen
vehiculo liberador de factores de crecimiento por largo tiempo. Yasuda y colaboradores
postulan que el mecanismo de accion probable es que el TGP retiene los factores de
crecimiento en un sitio por la estructura 3-D sobre todo en la transicion de la temperatura
de sodlido-gel, el poli NIPAAm-co-BMA hace entrecruzamientos finos termorreversibles
entre moléculas por interaccion hidrofobica por lo que las macromoléculas hidrofilicas
como los factores de crecimiento que son mezclados con el TGP fri6 se atrapan en una

red fina del gel TGP y con su estructura homogénea podria permitir la difusion lenta.

Ademas de que el TGP no muestra citotoxicidad ya que es de material sintético y es
libre de patbgenos como virus o priones aungque no se sabe si tiene alguna reaccion en
experimentos in vivo, ya que no esta aprobado por la FDA para uso humano pero puede

ser un andamio prometedor para la reparacion condral (Yasuda, et al., 2006).



Otra combinacion de hidrogeles con andamios porosos puede incrementar la
retencion de las células y brindar una matriz 3-D en la cual se puedan diferenciar, ademas
de que pueden liberar factores de crecimiento. La fabricacion de andamios 3-D de
polipropileno fumarato (PPF) con poros definidos e interconexiones de los poros, son
capaces de soportar carga, brindar un ambiente mecénico-protector para los hidrogeles y
permiten la difusiébn de nutrientes para mantener el desarrollo del tejido. El acido
hialurénico (AH) es administrado por inyecciones interarticularmente pero su permanencia
es solo de dias, cuando se incorpora en hidrogeles puede incrementar el tiempo de
permanencia in vivo y extender el periodo de sus propiedades condroprotectoras (Liao, et
al., 2007).

Liao y colaboradores en el 2007, combinaron un hidrogel compuesto de
AH/Coladgena | (el cual puede tener un efecto benéfico en la produccién de la matriz
extracelular y en la estabilidad fenotipica) con un andamio de polipropileno fumarato
(PPF), el cual contiene poros geomeétricamente disefiados en forma cubica o elipsoidal. En
los poros del andamio PPF, se inyectaron los condrocitos obtenidos de las articulaciones
de cerdos, que estaban contenidos en el hidrogel AH/coldgena I, los implantaron
subcutaneamente en ratones inmunosuprimidos por 4 semanas. Los resultados mostraron
un mayor deposito de glucosaminoglucanos, los condrocitos son redondos, llenan los
espacios de los poros y son rodeados de una densa MEC, la cual dio positiva para la
tincion de Safranina O y se detectd colagena tipo Il. Esto confirma que el tejido es
parecido a cartilago, por lo que la combinacion del hidrogel de AH/Col | con el andamio
PPF promueve la sintesis de proteoglucanos, teniendo un efecto condroprotector en los
condrocitos e incrementa su estabilidad fenotipica, ademas en este ambiente las células
son capaces de promover el movimiento celular, proliferacion, agregacion, degradacion del
AH y mediar la formacion de matrices pericelulares. Ambas formas geométricas del poro
(cubica y elipsoidal) del andamio PPF fueron capaces de mantener el desarrollo del tejido
cartilaginoso, por lo que esta combinacion asi como el disefio de la estructura puede ser
muy util para la elaboracion de andamios por ingenieria de tejidos capaces de regenerar y

mantener el cartilago (Liao, et al., 2007).



Otro elemento importante para la reparacion tisular mediante ingenieria de tejidos
son las células, ya que de estas depende la generacion de tejido, por lo que se

mencionaran los tipos de células que se pueden utilizar asi como de donde se obtienen.

9.3.2. Células

Las células utilizadas en la ingenieria de tejidos provienen de un tejido donado, la
fuente de este tejido puede ser autélogo (células del propio paciente), alogénico (células
de otro donador humano) o xenogénico (células de otras especies) (Rice, et al., 2005; Koh
y Atala, 2004). Por ejemplo Isogai y colaboradores en el 2006, utilizaron condrocitos de
diferentes areas del cuerpo de animales bovinos (células xenogénicas) como: el cartilago
nasoseptal, articular, costal y auricular, las cuales compararon. Fueron cultivadas por 21
dias y les realizaron andlisis de histologia. El cartilago nasoseptal y costal mostraron un
indice mayor de proliferacion, presentaron una metacromasia de azul de toluidina (es un
indicador del contenido de matriz extracelular en cajas de cultivo) mas intensa, tuvieron
una mayor expresion de coladgena tipo Il y agrecano, los condrocitos de la parte costal
siguiéndole los de nasoseptal comparados con los demas. Después los cultivaron en un
polimero poli (lactido-e-caprolactona) biodegradable por 28 dias, los implantaron en la
parte dorsal debajo de la piel de ratones atimicos por 20 semanas y les realizaron andlisis
moleculares e histolégicos. El neocartilgo generado en 20 semanas de condrocitos de
origen costal y nasoseptal mostraron mayor grosor, ademas en la tincién de safranina O,
observaron una intensa reaccion debido a la gran abundancia de proteoglucanos y
presentaron un mayor nivel de expresion de agrecano y colagena Il, comparado con los
demas tipos. Asi que los condrocitos tomados de diferentes tipos de cartilago y
localizacién dentro del bovino en especial los de la parte costal y nasoseptal pueden ser

potencialmente Utiles para formar cartilago articular (Isogai, et al., 2006).

