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RELACION DE FIGURAS

Figura 1.- Esquema de cuadricula de las 12 regiones en donde se inocularon los
cultivos celulares (cel), con sus diferentes concentraciones de Acido Hialuronico
(AH) y de Fibrina (F), siendo los de la columna derecha de cartilago auricular y

los de la izquierda de grasa inguinal.

Figura 2.- Imagen del dorso de la rata en donde se observa ia distribucion de las
regiones en estudio, en donde mediante minimas incisiones se introdujeron los
cultivos celulares mezclados con las diferentes concentraciones de fibrina y

Acido Hialuronico.

Figura 3.- Tincidon de Hematoxilina y Eosina (HE) 40x. Se observan nichos
celulares de condrocitos bien estructurados, con nucleos definidos e

intensamente tenidos.

Figura 4.- Tinciéon de Azul Alcian 40x. Se tifien de color rosa los nlcleos

celulares, con una matriz extracelular tefiida de azul.

Figura 5.- Tincién de Von Kosa 20x. Nucleos tefidos de color rosa, esparcidos

en la matriz cartilaginosa.

Figura 6.- Tincién de fibras elasticas 40x, se observa la presencia de elastina

demostrada por un color pardo.

Figura 7.- Técnica de inmunohistoquimica se identifico la Proteina Morfogenética
de Hueso (BMP)

Figura 8.- Tincion de HE de las regiones 1y 2. Se observa crecimiento de
células cartilaginosas, distribuidas en forma laminar en la periferia del andamio
de AH.



RESUMEN

Antecedentes: Se han obtenido mudltiples tejidos mediante ingenieria tisular

utilizando diferentes andamios, incluyendo el tejido cartilaginoso.

Objetivo: Obtener tejido cartilaginoso mediante el desarrollo de 2 lineas celulares
derivadas de condrocitos y células madres mesenquimatosas derivadas de
grasa. Determinar el efecto del Acido Hialurénico(AH) vy fibrina, aprobados para

su uso en humanos utilizandolos como andamios.

Material y métodos: se utilizaron 25 ratas Wistar a las que se les extrajeron
cartilago auricular y grasa inguinal y mediante técnicas de ingenieria tisular, se
obtuvieron condrocitos y células madre mesenquimatosas de grasa,
diferenciadas hacia la linea condral. Posteriormente se reinsertaron en los
andamios y después de 5 semanas post implantacion se analizaron los tejidos
obtenidos.

Resultados: Se obtuvo tejido cartilaginoso al implantarse células condrales
derivadas de ambas lineas celulares, demostrado mediante tinciones especificas
(HE, Azul Alcian, Von Kosa) e inmunohistoquimica (Colagena tipo 1 y BMP).
Posterior a la colocacién los implantes aumentan de consistencia de una manera
significativa estadisticamente p<0.01. La proporcion de AH y de fibrina inciden

en la consistencia de una manera significativa p<0.05.

Conclusion: Se obtuvo tejido cartilaginoso derivado de 2 lineas celulares. La
utilizacion de diferentes concentraciones de AH y Fibrina incide en la

consistencia del implante.



ABSTRACT

Background: Multiples tissues have been obtained by means of tissue

engineering, including cartilage, using several scaffolds.

Objective: Obtain cartilage by 2 different cell lines in culture derived from
condrocytes and fat mesenquimatous stem cells. Determine the effect of

Hyaluronic acid and fibrin glue in the constructs.

Material and methods: Auricular cartilage and inguinal fat was obtained from 25
Wistar rats. Cell expansion by culture and construction of implants in scaffolds
made from hyaluronic acid (HA) and/or fibrin glue was done before

reimplantation. Five weeks later, tissue was obtained from the rats and analyzed.

Results: Cartilaginous tissue was obtained when constructs made from cells
derived from two cell lines in HA and fibrin glue scaffolds were inserted for 5
weeks. Cartilage was demonstrated by Alcian blue, Hematoxylin-eosin and Von
Kosa stains, and inmunochemistry (Type 1 collagen and bone morphogenetic
protein antibodies). Hardness of constructs increases after implantation (p<0.01).
HA and fibrin also affect the hardness (p<0.05)

Conclusion:

Cartilage tissue was obtained from two different cell lines. AH and fibrin glue
proportion in the construct affects the hardness of the implant, before and after

implantation.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La pérdida tisular es uno de los mayores retos encontrados por el cirujano
plastico. Un abordaje que se ha utilizado para este problema, es la utilizacién de
tejido heterdlogo, sin embargo este tiene el inconveniente de necesitar
inmunosupresion para evitar el rechazo. En la actualidad, el transplante
autdlogo, se ha vuelto el estandar de oro para la reconstruccion de tejidos para
una serie de patologias que implican pérdida tisular, entre las que se encuentran
las malformaciones congénitas, traumatismos, resecciones por cancer, asi como
para la reparacion de musculo, hueso y cobertura cutanea después de

guemaduras.

Los principales inconvenientes del trasplante autélogo, son los riesgos
quirdrgicos, la dificultad técnica y la morbilidad del area donadora (1). Se ha
intentado el uso de materiales aloplasticos como el teflon, silicon y otros, pero
tienen multiples inconvenientes como rechazo, exposicion e infeccién, por lo que

SU USsO es cuestionado en la actualidad.

Uno de los tejidos mas utilizados en la reconstruccion es el cartilago, el cual
tiene multiples usos; ha sido exitoso para disefiar o mejorar el contorno debajo
de la piel, reconstruccion auricular, reconstruccion nasal, reconstruccién de
parpados, tratamiento de degeneracion articular, reconstruccion de pezones,

tratamiento de enoftalmos y otros (2).

El cartilago es un tejido altamente especializado que consiste en condrocitos
embebidos en una matriz extracelular compuesta primariamente por
proteoglicanos (PGs), agua y coldgena. A diferencia del hueso, este tiene una
menor vascularidad, por lo que posee una menor capacidad de regeneracion (2)
por lo que la lesion cartilaginosa usualmente resulta en formacion de cicatriz en
vez de regeneracion (3). La nutricion a través de difusion en vez de una red
vascular, permite que el cartilago pueda ser transferido de un sitio a otro,
pudiendo ser tallado en formas complejas, por ejemplo en orejas para la
reconstruccion en malformaciones congénitas (4), y reconstruccion facial. El

