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Anexos 55

Resumen

Introduccion

Segun la Organizaciéon Mundial de Salud la Osteoartritis OA es un problema de
salud publica que podria llegar a ser la cuarta causa global de discapacidad para
2020. Aproximadamente el 50% de los pacientes con practica deportiva desarrollan
OA en un lapso de 5 a 15 afios después de la lesion y no existen tratamientos
farmacolégicos que modifiquen el curso el curso de la enfermedad. Por lo tanto,
resulta de suma importancia generar nuevas estrategias de tratamiento de OA. El
propédsito del presente estudio fue aislar células troncales mesenquimales (CTMs)
a partir de liquido sinovial (LS) de articulacion de rodilla y cadera, para
posteriormente en cultivo in vitro con medio condicionado, diferenciarlas a
condrocitos.

Objetivo

Aislar y caracterizar células troncales mesenquimales obtenidas a partir de liquido
sinovial de las articulaciones de rodilla y cadera de pacientes con osteoartrosis,
cultivarlas y diferenciarlas in vitro a las tres lineas celulares, condrogénica,
osteogénica y adipogénica.

Material y métodos

A partir de articulacion de rodilla y cadera de 12 pacientes programados para
procedimientos artroscopicos y artroplastia total de cadera, se obtuvieron muestras
de liquido sinovial, posteriormente a ser sembradas en cajas de cultivo celular, en
medio DMEM suplementado con 20% de suero antélogo humano, por 25 dias y
alcanzar confluencia superior al 80%, fueron diferenciadas a las tres lineas celulares
condrogénica adipogénica, osteogénica, utilizando medio de cultivo condicionado.
Finalmente se realizé tinciones celulares para condrocitos con azul alciano, para
adipocitos con rojo oleoso O, y osteocitos con fosfatasa alcalina. Ademas de
Inmunofluorescencia.

Resultados

De la muestra de liquido sinovial de articulacion de cadera y rodilla, se obtuvieron
2.29x10° células (rango de 4.59x10° a 2.05x10°), obteniéndose mas células en el
grupo de articulacién de rodilla 2.48x10° (rango de 4.59x10° a 8x10°), con viabilidad
61%, en relacién a articulacién de cadera 1.97x10° (rango de 2.6x10° a 2x10°) con
viabilidad del 49.7%. Se lograron diferenciar a la linea condral, esto evaluado
mediante inmunofluorescencia para Agrecano (AGR) Colagena tipo Il (COLII), tejido
oseo identificando RUNX2 y Osteopontina.

Conclusiones.



Es factible establecer un modelo preclinico de diferenciacion in vitro de CTMs de
LS a condrocitos, disminuyendo riesgos de administracion medicamentosa previa.

I. Antecedentes
Los defectos osteocondrales pueden progresar a la osteoartritis (OA), causando
dolor e incapacidad.(1) Se conoce que el 30% de la poblacion adulta de los
Estados Unidos de América se encuentra afectada por algun tipo de dolor
articular. (2) La prevalencia de muchas de estas condiciones se incrementan de
forma significativa con la edad, como con factores asociados como la obesidad
o la falta de actividad fisica. (2)
Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la Osteoartritis (OA) es un problema
creciente de salud publica que podria llegar a ser la cuarta causa global de
discapacidad para 2020.(3)
Las lesiones de cartilago articular estan presentes en mas de 60% de los
procedimientos artroscopicos, y se ha demostrado que estas lesiones afectan la
calidad de vida. (4-6) (Tabla. 1)
La incidencia de OA secundaria ha aumentado por lesiones intra-articulares por
practica deportiva, asi como por fracturas y reumatismos articulares en
poblaciones de adultos jévenes. Aproximadamente el 50% de estos pacientes
desarrollan OA en un lapso de 5 a 15 afos después de la lesion, actualmente no
existen medicamentos que modifiquen el curso de la enfermedad. (7)
Las articulaciones sinoviales estan compuestas por cartilago hialino que cubre
cada extremo de los huesos largos, lo cual les permite tener una movilidad libre,
asi como una estructura y funcion altamente especializada. Sin embargo, este
les hace susceptibles a multiples patologias, particularmente enfermedades
degenerativas como la OA. (5)
El manejo de la OA esta encaminado a disminuir la inflamacién y el dolor, mejorar
la funcion articular y corregir quirurgicamente las alteraciones de eje mecanico

y/o inestabilidad, llegando al reemplazo articular protésico y hasta la artrodesis.

(8)



Autor/Pais Curl Widuchowski Hjelle Arben INR

(#Artroscopias) USA Poland Norway Norway México
(31,516) (25,124) (1000) (993) (1309)
Prevalencia de 63 60 61 65 61

defectos de
cartilago (%)

Edad 43 - 39 36 37
1ra localizacion CFM PF CFM CFM PF
2da localizacion PF CFM PF PF CFM
1ra lesion Menisco Menisco Menisco - Menisco
asociada

2ndLesidn LCA LCA LCA - LCA
asociada

Candidatos para 4 9 - 11 7
reparo biolégico

(%)

Tabla 1- Prevalencia de lesiones condrales en artroscopias de rodilla en
diversos paises, incluido México, en el Instituto Nacional de Rehabilitacién
“Luis Guillermo Ibarra Ibarra”
I.I Caracteristicas del cartilago articular
La integridad del cartilago es esencial para la adecuada funcion articular. La
unidad funcional de cartilago articular son los “condrocitos” los cuales solo
son cerca del 2% del total del cartilago. Ademas, esta compuesto por un
matriz extracelular (MEC) compuesta de agua en un 75%, fibras de colagena
en un 15% y proteoglucanos en un 10%.(9)
La habilidad de MEC para almacenar agua es debida a la carga negativa de
los proteoglicanos con los cual atraen cationes de sodio (Na+) y por ende,
moléculas de agua, hidratando la matriz del cartilago,(9) ademas de que
producen colagena tipo Il que presenta una estructura de triple hélice y le
confiere una gran capacidad de flexién y extension, sin embargo también se
encuentran fibras de colagena tipo VI, IX, XI, Xl y XIV, (10) se ha detectado
la expresion de colagena tipo | hasta 21 dias de mantener en cultivo primario
a condrocitos humanos. (11)



Estructuralmente presenta diferentes arreglos. A nivel microscoépico se divide
en tres zonas no mineralizadas y una mineralizada. La zona superficial donde
hay una capa acelular la cual presenta gran contenido de proteoglicanos, por
debajo de ésta hay otra capa con una alta densidad de condrocitos que son
relativamente pequefos y alargados, donde casi no hay proteoglicanos y las
fibras se encuentran posicionadas de manera paralela lo que impide el paso
de grandes moléculas y células inflamatorias hacia los condrocitos. La zona
de transicion se caracteriza por presentar células alargadas y redondas, las
fibras no presentan un arreglo especial y el contenido de glicosaminoglicanos
es alto. En la zona profunda, las células son mas largas, las fibras de
colagena se arreglan de forma perpendicular y el contenido de agua es bajo.
La zona calcificada, que es la ultima que compone al cartilago articular y es
la que separa al cartilago del hueso subcondral. (9,10)

L.l Generalidades de las células troncales

Las células troncales son células indiferenciadas con capacidad de
proliferacion y auto-renovacion. Por estas caracteristicas, las células
troncales son una excelente herramienta con gran potencial en la medida
regenerativa. Las células troncales en diferentes etapas del desarrollo
parecen tener diferentes capacidades de auto-renovacion y diferenciacion. A
grandes rasgos existen dos tipos de células troncales: las células troncales
embrionarias y las células troncales presentes en el tejido especifico o
somatico en individuos adultos. Ademas, las células troncales se pueden
clasificar de acuerdo con su plasticidad que se refiere a la capacidad de dicha
célula de diferenciarse a diversas estirpes celulares. Se clasifican de la
siguiente manera: totipotenciales, pluripotenciales multipotentes y en algunos
textos se han definido como unipotenciales. (12)

Las células troncales totipotenciales son aquellas que son obtenidas en la
etapa de preblastocisto en el desarrollo embrionario; son células
indiferenciadas que pueden formar tanto las células que daran origen a un

embrion como a las células que conforman al trofoblasto. Después de la



tercera divisidon celular durante el desarrollo embrionario, las células
comienzan a diferenciarse. La masa de células internas que forman al
blastocisto son células pluripotenciales. (12)

Las células pluripotenciales son células que provienen del blastocisto, una
etapa de pre-implantacién durante el desarrollo embrionario. El blastocisto
consiste en su interior en una masa de células internas, compuestas de 30 a
34 células, las cuales son pluripotentes. Tres factores de transcripcién son
conocidos por ser criticos para el mantenimiento de la pluripotencia, Oct-4,
Nanog y Sox-2. Una de las limitaciones de estas células es que no pueden
ser utilizadas en su estado indiferenciado directamente en los trasplantes
celulares, ya que pueden producir teratomas. Otro problema es que su uso
ha sido objetivo de controversias bioéticas al provenir de embriones de
humano.

Con la obtencion en el laboratorio de las células troncales pluripotenciales
inducidas que son células somaticas como fibroblastos reprogramadas
mediante la induccion de genes que contribuyen a la proliferacion y
mantenimiento de la pluripotencia (Oct4, Sox2, c-Myc y Kilf4). Estas células
presentan un comportamiento similar a las células pluripotentes. Una de las
limitaciones de estas células es que al ser reprogramadas pueden llegar a
producir teratomas al ser implantadas en animales de experimentacion en el
laboratorio.(13)

Las células troncales presentes en tejidos especificos en individuos adultos
se encuentran mas restringidas en cuanto a su diferenciacion hacia otras
estirpes, por lo que se les denomina multipotentes;(12) sin embargo se ha
reportado en la literatura que algunos tipos de células troncales adultas
presentan factores criticos del mantenimiento de la pluripotencia como
Oct3/4 y Sox2, por lo que se les puede denominar como pluripotentes.(14)
Por otra parte las células unipotentes, a pesar de que son denominadas
células troncales, no se les deberia llamas asi, ya que solo cumplen con la
condicion de ser auto-renovables y, por los tanto, no cumplen con los criterios

minimos para considerarse como células troncales.(12)
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L.IIl Las células troncales mesenquimales.