Pero en la ingenieria de tejidos las células frecuentemente utilizadas son las
autologas ya que son del propio paciente, evitan rechazo y efectos secundarios por el uso
de medicamentos inmunosupresores (Koh y Atala, 2004), se han realizado varios trabajos
donde utilizan este tipo de células entre estos esta el de Ochi y colaboradores que en el
2001 desarrollaron una nueva técnica para crear nuevo tejido parecido a cartilago donde

utilizaron como andamio un gel de atelocolagena, ya que tiene una baja reaccion



inflamatoria, lo han utilizado en cirugia plastica y dermatologia. Usaron condrocitos
humanos autélogos, los cuales fueron embebidos en la solucién de atelocolagena y los
cultivaron por 4 semanas. Sus resultados fueron que los condrocitos mantuvieron la
morfologia redondeada, en los analisis bioquimicos el contenido de condroitin sulfato fue
alto aunque el numero de células fue menor que el control, por lo que mostraron que los
condrocitos proliferan y sintetizan matriz extracelular sin cambiar el fenotipo en el gel de
atelocolagena por 4 semanas. Por lo que decidieron utilizar su constructo para reparar
defectos de cartilago articular en rodillas de conejos, asi que colocaron el constructo en el
defecto (gel de atelocolagena y condrocitos) y lo analizaron a macroscépicamente e
histolégicamente. Los resultados obtenidos fueron que los defectos si se llenaron con
tejido que parece cartilago hialino ademas de que se integro al cartilago adyacente
normal, en los resultados de histologia las células mostraron una morfologia redonda y
rodeadas con una matriz territorial, en los analisis inmunohistoquimicos se observé
colagena tipo 1l con esto mostraron que el transplante de condrocitos embebidos en el gel
de atelocolagena promovio la reparacion del cartilago. Con los buenos resultados in vitro e
in vivo en 1996, decidieron en el 2000 hacerlo en humanos con defectos osteocondrales
en la rodilla, para esto observaron la forma, tamafio y localizacién del defecto, después
tomaron tejido sano de areas donde no hay carga, aislaron los condrocitos y los mezclaron
con el medio de atelocolagena, para gelatinizar a 37C de 3 a 4 semanas, posteriormente
transplantaron el gel de atelocolagena en los defectos de las rodillas humanas. Sus
resultados después de la cirugia fueron, reduccién del dolor, de hinchamiento y de
trabarse; un afio después desapareci6 el dolor, el trabarse y observaron bajo artroscopia
una superficie suave y firme parecida al cartilago hialino, estudios biomecéanicos indicaron
que la firmeza del injerto es casi similar al que lo rodea en el cartilago normal, estudios
histolégicos mostraron que las células son redondas y con matriz territorial, los analisis
inmunohistoquimicos indicaron que los condrocitos implantados mantuvieron su fenotipo,
ya que detectaron colagena tipo Il, esto indico que el tejido trasplantado después de una
aflo es muy similar al cartilago normal por lo que sugirieron que esta técnica puede
promover la restauracion del cartilago. Aunque mencionaron que es necesario un estudio
mas prolongado para evaluar la efectividad del procedimiento y del nuevo tejido (Ochi, et
al., 2001).



Haddo y colaboradores en el 2004, realizaron un estudio con el implante de
condrocitos autélogos en pacientes, usando el condrogide que es una membrana de
colagena tipo Ill/porcino 1, la cual tiene una estructura de bicapa. Una capa es compacta,
ya que tiene una superficie suave es una tapa celular, previene la difusion de las células
inyectadas hacia el fluido sinovial, ademas las protege del impacto mecénico. La otra capa
es porosa esta contiene fibras de colagena en un arreglo poroso indefinido que favorece la
invasion celular y el anclaje; este arreglo de las fibras brinda una gran fuerza ténsil y la

resistencia a romperse (Haddo, et al., 2004).