cartilago es un material bifasico, con una matriz solida que consiste en una red
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de colagena densa suspendida en un gel de PGs y una fase fluida intersticial.
Las células componen uUnicamente un pequefio porcentaje del volumen del
cartilago (1% a 12%), los requerimientos metabdlicos del condrocito son mucho
menores que las células en tejidos vascularizados. El condrocito secreta
continuamente moléculas extracelulares incluyendo colagena,
glicosaminoglicanos (GAG), y elastina; cada una se relaciona con las
caracteristicas biomecanicas. Al proliferar los condrocitos, se envuelven en una
matriz multilaminada y forman una unidad denominada condrén. En el condrén
la matriz pericelular es rica en PGs y &cido hialurénico (AH). Los PGs con cargas
moleculares negativas son los responsables de mantener la hidratacion la
resistencia compresiva. Estos incluyen el condroitin 4-sulfato, condroitin 6-
sulfato, dermatan sulfato y queratan sulfato. También existen PGs no agregantes
como el biglicano y el decorin, cuyo propdsito no esté establecido claramente. La
matriz interterritorial del condron es rica en colagena asi como en PGs y otras
proteinas. El tipo predominante de colagena en cartilago elastico y hialino es el
tipo | con cantidades menores de tipo VI, tipo IX, tipo XI y otros. En el
fibrocartilago, la colagena predominante es tipo | (hasta 90%), con menor
cantidad de tipo I, tipo Il y tipo V. Otras proteinas como la elastina encontrada
en el cartilago elastico, en combinacion con la colagena, son capaces de
sostener la tension. La organizacion de la matriz se relaciona con la funcion. El
cartilago articular es importante para la lubricacién y resistencia, el intervertebral
absorbe los impactos transfiriendo la fuerza de un vector axial a uno tangencial;
los cartilagos de traquea, oreja, nariz, faringe y costillas mantienen la forma, dan

resistencia y proveen flexibilidad.(2)

La estructura relativamente simple del cartilago, ha permitido un progreso
significativo en la ingenieria tisular del mismo. El cartilago puede ser dividido en
diversas categorias dependiendo de la composicion de la matriz y de su papel
biologico en el cuerpo. El cartilago hialino, que es rico en colagena tipo Il se
encuentra en las costillas, traquea y superficies articulares. El cartilago elastico
contiene elastina y se encuentra en tejidos como oido externo, epiglotis y
laringe. EIl fibrocartilago, rico en colagena tipo | se encuentra en tejidos
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sometidos a tensiébn, como la porcion externa de discos intervertebrales,

meniscos Y ciertos ligamentos y tendones (2).

Las zonas donadoras de cartilago autélogo para reconstruccion craneofacial se
encuentran en raiz y reborde del hélix auricular, concha auricular, cartilago
septal y cartilago costal. El cartilago fresco autélogo sobrevive facilmente los
procedimientos de transplante y casi no se reabsorbe a través del tiempo (2,4).
Para la reconstruccion articular se ha utilizado cartilago articular de zonas no
comprometidas (5). La mayor zona donadora de cartilago es el costal. Este
cartilago es moldeable y facilmente moldeable en diferentes formas. Los
inconvenientes principales son el procedimiento invasivo para obtenerlo, la
calcificacion en pacientes mayores (2,6) y las deformidades en la parrilla costal
postoperatoria (7,8). La concha auricular y el septum cartilaginoso nasal son
otras zonas de uso comun en rinoplastia reconstructiva y estética,
reconstruccién de orbita y pezén (2). Los injertos pueden usarse en tabla o
machacados para relleno (9-11).

El transplante de cartilago alogénico se uso en la primera mitad del siglo XX (2),
sin embargo estudios posteriores demostraron que a pesar de que los
condrocitos se encuentran en un ambiente privilegiado inmunolégicamente,
protegidos por la matriz extracelular (otros ejemplos incluyen la cornea y la
epidermis), la celularidad de los injertos disminuye progresivamente, y a largo
plazo todos los aloinjertos de cartilago se reabsorben significativamente (12).
Los xenoinjertos tienen un prondstico aun peor (13). Otra preocupacion por el
uso de cartilago de fuentes alogénicas o xenogénicas es la transmision de
enfermedades virales. Aunque no hay casos reportados de transmisién de VIH
asociados a aloinjertos de cartilagos, no se recomienda el uso de aloinjertos o
xenoinjertos de cartilago (2). Los condrocitos no expresan receptores CD34, sin
embargo el tejido puede contaminarse con sangre durante la extraccion. Si
existen casos reportados de transmisién de virus de hepatitis C asociados a
aloinjertos 6seos (14,15). Estas limitantes colocan al transplante autélogo como

el candidato ideal para la obtencion de cartilago, sin embargo la limitacion
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cuantitativa de los sitios donadores y la morbilidad asociada a la obtencion, nos

obligan a buscar nuevas soluciones.

Algunos de los abordajes mas promisorios para la reconstruccion tisular y la
reparacion del cartilago es el uso de ingenieria tisular para generar nuevo tejido
cartilaginoso (1,16-17). La investigacion en células madres mesenquimatosas de
médula ésea que pueden ser estimuladas para diferenciarse en lineas
condrogénicas, osteogénicas, neurogénicas y otras; y el uso de células
progenitoras multilinaje obtenidas de tejido graso lipoaspirado son rutas
promisorias para obtener cartilago con menor morbilidad en el sitio donador que
el uso de cartilago autélogo (1,17-28). En la actualidad, multiples grupos han
logrado aislar células madres mesenquimatosas de tejido lipoaspirado
procesado (PLA) y diferenciarlas a estructuras cartilaginosas. Incluso hay
reportes de estudios preclinicos y series clinicas iniciales en donde se muestra
gue las células madre derivadas de tejido adiposo puede utilizarse para el
relleno de defectos tisulares (29)

Otros grupos han abordado el tema de otra manera, en teoria, una muestra
pequefia de condrocitos se podrian obtener por digestion enzimatica de cartilago
no comprometido. Estas células pueden crecer in vitro, y al tener una cantidad
suficiente, combinarse con un andamio o polimero bioldgicamente compatible, y
ser transplantado en el sitio deseado para restaurar la funcion (2). Este abordaje
ha sido probado en modelos animales, y recientemente en humanos y ya ha

alcanzado aplicaciones clinicas (30-34).

El otro elemento critico para la ingenieria tisular del cartilago es encontrar un
andamio adecuado que permita o acelere la formacibn de nueva matriz
extracelular. El uso de polimeros, naturales y sintéticos que se reabsorba
controladamente, puede ser favorable in vivo e in vitro. Diversos andamios han
sido probados en modelos animales para la ingenieria de cartilago, entre ellos
se encuentran esponjas de colagena, AH, hidrogeles como la fibrina, y andamios
sintéticos poliméricos como acido polilactico, polietileno, polipropileno y polivinilo
(35-40). Se ha propuesto que el AH, un componente de la matriz extracelular
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predominante durante la embriogénesis de las extremidades, actia como un

protector celular (33)

Actualmente, el tratamiento mas comun para una lesion articular es crear
microfracturas y sangrado en el hueso subcondral con el intento de estimular la
regeneracion cartilaginosa, sin embargo el cartilago asi formado no posee las
caracteristicas biomecanicas del cartilago articular normal lo que lleva a
resultados a largo plazo inconsistentes; también se ha utilizado el implante
autdlogo de condrocitos en la articulacion (28, 41,42). La carga econdmica
actual ocasionada por las patologias articulares es muy alta (28). Sin embargo,
el tratamiento actual dista de ser ideal, por lo que la investigacion en el
desarrollo de cartilago con las propiedades biomecéanicas especificas para cada

objetivo es intensa.