En el siglo XIX, Tavasssoli y Crosby,(15) demostraron el potencial
osteogénico de la médula 6sea (MO). Cohnheim, fue el primero que sugirio
la presencia de las células no hematopoyéticas en la MO. Sin embargo, no
fue hasta hace escasos 50 afios que Friedenstein y cols,(16) lograron
identificar dos tipos de células troncales.(13) Una de ellas y mas abundante
las denominaron células troncales hematopoyéticas y a la segunda poblacién
células troncales estromales, ya que se describieron como una unidad
formadora de colonias fibroblasticas.(16) Después demostraron que dichas
células eran capaces de generar células de hueso,(17) cartilago,(18) grasa
y tejido conectivo fibroso.(16)(19,20) En 1991, Caplan denomina a estas

células como células troncales mesenquimales (CTM).(18)

Las CTM no solo se encuentran en la MO también se han identificado en
tejido adiposo,(21) sangre de cordon umbilical, sangre periférica
movilizada,(22) liquido amnio6tico,(23) pulpa dentaria,(24) tendones,(25)
vellosidades corionicas,(26) membrana sinovial,(27) musculo
esquelético,(28) entre otros. Las principales caracteristicas de las CTM son
las siguientes:(29)
1. Potencial de diferenciacién a multilinaje en condiciones in vitro a
diversos linajes celulares (hueso, cartilago, grasa, etc)
2. Disponibilidad en multiples tejidos (MO, corddon umbilical, sangre
periférica movilizada, placenta, tejido adiposo, etc.)
3. No causan reaccion inmunologica. (30)
Fenotipicamente, las CTM expresan una serie de marcadores de superficie
no especificos (CD73, CD90, CD105), que nos permiten diferenciar este tipo
de células de otros tipos celulares por medio de citometria de flujo. Las CTM
no expresan marcadores de superficie hematopoyéticos como: CD45, CD34,
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CD14 o CD11. Tampoco expresan moléculas co-estimulantes como: CD80,
CD86 o CD40. Se ha reportado que pueden existir diferencias minimas en la
expresion de ciertos marcadores entre las CTM humanas y de otra especie
animal. (31)

Una de las propiedades de las CTM es la inmunosupresion, a pesar de que
las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad humana (MHC-1)
activan las células T, en ausencia de moléculas co-estimulantes, no se
genera una respuesta secundaria y, por ende, las células T se encuentran
anérgicas. (32) También se ha demostrado que las CTM tienen propiedades
inmunomoduladoras que intervienen en la maduracion y funcién de las
células dendriticas. También se ha descrito que las CTM inhiben in vitro la
proliferacion de las células B, la diferenciacion y quimiotaxis de las células
inmunocompetentes.(33)

Una Célula Troncal Mesenquimal segun el Comité se la Sociedad
Internacional de Células Troncales Mesenquimales y Tejidos debe tener tres
caracteristicas indispensables: Adherencia y plasticidad (in vitro), expresar
antigenos de superficie y una renovacion continua. La adherencia y
plasticidad se refiere a la condicion que mantienen en el cultivo; los antigenos
de superficie que deben tener son los positivos a: CD105, CD73, y CD90 y
carecer o negativos a: CD45, CD34, CD11a y b, CD79 y HLA-DR, asi como
poder diferenciarse a: Osteoblastos, Condroblastos y adipocitos de manera
in vitro.(34)

I.IV Tratamiento de lesiones de cartilago articular.

Actualmente existen diferentes terapias para reparar el cartilago, entre las
cuales se encuentra la micro-fractura, implantacién de condrocitos autélogos,
autoinjertos o aloinjertos osteocondrales. Pero ninguno de estos tratamientos
ha demostrado restaurar la estructura natural y composicion del cartilago. (1)
Por ello desafortunadamente hasta nuestros dias ningun tratamiento ha
probado una adecuada estabilizacion, revertir lesiones, o prevenir el
desarrollo de OA. (1)
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En las ultimas décadas, las células troncales mesenquimales (CTM) han
demostrado ser muy utiles en la regeneracion de tejido y en tratamiento de
muchas enfermedades.(1)

Las CTM han sido identificadas en cartilago ya sea sano o patoldgico, se
estudioé su potencial regenerativo en cartilago en estudios in vivo.(1)

En la dultima década, el tejido sinovial y liquido sinovial han sido identificadas
como fuente progenitora de células troncales mesenquimales. (CTM), que
funcionalmente son distintas a las procedentes de médula ésea.(35—40)
Existen pruebas evidentes, de que estas células pueden ser utilizadas
efectivamente para promover la reparacion de tejido cartilaginoso.(35—41)
Las CTM provenientes de liquido sinovial se han reportado con un potencial
condrogénico incrementado (12-13) comparadas a las CTM procedentes de
meédula ésea.

Evidencia de estudios realizados in vivo han demostrado en lesiones de
cartilago articular de espesor parcial en conejos, se forma una capa de
células que se extienden desde la membrana sinovial la que contribuye a la
reparacion del cartilago aun sin la presencia de inductores
condrogenicos.(42,43)

Adicionalmente se ha demostrado que las CTM de membrana sinovial tienen
la habilidad de vincularse directamente al cartilago en minutos, ex vivo, y son
capaces de contribuir a la reparacion de defectos en el cartilago. (43)

La terapia celular es una linea de investigacion aun en desarrollo, es parte
de la medicina regenerativa, por consecuencia es de reciente aparicion,
aunque este tipo de terapia ya se ha empezado a utilizar en la clinica. (44)
Para poder utilizar las células mesenquimales es necesario aislarlas del
organismo Yy caracterizarlas; las técnicas descritas hasta ahora de puncion
de médula 6sea como la que describe el doctor Verma es su articulo, son
traumaticas para los pacientes y necesitan de estudios y logistica para la
manipulacion de las muestras; de tal forma que un perfeccionamiento de la

técnica representa un avance en el bienestar de los pacientes.(45)
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Existen diversos métodos para obtener estas células, el procedimiento mas
comun para la obtencion de CTM es el aspirado de médula ésea, la técnica
se puede llevar a cabo en los huesos. Planos (esterndn, costillas, vertebras)
y en huesos largos (fémur, humero). (46) Otra forma de aislamiento de las
CTM puede hacerse en diferentes tejidos como:

e Periostio (34)

e Tejido Adiposo(34)

e Membrana Sinovial(34)

e Tejido muscolo-esqueletico.(34)

e Pulmédn.(34)

e Cordon Umbilical(34)

e Sangre Periférica(34)

e Piel(34)

e Orejas (34)

e Embrion (47)

e Gelatina de Wharton(47)

e Higado fetal (47)
Lo complejo de estos procedimientos es que las CTM son una fraccién muy
pequefia del total de la poblacion de células nucleadas. En investigaciones
de la Dra. Fortier menciona que en (MO) del 0.001% al 0.01% de las células
mononucleares aisladas son CTM. (48)
Existen, ademas, factores que estimulan la hematopoyesis, se mencionan
cuatro factores de estimulacion de colonias clasicas: Interleucina 3, Factor
de estimulacion de colonias de Granulocitos y monocitos (GM-CSF), Factor
estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF), Factor de Estimulacion de
Colonias de Monocitos (M-CSF o CSF-1). Estos son un grupo de
glicoproteinas de bajo peso molecular y significativamente homologo en las
proteinas y en los niveles de nucledtidos. (49)
El factor de estimulacién de colonias de granulocitos (G-CSF) es inducido de

forma natural por la exposicion a proteinas de paredes bacterianas,
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endotoxinas y citosinas inflamatorias. El G-CSF lo podemos encontrar en dos
presentaciones: endogeno y exégeno. (50)

El enddégeno es producido por monocitos y macrofagos, células endoteliales,
fibroblastos y células del estroma de la médula 6sea. Y en G.CSF exdégeno
puede ser administrado via intravenosa o subcutanea; su distribucion
principalmente es a médula 6sea, glandulas adrenales, rifiones e higado.
(50) Es un inmunomodulador que induce la proliferacién y diferenciacion de
las células progenitoras de granulocitos, aumentando la produccion de
neutroéfilos principalmente y acortando el tiempo que requieren los neutréfilos

para madurar. (51)
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Justificacidon
Las lesiones traumaticas del cartilago articular son muy incapacitantes y
predisponen al desarrollo de OA temprana. La OA es en la actualidad un
creciente problema de salud publica con un elevado costo econdmico para el
paciente, su familia y con un gran impacto social, especialmente cuando afecta
a pacientes en edad de trabajar, economicamente activos. En México en un
estudio que se realiz6 en el servicio de Ortopedia del Deporte y Artroscopia del
Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”, encontramos
una incidencia alta de lesiones condrales del 61%, durante 1309 artroscopias de
rodilla consecutivas, que un 73% eran de grado severo lll o IV del ICRS, en una
poblacién joven con una edad promedio de 37 afos.(52) Es una patologia que
causa dolor crénico y puede llegar a provocar incapacidad funcional.(3)
En Estado Unidos se reporta que cerca de 46.4 millones de personas padecen
OA. (7,53) Y se espera que el numero de pacientes con OA pase de 2.9 millones
(1991) a 6.5 millones (2030).(54)
Por esta razon, es importante generar estrategias que permitan la reparacion de
las lesiones del cartilago y evitar el progreso de la enfermedad articular.
El implante de condrocitos es una de las estrategias que actualmente se
emplean para reparacion del cartilago articular obtenido de biopsias de cartilago
no dafado.(6) sin embargo este método se encuentra limitado por el tamario de
la lesidn, que obliga al uso de abundantes condrocitos cuya expansion lleva a
su desdiferenciacion.
Las células troncales mesenquimales obtenidas para su uso en la terapéutica
por medio de métodos menos invasivos, como es el empleo de factor de
crecimiento estimulante de colonias de granulocitos para la movilizacion de
poblaciones celulares de médula ésea a sangre periférica; siendo este un
método mas sencillo y con menos riesgo para el paciente.(55)(49)(6)
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La necesidad de obtener células mesenquimales para su uso en la terapéutica
celular por medio de la generacion de métodos menos invasivos, produce, la
necesidad de explorar el uso de CTM procedentes de nuevas fuentes, liquido
sinovial, siendo este un modelo mas sencillo y con menos riesgos para el
paciente. De modo que, al estandarizar un método mas sencillo y menos
invasivo, representa una mejora significativa en la terapia celular reduciendo el
riesgo y complicaciones de la puncion directa de la médula 6sea, asi como el
uso del factor de crecimiento estimulante de colonias de granulocitos para la

movilizacion de poblaciones celulares a sangre periférica.
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Planteamiento de Problema

En anos recientes la regeneracion de cartilago se ha convertido en el “objetivo
primordial” para la comunidad del la bioingenieria. Con el desarrollo de
aproximaciones de ingenieria de tejidos se incluyen polimeros biodegradables
y biocompatibles con hidrogeles o ceramicas entre otros andamios. Todos
nichos apropiados para estimular la diferenciacion condral de las CTM. El uso
de CTM como alternativa celular promete la regeneracion del tejido
cartilaginoso dado que estas células pueden funcionar de dos maneras
promoviendo la condrogénesis en una lesion condral; primeramente tiene la
facultad de producir citocinas mediadoras de la respuesta inflamatoria
reduciendo asi la formacion de tejido fibroso, en segundo lugar las CTM
poseen la facultad de generar células condrales que produzcan matriz
cartilaginosa, promoviendo la reparacion de la superficie articular generando
un tejido con propiedades biomecanicas equiparables a las del cartilago
articular nativo

En el Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INR-
LGIl), nuestra linea de investigacion esta enfocada en la regeneracion del
cartilago articular para evitar el proceso degenerativo de la osteoartritis. (56)
El tratamiento de las lesiones condrales de la rodilla en pacientes jovenes
sobretodo, empleando condrocitos autdlogos se ha convertido en una
alternativa de tratamiento segura y beneficiosa en algunos paises de Europa,
Asia y Estados Unidos desde la década de los 90s. En México con apoyo de
Conacyt nuestro grupo de investigaciéon ha producido la técnica en ensayos
clinicos controlados como parte de un estudio piloto para evaluar la Seguridad
y Eficacia con resultados satisfactorios a corto y mediano plazo.