Para el estudio observaron el sitio y tamafio del defecto, tomaron una pequefa
biopsia de cartilago articular de una area de no carga, estas células se procesaron y
cultivaron de 3 a 4 semanas, finalmente lo implantaron por artrotomia y se inyectaron las
células. A un afo de la cirugia examinaron los defectos por medio de artroscopia, tomaron
una pequefia biopsia y la analizaron histolégicamente por H/E y safranina O ademas
realizaron inmunohistoquimica. Sus resultados fueron que el 3.1% mostré hipertrofia, el
71.9% muy buena integracion y el 25.0% una pobre integracion. En los andlisis
histolégicos 51.5% mostré cartilago parecido al hialino, el 18.2% mostr6 una mezcla de
cartilago hialino con fibrocartilago y solo 30.3% fue fibrocartilago; la membrana condrogide
se absorbié completamente (Haddo, et al., 2004).

Estos resultados mostraron una baja incidencia de hipertrofia un afio después, por
lo que el uso de la membrana condrogide tiene un resultado satisfactorio y no parece
mostrar evidencia de hipertrofia en artroscopia aunque falta un estudio mas prologando
(Haddo, et al., 2004).

Las limitaciones para usar este tipo de células son la disponibilidad de las células ya
que puede ser restringida, especialmente si el sitio de la biopsia esta severamente
dafiado, ademas la morbilidad que esta asociada con el procedimiento de la biopsia, la
capacidad para proliferar in vitro, la dificultad de obtener grandes cantidades y la
desdiferenciacion de los condrocitos hacia un tipo fibroblastico (Hendrich et al. 2003;(Koh
y Atala, 2004; Rice, et al., 2005).



Ademas de las células autdlogas existe otra alternativa que es el uso de células

madre multipotenciales o precursoras.

Las células madre mesenquimales autélogas (MSCs) de la medula 6sea, son faciles
de obtener, el procedimiento es menos invasivo, son autélogas, tienen la capacidad para
la expansion ilimitada pero controlada y tiene el potencial de diferenciarse en varios tejidos
mesenquimales como hueso, cartilago, musculo y adiposo dependiendo del
microambiente y de los factores de crecimiento (Hendrich et al., 2003; Kuo, et al., 2006;
Rice, et al., 2005). También las células madre mesenquimales se han aislado de tejido
conectivo de muchos 6rganos sugiriendo que tienen un papel como reservorio y banco de

regeneracion para varios tejidos mesenquimales (Schultz, et al., 2000).

Kafienah y colaboradores en el 2007, realizaron un trabajo donde utilizan células
madre mesenquimales derivadas de la meédula 6sea (BMSCs) de pacientes con
osteoartritis que son multipotenciales, capaces de diferenciarse en linajes adipogénico,
condrogénico y osteogénico, para su probable uso en la generacion de cartilago hialino
tridimensional por medio de la ingenieria de tejidos usaron un andamio de &cido
poliglicolico. Las muestras fueron tomadas de la articulacion de cadera de 23 pacientes
con OA entre 42 y 92 afios, las cuales se sembraron en pellets de micromasa. Realizaran
cultivos en pellets de micromasa en tubos de propileno mantenidos en cultivo por 21 dias,
después a estas células las sembraron en andamios de acido poliglicélico en forma de
disco y los mantuvieron en medio de cultivo por 35 dias; posteriormente hicieron analisis

histologicos, inmunohistoquimicos y bioquimicos.

Sus resultados mostraron que fueron capaces de generar un tejido blanco y brillante
muy semejante al cartilago hialino, por qué los analisis histologicos e inmunohistoquimicos
demostraron que el tejido presentd una matriz extracelular semejante al tejido normal, ya
que observaron que la presencia de proteoglucanos y colagena tipo Il fueron
predominantes y la colagena tipo | fue escasa, ademas en los analisis bioquimicos usaron
una menor cantidad de células comparado con el cultivo de “pellets” en micromasa y la
cuantificacion de los componentes de la matriz extracelular en peso seco fue cinco veces
mayor, esto comparado con el cultivo de “pellet”. Se present6 expresion de colagena X,| lo

que indicO que se genera cartilago hipertrofico por lo que investigaron el potencial del



PTHrP que evita la maduracion de los condrocitos prehipertréficos en la placa de
crecimiento, en este caso cuando agregaron PTHrP observaron una disminucion de la
expresion de la colagena X y se redujo el contenido de fosfatasa alcalina pero no tiene
algun efecto con la colagena Il y los proteoglucanos. Debido a lo anterior este tipo de
células pueden ser utilizadas para generar implantes con tejido parecido al cartilago
(Kafienah, et al., 2007).