El uso de células madre para la induccidn osteogénica y condrogénica esta
ampliamente caracterizada (19-22), y en nuestro servicio en conjunto con los
investigadores del departamento de biologia molecular e histocompatibilidad,
tenemos experiencia para tener una viabilidad de células madre obtenidas de
meédula 0sea u otros tejidos y hacer una induccion bioquimica a diferentes lineas

histol6gicas en el modelo animal.

En 2001 Zuk y cols. (19) describieron una poblacion de células derivadas del
tejido lipoaspirado humano con potencial de diferenciarse en diferentes lineas
celulares. La extraccion celular la realizan mediante liposuccion convencional
con técnica tumescente. Después de lavado se logra un rendimiento medio de
404 millones de células (43). En un trabajo posterior (44), caracterizaron esta
poblacién celular. La induccion condrogénica, bajo condiciones de micromasa,
logra una condensacioén celular a las 12 horas después de la induccién, seguido
por la formacion de crestas y ndédulos a los 2 dias. Los nddulos en esta etapa
son positivos para la tincion AB que tifie PGs sulfatados. La condrogénesis es
dependiente de la alta densidad, y de la presencia de factor de crecimiento
transformante—R1 (TGF-B1). Los ndodulos inducidos por 14 dias expresan

queratan, condritin sulfato y colagena tipo Il. Cuantitativamente, existe un
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aumento en la expresion de PGs sulfatados hasta las 2 semanas de induccion,
seguido de una disminucién a las 3 semanas. Esto puede representar una
remodelacion de la matriz condral. EI medio de cultivo resulta en la expresion
génica consistente con la condrogénesis, especificamente colagena tipo Il
isoformas IB y 1IB (21). También expresan el PG aggrecan, entre los dias 7 al
10. Otras colagenas inducidas son tipo | y lll, ademas de los PGs, decorin y
biglican. Huang y cols. en 2002, con un método similar obtuvieron células madre
de los cojines grasos inguinales de las ratas y logran su diferenciacién
condrogénica y osteogénica. Después de la expansion en cultivo por tres
recambios, logran la diferenciacion condrogénica utilizando TGFR-1, insulina,
transferrina y dexametasona como inductores. Mediante tincién con Azul Alcian
determinaron la presencia de PGs sulfatados y mediante inmunohistoquimica la
presencia de coladgena tipo Il. No se observa condrogénesis con cultivos
celulares con densidades celulares menores a las 1 X 10%ml. Usando un
meétodo diferente, Ericksson y cols. en 2002, lograron inducir diferenciacion
condral in vivo e in vitro usando una matriz de alginato en células madre
derivadas de liposuccion. ElI medio condrogénico incluyé piruvato de sodio,
ascorbato 2-fosfato, dexametasona y TGFR-1. El cartilago disefiado fue
insertado en ratones inmunotolerantes, con lo que demostraron la presencia de
colagena tipo |IlI, colagena tipo VI y aggrecan (componente estructural
cartilaginoso) mediante inmunohistoquimica. A las 12 semanas, las células se
encontraron embebidas en una matriz extracelular con caracteristicas
inmunohistoquimicas similares a los controles de cartilago humano (28).
Interesantemente también encontraron una disminucion in vitro de la biosintesis
después de dos semanas de cultivo, este tiempo también mostré la maxima
concentracion de moléculas de matriz. Argumentan que este fenbmeno puede
ser regulado por una retroalimentacion negativa que incluye el receptor CD44 al
hialuranato. La composicion a largo plazo de la matriz extracelular parece

depender de las caracteristicas del microambiente tisular.
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Otro abordaje de importancia en la ingenieria tisular del cartilago, es la
obtencion de cartilago autdlogo, su expansion en cultivo y su posterior

reimplante (2).

Rodriguez y cols. demostraron la posibilidad de generar cartilago nuevo a partir
de condrocitos articulares humanos (44). Posteriormente van Osch y cols. (van
Osch, 2001) lograron disefar cartilago derivado de condrocitos obtenidos de
auriculas de conejos jévenes y adultos, asi como de humanos. Después de 5 a 8
semanas los condrocitos humanos pudieron insertarse en matrices de alginato
como andamio. Encontraron una mayor cantidad de produccién de colagena tipo
Il al suministrar TGF-I e IGF (35).

Recientemente Mesa y cols. (34) utilizaron condrocitos aislados de rodilla y
cadera de ovejas, implantados en un andamio de fibrina en tejido subcutaneo de
ratones desnudos. La forma inicial se conservo durante 12 semanas, con un
aumento discreto de la masa en los derivados de ovejas jovenes. Encontraron
formacion de colagena a las 7 y 12 semanas y contenido de GAGs en la matriz
extracelular. El cartilago derivado de ovejas jévenes mostr6 una mayor
formacion de colagena, DNA y GAGs que el de ovejas adultas. Emans y cols, en
conejos, aislaron cartilago articular de rodilla y lo expandieron por 3 recambios.
Utilizando andamios de polietilenglicolteraftalato / polibutilenteraftalato
reimplantaron los condrocitos después de 5 semanas de cultivo. Utilizaron un
sello de hialuranato en la cépsula articular posterior al reimplante. Cinco dias
después del reimplante, se aislaron los cartilagos. La viabilidad de los
condrocitos al momento de la colocacién en el andamio fue de 90%, y la de las
células peridsticas cultivadas en suero autdlogo fue de 79%. Se observd una
disminucién de la viabilidad después de la implantacion (78.7+8.8 vs. 119.9+1.9,
p<0.001). La expansion de los condrocitos no fue afectada por cultivo en suero
bovino fetal o autélogo. Cuando se administr6 AH, el numero de células
periosticas sobrevivientes aumento significativamente (44.2+16.6 vs 19.8+11.9%

p<0.05). Se postula que las células periosticas expresan el receptor CD44 para
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hialuranato, lo que los puede proteger a la muerte celular en presencia de este
compuesto. Los autores postulan que la adicion de AH, en combinacion con la
induccion o diferenciacion condrogénica de células progenitoras, antes de la
implantacion, puede aumentar la viabilidad del hueso y cartilago con fines de

ingenieria tisular. Esta hipotesis amerita mayor investigacion.