Sin embargo en este tratamiento se requieren la utilizacion de factor

estimulante colonias de granulocitos, para movilizar CTM de médula 6sea a
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sangre periferica con los riesgos y limitaciones que conlleva. Como es evidente
esta técnica aumenta el riesgo y el costo del tratamiento.

El proposito de este estudio es aislar CTM de liquido sinovial (LS), y
caracterizarla a la linea celular condral, util para la regenracion condral, como

a las lineas celulares adipogénica, osteogénica.

Pregunta de Investigacion

¢ Sera posible aislar y caracterizar Células Troncales Mesenquimales, que
presenten caracteristicas histologicas y bioquimicas similares al cartilago
articular nativo, a partir de liquido sinovial de articulacién de rodilla y cadera en

pacientes con Osteoartrosis?
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IV. Hipdtesis

Las CTM humanas pueden ser obtenidas de liquido sinovial y ser diferenciadas
a un fenotipo condral, manteniendo caracteristicas histologicas y moleculares

propias de condrocitos de cartilago articular en cultivo en monocapa.

V. Objetivos
A. General
Aislar células troncales mesenquimales obtenidas de liquido sinovial de
articulacion de rodilla y cadera, cultivarlas y diferenciarlas in vitro a un
fenotipo condral, en pozos en monocapa, asi como a linea osteogénica, y
adipogénica, corroborando su morfologia celular al termino del proceso de

diferenciacion.

B. Especificos

i.  Determinar un método de toma de muestra, liquido sinovial, a partir
de las articulaciones de rodilla y cadera de pacientes con
osteoartrosis y aislamiento de células troncales.

ii. Realizar citometria de flujo para caracterizar e identificar células
troncales mesenquimales mediante la utilizacion de marcadores de
superficie celular CD90, CD73, CD105.

iii.  Diferenciar in vitro las células troncales mesenquimales de
articulaciones de rodilla y cadera obtenidas a partir de liquido
sinovial y diferenciarlas a las tres lineas celulares (condrogénica,

adipogénica, osteogénica)
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VI.

iv.

Material y Métodos

Disefio del estudio
Estudio Descriptivo, tipo piloto.

. Tamano de la muestra

Al tratarse de un estudio preclinico piloto, no se considera de forma estricta
estimar un tamafo especifico de la muestra. Sin embargo de acuerdo a
estudios similares dentro de la literatura, se han considerado un numero de
12 muestras de liquido sinovial de pacientes entre 18 y 80 afios de edad de los
servicio de ortopedia del deporte y artroscopia y del servicio de Reconstruccion
articular de cadera y rodilla(6) programados para procedimiento artroscopico o
artroplastia total primaria de cadera, con el objetivo de valorar factibilidad y

seguridad de los procedimientos a realizar.

Instalaciones

Este proyecto de investigacion se llevd a cabo en la Unidad de Biotecnologia
y Terapia Celular del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra
Ibarra”. (Fig. 1), con certificacion ISO 900-2008, ubicada dentro del area blanca
de quiréfanos de la institucion, a pocos metros del quiréfano donde se
realizaron los procedimientos de toma de muestra.

Ademas de los servicios de Ortopedia del Deporte y Artroscopia y
Reconstruccion Articular de Cadera y Rodilla del adulto.

Diseino Experimental

Estudio descriptivo, tipo piloto, se incluyeron 12 pacientes de ambos géneros
con diagndstico de OA, programados para cirugias de artroscopia de rodilla, y

reemplazo articular total de cadera.
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e Criterios de inclusiéon

o

o

Ambos géneros

Edad entre 18 a 80 afios

Osteoartritis grados | a IV

Pacientes programados para artroscopia, artroplastia

total de cadera.

e Criterios de exclusion

Enfermedades reumaticas

Artropatia por cristales

Artrosis generalizada

Artritis séptica

Proceso infeccioso general o localizado
Antecedentes de enfermedades o deficiencias del

sistema hematopoyético.

e Criterios de eliminacion

o

o

Contaminacién de la muestra.

Muestras tomadas con derivados alcoholados o
lidocaina

Coagulacién de las muestras

Liquido sinovial con presencia de abundante sangre
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v. Descripcion de las variables de estudio

Variable Definicién de Definicién Tipo Categoria
variable operativa

Edad Tiempo Tiempo de vida | Cuantitativa | Afhos
transcurrido a | en afios al | Continua
partir del | momento del
nacimiento estudio
expresado en | registrado en el
anos expediente.

Genero Término Caracteristicas | Cualitativa Masculino
biolégico que | bioldgicas que | Nominal Femenino
denota al sexo | definen mujer | Dicotdmica

y hombre;
registrado en el
expediente.

Nimero de | Unidad Numero de | Cuantitativa Numeral

Células morfoldgica vy | células Discreta

Aisladas funcional de | presentes en la
todo servivo. | muestra

obtenida  de
liquido sinovial
y médula dsea.

Viabilidad Dinamismo de | Ceulas que se | Cuantitativa Expresao en

Celular una persona o | observen vivas | continua porcentaje.
cosa gque | en cama de De 0% a
manifiesta Neubauer. 100%
cierta energia.
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Vi.

Presencia de | Moléculas Presencia  de | Cualitativo Positivo
marcadores reconocen marcadores nominal Negativo.
de superficie. | ciertos celulares Dicotédmico
CD 90, CD 75, | anticuerpos,
CD 103 usadas para la
identificacion
del tipo de
célula
Osteoartritis | Enfermedad de | Grado de | Cuantitativo ||
las severidad de | discreto Il
articulaciones | lesidn del Il
o coyunturas | cartilago v
que afecta | articular en
principalmente | rodilla.
al cartilago

Descripcion de la intervencidn.

Este estudio involucré a 4 cirujanos del servicio de Ortopedia del Deporte y
Artroscopia y de tres cirujanos del servicio de Reconstruccion Articular de Cadera
y Rodilla del Adulto del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra
Ibarra” (INR.LGII) quienes realizaron las cirugias programadas. El presente
estudio contd con la aprobacién por parte del Comité de Etica e Investigacion del

[.N.R.L.G.l.l. con numero de registro 80/17.

Después de la captacion de los pacientes y previo consentimiento informado
escrito y firmado (ver anexos). Los pacientes programados para procedimientos
artroscépicos, como reconstruccion artroscopica de ligamento cruzado anterior,
tratamiento de lesiones meniscales, asi como programados para artroplastia total
de cadera, los que se encontraban entre las edades de 18 a 80 anos de edad,
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vil.

viii.

fueron considerados para ser candidatos para este estudio. Quienes cumplieron
los criterios de inclusion, criterios de exclusion.

Los pacientes firmaron el consentimiento informado antes de las cirugias. Los
pacientes siguieron el protocolo preoperatorio convencional segun hayan sido
sometidos a procedimientos artroscopicos o artroplastia total de cadera y rodilla

Obtencion de la muestra de liquido sinovial.

Los pacientes incluidos en este estudio, fueron los que presentaron algun grado
de OA, en las cirugias programadas en los servicios de artroscopia y reemplazos
articulares y quienes previamente firmaron el consentimiento informado.

Los pacientes fueron sometidos a procedimiento anestésico espinal mas bloqueo
regional. Se procedio a lavado de extremidad pélvica con solucién isodine, y
posterior colocado de campos quirurgicos. En los procedimientos artroscépicos se
identificd area de artrocentesis, en la interseccion de dos lineas la primera a 3 cm
paralelo al borde superior de la patela, la segunda a 3 cm paralelo al borde lateral
de la patela, en direccion a el fondo cuadricipital se realiz6 artrocentesis e
infiltracion de solucion fisiologica en cantidad de 40 ml. Posteriormente se realizo
apertura de portal antero lateral convencional, e introduccion de camisa de
artroscoépico, y se procedid a colectar liquido sinovial mas solucidn fisiolégica
administrada.

En los pacientes sometidos a artroplastia de cadera, siguieron los procedimientos
establecidos en cada caso, posteriormente a realizar la artrotomia se procedio a

toma de muestra de liquido sinovial con jeringas de 10 ml.

Preparado del medio de cultivo.
La generacion del medio de cultivo enriquecido para la diferenciacion
condrogénica consta de los siguientes pasos:

a. Fase 1.- Toma se suero autélogo: El paciente se citd en ayuno para
toma de sangre total. Se punciond la vena cefalica o basilica para
obtencidn de sangre total (450 ml aproximadamente) y se obtuvo suero
mediante procedimiento estandarizado de laboratorio. El suero se llevo
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a laboratorio de biotecnologia donde se inactivo a 56°C por 30 minutos,
posteriormente filtrado (22um), formando alicuotas y almacenado a -
22°C.

b. Fase 2.- Preparaciéon del medio: se adicion6 DMEM F-12 en 20% al
suero del paciente y antibiotico y antimicoético al 1%. El medio preparado
se administrara al cultivo de CTMs, ademas se formaran alicuotas y se

conservaran a -22°C.

ix. Transporte de muestra a Laboratorio y conteo celular.
Obtenida la muestra de liquido sinovial, esta es transportada a la unidad
Quirurgica de Biotecnologia y Terapia Celular, ubicada dentro del area blanca de

quirdfano. (figura 1) En jeringas de 20 ml estériles.