También se han utilizado células mesenquimales de médula 6sea obtenidas de

pacientes con OA para reparar tejido dafiado por osteoartritis por ejemplo:

Wakitani y colaboradores en el 2002, realizaron una investigacion en pacientes con
osteoartritis utilizando los principios de ingenieria de tejidos. Ellos usaron células
mesenquimales de médula ésea para reparar defectos de cartilago articular de rodillas de
24 pacientes, que padecian OA, con una edad promedio de 63 afios (rango 49-70), la OA
fue diagnosticada de acuerdo a la clasificacién de “Attman, et al., (1986)” de evaluaciones
radiograficas y antes de la cirugia todos los pacientes midieron su dolor, funcion, rango de
movimiento, fuerza muscular, deformidad de flexion e inestabilidad, usando una escala de
valoracion. A los pacientes con OA los dividieron al azar en dos grupos: 12 recibieron el
transplante de células mesenquimales autélogas de médula 6sea, las cuales se obtuvieron
de la sangre o médula que fue aspirada de la cresta iliaca y las cultivaron por 20 dias y un
dia antes de la cirugia fueron embebidas en Cellmatrix tipo IA (colagena tipo | de tenddn
de porcino), a éste compuesto célula-gel lo cultivaron toda la noche y después lo
colocaron en el area debridada, con la capa de colagena cubriendo el lado superior,
ademas pusieron sobre las células periostio autdlogo con la capa de cambio de frente, que
fue tomado de la tibia proximal y suturado sobre el cartilago y/o hueso restante. El otro
grupo de 12 fueron los controles, sin células a los cuales les realizaron espongializacion
(exposicion de hueso), implantaron la capa de colagena-gel y cubrieron con periostio. A
los pacientes se les realizé varias cirugias y se les monitoreo el tejido transplantado por
medio de artroscopia y analisis histolégicos con la tincidon de azul de toluidina. Sus
resultados en la primera observacion (4-10 semanas) después del transplante, para el
grupo con células transplantadas, fue que sus defectos se habian llenado con un tejido
rosa a blanco opaco y suave parecido al cartilago normal, en la parte histolégica una

pequefla area mostraba una metacromasia fuerte lo que indicO la presencia de



glucosaminoglucanos y para la segunda observacion (28-95 semanas) los defectos
estaban cubiertos de un tejido blanco un poco mas duro que la vez anterior pero aun
suave, no se encontrd periostio y en los andlisis histologicos todas las areas del tejido
muestreado presentd metacromasia y en algunas partes se observo tejido parecido al

cartilago hialino.

Mientras que en el grupo control o sin células en la matriz, observaron que se cubrid
parcialmente por tejido rojo a amarillo con poca metacromasia y para la segunda
observacion (28-95 semanas) no se observo periostio y el defecto fue cubierto con un
material blanco con una superficie irregular y en la histologia mostr6 una débil
metacromasia. Por lo que el grupo transplantado con células obtuvo mejores resultados
que el grupo control tanto en la primera como en la segunda revision, asi que demostraron
que el gel de colagena provisto de condrocitos en un ambiente adecuado, pueden
sintetizar macromoléculas de matriz para ayudar a la fijacion de las células dentro del
defecto y esperan que el cartilago regenerado pueda tener mejores resultados a largo
plazo y reducir la necesidad de un reemplazamiento total de la articulacion. (Wakitani, et
al., 2002).

Otro estudio realizado a 23 personas que padecian OA de rodilla, se les implantd un
andamio de &cido hialurénico (Hialograft C) con condrocitos autologos, los cuales los
obtuvieron de un area sin carga, los expandieron en cultivo y los sembraron en el andamio
Hialograft C; al constructo lo cultivaron por 14 dias y lo implantaron por artrotomia;
realizaron una segunda revision al afio y cuatro meses, en la cual tomaron una biopsia y la
analizaron por medio de analisis histoldgicos (tincion de hematoxilina y eosina), asi como
biogquimicos para colagena tipo |, tipo I, proteoglucanos y el entrecruzamiento de la
colagena. Sus resultados fueron que 10 de los 23 pacientes mostraron una organizacion
celular parecida a la normal en columnas, en grupos y alineados perpendicularmente a la
superficie articular, ademas en el microscopio de luz polarizada observaron que la
organizacion de las fibrillas de coldgena era parecido al cartilago hialino. En los resultados
del peso himedo y seco para la colagena tipo I, tipo Il, proteoglucanos, asi como en el
radio de entrecruzamiento de la colagena madura e inmadura (para ellos es una evidencia
indirecta de la reparacion funcional ya que esta relacionado con la fuerza ténsil) mostraron

que el tejido fue similar a cartilago hialino ya que no encontraron diferencias significativas,



ademas observaron que esté tejido reparado obtuvo mejores resultados en las rodillas
osteoartriticas que en las que no la padecian; los trece restantes mostraron una
organizacion celular anormal y una mezcla de fibrocartilago con cartilago normal,
observaron que sus fibrillas de colagena esta distribuida al azar, mientras que los
resultados del peso humedo y seco fue alto para la colagena tipo I, menor para la
colagena tipo Il y para el contenido de proteoglucanos y el radio de entrecruzamiento de la
coldgena madura e inmadura es bajo, esto semejan al fibrocartilago (Hollander, et al.,
2006).