En cuanto al andamio utilizado para la reinsercién de los condrocitos, se han
utilizado diferentes abordajes, que incluyen polimeros plasticos, como polietileno
y acido polilactico, hidrogeles, colagena y fibrina. El gel de fibrina y el AH se
encuentran aprobados para uso clinico, comercializandose con el nombre de
Beriplast y Restylane respectivamente (Entre otras marcas comerciales). La
fibrina tiene indicacion en cierre de meninges, cirugia vascular, cardiaca entre
otros. EI AH se usa como re lleno absorbible para defectos cutdneos como
cicatrices y arrugas. El uso de gel de fibrina ha sido utilizado por diversos grupos
como andamio para la ingenieria tisular del cartilago (31, 36, 37). Lottman y cols.
demostraron que el sembrado de condrocitos en gel de fibrina permite una
expansion de 4 a 8 veces de numero de células, similar al cultivo en alginato. La
cantidad de GAGs fue 50% mayor con el cultivo en fibrina que en monocapa
(p<0.01), y que en alginato (p<0.5) cuando la concentracién de fibrina fue una
dilucion %2 de Tyseel (fibrinbgeno 1X=75-115 mg/ml, aprotinina 1X=3000 KIU/ml,
trombina 1X=500 IU/ml) reportando una mayor eficiencia en la retencion de
GAGs en el andamio (37). Westreich y cols (Westreich, 2004) validé un modelo
de cartilago autdlogo inyectable utilizando un andamio de fibrina utilizando
condrocitos tomados de cartilago auricular de conejos (36). El uso de
Restylane® con fibroblastos autologos cultivados se ha utilizado clinicamente
para aumentar el tiempo de reabsorcién del relleno (45). Los autores
demostraron una minima reabsorcion con seguimiento mayor a un afio.
Recientemente, utilizando cartilago de concha auricular, Yanaga y cols(32)
expandieron el cartilago mediante cultivo con suero autdlogo, lo que aumenté la

proliferacion. Los condrocitos fueron subcultivados en forma de gel, este cultivo
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junto con suero autélogo fue inyectado subcutaneamente en el periosteo y en
bolsillo subcutaneo. Las lesiones cambiaron de forma de gel blando a cartilago
duro en 2 a 3 semanas y se estabilizaron. No se aprecio ninguna reabsorcion en
el seguimiento hasta de 34 meses. La biopsia de los tejidos de neoformacién
demostrd que el tejido era cartilago elastico derivado del tejido original.

Recientemente la ingenieria tisular de cartilago ha alcanzado fases clinicas, sin
embargo, aun quedan por definirse las mejores estrategias para la diferenciaciéon
cartilaginosa, el tejido donador ideal y el método de insercién, con o sin
andamio. Es importante desarrollar nuevas técnicas que conjunten la ingenieria
tisular con aplicaciones clinicas utilizando para el cultivo tisular, materiales y

medios aprobados para uso clinico.
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JUSTIFICACION.

El cartilago tiene aplicaciones para la reconstruccion de tejidos blandos,
especialmente en el area craneofacial, el cartilago ideal es autélogo, sin
embargo las zonas donadoras son escasas y causan morbilidad en el area
donadora. La articular es una patologia frecuente y un problema de salud
publica, asimismo, el cartilago tiene poca capacidad de recuperacién. Las
caracteristicas histolégicas y bioquimicas de los diferentes tipos de cartilago
determinan su funcién. Es importante obtener fuentes de cartilago ideales para
reconstrucciéon de los cartilagos intraarticulares y del area craneofacial, la nariz,
el tarso, térax y el pabellon auricular, con las caracteristicas biomecéanicas para

cada zona particular.

HIPOTESIS.

¢Existen diferencias estadisticamente significativas en las caracteristicas

morfoldgicas, histoldgicas y la composicion del cartilago obtenido mediante:
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A) El método de induccién condrogénica de células madre de tejido graso.

B) El método de extraccion y expansion de condrocitos; colocados en
andamios similares y reimplantados de manera autéloga, en un modelo de rata.

La utilizacién de AH en el andamio de gel de fibrina altera las caracteristicas.?

OBJETIVO GENERAL.:
- Obtener tejido cartilaginoso con formas definidas por andamios biologicos
aprobados actualmente para uso clinico, a partir de tejido graso y de
biopsia de cartilago, y comparar sus caracteristicas.

OBJETIVO ESPECIFICO:

- Caracterizar el cultivo celular obtenido de dos estirpes donadoras
diferentes, de un modelo animal.

- Crear un andamio con células condrogénicas, para implante autélogo en
modelo animal.

- Realizar el seguimiento evaluando las caracteristicas de celularidad,
inflamacion, composicidén bioquimica y reabsorcion.

- Determinar si existen diferencias en la celularidad, inflamacion,
composicién bioquimica y reabsorcibn en el tejido cartilaginoso
implantado asociado al origen celular y tipo de andamio.

- Determinar si el uso de AH en el andamio de gel de fibrina, cambia las

propiedades del tejido cartilaginoso obtenido.

MATERIALES Y METODO.

DISENO.

Comparativo, Ciego, Experimental, Prospectivo, Transversal, no Aleatorizado.
Universo de estudio.

Se utilizaron 25 ratas Wistar de 12 semanas de edad promedio
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Tamano de la muestra.

En cada una de las ratas se implantaron 10 diferentes conformaciones de

implantes y 2 controles. Se analizaron las diferencias entre las diferentes

conformaciones.

Definicion de variables

Independientes.

Dependientes.

Escala (intervalo,

Escala (intervalo,

Variable _ _ Variable _ _
ordinal, nominal) ordinal, nominal)
Método de )
obtencion del Nominal # de condrocitos Intervalo
. viables (Por
tejido (grasa vs
i Campo)
cartilago)
Utilizacién de AH
en andamio (si, Nominal
no)
Presencia de
condrocitos viables Nominal
(si, no)
Tincion de PGs Nominal

con Azul Alcian (1-

10)
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Apariencia
histologica de Nominal

cartilago (si, no)

Consistencia
después del

Implante

5.- Mayor a la del
cartilago

4.- Similar a la del
cartilago

3.- Ligeramente
inferior a la del Ordinal
cartilago, similar a

cera para hueso

2.- Inferior a la del
cartilago, similar al

I6bulo de la oreja

1.- Mucho menor a
la del cartilago,

gelatinoso

* Se tomod en
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consideracion la
consistencia del
cartilago del
pabellén auricular
de un humano
adulto
Consistencia antes

. Ordinal
de implante

Criterios de inclusién

Se incluyeron ratas Wistar de 12 semanas de edad promedio proporcionadas
por el bioterio del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Se incluyeron en
el estudio los implantes obtenidos de todas las ratas.

Criterios de no inclusiéon

Se excluyeron a las ratas de las que no se pudo aislar y/o cultivarse tejido graso
ylo cartilaginoso y reimplantarse en andamios enriquecidos con células. Se
excluyeron los implantes que sufrieron dafio por causas ajenas al protocolo
como infeccién no controlada, lesién externa y otras. Se sustituyeron los casos

1:1 con ratas similares.
Criterios de exclusion.