Figura 1 Unidad Quirargica de Biotecnologia y Terapia Celular,

ubicada dentro del area blanca de quiréfano.
En campana de flujo se procede a vaciar la muestra de liquido sinovial de la jeringa
de transporte a tubos de polipropileno tipo Falcon™ de 15 ml de capacidad. Para
posteriormente realizar centrifugado de las muestras a 1500 rpm por 10 minutos,
en centrifugador Sorvail Legend™ XT/XF (ThermoFisher). Posteriormente se
realiza decantado de sobrenadante, y se adiciona medio de cultivo para completar
volumen a 5 ml, para realizar resuspendido con vortex, por 15 segundos.

Posteriormente se toma muestra de 10 ul para ser llevado a una caja de 96 pocillos
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donde se adiciona 10 ul de azul tripano, y posteriormente ser leido en el
microscopio a 10 X en la camara de Neubauer. Ademas, se tomo6 muestra de 500
ul para posteriormente realizar la caracterizacion del linaje celular.
Determinacién de fenotipo por citometria

Antes de sembrar las células se tom6 500 ul de la muestra para determinar el
fenotipo, para la evaluacion de la presencia de marcadores celulares de CTM por
citometria de flujo. El procedimiento de marcaje se realizé como sigue: Una vez
que las células han sido separadas del sobrenadante y resuspendidas con medio
de cultivo. Estas células fueron depositadas en tubos de poliestireno [Falcon;
Becton-Dickinson (BD)] con 10 ul del anticuerpo en suspension para marcadores
de superficie celular y se dejaron incubar por 30 minutos a 4°C. Los anticuerpos
monoclonales (directamente conjugado) aplicados fueron: FITC-conjugado CD90,
PerCP-Cy CD73, PE CD105. [BD Bioscience]. (ver figura 2)

LAC 904105/73.003

CD73:2.34%

LAC 90{105/73.003

LAC 90/105(73.003

102

FL1-CDA0

T10? 10! 102 0? 10 10! 108
FL3-CD73 FL2-CD105

CD90-CD105: 12.77% CD105-CD73:1.94% " CD90-CD73: 1.41%

Figura 2. Citometria de flujo realizado en citdmetro FacsCalibur,
programa utilizado BcellQuest Pro. Se observa los tres marcadores de
superficie celular CD73, CD90, CDO0105 (fila superior). Y células que
comparten los marcadores de superficie celular CD90-CD105, CD105-
CD73, CD90-CD73.
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Xi.

Xil.

Sembrado de la muestra de liquido sinovial

Del resuspendido celular se procede a sembrar la muestra en tres frascos para
cultivo celular (T75 ThermoFisher SCIENTIFIC), con un volumen de 1.66 ml en
cada frasco de cultivo, posteriormente de adicioné medio de cultivo para completar
volumen a 2.5 ml. En cada frasco de cultivo. Para ser depositados en las
incubadoras CO, compacta. A 37°C de temperatura y 5% de CO..

Control de proliferacion celular

A las 24 horas de cultivo celular se realizo lavado de cultivo con medio de cultivo
la base del cual es Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) enriquecido con
20% de suero autdlogo, con el objetivo de realizar lavado vy retirar los glébulos
rojos restantes. Para posteriormente realizar control de proliferacion en las cajas
de cultivo celular cada 24 horas, hasta alcanzar, proliferacion superior al 80%. (ver
figura 3)

El cambio de medio de cultivo se realizé cada 72 horas.

Figura 3 Fotografia de los controles de proliferacion celular de las CTMs aisladas
de liquido sinovial. De articulacién de rodilla. Se cultivaron 50,000 células por caja
de cultivo. Con medio DMEM, 20% se suero antdlogo y 1% de
antibiotico/antimicotico. Controles a los dias: A. Dia de siembra. B. Cinco dias de
cultivo C. Diez Dias de cultivo. D. Quince dias de cultivo E. Veinte dias de cultivo E.
Confluencia > 80% a los 30 dias de cultivo.
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xiii.

Xiv.

XV.

Tripsinisado celular.

Alcanzada la proliferacion celular superior al 80%, se procede a tripsinisado de
células de las cajas de cultivo celular este procedimiento se llevo a cabo
depositando Tripsina [BD Difco™ Trypsin] en las cajas de cultivo, y posteriormente
se introduce la caja de cultivo en la incubadora de vibracion orbital a 75 rpm por
10 minutos, con el objetivo de desprender las células de la caja de cultivo celular.
Para posteriormente sembrar las células en tres pozos de cajas de cultivo de 12
pozos, sobre cubreobjetos circulares.

Diferenciacién a las tres lineas celulares.

Una vez sembradas las células a razén de 5x10° se procedio a colocado de medio
de diferenciacion de la siguiente manera:

Para la linea adipogénica se utilizo6 medio de diferenciacion de adipocitos
[StemMACS AdipoDiff Media human 100 ml] que contiene DMEM, L-Glutamina,
Suero fetal bovino, suplementos. (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum,
Supplements). Para la diferenciacion a la linea condrogénica se utilizo:
[StemMACS ChondroDiff Media human 100ml] que contiene: DMEM, L-Glutamina,
Suero Fetal Bovino, suplementos [DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum,
Supplements]. Para la diferenciacion a linea osteogénica se utilizo: [StemMACS
OsteoDiff Media human 100ml] que contiene: DMEM, L-Glutamina, Suero Fetal
Bovino, suplementos [DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements].
Los cultivos se mantuvieron por lapso de 14 dias para la diferenciacion osteocitos,
y condrocitos, para los adipocitos se mantuvieron en cultivo por lapso de 21 dias.
Tincion para diferenciacion celular.

En las tres lineas celulares, de cadera como de rodilla, se procedi6 a retirar los
cubreobjetos, donde se sembraron las células, para su colocado en portarobjetos
y realizar la tincidn celular.

Tejido cartilaginoso: La diferenciacion condrogénica de CTM en cajas de cultivo
celular da como resultado la formacion de cartilago con una matriz extracelular
tipica. Una molécula clave: ademas de colageno tipo Il dentro de esta matriz
extracelular, es el proteoglicano agrecano. El agrecano puede utilizarse como
indicador de la formacion de cartilago y puede detectarse con Azul Aciano que es
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un tinte que contiene color azul cobre oscuro.(57) Se procedi6 a realizar la tincién
de la siguiente manera:

e Fijado de células con solucion acido acético al 3% por 3
minutos.

e Adicion de azul alciano 1% (pH 2.5), tefido en cuarto oscuro por
20 minutos.

e Lavado con agua de llave por 5 minutos.

e Enjuagado con agua destilada.

¢ Adicion de acido periédico 0.5%, tenido en cuarto oscuro por 10
minutos.

e Lavado con agua de llave por 5 minutos.

e Adicionamos reactivo Schiff por 20 minutos.

e Lavamos con agua de llave.

e Enjuagado con agua destilada.

¢ Finalmente tefimos con hematoxilina eosina.

Y Posteriormente procedemos tomar fotografia con camara microscopico

CMEX 5 (DC5000C) (figura 4)

3 N

Cadera.

Figura 4 Tincién azul alciano en células diferenciadas de Rodilla como de cadera,
donde resalta la presencia de agrecano (color azul), indicador de la formacién de

cartilago.
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Tejido Adiposo: Tincion rojo O oleosa es un ensayo que se realizé para detectar
cultivos adipogénicos con tincion para detectar adipocitos maduros. (58)Esta tincion
se llevo a cabo de la siguiente forma:

e Preparamos la solucion con 300 mg de aceite rojo y agregandole 100 mi
de isopropanolol al 99%.

e Enlacampana de flujo mezclamos 3 partes (30ml) de la solucion de aceite
rojo O con 2 partes (20ml) de agua desionizada y dejo reposar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. (Esta solucion es estable
durante no mas de 2 horas por lo que se utilizé en el momento.

e Se fijaron las células con solucion de formalina. Por 2 minutos

e Se enjuagd suavemente con 2 ml de agua estéril a cada pocillo.

e Agregamos 2 ml de isopropanol al 60% para cubrir la laminilla con células
cultivadas. Y se dejo reposar por 2-5 minutos.

e Enjuague con solucion de agua destilada.

e Agregamos 2 ml de la solucion de aceite rojo O, para que las celdas
queden totalmente cubiertas. Reposo por 5 minutos.

Tejido Osteogénico: Los osteoblastos son fibroblastos especializados que secretan

y mineralizan la matriz désea, se desarrollan a partir de los precursores
mesenquimatosos, la matriz extracelular mineralizada esta compuesta
principalmente de colageno tipo | y cantidades mas pequefas pero significativas de
osteocalcina (OC), osteopontina (OPN) sialoproteina 6sea (BSP), y mineral
inorganica hidroxiapatita.

Los osteoblastos en fase de proliferacion muestran actividad con tincion de
fosfatasa alcalina (PA), estas células se observan de color azul violeta por la
presencia de fosfatasa alcalina (PA)(59). Esta tincion de realizé de la siguiente

manera:

e Disolvemos 2 gr de rojo alizarin s en 100 ml de agua destilada, se ajusto
pH a 4.1 se filtra y guarda en cuarto oscuro.

e Lavado de células, se aspira el medio, con cuidado se lavd con solucion
PBS (Dulbecco’s), sin romper la monocapa.

e Se fij6 con solucién neutral de formalina (10%) cubriendo la monocapa
por completo por 30 minutos

e Lavado de monocapa celular con agua destilada.

e Se adicion6 suficiente solucion de rojo alizarin S hasta cubrir la
monocapa, se reposos en cuarto oscuro por 45 minutos.
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XVii.

e Se lava la monocapa en 4 oportunidades con agua destilada, y se
adiciona PBS para su visualizacion al microscopio.

Inmunofluorescencia

En las tres lineas celulares de cadera y rodilla se realizé inmunofluorescencia.
Linea osteoblastica se utilizd (Anti-RUNX2 antibody[ab23981]) y el Anti-
Osteopontin antibody (ab8448).

Linea condrogénica se utilizo: Anti-Sox9 antibody (ab26414) y el Anti-Collagen |l
antibody (ab21291).