Concluyen que el tejido formado era similar al cartilago hialino a pesar de que fue
implantado en rodillas osteoartriticas, por lo que las células introducidas en el Hialograft C
aumenta el anabolismo dando como resultado la formacién de cartilago, pero aun se debe
realizar un estudio a largo plazo para ver si el cartilago implantado sigue con las mismas
caracteristicas y no degenera (Hollander, et al., 2006).

Un estudio donde células estromales de medula 6sea (BMSCs) que son una mezcla
heterogénea de células fibroblasticas, la cual contiene poblaciones de células progenitoras
y ceélulas madre mesenquimales. Las utilizaron para observar la produccion y el
procesamiento de los proteoglucanos en constructos por ingenieria de tejidos. Las BMSC
las obtuvieron de becerro, fueron cultivadas en geles de agarosa por 32 dias con TGF-B1,
las cuales se compararon con células de cartilago articular (CA) tomadas de condilos de
becerro, mantenidas bajo las mismas condiciones y suplementados con inhibidor de
agrecanasa y metaloproteinasa, se realizaron analisis de inmunofluorescencia para los
proteoglucanos, agrecano, versicano, fibronectina y colagena tipo Il; para la histologia
usaron la tincién de safranina O. Investigaron el papel de las enzimas proteoliticas en los
constructos por medio de los efectos de los inhibidores de la agrecanasa vy
metaloproteinasa en la acumulacién de proteoglucanos, en el procesamiento del agrecano
y en la mecanica del constructo. Los resultados histolégicos demostraron que producen
una matriz rica en proteoglucanos, ademas la inmunofluorescencia fue positiva para
agrecano y colagena Il por lo que se obtuvieron altos niveles de estas proteinas en la
parte pericelular de los constructos, con esto demostraron que las BMSCs y las CA
produjeron una matriz extracelular parecida a la del cartilago compuesta de agrecano y

coldgena Il cuando se cultivé con TGF-B1, aunque mostraron que los constructos con CA



acumularon mas matriz y su distribucién fue mas uniforme que los de las BMSC. Se
obtuvo que los inhibidores no afecta la acumulacion de la cantidad de GAGs (Connelly, et
al., 2008).

Existe otro tipo de células, son las células madre embrionarias presentes en la
masa celular interna del embrién en estado de blastocisto, son células pluripotentes (es la
capacidad de diferenciarse en mdltiples tejidos). Estas también se pueden utilizar en la
ingenieria de tejidos aunque su obtencién es mas dificil (Kuo, et al.,, 2006), una de las
desventajas es la potencial formacion de teratomas en las articulaciones (Haasper, et al.,
2008).

Con lo anterior se puede decir que el cambio del tejido local y la actividad de
reparacion involucra cuatro pasos: el primero es la quimioatraccion de las células de sitios
residentes como la membrana sinovial o de reservorios distantes; segundo, la
condensacion de células via sobrerregulacion de moléculas esenciales de adhesion
celular; tercero, la proliferacion local y cuarto, la diferenciacion subsecuente. La direccion y
manejo de estos procesos pueden estar controlados por moléculas bioactivas entre las
cuales se encuentran factores de crecimiento, citocinas, moléculas de adhesion celular y
quimiocinas; el uso de andamios guian este proceso temporalmente y espacialmente
(Schultz, et al., 2000).

Como podemos ver se puede utilizar una variedad de células para generar tejido
aunque va a depender de lo que se requiera para la investigacion y de la disponibilidad de
las células que se tenga, una parte importante en la que las células puedan tener su mejor
rendimiento es el ambiente en el que se encuentren y en la ingenieria de tejidos una parte

crucial es el andamio como ya se menciond. Pero una opcion mas es usar biorreactores.

9.3.3. Biorreactores

Son ambientes especializados disefiados para mantener espacialmente uniforme
las concentraciones de células dentro de los andamios; en los cuales se pueden controlar

las condiciones como: temperatura, pH, osmolaridad, niveles de oxigeno, nutrientes,



metabolitos y moléculas reguladoras en el medio de cultivo; facilitar la transferencia de
masa entre las células y el medio de cultivo; brindar fisiologicamente sefiales fisicas como
el flujo de fluido intersticial, fuerza de cizallamiento, presion y compresion mecéanica. Ya
gue deben brindar un ambiente ventajoso para la creacion del producto deseado; las
fuerzas basicas pueden aplicarse en sistemas estéaticos (gravedad), hidrostaticos (presion
de fluido continuo) y mecanoestaticos (presion continua sobre un nivel); las fuerzas
dindmicas son aplicadas por via de flujo de fluido, fuerza de cizallamiento y un campo
eléctrico o motor que maneje el dispositivo. Con estos tipos de estimulos se puede
modular el metabolismo del cartilago y si se aplica una mezcla con magnitudes y
frecuencias especificas se puede sobreregular la produccion de los componentes de la
MEC (Haasper, et al., 2008).