Se eliminaron a las ratas que murieron antes de completar el tiempo
determinado para el implante, por causas no relacionadas con el estudio. Se

sustituyeron los casos 1:1 con ratas similares.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS
Obtencion de tejidos
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a. Manejo de animales de laboratorio. Se utilizaron ratas Wistar de 12 semanas
de edad con peso entre 250 a 300 g. Se manejaron y prepararon bajo los
lineamientos del Departamento de Bioterio del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”, y fueron proporcionados por el mismo. Se alojaron
individualmente en jaulas de policarbonato con alimentacion a libre acceso
(Lab. Rodent Diet) y agua potable a libre demanda. Se eliminaron
endoparasitos y ectoparasitos. La analgesia y anestesia para los eventos
quirargicos 1y 2, se realizo mediante Hidrocloruro de Xilazina (5-10 mg/kg) +
Clorhidrato de ketamina (44 mg/kg). La eutanasia (evento quirdrgico 3) se
realizo mediante sobredosis de barbitdricos intraperitoneal (pentobarbital
sbdico 120-210 mg/kg). Como analgesia posoperatoria se utilizo meglumina
de flunixin 2.5-5 mg/kg SC. En caso de detectarse infeccibn en el
posoperatorio se utilizo cefalexina 15 mg/kg SC, de lo contrario no se
utilizaron antibioticos.

b. Extraccibn de tejido. Se extrajeron mediante incisiones inguinales los
colchones de grasa inguinal bilateralmente. Se extrajo el cartilago auricular
bilateral completamente mediante incisiones retroauriculares. Se cerraron las
incisiones de manera habitual.

2. Procesado de grasa inguinal [Huang y Zuk] (20,19)

a. Cultivo celular y expansion. Se trituraron finamente los colchones grasos y se
incubaron en platos de 100 mm? (Beckton Dickinson, EUA), con medio:
Dulbbeco modificado por Eagle (DMEM) con plasma rico en plaquetas
humano inactivado (suero), 10%, antibiético/antimicotico 30% y 0.5 mg. de
gentamicina por una hora. El tejido se enjuago por tres ocasiones en salina-
bafer fosfato por 5 minutos, seguido de digestién con 0.075% de colagenasa
con agitacion por 40 min. a 37°C. A continuacion se agrego un volumen de
DMEM con suero 10% para neutralizar la colagenasa. Se retiraron los
fragmentos grandes sin digerir manualmente y se permitido a las células su
contencion en tubos conicos de 50 cc. Se realizo centrifugacién a 1300 rpm
(260g) por 5 minutos y resuspension en DMEM con suero 10%. Las células
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madre se colocaron en concentraciones de 10° células por caja de cultivo de
100 mm?,

. Induccion condrogénica. El cultivo al tercer recambio se tripsiniza y
resuspende en medio de control en concentracién de 1x10’ céls/ml. Las
células suspendidas y concentradas (10° céls / 10 microlitros) se dejan adherir
por 2 hen 37°C/5% CO;en el centro de cada pozo, gentilmente cubiertas con
medio control e incubadas una noche. Se colocaron en una concentracion de
1x10’/ml. El medio se reemplazo con medio condrogénico y las pastillas se
indujeron por 6 dias. Se afiadié acido ascorbico-2-fosfato (50 microgramos/ml)
al sexto dia y se mantuvo hasta completar la induccion por 14 dias.

. Medio condrogénico: DMEM, 1% suero, 6.25 uxg/ml insulina, 10 ng/ml TGF-31,
50 nM ascorbato-2-fosfato, 0.2 M dexametasona 1% antibiético/antimicotico

. Procesado de cartilago auricular [Yanaga] (32)

. Cultivo celular y expansién. Aproximadamente 1 cm? de cartilago se trituro
finamente y se lavo con salina con bufer fosfato, suplementada con
antibiotico/antimicético. Se digiri6 una noche en colagenasa 0.3% en medio
de cultivo a 4°C, se homogenizo con trituradora por 4 horas a 37°C, y se filtro
en nylon de poro de 100 um para aislar los condrocitos. Los condrocitos se
sembraron en platos a 0.5 a 1 x 10* células por plato. En los cultivos
subsecuentes se sembraron a 1x10° células / 175 cm? Finalmente los
condrocitos obtenidos por el subcultivo, se sembraron en una densidad de 1 X
10* células / cm 2 dos o tres veces sobre las células previamente sembradas
obteniéndose condrocitos en estado de gel.

. Medio de cultivo: Mezcla de F-12 y DMEM 1:1 v/v con 10% de suero,
antibiético penicilina G (50 U/ml) y estreptomicina sulfato (0.1mg/ml).

. Confirmacién de condrogénesis. (Zuk 2001, Huang 2002, Yanaga 2006).

. Se tifie el tejido con Azul Alcian en pH acidico. Se fijan los cultivos en
paraformaldehido 4% por 15 min. a temperatura ambiente y se lava con PBS.
Se incuba 30 min. con 1% (wt/vl) en azul alcian en HCI 0.1 N (pH 1.0) y se
lava con HCI 0.1 N por 5 min. para remover el exceso de tincion. Esto tifie las

matrices con PGs sulfatados caracteristicas de la matriz del cartilago. Para la
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colocacion en parafina se lavan con PBS dos veces, se fijan con
paraformaldehido 4% por una hora, y se colocan en parafina. Se seccionan
los nédulos a grosor de 5 micras.
. La tincion estdndar de Hematoxilina-Eosina muestra una histomorfologia
caracteristica de cartilago (células en una sustancia de fondo basofilica).
. Colocacion en andamio (Westreich 2004, Han 2006)
. EI pegamento de fibrina comercialmente disponible y aprobado para uso
clinico (Beriplast®, CSL Behring Alemania), se prepara de manera estandar
de acuerdo a las instrucciones del paquete. Las preparaciones comerciales
son mezcla de fibrinbgeno (75-115 mg/ml de fibrinbgeno y 3000 KIU/ml de
aprotinina) y trombina (500 Ul/ml) Debido a la rapida polimerizacion se
selecciona el sistema duplijet.
. EI AH de uso clinico (Restylane®, Q med, Suecia) contiene 10 mg/ml.
. Los condrocitos se suspendieron en 0.5cc. de medio de cultivo,
posteriormente se afiadidé 0.5 cc de acido hialurénico y/o fibrina, con las
diferentes concentraciones sefialadas en el inciso e, (vide Infra). La
concentracion final de células fue de 10 a 40 X 10° células / 0.5 ml., en una
mezcla uniforme.
. Se realizo el mezclado y polimerizacion en moldes de acrilico en forma
circular.
. Colocacion en bolsillo
a. Se introdujeron los moldes en bolsillos subcutaneos del dorso de la
rata en una cuadricula de 2 x 2cm, con las condiciones quirdrgicas
antes mencionadas (método 1), de manera autdloga con las
siguientes configuraciones: (Fig. 1)
i. Control A. Andamio de fibrina sin células
ii. Control B. Andamio de AH sin células
iii. Células derivadas de grasa (CDG) + AH 100%
iv. Células derivadas de cartilago (CDC) + AH 100%
v. Andamio de fibrina 25% + AH 75% + CDG
vi. Andamio de fibrina 25% + AH 75% + CDC
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vii. Andamio de fibrina 50% + AH 50% + CDG

viii. Andamio de fibrina 50% + AH 50% + CDC
ix. Andamio de fibrina 75% + AH 25% + CDG
X. Andamio de fibrina 75% + AH 25% + CDC
xi. Andamio de fibrina 100% + CDG

xii. Andamio de fibrina 100% + CDC

Se sacrificaron las ratas a las 5 semanas después de la inoculacion de las
muestras. Se introdujeron todas las configuraciones de cartilago (i a xii) en

todas las ratas.

