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Capitulo |

1.Resumen

Luis Javier Garza Gutiérrez Fecha de Graduacion: Diciembre, 2021
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Servicio de Ortopedia y Traumatologia, Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez “

Titulo de la Tésis: Preservacion del Cartilago Articular Pulverizado
Numero de Paginas:

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Introducciodn. El cartilago es un tipo de tejido conectivo cuya funcion es proteger los huesos
de las articulaciones diartrodiales de las fuerzas de friccidn asociadas con el soporte de
carga e impacto. Debido a la escasa nutricidn, la tasa de reparacidén es muy baja y el destino
de este tejido es la destruccién y posterior deterioro de la superficie articular. Existen
diversas técnicas dentro de la ingenieria de tejidos para tratar de reparar al cartilago hialino.
Sin embargo, hasta el momento no existe una técnica capaz de restablecer la superficie
articular con un tejido con caracteristicas similares.

Objetivo. Analizar la vida media del cartilago articular pulverizado y particulado,
mantenidos en medios de cultivo. A partir de cartilago articular de origen cadavérico.
Materiales y métodos. A partir de cartilago cadavérico, se obtuvieron cortes en cubos de
3 x 3 mm? aproximadamente, asi como cartilago pulverizado utilizando un molino
granulador especializado. Se cultivaron por triplicado en placas de 24 pozos durante 24
horas, 7, 15 y 30 dias. Finalmente se determind la viabilidad celular mediante la técnica del
azul Alamar.

Resultados. La viabilidad media de los condrocitos a las 24 horas en el cartilago articular
particulado fue de 93.2% y de 86.6% en el cartilago. Sin embargo, a los 15 dias posteriores,
encontramos una diferencia significativa en la viabilidad de los condrocitos del cartilago
pulverizado, en comparacién a las células del cartilago particulado.

Conclusiones. El proceso de pulverizacién pudiera favorecer la nutricion de los condrocitos
al interior del cartilago a mediano plazo, asi como la migracién y proliferacién celular en el
sitio de aplicacién.



Capitulo I

2.Introduccion

El cartilago articular es un tejido elastico, duradero y resistente, carente de
nervios, de vasos sanguineos y linfaticos, que reduce la fricciéon y ofrece una
superficie articular lubricada que permite a su vez, que los huesos puedan
deslizarse. Se nutre del liquido sinovial, por un mecanismo de difusidon. Se
divide en tres zonas, la capa superficial, la capa de transiciéon media o radial y
el cartilago calcificado y en cada una de ellas varian la estructura y
composicion, el volumeny la forma celular, el diametro y la orientacién de las
fibras de coldgeno, asi como la concentracién de proteoglicanos (Figura 1)

(Matsiko A, et al. 2013).
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Figura 1. Estructura del cartilago articular.

El condrocito es una célula altamente diferenciada y especializada con
capacidad limitada de proliferacién y una vida media muy larga. Su tamaiio,
forma y actividad metabdlica varian segun las diferentes zonas del cartilago.
En el cartilago maduro normal los condrocitos sintetizan macromoléculas que
mantienen la matriz y pueden aumentar su tasa de sintesis ante una lesiéon o
frente a cambios degenerativos, pero son incapaces de reparar defectos
tisulares importantes. Después de una lesidon articular y, también, en los
procesos degenerativos proliferan algunos condrocitos, pero esta respuesta es
muy limitada y no hay evidencia de que emigren a través de la matriz hasta la

zona lesionada.



El proceso reparativo del cartilago articular consiste en el reemplazo de la
matriz extracelular y las células. Por la baja densidad celular y la incapacidad
de los condrocitos para migrar hacia el defecto, la reparacion requiere un
considerable esfuerzo en un tejido ya de por si comprometido por la falta de
riego sanguineo. El tamaino de la lesidn condral influye directamente en la
reparacion. Lesiones menores de 1 mm de diametro curan con facilidad
mientras que cuando son mayores de 3 mm de didmetro es mas complicado
(Knight M, et al. 2013).