Los biorreactores mas usados en la ingenieria de tejidos del cartilago son: frascos
giratorios, vasos rotadores y camaras de perfusion (fig. 25) con el flujo del medio que esta

alrededor o a través del constructo (Einhorn, et al., 2007).

Figura 25. llustraciéon de biorreactores usados en la ingenieria de tejidos, como son: (a) frascos
estaticos o con un agitador magnético, (b) vasos rotadores y con flujo laminar dinamico (c) vasos de
perfusién con estimulacion mecanica (d) flujo intersticial del medio de cultivo (Hendrich et al., 2003).

Para la formacion de cartilago por medio de la ingenieria de tejidos ha sido util la
aplicacion de fuerzas hidrostaticas en sistemas hidrodinAmicos de biorreactores con
rotacion. (fig. 26) Haasper y colaboradores desarrollaron un sistema en el cual la perfusion
y la tensibn mecénica fue transferida con diferentes frecuencias sobre el constructo
(Haasper, et al., 2008).
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Figura 26. Esquema de diferentes protocolos de aplicacién de tensién a constructos con andamios,
como: tension estatica, tensidn mecanoestatica e hidrostética, flujo de perfusion, mecanodinamica y
aplicacion eléctrica/magnética (Haasper, et al., 2008).

En un estudio donde utilizaron un biorreactor de vaso rotador de mayor orientacion
(HARV), estimularon la condrogénesis, basado en su eficiente propiedad de transferencia
de masas y la estimulacion hidrodinamica, para mostrar la condrogénesis de condrocitos
articulares de humanos sin usar algin andamio. Usaron cartilago articular de pacientes de
76 a 98 afnos los cuales se cultivaron por 90 dias bajo condiciones de flujo laminar
dinamico con poca fuerza de cizallamiento, encontraron que se formaron pequefios
agregados de tejido, a los cuales les realizaron analisis histologicos y de
inmunohistoquimica para colagena tipo |, colagena tipo Il, proteoglucanos y vimentina. En
sus resultados mostraron que los constructos presentan una capsula externa parecida al
pericondrio, en la matriz presentaron condrocitos y condroblastos en proceso de
diferenciacion y en grupos. Predomind la colagena tipo Il, los proteoglucanos en las
regiones cartilaginosas mientras que la parte fibrosa parecida al pericondrio predoming la
colagena tipo I. EI modelo de cultivo que usaron fue capaz de desarrollar tejido con
caracteristicas histologicas significantes parecidas a las del cartilago normal, gracias a que
el biorreactor rotador (HARV) brindo bajas fuerzas de cizallamiento, redujo el riesgo del
dafio celular e incremento la interaccion célula-célula. Debido a esto, las células se unen
unas con otras, rediferenciandose y produciendo matriz extracelular con contenido de
glucosaminoglucanos y colagena tipo Il por 12 semanas, también simulé aspectos de la
condrogénesis in vivo en este modelo la condrogénesis comenzd en el centro de los

constructos y progreso hacia la superficie, ademas present6 una actividad en la sintesis y



secrecion de la matriz extracelular, aunque la arquitectura tipica del cartilago articular con
las zonas superficial, transicional, profunda y calcificada no se observaron. Por lo que este
modelo puede servir para estudiar el metabolismo y entender el proceso de la degradacion

de la matriz durante el envejecimiento y la osteoartritis (Marlovits, et al., 2003).

Debido a que la estimulacion mecénica compresiva es un factor importante para la
formacion del cartilago articular, es necesario el desarrollo de un biorreactor mecano-
activo en el cual se optimice la duracién y magnitud de la estimulacibn mecanica para
liberara sefiales mecénicas que induzcan a las células a adherirse a los andamios, durante

la aplicacion de un esfuerzo mecanico (Jung, et al., 2008).

En el estudio de Jung y colaboradores (2008) demostraron que la aplicacion
periodica de compresion dinamica puede fomentar a los condrocitos a mantener su
fenotipo y aumentar la produccion de GAGs, los cuales pueden mejorar la calidad del

tejido cartilaginoso formado in vitro e in vivo.