. Anédlisis de los moldes

a. Todas las muestras fueron examinadas histolégicamente a 10x, 20x y
40x, con las tinciones para cartilago, examinando la apariencia
general. Se tomaron muestras a lo largo de todo el molde para
determinar la presencia de homogeneidad en los moldes. Se tomo
como control la tincidén de cartilago humano para todas las tinciones.

b. Se analiz6é subjetivamente por dos observadores la presencia de PGs
y GAGs sulfatados mediante la tincion de azul alcian y Von Kosa
respectivamente, midiendo como variable nominal dicotémica si no,
dependiendo si existe 0 no tincion positiva. Se utiliz6 un control de
cartilago humano normal asignando si no a la ausencia de tincion.

c. Se observaron las caracteristicas macroscoépicas, color, forma y
consistencia de los moldes. Se fotografiaron. Se determin6 la
consistencia del cartilago mediante la observacion por dos
observadores por separado, comparado con el cartilago auricular de
humano adulto. Se consigno si la consistencia fue 5.- Mayor a la del
cartilago, 4.- Similar a la del cartilago, 3.- Ligeramente inferior a la del
cartilago, similar a cera para hueso, 2.- Inferior a la del cartilago,
similar al l6bulo de la oreja, 1.- Mucho menor a la del cartilago,

gelatinoso

26



d. Esta observacién se realiz6 antes y después del implante en el
modelo animal.

e. Todas las observaciones las realizaron observadores calificados, de
manera ciega respecto a las condiciones del tejido de origen y

andamio.

VALIDACION DE DATOS.

Por tener dos 0 mas muestras, se utilizd estadistica inferencial. Se analizaron
estadisticamente las variables de cada tipo de implante y sus controles. El
calculo de la muestra se realizé con el software Primer of biostatistics. V 3.01
(Glantz SA. 1999, McGraw Hill.). Se utilizé el mismo para sugerir las pruebas
estadisticas.

a. Para las variables ordinales estudiadas al mismo tiempo de
implantacion (Firmeza al tacto), se utilizé la prueba de Friedman

b. Para las variables nominales estudiadas al mismo tiempo
(presencia de cartilago, Tincion de PGs y GAGs, y presencia de
condrocitos viables) se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis

c. El nivel de significancia para rechazar la hipétesis nula (Ho) fue de
p<0.05.

CONSIDERACIONES ETICAS.

Se someti6 el presente protocolo a escrutinio por: A) Comité de Etica Para la
Investigacion Clinica y Basica, y B) Comité para el Manejo y Cuidado Para la
Experimentacion con Animales de Laboratorio; Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez".
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Todos los procedimientos estan de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento
de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Titulo
séptimo. De la investigacion que incluye la utilizacion de animales de
experimentacion. Capitulo Unico. Articulos 121-126, asi como con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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Todos los procedimientos estan de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento
de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Titulo
séptimo. De la investigacion que incluye la utilizacion de animales de
experimentacion. Capitulo Unico. Articulos 121-126, asi como con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

RESULTADOS

En este estudio se incluyeron un total de 25 ratas Wistar con un peso de 250 a
300 gramos, 15 hembras y 10 machos, con edad promedio de 12 semanas de
edad.

En las 12 regiones de estudio en el dorso de las ratas, en la columna de la
derecha se sembraron condrocitos cultivados obtenidos a partir de cartilago
auricular autélogo. En la columna de la izquierda se sembraron condrocitos

cultivados obtenidos de tejido graso inguinal.

Las concentraciones mas altas de AH correspondieron a las regiones de estudio
vecinas a la region cefélica, y las mas bajas vecinas a la region caudal. Por el
contrario las concentraciones de fibrina mas altas fueron las concentraciones
vecinas a la region caudal y las mas bajas a las cercanas a la region cefélica.
Las 2 cuadriculas de control, la de fibrina y la de AH sin células fueron las 2
regiones de estudio inmediatas a la region caudal, como se puede observar
esquematicamente en la  (Fig. 1). En donde se observa cada una de las

concentraciones de fibrina y AH, mezcladas con los condrocitos.
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Figura 1.- Esquema de cuadricula de las 12 regiones en donde se inocularon los
cultivos celulares (cel), con sus diferentes concentraciones de Acido Hialuronico (AH) y
de Fibrina (F), siendo los de la columna derecha de cartilago auricular y los de la

izquierda de grasa Inguinal.

A la palpacion bidigital la consistencia de los implantes que se colocaron en las
regiones 4 y 5 era en su mayoria similar a la del I6bulo de la oreja (media 2.08).
En cambio la consistencia de los implantes de las regiones 1y 2 (media 1.16) a
la palpacion bidigital fue gelatinosa. Posterior a la colocacion de los implantes se

suturaron las heridas con nylon (Fig. 2).
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Figura 2.- Imagen del dorso de la rata en donde se observa la distribucion de las
regiones en estudio, en donde mediante minimas incisiones se introdujeron los cultivos

celulares mezclados con las diferentes concentraciones de fibrina y Acido Hialuronico.

A las 5 semanas se sacrificaron las ratas y se obtuvo el tejido en bloque,
incluyendo la piel los diferentes bloques de tejido para estudio histolégico.

Al examen macroscopico se encontrd que en la region caudal, (4 y 5) derecha e
izquierda, las zonas en donde se colocaron los implantes fueron mas
voluminosas y de mayor consistencia al compararlas con lo obtenido en las
regiones 1y 2. A la palpacion bidigital la consistencia del implante obtenido en
las regiones 4 y 5 (media 3.72) era en su mayoria similar a la del cartilago o a la
de cera para hueso, y se palpaba una estructura bien definida. En cambio la
consistencia de las regiones 1y 2(media 2.2) a la palpacion bidigital fue blanda

similar al I6bulo de la oreja en su mayoria.

Con las tinciones de Hematoxilina y Eosina, en las regiones de estudio 1y 2 se
observaron aislados nichos celulares, con nucleos poco definidos, esparcidos
en grandes espacios de matriz extracelular tefilda de rosa. No se encontraron

diferencias entre las siembras de condrocitos derivados de grasa o de cartilago.
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En las regiones 4 y 5, especialmente la 5 se encontraron a 20x, diversos nichos
celulares, coloreados intensamente de violeta. Los ndcleos de estas células eran
bien definidos e intensamente coloreados. Los nichos se distribuyeron
uniformemente en una matriz extracelular con coldgena. En los aumentos de
40x, se observan nichos celulares de condrocitos bien estructurados, con
nacleos definidos e intensamente tefiidos. (Fig. 3). Los condrocitos se
encuentran separados distribuidos en lagunas e inmersos en una gran cantidad

de coladgeno similar al tejido conectivo denso. Estos hallazgos corresponden a

caracteristicas histoldgicas del fibrocartilago humano.