Linea adipogénica: se utilizé: Anti-Lipoprotein lipase antibody [LPL.A4](ab2135)
Se utilizé Perm wash (KIT- BD Cytofix/Cytoperm- 554722) al 1X, se hizo tres
lavados por 2 min cada muestra, posteriormente se agregdé la solucion
Cytitofix/cytoperm al 1X hasta cubrir por 2 hrs, pasadas las 2 hrs se colocarén Spl
de los anticuerpos primarios en el boton hasta cubrir, se cubrieron y se dejaron a
-4°C para evitar la desnaturalizacion, por 12 horas en la noche. Pasadas 24hrs se
lavarén con Perm wash, se colocaron los anticuerpos secundarios durante 1 hrs
30 min, al terminar este tiempo se lavé con Perm wash una vez y se coloco el
reactivo para tefiir nucleos (Hoechst-33258) diluido en agua destilada al 1X por 10
min, se lavo nuevamente con Perm wash se retir6 y se agregé Perm wash para
su observacién al microscopio. (se observo en cuarto oscuro para no perder la
luminiscencia)

Analisis Estadistico

Los datos de este estudio fueron almacenados en base de datos de Excell
(Microsoft Office para MAC®), procesados con el programa SPSS IBM (V.22.0). El
Analisis de realiz6 por el principio de intentar a tratar, de acuerdo con el objetivo
general y la presencia de variables que implican muestras parameétricas, se planed
la aplicacién de la prueba estadistica ANOVA de dos vias; considerandose que
esta prueba estadistica es de las mas potentes. Teniendo, asi como factor uno los
grupos (rodilla, cadera) y el factor dos, las variables (Fenotipo, y expansion
celular). Se tomaran como significativos los valores de p que sean menores a 0.05
(p< a 0.05).
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VIl. Aspectos Eticos

Nos encargamos de realizar, una platica informativa con especialistas de
Ortopedia en donde se les explico, previo a ofrecer el consentimiento informado,
(ver anexos) en qué consistia en protocolo, con el fin de poder contar con una
nueva fuente de CTMs, sin necesidad de administracion medicamentosa previa.
Con esta informacion a detalle, y habiéndoles explicado a los pacientes que, en
caso de no aceptar participar, que sus lesiones en sus rodillas y caderas, motivo
de programacion quirurgica, seran tratados como fueron programados desde la
consulta externa, sin restriccion alguna. Una vez que los pacientes aceptaron
participar en este protocolo y firmaran el consentimiento informado, se procedio

a explicarles, los beneficios futuros propios de este protocolo de investigacion.
a. Método que se utilizé para obtener el consentimiento informado
Se realizé una charla explicativa donde participaron todas las areas
meédicas del protocolo de estudid, usando un lenguaje coloquial,
dirigido a los pacientes, en donde se les explico en qué consistia el
protocolo, sus alcances, compromiso y expectativas en relacion a su
situaciéon de salud. Al terminar dicha platica un médico ortopedista con
especialidad en Artroscopia y Lesiones Deportivas integrante del
equipo de investigadores de este proyecto, resolvié cualquier duda o
inquietud que tuvieron los pacientes, les leyd el consentimiento
informado, y les preguntd sobre su autorizacion o no a participar. Una
vez teniendo la autorizacion del paciente para participar en el
protocolo, se les dio un directorio de los médicos y servicios
participantes en este protocolo, asi como teléfonos de contacto con
meédicos responsables del proyecto a quienes pudieran recurrir en

cualquier momento. (Ver anexos).

b. Riesgos fisicos, sociales o legales a los que pudieron verse
sometidos los pacientes.
Los pacientes que aceptaron participar en este protocolo, por el hecho
de tener una patologia establecida en su articulacion (rodilla, cadera),
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y estar programados para procedimiento quirurgico establecido, sin
que la toma de la muestra, liquido sinovial, altere el procedimiento
previamente planificado, tuvieron riesgos relativos propios de una
cirugia en rodilla (artroscopia) y cadera (artroplastia total de cadera),
como artrofibrosis, sinovitis, infeccion, entre otros, los cuales fueron

explicados previo a la firma del consentimiento informado.

Métodos utilizados para minimizar los riesgos principales.
Todas las maniobras quirdrgicas de este protocolo, que son por
definicion las que podian conllevar un riesgo ya mencionado, fueron
realizadas en el quiréfano 6 y 7 y 2 de Ortopedia del Instituto Nacional
de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” el cual cuenta con
certificacion ISO-9000 y por parte de la secretaria de salud. Los
meédicos que realizaron las cirugias programadas son médicos
adscritos al servicio de Ortopedia del Deporte y Artroscopia, asi como
al servicio de Reconstruccion Articular de Cadera y Rodilla del INR,
con amplia experiencia en el manejo de estas patologias,
asegurandose de contar en todos los casos con todo el equipo
necesario para la realizacion de las cirugias, disminuyendo asi al
minimo cualquier posibilidad de riesgo.

De todos modos, en caso de presentarse efectos adversos graves e
inesperados o no descrito, o evidencia inequivoca del perjuicio del
procedimiento de toma de muestra propia del presente proyecto, se
consideraron estos como motivos para la interrupcion prematura del

estudio con aviso inmediato al comité de investigacion del INR “LGII”.

Beneficios potenciales que puedan obtener los participantes en
el estudio.

Los pacientes que aceptaron participar en este protocolo, recibieron
atencion médica integral por parte de un grupo multidisciplinario de
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alta especialidad con profesionales del INR LGIl que estuvieron
atentos a su manejo y evolucion durante el proceso que duro este
estudio. Cabe mencionar, por ultimo, que el paciente que aceptd
participar en este proyecto y firmo6 una carta compromiso de apego al
tratamiento, fue exento de cualquier tipo de pago extra por el desarrollo
de la investigacion.

El presente estudio tiene registro en el Comité de investigacion del
Instituto Nacional de Rehabilitacion con numero 80/17.

. Presupuesto

Este es un proyecto que conté con un financiamiento asignado de
10000 $ por parte del Hospital de Especialidades de Nueva York. Este
fondo mas el apoyo de infraestructura y recursos humanos dado por
el Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII de la Secretaria de Salud,
hizo posible que este estudio fuera autofinanciado y no implicara costo
alguno para los pacientes que eligieron participar, dejando inversion

en infraestructura en el hospital sede de este estudio.
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VIIL.

a.

Resultados

Descripcion demografica Se describe la poblacion involucrada en este
protocolo, donde se describieron todas las variables cuantitativas y cualitativas,
se hicieron pruebas de normalidad y se compararon los valores de los
marcadores de superficie celular de las CTMs al momento de toma de muestra,
y una segunda lectura al lograr confluencia celular en los cultivos in vitro,
superior al 80%. Con la descripcion demografica y las comparaciones a priori
se demostré que las poblaciones no eran diferentes antes de la intervencion
realizada. (Tabla 2)

Los pacientes pertenecieron a ambos géneros en la poblacion objetivo se
observo dentro del género femenino a 8 (66.66%) y al género masculino 4
(33.33%), en el grupo de rodilla de un total de 7 pacientes (100%), en el género
femenino 3 (42.85%), masculino 4 (57.14%). Para el grupo de cadera 5
pacientes del género femenino (100%). Con una edad media de 48.28 afios una
edad minima de 23 afos y maxima de 79 anos. En el grupo de rodilla edad
promedio de 40.66, edad maxima de 44 afios, edad minima de 23. En el grupo
de cadera edad promedio de 63.28 (rango de 62 a 79).

Género

Rodilla

Cadera

Total

Femenino

3
(42.85%)

5
(100%)

8
(66.6%)

Masculino

4
(57.14%)

0
(0%)

4
(33.33%)

Edad

40.66
(23-44)

63.28
(62-63.38)

47.83
(23-79)

Tabla2 Datos demograficos, de la poblacion involucrada en el presente estudio.

Para la clasificacion de OA se utilizd la clasificacion del ICRS obteniéndose en la
poblacién objetivo, grado IV 7 pacientes (58.33%), grado Il 2 (16.6%), Grado | 3

(25
(42

%). Para el grupo de rodilla, grado IV 2 (28.5%). Grado Il 2 (28.5%), Grado | 3
.85%). En el grupo de cadera 5 pacientes (100%) tenian grado IV OA segun la

clasificacion del ICRS.

Con respecto al volumen inicial de muestra se obtuvo un volumen de 17.25 ml

(rango de 45 a 1 ml). En el grupo de rodilla volumen inicial de 22.3 ml (rango de 45

36



a 3.5 ml). En el grupo de cadera se obtuvo volumen inicial de muestra de 2.8 (rango
de 5a 1 ml).

b. Obtencion de medio de cultivo celular autélogo a partir de suero del
paciente.
Se obtuvieron 450 ml de suero del paciente, los cuales fueron inactivados a 56°C
por 30 minutos, posteriormente fueron filtrados con unidades de filtro estériles
desechables con membrana de CN Nalgene™ Rapid-Flow. (ThermoScientific™
450-0045) de 0.45um de diametro, se procedidé a almacenar en alicuotas de 15ml
en tubos de cultivo de 15ml. Se almacenaron a -80°C hasta el momento de su

empleo en cultivo.

c. Aislamiento de células CTM a partir de liquido sinovial.
De los 17.25 ml, en promedio, de liquido sinovial obtenidos de articulacion de
cadera o rodilla de pacientes programados para procedimientos artroscopicos o
artroplastias totales, se obtuvieron un promedio de 2,295,417 células vivas con
viabilidad del 60%. Las cuales se sometieron a marcadores de superficie celular
con anti-CD90, anti-CD73, anti-CD105, se obtuvieron la siguiente relacion:
CD73: 7.77%, CD90: 5.20%, CD105: 18.05, CD90-CD105: 2.29%, CD105-
CD73: 9.68%, CD90-CD73: 1.48%, siendo el porcentaje de células que
compartian los tres marcadores de superficie celular: 4.50%.
El conteo inicial de células fue de 2.29x10° (rango de 4.59x10° a 2.05x10°)
El conteo en el grupo de rodilla fue de 2.48x10° (rango de 4.59x10° a 8x10°)
En el grupo de cadera se obtuvo como conteo inicial 1.97x10° (rango de 2.6x10°
a 2.05x10°)

d. Viabilidad celular de muestra aislada de liquido sinovial.
Después del aislamiento, de determind la viabilidad de la poblacion celular
obtenida a partir de liquido sinovial mediante la técnica de Azul Tripan y camara
de Nebauer. Se obtuvieron un global de 58% de viabilidad (rango de 90% a 10%)
del total de células aisladas de liquido sinovial.

37



Para el grupo de rodilla se observé una viabilidad de 61% (rango de 90% a 33%.
En el grupo de cadera se observo viabilidad de 49.71% (rango de 86.60% a
9.80%).

. Expansion en cultivo in vitro de las CTMs aisladas de liquido sinovial

Las células aisladas de LS de rodilla y de cadera, después del seguimiento en
cultivo primario mostraron una morfologia alargada cuando se cultivaron con
medio DMEM suplementado con 20% de suero autélogo. (Figura 3)

El conteo final de cultivo primario de células fue de 9.91x10° (rango de 2.98x10°
a 2.9x10°)

El conteo final de cultivo primario del grupo de rodilla fue de 7.30x10° (rango de
1.38x10° a 3.2x10°)

En el grupo de cadera se obtuvo como conteo final de cultivo primario 1.25x10°
(rango de 2.98x10° a 2.90x10°)

Viabilidad celular al final del cultivo primario.