Con el biorreactor de compresion evaluaron los efectos de la compresiéon dinamica
en los constructos cartilaginosos; utilizaron condrocitos de cartilago articular de conejo, los
cuales fueron sembrados en andamios tridimensionales de poli L-lactido-co-g-caprolactona
(PLCL), éstos son eléasticos, biodegradables y son capaces de liberar sefiales mecanicas
durante el cultivo celular. Después fueron colocados en un sistema de bioreactor de
compresion dinamica (el cual es capaz de controlar la tensién y la frecuencia) donde se les
aplicé a los constructos célula-polimero una compresion continua de deformacion de 5%
de esfuerzo a 0.1 Hz por 24 dias, después de este tiempo fueron implantados en la parte
dorsal subcutdnea de ratones atimicos por 8 semanas. Los resultados obtenidos por la
estimulacion de la compresion mecanica fueron que la interaccion celular estuvo mejor
organizada e incremento la formacion de tejido, ademas muestran un aumento en el

contenido de GAGs y colagena tipo Il (Jung, et al., 2008).

En el caso del estudio in vivo los resultados mostraron mayor cantidad de GAGs, en
los andlisis histolégicos observaron que se formé tejido maduro y bien desarrollado muy
similar al tejido nativo, la tincion tricromica de Masson, mostré acumulaciones abundantes

de colagena, la tincidn azul alciano y safranina O, indicaron que los glucosaminoglucanos



estan distribuidos homogéneamente. Lo cual indicé que la matriz extracelular es producida
por condrocitos diferenciados en el nuevo tejido formado, la inmunofluorescencia mostré
que los condrocitos estan rodeados de colagena tipo I, en los analisis de RT-PCR
mostraron una sobrerregulacion de los ARNm de agrecano y colagena tipo Il. Aunque
también reportaron que la estimulacion mecéanica excesiva puede llevar a una progresiva

transformacion del cartilago causando hipertrofia de los condrocitos (Jung, et al., 2008).

9.4. Ventajas y desventajas de la aplicacion de la ingenieria de tejidos para la

reparacion del cartilago articular.

Por medio de la ingenieria de tejidos se ha mostrado que es posible obtener tejido
si se mezclan células con un andamio, con o sin factores de crecimiento y mantener
ciertas condiciones para que pueda crecer y mantenerse, por lo que puede servir como un
alternativa, ya que se pueden reparar defectos preferentemente en personas que no

padezcan alguna enfermedad autoinmune.

Ademas existe una gran variedad de células y de andamios que se pueden utilizar
de diferente forma para poder generar un tejido; esto depende de las necesidades, ya que
se puede controlar la forma, la tasa de degradacién del polimero, el tamafio, la textura,

entre otros.

Las desventajas son que todavia no se tiene un constructo que sea capaz de
integrarse totalmente, mantenerse y que permita que las células proliferen para que
puedan reparar un area extensa de dafio articular como ocurre en las articulaciones

afectadas por la OA.

Esto puede deberse a que aun falta investigar todavia més la funcion de algunos
factores de crecimiento, asi como de algunas proteinas de union extracelular que permitan
la comunicacion entre las células y entre su matriz extracelular, ademas de contar con un
buen protocolo para mantener el fenotipo condral por largos periodos y que no se
desdiferencie. En la literatura reportada se menciona el intento porque el andamio y las
células que se utilizaron mantengan su fenotipo como condrocitos y a su vez produzcan y

mantengan una matriz extracelular semejante a la del cartilago articular. Algunos autores



como: Mimura, Kafienah y Wang utilizaron andamios naturales de colagena tipo I, tipo 1l 'y
de fibroina, éste ultimo andamio reveld que mantuvo el fenotipo de las células, asi como
una matriz extracelular parecida a la del cartilago hialino. Pero Mahmood, Holland,
Yasuda, Liao, entre otros investigadores, usaron andamios sintéticos, ya sean simples o
combinados con algun hidrogel o con algun andamio natural como la coldgena | o
colagena Il, asi como con otros andamios sintéticos. Entre estos trabajos, él de Liao
mostro que la forma en que combinaron su andamio PPF con el hidrogel de AH/Col I, se
obtiene un mayor depoésito de GAGs en la matriz, asi como la integracion de las células en
los andamios, ya que mantuvieron el fenotipo de los condrocitos, por lo que con ésta
combinacion se obtienen buenos resultados. Por otro lado, Wakitani y Hollander utilizaron
células de pacientes con OA cultivadas en andamios, el constructo formado lo implantaron
en defectos de rodillas osteoartriticas, obteniendo resultados contundentes, a pesar de

que el tejido adyacente estaba dafiado por la OA.

En la literatura citada, Isogai da una alternativa para utilizar células de origen
cartilaginoso, pero ubicado en otra estructura del cuerpo de animales bovinos, como: el
cartilago costal, nasoseptal, auricular y articular; con el fin de mostrar que estas células
son capaces de formar cartilago articular, siendo las células de localizacion costal las mas
prometedoras. Por otro lado Marlovits, en su investigacion obtuvo pequefios agregados de
tejido parecidos a cartilago articular, para el cual utiliz6 un bioreactor de flujo laminar
dinamico con poca fuerza de cizallamiento, sin usar un andamio, ya que sélo cultivo los
condrocitos en éste biorreactor, la alternativa que brinda es el uso de biorreactores para

formar tejido cartilaginoso sin necesidad de usar andamios.