Figura 3.- Tincion de Hematoxilina y Eosina (HE) 40x. Se observan nichos celulares de

condrocitos bien estructurados, con nucleos definidos e intensamente tefiidos.

En estas tinciones el numero de células y de nichos celulares se encontrd

discretamente mayor en la columna de la derecha, que corresponde a los
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cultivos de condrocitos obtenidos a partir de cartilago auricular, sin encontrar

una diferencia estadisticamente significativa p>0.05.

Con las tinciones especializadas para identificar elementos mas finos en la
estructura cartilaginosa encontramos. Con el azul alcian a un aumento de 20x,
los mismos nichos celulares rodeados de una matriz tefiida de azul, lo que se
identifica como PGs. Lo que implica una activa produccién de matriz extracelular
cartilaginosa y por ende viabilidad histolégica. Al aumento de 40x, se identifican
los ndcleos celulares en tinte rosado (Fig. 4). Estos se encuentran distribuidos

en lagunas e inmersos en una matriz cartilaginosa tefiida caracteristicamente de

azul. Estos hallazgos corroboran la presencia de cartilago.

Figura 4.- Tincion de Azul Alcian 40x. Se tifien de color rosa los nucleos celulares, con

una matriz extracelular tefiida de azul.
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Hallazgos similares en numero de células, distribucion en nichos y esparcidos en
matriz cartilaginosa, similar al tejido conectivo denso, se obtuvieron con la tincién

de Von Kosa con 10x y 20x (Fig. 5).

Figura 5.- Tincion de Von Kosa 20x. Nucleos tefiidos de color rosa, esparcidos en la

matriz cartilaginosa.

Con la tincidn especial para fibras elasticas se demostro la presencia de elastina

en el andamio enriquecido como consecuencia de su produccion en el mismo.
(Fig. 6)
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Figura 6.- Tincion de fibras elasticas 40x, se observa la presencia de elastina

demostrada por un color pardo.

Con técnicas de inmunohistoquimica se identificé la Proteina Morfogenética de
Hueso (BMP) en estos cultivos, este es otro marcador inespecifico de
condrocitos que no se expresa en la piel su tejido subcutaneo ni musculo
circundante a donde se colocaron los implantes, este hallazgo apoya aun més la
viabilidad del tejido cartilaginoso (Fig. 7). Los cortes histolégicos a 20x muestran
los nichos celulares esparcidos entre fibras tefiidas de color violaceo. En el
aumento de 40x los nichos celulares se identifican facilmente, mostrando células
maduras con su nucleo central. También se observan algunas células aisladas.
Todas se encuentran esparcidas en una matriz cartilaginosa tefiida de color
violaceo, con fibras orientadas en diversas direcciones, caracteristico de la

coldgena tipo 1.
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Figura 7.- Técnica de inmunohistoquimica se identifico la Proteina Morfogenética de
Hueso (BMP)

A la palpacién se encontraron diferencias en la consistencia de los andamios
enriquecidos con células en relaciébn a la proporcién de acido hialurdnico y
fibrina, aumentando la consistencia en relacién directa a la proporcion de fibrina
e indirectamente a la proporcion de AH. Utilizando la escala descrita
previamente, al momento del implante, los grupos control de AH y las regiones
1y 2 que corresponden a AH 100% y 75% tuvieron una menor consistencia
(media 1.16) y las regiones 4 y 5 y el control de fibrina tuvieron una mayor
consistencia (media 2.08) con un nivel de significancia estadistica p<0.05.
Después de las 5 semanas de implantacion, la consistencia aumenté en las
regiones 4 y 5 (media 3.72) y en las regiones 1 y 2 (media 2.2). Esta diferencia
fue significativa para ambos grupos antes y después del implante (p<0.01) y
entre las regiones 4 y 5 comparadas con las 1 y 2 (p<0.05). Podemos especular
gue el aumento en la consistencia después de 5 semanas de la implantacion se
debe a la produccion in situ de elementos de matriz extracelular, por las células

implantadas.
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La prueba de Kruskall-Wallis se utiliz6 para las variables nominales: A)
Presencia de condrocitos viables, B) apariencia histologica de cartilago y C)
produccion de PGs demostrada mediante la tincion con azul alcian. Al comparar
los andamios enriquecidos con células contra los controles respectivos
acelulares (AH y Fibrina) la diferencia fue significativa para las células obtenidas
de grasa y de cartilago auricular, con una significancia estadistica de p<0.05

para ambas lineas celulares.
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La prueba de Kruskall-Wallis se utiliz6 para las variables nominales: A)
Presencia de condrocitos viables, B) apariencia histologica de cartilago y C)
produccion de PGs demostrada mediante la tincion con azul alcian. Al comparar
los andamios enriquecidos con células contra los controles respectivos
acelulares (AH y Fibrina) la diferencia fue significativa para las células obtenidas
de grasa y de cartilago auricular, con una significancia estadistica de p<0.05

para ambas lineas celulares.

DISCUSION

El cartilago lesionado tiene una capacidad muy limitada para curar. Los defectos
de superficie conjuntos tienen como resultado con frecuencia una cicatriz fibrosa
con propiedades biomecanicas inferiores, las soluciones quirlrgicas para
defectos articulares de cartilago incluyen legrado, perforacién del hueso
subcondral para permitir que las células pluripotenciales de la medula invadan el
espacio y reparen la lesién y por ultimo el transplante de tejido cartilaginoso.
Aunque todos estos enfoques pueden tener algun beneficio, ninguno es el

optimo para lograr la reparacion del cartilago.

En 1994, por primera vez, Brittberg y colaboradores (42) completaron
exitosamente un transplante articular con condrocitos autologos para la
reparacion de una rodilla. Ellos utilizaron un pedazo de cartilago de un cojinete
de la articulacion de la rodilla, aislaron los condrocitos, los cultivaron y
posteriormente inyectaron de 50-100 microlitros de la suspencion cultivada de
condrocitos en un area de defecto y lo colocaron por debajo de un colgajo de

periostio suturando por encima del area.

Una caracteristica del cartilago articular es su dureza y durabilidad para poder
soportar la carga de peso. En contraste los condrocitos auriculares poseen de
elasticidad y flexibilidad, por estas razon son utilizados ampliamente en la

reconstruccién de formas complicadas de la cara.
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Continuando con los esfuerzos hacia la aplicacion clinica del cultivo de cartilago
autologo para la reconstruccion de deformidades principalmente en el area
craneofacial. Hiroko Yanaga y colaboradores en el 2006 (32) reportaron la
utilizacién de cartilago auricular en donde tomaron 1 cm? de la concha auricular,
aislaron y cultivaron los condrocitos con suero autologo, lo cual acelera la
proliferacion cellular, las celulas fueron subcultivadas y formaron una masa en
forma de gel. Este gel fue inyectado de forma subperiostica y subcutanea.
Obteniendo un cambio en la dureza pasando de un estado en gel a un estado
solido en 2-3 semanas Yy estabilizandose. Ningun paciente presento reabsorcion

de los condrocitos cultivados.