Después de realizar el cultivo primario se determiné la viabilidad celular global
de 91.84% (rango de 97.09 a 80%), para el grupo de rodilla viabilidad del 93.45%
(rango de 97.09% a 83.10%). En el grupo de cadera viabilidad de 89.76% (rango
de 97% a 80%). Se realizo la comparacion entre la viabilidad inicial y la de cultivo
primario tomando como factor la articulaciéon a partir de donde se tomoé la
muestra, se realizd analisis bivariado donde no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre la viabilidad inicial (p 0.268) asi como la

viabilidad de cultivo primario (p 0.194) (figura 9)
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Figura 9. Valoracion de viabilidad celular al inicio de cultivo y al final del cultivo
primario, a partir de la articulacién de la que fue aislada las CTM. No se observan
diferencias estadisticamente significativas. p>0.05.

. Inmunofenotipo de las células CTMs después de ser aisladas de liquido
sinovial.

Se logro establecer el inmunofenotipo de las células CTMs, aisladas de LS con
el panel de anticuerpos para células troncales mesenquimales, CD90, CD73,
CD105, CD90-CD105, CD105-CD73, CD90-CD73.

. Inmunofenotipo de las células CTM después de ser aisladas de liquido
sinovial de articulacion de rodilla.

Estas células mostraron una morfologia alargada. (Figura 5)

Después que se obtuvo la muestra de LS de la articulacién de rodilla el marcador
predominante fue el CD105 (20.5%), seguidas por CD73 (10.56%), y CD90
(5.19%). Cuando se realizé la lectura del porcentaje de células que compartian
marcadores celulares se vio predominio de aquellos que compartian CD105-
CD73 (3.09%). (tabla 3)
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Figura 5 Citometria de flujo realizado en citometro FacsCalibur, programa
utilizado BcellQuest Pro. Tras cultivo primario (Confluencia mayor al 80%). Se
observa los tres marcadores de superficie celular CD73, CD90, CD0105 (fila
superior). Y células que comparten los marcadores

Inmunofenotipo de las células CTM después de ser aisladas de liquido
sinovial de articulacion de cadera.

Estas células mostraron una morfologia alargada (Figura 6)

A partir de la muestra de LS se establecio que los marcadores evaluados (CD90,
CD73, CD105, CD90-CD105, CD105-CD73, CD90-CD73) estaban por debajo
del 10%. Mientras que los marcadores de CTM en conjunto disminuyeron por
debajo del 5%. (figura 6) (tabla 3)

Inmunofenotipo de las células CTM aisladas de liquido sinovial de
articulacion de rodilla después del cultivo primario

Tras el cultivo de las células CTMs aisladas a partir de LS de articulacion de
rodilla, por un lapso de 25 dias, llegaron a confluencias superiores al 80%, el

marcador de superficie celular en mayor porcentaje fue el CD90, seguido del
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marcador CD73 y por ultimo del CD105, pero los tres en mayor porcentaje en

relacion a cuando fueron aisladas de la articulacion. (Figura 6) (tabla 3)

Marcador de superficie celular Rodilla Cadera Global
CD 73 inicial 10.56% 3.85% 7.77%
CD 90 inicial 5.19% 5.22% 5.20%
CD 105 inicial 20.17% 15.08% | 18.05%
CD90-CD105 inicial 2.46% 2.05% 2.29%
CD105-CD73 inicial 3.09% 18.91% | 9.68%
CD90-CD73 inicial 1.82% 1.00% 1.48%
Comparten CD's inicial 2.49% 7.32% 4.50%
CD 73 CP 89.19% 88.81% | 89.03%
CD 90 cP 91.38% 90.92% | 91.19%
CD 105 CcP 76.64% 77.09% | 76.83%
CD90-CD105 CP 72.12% 72.79% | 72.40%
CD105-CD73 CP 60.10% 67.57% | 63.21%
CD90-CD73 CP 82.32% 82.45% | 82.37%
Comparten CD’s CP 69.81% 75.50% 72.18%

Tabla 3. Inmunofenotipo de marcadores de superficie celular, tomando como
factor la articulacidon de rodilla y cadera. y el global de ambas articulaciones. Se
puede observar incremento en el porcentaje de marcadores celulares al final del
cultivo primario (CP), en relacién a los marcadores de superficie al inicio del

cultivo.

. Inmunofenotipo de las células CTM aisladas de liquido sinovial de
articulacion de cadera después del cultivo primario.

Tras el cultivo de las células CTMs aisladas a partir de LS de la articulacion de
cadera en un lapso de 25 dias, para llegar a confluencias superiores al 80%, el
marcador de superficie celular mayormente expresado fue CD90, seguido del
CD73 y finalmente el CD105, todos con mayor expresion en relacion a cuando

fueron aislados de la articulacion de cadera. (figura 6) (tabla 3)

41



[@CD30-CD105 Inidial
[@CD105-CD73 Inicial
125.007 [ CD30-CD73 Inicial
@ CD90-CD105 CP
[JCD105-CD73 CP
[@CD30-CD73 CP

100.004

75.004

Media

50.007

25.004

0.00

T T
Rodilla Cadera

Articulacion

Barras de error: 95% ClI

Figura 6 Inmunofenotipo de marcadores de superficie compartidos de las células
aisladas de liquido sinovial, y tras cultivo primario, establecido por citometria de
flujo de las muestras obtenidas de articulacion de rodilla y cadera. Se realizo
prueba de ANOVA (Kruskal-Wallis) entre los grupos sin embargo no se
observaron diferencias estadisticamente significativas. Aisladas p=.8075;
cultivo primario p=0.5698.

Se realizd el contraste del porcentaje de las células que comparten los tres
marcadores de superficie celular (CD90, CD73, CD105), al inicio del cultivo y al
final del cultivo primario, tomando como factor de agrupacion la articulacién a
partir de la cual fueron aisladas las muestras (Rodilla o Cadera), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas con la prueba estadistica
bivariada. Observandose una p 0.578 al inicio del cultivo, y una p 0.580 al final

del cultivo primario. (figura 10)
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Figura 10. Inmunofenotipo del porcentaje de marcadores de superficie celular
compartidos al inicio del cultivo y al final del cultivo primario, tomando como
factor de agrupacion la articulacion a partir de donde fueron tomadas las
muestras. (Rodilla y Cadera). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas. p>0.05.

Ademas, se realizd, la comparacion de marcadores de superficie celular
compartidos al inicio del cultivo y al final del cultivo primario, tomando como
factor de agrupacion el grado de OA, en la articulacién a partir de la cual se
obtuvo la muestra. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas,
presentando los siguientes valores: CD90-CD105 inicial p0.699, CD105-CD73
inicial p0.537, CD90-CD73 inicial p0.700. y en los cultivos primarios CD90-
CD105 p0.168, CD105-CD73 p0.287, CD90-CD73 p 0.364. (Figura 11)
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Figura 11 Inmunofenotipo de marcadores de superficie compartidos al inicio del
cultivo y al final del cultivo primario, tomando como factor de agrupacion el grado
de OA segun la clasificacion del ICRS, realizando una prueba a de ANOVA
bivariado. No encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre
grupos p>0.05.

Se procedi6 a valorar el numero de células al momento de la siembra y al finalizar
el cultivo primario, de acuerdo a los tres grados de OA, observandose diferencia
estadisticamente significativa en la obtencién del numero inicial de células entre
los grados de OA p 0.022. Sin embargo, no se observd ninguna diferencia
estadisticamente significativa en el numero final de células tras el cultivo primario

p 0.491. (Figura 12)
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Figura 12 Numero inicial de células contrastadas con el numero de células al
final del cultivo primario, tomando como factor de agrupacion el grado de OA,
observandose diferencias estadisticamente significativas entre el numero inicial
de células p 0.022, y no se observo diferencia estadisticamente significativa
entre el numero final de células tras cultivo primario p>0.05.

Como parte de los objetivos también se procedié a valorar la viabilidad celular
inicial, al momento de la toma sembrar la muestra, y compararla con la viabilidad
al final del cultivo primario. Utilizando como factor de agrupacion el género de
los pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas para
la viabilidad inicial p 0.822; para la viabilidad al final de cultivo primario p 0.870.
Figura 13.
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Figura 13. Viabilidad celular, agrupados por género, medida al inicio posterior a
la siembra de la muestra, y al final del cultivo primario. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas, p>0.05, para ambos grupos.
Diferenciacion a un fenotipo condral de células CTMs aisladas de liquido
sinovial de articulacion de rodilla.

El proposito de este experimento fue corroborar los descrito en la literatura en
donde se han empleado varios compuestos quimicos que pueden favorecer la
diferenciacion a un linaje condral. (26,59)(60).

Como resultado del seguimiento por 14 dias de las condiciones experimentales
a las que fueron sometidas las células CTM-CD90+, CD73+, CD105+, aisladas
de liquido sinovial de articulacion de rodilla con previa induccion StemMACS
ChondroDiff Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum,
Supplements). Las células presentaron una morfologia redondeada (figura 7).
Semejantes a las de los condrocitos primarios.

Ademas, se observo la expresion de moléculas COL2A1 y AGR (ver figura 8).
Para la condicion de cultivo donde se empleé StemMACS ChondroDiff Media
human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements).