Pero a pesar de estos buenos resultados citados en la literatura se encontraron
trabajos como el de Ochi y Haddo, en los cuales mencionan que tienen buenos resultados

con sus andamios, pero no muestran los analisis que realizaron.



10. IMPACTO DE LA INGENERIA DE TEJIDOS EN LA REPARA CION DEL
CARTILAGO ARTICULAR

En esta revision podemos ver que se han llevado a cabo diferentes investigaciones
con el mismo objetivo; la reparacion del cartilago articular, se han considerado una gran
variedad de tipos celulares, asi como de andamios naturales y artificiales, también algunos
biorreactores. Los resultados obtenidos son que se forma tejido semejante al cartilaginoso
y en algunos estudios llevados en humanos han mostrado una buena integracion del tejido
y hasta han desaparecido sintomas clinicos en los pacientes, aunque en la mayoria de los
estudios indican que se debe realizar a un mayor largo plazo del que ellos lo realizaron
para descartar la formacién de fibrocartilago. Asi que la ingenieria de tejidos es una
alternativa prometedora para la reparacion del cartilago articular, ya que tiene mejores
avances que otros métodos de reparacion de cartilago como son: la microfractura en la
cual no se han realizado estudios con pacientes con OA y la mosaicoplastia (Mobasheri, et
al., 2009). Esperamos que en un futuro se encuentre el protocolo que regenere el cartilago

articular formando la arquitectura caracteristica del cartilago hialino.

En el caso de las articulaciones afectadas por la osteoartritis solo se ha tenido éxito
en su reparacion cuando es implantado cartilago tridimensional, pero a pesar de estos
resultados alentadores son muy pocos los trabajos realizados para reparar el cartilago

dafiado por OA.



11. CONCLUSION

En este trabajo se muestra algunos de los muchos experimentos que se han
desarrollado en la ingenieria de tejidos para poder formar tejido cartilaginoso a partir de
diferentes tipos de células como son las células cartilaginosas autblogas, las células
madre mesenquimales, de médula 6sea y embrionarias, asi como una gran variedad de
andamios artificiales y naturales con diferentes caracteristicas. Aunque aun no se tiene
con certeza cuales combinaciones son las mejores. En la literatura revisada yo considero
que entre los andamios naturales, sintéticos y combinaciones, los andamios combinados
con hidrogeles, son los que tienen un mejor potencial para la formacién del cartilago
debido a sus caracteristicas: de absorber grandes cantidades de agua, de encapsular las
células, son eficientes en transportar nutrientes y desechos, por o que asemeja algunas
de las condiciones que presenta el cartilago articular, asimismo tiene una variabilidad en
como disefarse y combinarse con andamios naturales y sintéticos, asi como con factores
de crecimiento. También el uso de biorreactores es una alternativa para formar pequefios
agregados de cartilago sin usar andamios, ademas cabe mencionar que las células
obtenidas de cartilago costal pueden ser utiles para la formacion de constructos en lugar

de usar células de cartilago articular obtenidas directamente de la articulacion.

En la ingenieria de tejidos se trabaja en como reparar el dafio en el cartilago
articular, con el enfoque a futuro de poder repararlo cuando sufre de OA, ya que personas
de mas de cuarenta afios, asi como personas mas jovenes debido a sus actividades,
pueden padecer esta enfermedad, la OA, que es un padecimiento degenerativo que afecta
las articulaciones especialmente las rodillas y puede llegar hasta la incapacidad para

caminar, por lo que es un problema de salud que afecta la economia de los paises.

Como se menciond el cartilago es un tejido dificil de reparar debido a sus
caracteristicas por lo que se han planteado formas de repararlo, pero se complica debido a
que los condrocitos se desdiferencian, no se integra el nuevo tejido con el dafiado, o se

genera fibrocartilago.

Para poder generar un tejido parecido al cartilago articular normal con sus

propiedades bioquimicas y biomecéanicas, se debe entender la embriogénesis del cartilago



y la participacion de los factores de crecimiento, asi como la interacciébn de su matriz
extracelular y a su vez la dinamica como tejido. Por lo que se necesitan mas estudios de
como se forma el tejido y como se degenera para saber que factores participan en estos
dos procesos, para poder generar la mejor metodologia tomando en cuenta las mejores
condiciones, asi como la modulacion de factores de crecimiento, la interaccién con
proteinas de la matriz extracelular, ademas de proteinas que participan en el anabolismo y
catabolismo del cartilago articular.
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