Las lesiones osteocondrales (OCL) se estan descritas en un amplio margen de
patologias que resultan en una disrupcion del cartilago articular y el
correspondiente hueso subcondral. Otros términos que se refieren a las OCL
son defectos osteocondrales, fracturas transcondrales y osteocondritis
disecante, sin embargo, esta ultima sugiere una etiologia enfocada en una
necrosis espontanea del hueso.

Las OCL a menudo requieren una reparacion quirurgica debido al potencial
limitado del cartilago nativo para curarse a si mismo (Saxena A, et al. 2007). La
estimulacion de la médula ésea (BMS) es un procedimiento de reparacidon que
generalmente se realiza para las OCL focales sintomaticas (Choi WJ, et al.

2009). Esto proporciona un relleno de fibrocartilago al darea de pérdida de



cartilago. Se ha informado que las tasas de éxito para BMS son de hasta
aproximadamente 85% en estudios de corto a mediano plazo (Asik M, et al.
2008., Ross KA, et al. 2014). Sin embargo, este fibrocartilago reparador se
deteriora con el tiempo, lo que lleva a los investigadores a buscar métodos
alternativos para estimular la regeneracion del cartilago de tipo hialino
(Shapiro F, et al. 1993).

Los aloinjertos de cartilago que contienen matriz extracelular (EMCA)
(BioCartilage; Arthrex Inc) y los aloinjertos de cartilago particulado (PCA)
(DeNovo NT; Zimmer Biomet Inc) son novedosos compuestos bioldgicos
utilizados en la practica clinica actual que pueden mejorar la calidad de la
regeneracion del cartilago. Los EMCA contienen matriz extracelular que
incluye colageno tipo Il, proteoglicanos y factores de crecimiento que
estimulan la sintesis de cartilago. Se usan como bioldgicos adyuvante a la
técnica BMS. La teoria predominante es que BMS incita la migracion de las
células madre al sitio del defecto, mientras que las EMCA facilitan la
condrogénesis al actuar como un tejido red que promueve la interaccion
celular.

En comparacion, los PCA contienen un andamio con condrocitos juveniles (los

donantes usualmente tienen 3 afios de edad, pero pueden tener hasta 13 afos



de edad). La teoria detras de las PCA es que, al implantar un cartilago juvenil
sano, que tiene un mayor potencial condrogénico que las células adultas, las
PCA producirdn y/o mantendran una matriz cartilaginosa similar al cartilago

nativo, facilitando asi la reparacién (Seow D, 2017).
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3. Justificacion

El uso del cartilago alogénico particulado ha demostrado ser un tratamiento
aceptable para rellenar defectos condrales.

Sin embargo, la vida media de los condrocitos al interior de dichas particulas
puede afectarse debido a que la nutricion del cartilago articular es mediante
difusion.

Por lo tanto, el presente estudio pretende evaluar la viabilidad de condrocitos

contenidos en cartilago articular pulverizado.
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4.Pregunta de Investigacion

¢Cual es la vida media del cartilago articular pulverizado?
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5. Hipotesis

Los condrocitos del cartilago articular pulverizado son viables por mas tiempo

gue los condrocitos del cartilago particulado.
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6. Objetivos

4.1 Objetivo general
Analizar la vida media del cartilago articular pulverizado y particulado,

mantenidos en medios de cultivo.

4.2 Objetivos secundarios
A partir de cartilago articular del astragalo de donadores procurados por el
Banco de Hueso y Tejidos.
1. Se disecardn fragmentos de 2 x 2 cm?y se realizara:
a. Cortes en cubos de 3 x 3 mm?3 aproximadamente.
b. Pulverizado (Medicion de particulas).
2. Se cultivaran por triplicado en placas de 24 pozos durante 24 horas, 7,
15y 30 dias.

3. Se determinara la viabilidad celular mediante la técnica del azul Alamar.
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Se realizaran ensayos de expresion molecular para determinar si los
condrocitos del cartilago articular sujetos de estudio, mantienen su

capacidad para producir proteinas de la matriz extracelular.
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7. Material y Métodos

5.1 Diseiio de estudio
El presente trabajo es un estudio experimental, comparativo, prospectivo, in

vitro y ciego respecto al evaluador.