46



m. Diferenciacién a un fenotipo Osteogénico de células CTMs aisladas de
liquido sinovial de articulacion de rodilla
Como resultado del seguimiento por 14 dias de las condiciones experimentales
a las que fueron sometidas las CTMs CD90+, CD73+, CD105+, aisladas de
articulacion de rodilla con previa induccion StemMACS OsteoDiff Media human
100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements). Las células
presentaron  morfologia ligeramente alargado con  prolongaciones
citoplasmaticas escasas, semejantes a los osteocitos tipicos. (ver figura 7)
Ademas, se observo la expresion de moléculas RUNX2 y Osteopontina (ver
figura 6) Para la condicion de cultivo donde se emple6 StemMACS OsteoDiff
Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements).

n. Diferenciacién a un fenotipo Adipogénico de células CTMs aisladas de
liquido sinovial de articulacion de rodilla
En esta estirpe celular se realiz6 cultivo por 21 dias con las condiciones
experimentales a las que fueron sometidas las CTMs CD90+, CD73+, CD105+,
aisladas de articulacién de rodilla con previa induccion StemMACS AdipoDiff
Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements),
estas células presentaron morfologia redondeada semejantes a los adipocitos
uniloculares tipicos. (ver figura 7)
Ademas, se observo la expresion de moléculas Lipoproteinlipasa (LPL) (ver
figura 8) para las condiciones de cultivo donde se emple6 StemMACS AdipoDiff
Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements)
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Fig. 7 Diferenciacion de CTMs aisladas de liquido sinovial de articulacién de rodilla,
a las tres lineas celulares condrocitos con tincion azul alcian, osteocitos con tincion
fosfatasa alcalina, adipocitos tincién rojo Oleoso. (Muestras del mismo paciente)

o. Diferenciacion a un fenotipo condral de células CTMs aisladas de liquido
sinovial de articulacién de cadera.
El propdsito de este experimento fue corroborar los descrito en la literatura en
donde se han empleado varios compuestos quimicos que pueden favorecer la
diferenciacion a un linaje condral. A partir de liquido sinovial obtenido de
articulacion de cadera.
Como resultado del seguimiento por 14 dias de las condiciones experimentales
a las que fueron sometidas las células CTM-CD90+, CD73+, CD105+, aisladas
de liquido sinovial de articulaciéon de cadera con previa induccién StemMACS
ChondroDiff Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum,
Supplements). Las células presentaron una morfologia redondeada (ver figura
7.1). Semejantes a las de los condrocitos primarios.
Ademas, se observo la expresion de moléculas COL2A1 y AGR (ver figura 8).
Para la condicién de cultivo donde se empleé StemMACS ChondroDiff Media

human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements).
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p. Diferenciacién a un fenotipo Osteogénico de células CTMs aisladas de
liquido sinovial de articulacion de cadera
Como resultado del seguimiento por 14 dias de las condiciones experimentales
a las que fueron sometidas las CTMs CD90+, CD73+, CD105+, aisladas de
articulacion de rodilla con previa induccion StemMACS OsteoDiff Media human
100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements). Las células
presentaron  morfologia ligeramente alargado con  prolongaciones
citoplasmaticas escasas, semejantes a los osteocitos tipicos. (ver figura 7.1)
Ademas, se observo la expresion de moléculas RUNX2 y Osteopontina (ver
figura 8) Para la condicion de cultivo donde se emple6 StemMACS OsteoDiff
Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements.

g. Diferenciacién a un fenotipo Adipogénico de células CTMs aisladas de
liquido sinovial de articulacion de cadera
En esta estirpe celular se realiz6 cultivo por 21 dias con las condiciones
experimentales a las que fueron sometidas las CTMs CD90+, CD73+, CD105+,
aisladas de articulacién de rodilla con previa induccion StemMACS AdipoDiff
Media human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements),
estas células presentaron morfologia redondeada semejantes a los adipocitos
uniloculares tipicos. (ver figura 7.1).
Ademas, se observo la expresion de moléculas Lipoproteina lipasa. Para la
condicion de cultivo donde se emple6 StemMACS AdipoDiff Media human
100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements).
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Fig. 7.1 Diferenciacion de CTMs aisladas de liquido sinovial de articulacion de
cadera, a las tres lineas celulares condrocitos con tincion azul alcian, osteocitos con
tincion fosfatasa alcalina, adipocitos tincion rojo Oleoso. (Muestras del mismo
paciente)

r. Evaluacion del contenido de glucosaminoglicanos (GAGs) en tejido
neoformado.
Las caracteristicas histologicas del tejido neoformado por células cultivadas
fueron muy parecidas a las del cartilago hialino con células redondas
frecuentemente rodeadas de matriz extracelular; contrario a fibrocartilago con
presencia de células alargadas o elipticas. La estimacién en el contenido de
GAGs se realizé con tinciones de Azul Alciano, observandose una mayor tincién
en intensidad y extension del tejido formado por los cultivos diferenciados. (ver

figura 7)
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OPN/RUNX2 AGR/COL2A1 OPN/LPL

Rodilla

Cadera

Figura 8 Inmunofluorescencia se establecid la expresion de colageno 1a2 (Col 102
marcada con PercP de color rosa) y los nucleos se observan tefiidos de color azul.
En el tejido 6seo cultivadas en monocapa por dos semanas, se aprecia la expresion
de OPN en color verde y la expresion de RUNX (rojo), y los nucleos de color azul.
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IX. Discusién
Este estudio describe el desarrollo de una fuente de CTMs y su diferenciacion a
la linea condral, en modelo in vitro, proporcionando las bases para el desarrollo
de nuevas estrategias, para el tratamiento de lesiones condrales focalizadas en
articulacion de rodilla y cadera previniendo asi el desarrollo de Osteoartritis
temprana en pacientes jovenes.
Recientemente, la CTMs han tomado auge en el area de la ingenieria tisular,
siendo la médula 6sea la fuente principal de esta linea celular, considerandose
como el estandar de oro(61). Aligual que lo reportado en CTMs CD90+ aisladas
de otros tejidos como liquido sinovial(62)
A pesar de las diferentes fuentes celulares consideradas para la obtencion de
CTMs, la obtencion de estas células de MO continua siendo la fuente de
eleccidon. Muchos de los estudios disponibles en la actualidad reportan la
utilizacion de CTMs obtenidas de sangre periférica previa administracion de
factor estimulante colonias de los granulocitos. (G-CSF), como fuente de CTMs
como opcion terapéutica en la reparacion de cartilago, con resultados buenos a
largo plazo. Sin embargo, el uso de CTMs aisladas a partir de LS, ya sea de
articulacion de rodilla o cadera no ha sido reportado. La aplicacion de esta
estrategia podria cubrir muchas de las limitaciones para obtener CTMs, para la
posterior diferenciacion y reparacion de las lesiones condrales mediante
ingenieria tisular.
En este estudio, se demuestra la factibilidad para obtener CTMs viables, para
posteriormente diferenciarlas a condrocitos, la toma de la muestra y el
aislamiento celular. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de eliminar la
necesidad de procedimientos mas agresivos, tales como puncion de MO, o la
necesidad de administracion de G-CSF, y ademas eliminando de esta manera
la necesidad del doble procedimiento quirdrgico que implica el ACl y la toma de
biopsia del mismo paciente, reduciendo la morbilidad, costos y tiempo.
Fue posible demostrar, mediante histologia, la formacion tejido con
caracteristicas muy cercanas a las del cartilago hialino en las células cultivadas
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y diferenciadas., el tejido formado por las células cultivadas mostro
predominantemente matriz fibrosa.

La expresion de agrecano (AGR) como de SOX9 se observd después de la
induccion de CTMs de LS en medio de cultico StemMACS ChondroDiff Media
human 100mL (DMEM, L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Supplements).
Obteniendose un fenotipo de condrocito, lo que concuerda con lo reportado por
Hwang y cols. (63)

Se demostrd previamente que el LS de en articulaciones con OA contienen
abundantes CTMs(64), pero se conoce con certeza si estas ceélulas estan
presentes en grados leves de OA. (36). En nuestro estudio se evidencio que la
presencia de CTMs de LS tiene la misma presentacion en grados severos de OS
(IV ICRS) como en grados leves de OA (Il ICRS) p (>0.05), como lo reportado
que menciona que las CTMs se incrementan en grados tempranos de OA y esto
puede derivarse del desprendimiento de fragmentos sinoviales. Esto es
particularmente importante a sabiendas que las células de LS han sido
propuestas que contribuye espontaneamente al reparo cartilaginoso.(42) y
colonizacion de ligamentos en reconstrucciéon de LCA.(65). Estos hallazgos
proveen los conocimientos para explorar el rol de las CTMs aisladas de LS y su
capacidad condrogénica para la reparacion de lesiones superficiales de cartilago
articular. Se observo que el numero inicial de células aislados de articulacién de
cadera superaron el numero aislado de articulacion de rodilla sin embargo esta
no fue una diferencia estadisticamente significativa (p=.0735). Esta diferencia,
aunque no significativa puede deberse al grado de osteoartrosis que presenta la
cadera (IV ICRS) en relacion a la rodilla como se demostré en el estudio de
Jones EA y cols. (64) Estos datos se ven apoyados en el conteo final donde se
observa mayor numero en los cultivos celulares de cadera en relacién a la
articulacion de rodilla, sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente
significativa (p=.4649). Algunos estudios sobre el origen de las CTMs de LS
refieren que estas células derivan localmente, ya sea del tejido sinovial
(27)adyacente, o de las capas superficiales del cartilago articular. (66)
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Los grados tempranos de OA se caracterizan por elevado numero de CTMs
aisladas a partir de LS, debido a que en las articulaciones de rodilla se procedié
a la administracién de solucién fisioldgica y su reaspirado, no obteniéndose la
totalidad de células de LS, en contraste con la articulacion de cadera donde se
aspiro LS sin dilucion, encontrandose diferencias estadisticamente significativas.
(36).

Esta bien aceptado que la destruccién tisular en la OA esta intimamente
asociada con el proceso de reparacion,(67) lo cual puede estar mediado en parte
por el microambiente de la solucion fisiologica. Al respecto los hallazgos en el
presente estudio levantas preguntas acerca de la del rol reparativo potencial de
las CTMs de LS en la OA. A pesar que estos datos no sean estadisticamente
significativo en este estudio.

A pesar de que el presente estudio estuvo interesado principalmente en la
exploracion de CTMs de LS en articulaciones de cadera y rodilla en cultivos in
vitro, podemos asegurar el potencial uso de LS de articulacion de rodilla y cadera
como fuente celular de CTMs para aplicaciones en ingenieria de tejidos para la
reparacion cartilaginosa. Actualmente el cultivo de condrocitos expandidos.
(68,69). Sin embargo, la relativa inmadurez de las CTMs diferenciadas a
condrocitos dio como resultado una acumulacion mas lenta de matriz

extracelular.
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X. Conclusiones

De las muestras de liquido sinovial es posible obtener CTMs, que presentaron
caracteristicas morfolégicas correspondientes a CTMs, se observo adherencia a
la placa de cultivo, y dichas células pudieron diferenciarse a los linajes
condrogénico, adipogénico y osteogénico. Cumpliendo con criterios
establecidos, comprobando de esta manera su Multipotencialidad. Las células
diferenciadas a linaje condral expresaron marcadores moleculares tipicos de
cartilago.

Se comprueba que las CTMs aisladas de liquido sinovial obtenidas de rodilla y
cadera cumplen con los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de
Investigacion de células troncales (ISSCR). Por lo anterior, se confirma el
potencial del liquido sinovial de rodilla y cadera como fuente alternativa de
CTMs, para llevar a cabo induccion condrogénica que a su vez se podrian utilizar

en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.