Algunos de los abordajes para la reconstruccion tisular y la reparacion del
cartilago es el uso de la ingenieria tisular para generar nuevo tejido
cartilaginoso. La investigacion en células madres mesenquimatosas de médula
0sea que se pueden manipular para diferenciarse en diferentes lineas celulares
tales como las condrogénicas, osteogénicas, neurogenicas y otras; asi como el
uso de células progenitoras multilinaje obtenidas de tejido graso lipoaspirado son
algunas de las rutas promisorias para poder obtener cartilago con menor

morbilidad en el sitio donador que el uso de cartilago autélogo.

Actualmente diversos grupos han logrado aislar células madres
mesenquimatosas de tejido lipoaspirado procesado y diferenciarlas a estructuras

cartilaginosas.

Otro de los elementos criticos para la ingenieria tisular del cartilago es encontrar
un andamio adecuado que permita o acelere la formaciébn de nueva matriz
extracelular. EI uso de polimeros, naturales y sintéticos que se reabsorba
controladamente, puede ser favorable in vivo e in vitro. Diversos andamios han
sido probados en modelos animales para la ingenieria de cartilago, entre ellos
se encuentran esponjas de colagena, AH, hidrogeles como la fibrina, y andamios
sintéticos poliméricos como &cido polilactico, polietileno, polipropileno vy

polivinilo. El gel de fibrina y el AH se encuentran aprobados para uso clinico. La
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fibrina tiene indicacién en cierre de meninges, cirugia vascular, cardiaca entre
otros. EI AH se usa como relleno absorbible para defectos cutaneos como

cicatrices y arrugas.

En la actualidad la ingenieria tisular de tejido cartilaginoso a evolucionado de
forma dramatica, pero aun queda mucho por desarrollar en este campo,
requiriéndose nuevas técnicas y materiales para poder explotar esto en

aplicaciones clinicas.

En este estudio experimental se logra obtener cartilago cultivado, utilizando
condrocitos a partir de grasa de las regiones inguinales y de cartilago auricular
autdlogo de ratas wistar. En las diferentes tinciones de acuerdo a la distribucién
celular y a las caracteristicas de la matriz extracelular presente, el cartilago
cultivado corresponde a fibrocartilago. Con esto se busca su aplicacion clinica
en el tratamiento de diversas patologias, principalmente enfocada en el area de
reconstructiva craneofacial pudiendo utilizarse en la reconstruccion del tarso y

nariz entre otros.

Dentro de las ventajas de este estudio se encuentran que a diferencia de otros
trabajos, en este estudio se obtienen condrocitos autélogos derivados ya sea de
cartilago o de grasa, con esto evitando la reaccién de cuerpo extrafio, con
escasa morbilidad del area donadora y con abundantes sitios donadores en el
caso de la grasa, pudiendo cultivar suficiente volumen de condrocitos para su
utilizacion clinica, ademas podemos determinar la dureza del cartilago cultivado
ya sea proveniente de grasa inguinal o de cartilago auricular, debido a que se
utilizaron diferentes concentraciones de los andamios de acido hialurénico y

fibrina, obteniendo diferentes durezas y concentraciones de condrocitos.

De esta manera es posible determinar la dureza del cartilago segun sea el area
en donde se planea utilizar pudiendo utilizar la mas apropiada segun la regién
anatOmica a reconstruir, por ejemplo en la reconstruccion de discos
intervertebrales y carillas articulares de las extremidades superior e inferior en

donde se requiere de una mayor dureza debido a las cargas que soportan y la
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fuerza que ejercen o en la reconstruccién del tarso en los parpados y algunas
areas nasales que usualmente se requiere de menor dureza y mayor elasticidad

y flexibilidad, para poder proporcionar mejores resultados cosmeéticos.

El fibrocartilago se encuentra principalmente en los discos intervertebrales, la
sinfisis del pubis, algunos ligamentos y en las carillas de las superficies
articulares como el codo, mufieca y la articulacion temporo mandibular. El
cartilago hialino se encuentra principalmente en la nariz, partes del aparato
respiratorio y en las costillas. El cartilago elastico se encuentra en el oido
externo, las paredes del canal auditivo, la trompa de Eustaquio, la epiglotis y la

laringe.

Al analizar la calidad y cantidad de cartilago obtenido en las diferentes regiones
de estudio en el dorso de las ratas, se observd que las células crecieron mejor
en las regiones 4 y 5 en donde la concentracion de acido hialurénico era menor
y la concentracion de fibrina era mayor. Este hecho explica que al afiadir mas
fibrina al andamio de acido hialurénico, se favorece una mejor distribucion
espacial de los condrocitos cultivadas en el andamio ya sea diferenciados de
grasa o derivados de cartilago auricular, lo que se reproduce en una mayor

produccion de nichos celulares en el tejido final al momento de su obtencion.

En las regiones 1 y 2 en donde la concentracion de fibrina fue menor y la de
acido hialurénico mayor, el crecimiento de los condrocitos se observo sobre la
periferia del andamio (Fig. 8). Este hecho hace pensar en una futura linea de
investigacion en la que utilizando estas concentraciones de células, de acido
hialurénico y de fibrina, sea posible la producciéon de laminas de cartilago de
diferentes espesores, que podrian utilizarse clinicamente en el tratamiento
reconstructivo de diferentes elementos anatomicos, tales como el tarso en los
parpados por secuelas de trauma facial o las finas estructuras cartilaginosas de

la nariz como los cartilagos alares y laterales.
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Figura 8.- Tincion de HE de las regiones 1 y 2. Se observa crecimiento de células

cartilaginosas, distribuidas en forma laminar en la periferia del andamio de AH.

También serdn necesarios realizar futuros ensayos de inmunohistoquimica y
bioingenieria tisular que puedan identificar colagena tipo 2 y otras, con la
finalidad de inducir mediante el uso de diferentes concentraciones de células, de
AH y fibrina como andamio, asi como la biusqueda de nuevos andamios para
poder lograr la obtencién de diferentes calidades de cartilago, que sean de
diferente consistencia y que en un futuro sean utiles para la reconstruccion de

las diferentes areas anatomicas del cuerpo humano.

CONCLUSIONES

Mediante la siembra de células cartilaginosas, obtenidas a partir de grasa o de
cartilago auricular de las ratas, incluidas en andamios de acido hialurénico y/o
fibrina a diferentes concentraciones, se obtiene cartilago. El cartilago obtenido

es histolégicamente similar al fibrocartilago humano.
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