Xl. Perspectivas
Las investigaciones que le den seguimiento a este trabajo estaran enfocadas
en mantener el fenotipo de los condrocitos diferenciados, para posteriormente
sembrarlos en andamios tridimensionales, y después ser injertados en un
andamio en un ratén atimico por un periodo de al menos de 12 semanas para

posteriormente valorar la viabilidad celular.
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Anexos

Consentimiento informado

INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
LUIS GUILLERMO IBARRA IBARRA.

Calzada México Xochimilco No. 289. Col. Arenal de Guadalupe. Delegacion Tlalpan. México,
Distrito Federal. C.P 14389.

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO AUTORIZACION CONSIDERADO PARA LA
INVESTIGACION: "Aislamiento y Caracterizaciéon de Células Troncales Mesenquimales
Obtenidas a Partir de Liquido Sinovial de articulacién de rodilla y cadera en Pacientes con
osteoartritis: Investigacion Piloto”

Iniciales del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en esta investigacion médica. A realizarse en el
Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra Ibarra, en el servicio de Ortopedia
del Deporte y Artroscopia, en conjunto con la Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia
Celular y Medicina Regenerativa. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y
comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido la investigacidn y si usted desea participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada
y fechada.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION: Aproximadamente uno de cada seis adultos
mayores en México es afectados por enfermedades articulares degenerativas
(osteoartritis), sin dejar de mencionar el elevado numero de pacientes jovenes con lesiones
de cartilago secundarias a accidentes o traumatismos. En la actualidad, no existe aun ningun
método cientificamente comprobado que regenere apropiadamente la estructura y funcién
del cartilago articular nativo. Para la ciencia y la medicina, es de considerable importancia
desarrollar técnicas seguras y efectivas para eliminar el dolor y las limitaciones funcionales
a los que estan sometidos los pacientes con lesiones articulares.

Una de las lineas actuales que nos permite formar cartilago es a partir del cultivo celular.
En el caso del cultivo de condrocitos se requiere una biopsia (muestra) proveniente de una
zona sana de la rodilla; sin embargo, el nimero de células (condrocitos) obtenidas en esa
pequefia muestra es muy escaso para reparar una lesion. Ante esto se podria decir que “se
quita tejido de una zona sana para pasarlo a una zona lesionada” pero a través de 2
procedimientos quirdrgicos: toma de biopsia e implante de las células cultivadas en el
laboratorio. Una opcidn viable y sin necesidad de requerir 2 cirugias es la utilizacion de
células troncales mesenquimales (células madre). Generalmente estas células han sido
extraidas de la médula ésea de la cresta iliaca (hueso de “la cadera”), lo cual involucra un
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procedimiento quirudrgico con los riesgos (anestesia, sangrado, infeccidn, etc.) y gastos que
lo conllevan. Estas circunstancias hacen a esta técnica poco eficaz y segura para el donador.
Una fuente alternativa de obtencién de "células madre", sin necesidad de otra cirugia son
las células troncales movilizadas de sangre periférica; la cual se considera una opcién
técnicamente mas sencilla, con menor costo y sobre todo con menor riesgo para el donador.
Este procedimiento implica la administracién intramuscular de factores de crecimiento
(sustancias que estimulan movilizacidon de las células troncales de los drganos que las
producen hacia el torrente sanguineo). Dias después de la administracion de los factores de
crecimiento, se extrae una cantidad de sangre por la vena como si fuera a donar un paquete
globular. Dicha sangre contendra un elevado contenido de células madre que pueden dar
origen a las células del cartilago y de esta forma reducir la necesidad de tomar la biopsia de
una zona sana para pasarlo a otra zona enferma.

El objetivo principal de esta investigacidn es obtener células troncales mesenquimales y
posteriormente diferenciarlas a condrocitos (cartilago) a partir de muestras de liquido
sinovial y médula 6sea. Para el caso de artroscopias se obtendrd la muestra previa a la
realizacion de portales artroscépicos realizando artrocentesis e infiltrando 20 mililitros de
solucion fisiolégica y al momento de realizar el portal antero lateral se procederd a toma de
muestra. En caso de artroplastia total de rodilla se tomara la muestra de liquido sinovial al
realizar la artrotomia, y la muestra de médula dsea se realizara al realizar los cortes para
colocacion de componentes tanto femoral como tibial. (muestras que usualmente son
desechos bioldgicos) A partir de estas muestras, se procede a cultivo de las células Troncales
Mesenquimales y su diferenciacidon a las tres lineas celulares (condrocitos, adipocitos,
hueso), una vez diferenciadas las células de la linea de condrocitos, estos permaneceran
congelados para su conservacion, para fines investigativos y valorar viabilidad de las
mismas.

BENEFICIOS DE LA INVESTIGACION. Todos los pacientes que autoricen participar en esta
investigacion recibiran asesoria y apoyo médico continuo. Este protocolo forma parte de
una investigacion amplia. En el cual se intentara trasladar en un futuro los resultados
preclinicos a la clinica con el objetivo de: aliviar el dolor, mejorar la movilidad de la
articulacion, retorno a actividades deportivas y prevenir la progresion a osteoartritis (OA).
PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION. En caso de aceptar participar en la investigacion
se le realizardn algunas preguntas sobre usted, sus habitos y sus antecedentes médicos. No
se le administrard ningun medicamento. Usted serd preparado para su cirugia: artroscopia
de rodilla, o reemplazo articular total de rodilla (prétesis), de forma rutinaria, una vez en
quirofano se realizara el procedimiento anestésico correspondiente, y se procedera, con la
cirugia, con los pasos ya establecidos, en caso de Artroscopia de rodilla, se infiltrara la rodilla
con soluciodn fisiolégica como es de rutina en los procedimientos artroscépicos, al realizar
en portal antero lateral, se procedera en forma inmediata a la recoleccidn de liquido que
sale a través de dicho portal (herida), en un contenedor plastico estéril; normalmente este
liqguido se desecha como residuo bioldgico. En las protesis de Rodilla, se realiza el
procedimiento de rutina, al abordar la capsula articular y realizar su corte con ayuda de una
jeringa estéril se procede a colectar liquido sinovial; tejido que normalmente se desecha
como residuo biolégico, y una vez realizado la osteotomia (corte de hueso) en tibia y fémur,
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pasos rutinarios en el procedimiento quirurgico se tomara muestra de medula ésea con una
nueva jeringa estéril.

La muestra de liquido sinovial como de médula dsea seran colectadas y llevadas a la unidad
de UQB, situada dentro del drea que quirdéfano. Y se procedera a al cultivo de células madre
mesenquimales.

RIESGOS ASOCIADOS CON LA INVESTIGACION. Este protocolo se considera como una
investigacion con riesgo mayor al minimo al tratarse de una investigacion para obtener
muestra de liquido sinovial, y médula dsea (material que regularmente se desecha como
residuo bioldégico) aprovechando los pasos establecidos de la cirugia programada, al realizar
un procedimiento quirudrgico segun la Ley General de Salud en Materia de Investigacién. No
existen efectos adversos propios de la toma de muestra tanto para liquido sinovial como
para médula ésea. Por otro lado, si existen los riesgos de la cirugia que son: infeccidn,
lesiones nerviosas y vasculares en la rodilla afectada, y eventos adversos relacionados con
la anestesia y medicamentos como hipersensibilidad. Complicaciones que seran asumidas
por el médico tratante.

ACLARACIONES:

e Su decisidn de participar en la investigacién es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted si no acepta la invitacién, ello
no demeritara de ninguna manera en la calidad de atencién que reciba en el Instituto
Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

e Si decide participar en la investigacion puede retirarse en el momento que lo desee,
informando las razones de su decisidn, la cual sera respetada en su integridad.

e No tendra que hacer gastos extras durante la investigacion, ni recibird pago por su
participacién; el costo de los factores de crecimiento, cultivo celular, NO TENDRAN
NINGUN COSTO PARA USTED.

e Tenga la seguridad de que no se revelara su identidad, y se mantendrd Ia
confidencialidad de la informacidn relacionada con su privacidad.

e Siconsidera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.

e En caso de sufrir daifos directamente causados por la investigacion (Toma de muestras
de liquido sinovial y medula 6sea; material considerado como desechos bioldgicos), se
pondria a disponibilidad tratamiento médico y la indemnizaciéon a que legalmente
tendria derecho por parte del INR, segun Art. 21, fraccion X, RLGSMIS.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido y comprendido la informacidn anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en la
investigacion pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en esta investigacion. Recibiré un ejemplar firmada y fechada de esta forma de
consentimiento. Asimismo, por mi propio derecho, en pleno uso de mis facultades y por mi
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libre decisidn, otorgo la mas amplia autorizacion al Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis
Guillermo Ibarra Ibarra, a efecto de que se lleve a cabo la conservacién de tejidos y células,
para propdésitos cientificos y de ensefianza.

Finalmente, autorizo la toma de fotografias y/o videos en el transcurso de mi tratamiento
con el propdsito de utilizarlos en la ensefianza y/o publicaciones de tipo médico
conservando la confidencialidad.

Estoy consciente que los procedimientos, pruebas y tratamientos realizados seran para el
beneficio de los pacientes con lesiones del cartilago articular; tendiendo como objetivos
reducir el dolor, mejorar la movilidad articular y la calidad de vida de los pacientes
afectados.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacién, en el
momento que yo asi lo desee y que puedo solicitar informacion adicional acerca de los
riesgos y beneficios de mi participacion en la investigacion. En caso de que decidiera
retirarme, la atencién que, como paciente recibo, no se verd afectada.

Nombre del Paciente o Representante Firma
Legal
Nombre del Testigo 1 Firma

Relacién con el paciente

Nombre del Testigo 2 Firma
Relacién con el paciente
TESTIGO 1
Direccién:
Delegacidn: Cp Ciudad:
Teléfono casa: Celular:
Correo electronico:

TESTIGO 2

Direccién:

Delegacidn: Cp Ciudad:
Teléfono casa: Celular:

Correo electrénico:
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Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al participante la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. A través de una
cita en la que se explica con el apoyo de medios audiovisuales y en lenguaje sencillo. He
contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda.
Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion
con seres humanos y me apego a ella. Una vez concluida la sesiéon de preguntas y
respuestas, se procedid a firmar el presente documento.

Nombre del Investigador Responsable Firma

México DF. a de de 2017

Ante cualquier eventualidad o duda puede contactar a los investigadores:
Telefono: 55-99-10-00, Ext. 19607

Dra. Anell Olivos Meza

Dr. Victor Hugo Cardenas Soria

Telefono: 5514314192

Ortopedia del Deporte y Artroscopia

5to piso de la torre de hospitalizacién de Ortopedia

Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII
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