5.2 Metodologia

Previa aprobacién del Comité de Etica y Comité de investigacidn de la Facultad
de Medicina y Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, se utilizard cartilago articular obtenido del astragalo de donadores
cadavéricos procurados bajo los criterios del Banco de Hueso y Tejidos del

Servicio de Ortopedia y Traumatologia.

5.3 Procesamiento

Se recuperd el tejido cartilaginoso proveniente de las superficies articulares

del astragalo con un bisturi. Este procedimiento se llevd a cabo en el Banco de

Hueso y Tejidos. El material obtenido se lavd en una caja Petri con una solucion

11



de PBS al 1X y antibidtico (Gentamicina 50 pg/mL) con el objetivo de retirar
material 6seo y hematico que pudiera estar presente durante el proceso de
corte. Se disecaron fragmentos de cartilago de 2 x 2 cm? con el objetivo de
partir de piezas de tamafio uniforma.
Para el primer grupo, el cartilago fue seccionado en fragmentos de 3 x 3 cm?
aproximadamente. Para el segundo grupo, el cartilago se pulverizé en el
Molino Mezclador modelo MM400 marca RETSCH de fabricacién alemana,
desarrollado especialmente para la molienda por via seca y humeda. Para
ambos grupos, el producto resultante se pesd y fue distribuido en cantidades
iguales en placas de cultivo (Corning) de 24 pozos por triplicado. Se cambié el
medio de cultivo cada tercer dia (DMEM/F12 [GIBCO®, Thermo Fisher
Scientific, Grand Island, NY, USA] adicionado con 50 pg/mL de gentamicina
[GIBCO®], 0.25 pg/mL de Fungizone® [GIBCO®]) suplementado con 10% de SBF
(suero bovino fetal, Corning, Mediatech Inc., Manassas, VA, USA) y se tomaron
muestras a las 24 horas, 7, 15y 30 dias. Todo el ensayo se mantuvo a 37°C, con
atmosfera de 5% de CO2.
De tal manera que, se generaron 2 grupos:

Grupo 1: Cartilago particulado

Grupo 2: Cartilago pulverizado

12



5.4 Criterios de inclusion

Cartilago articular con superficie articular macroscopicamente sana.

5.5 Criterios de exclusion

Cartilago articular con superficie articular erosionada

5.6 Ensayos

a) Medicion de particulas: Para este propdsito se conté con la
colaboracion del Dr. Abelardo Chavez de la Facultad de Biologia. Se
utilizé el analizador de tamafo de particulas por difraccion laser
Mastersizer 3000, el cual proporciona distribuciones de tamano de
particulas rapidasy precisas tanto en dispersiones secas como humedas.

b) Viabilidad celular: Para medir la viabilidad de las células en el cartilago
se utilizé el método del azul alamar (abD Serotec®) y placas de 24 pozos
(Corning). Se agregd 10% de azul alamar y se incubé por3ha372Cy 5%
de CO.. Se tomaron los medios de cultivo de las placas de 96 pozos a las
24 horas, 7, 15, 30y 30 dias y se utilizé un espectrofluorémetro con filtro

verde de 525 nm. Los datos se normalizaron con la lectura del medio

13



correspondiente (sin cartilago) con 10% de azul alamar por el mismo

periodo de tiempo.

5.7 Analisis estadistico

Se llevara a cabo estadistica descriptiva con el calculo de media, mediana,
desviacién estandar y rango. Las variables numéricas se analizardan con la
prueba paramétrica ANOVA y con la prueba Post Hoc de comparaciones
multiples de Tukey para ver diferencias entre los diferentes grupos. El proceso
electronico de datos y métodos de estadistica descriptiva e inferencial se

llevara a cabo con el programa STATA-10-08, licencia intermed-08.

14
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8. Resultados

8.1 Tamaiio de particulas

Para estimar el tamafio de las particulas obtenidas a partir de la molineada
fina con el Molino Retsh MMA400, se utilizé el tamizador Malvern Mastersize
3000 que permite la granulometria en medios acuosos, obteniendose

particulas de entre 600 y 1100 micras.

8.2 Viabilidad celular

En cuanto a la viabilidad celular, se tomd como referencia la viabilidad del
100% el dia 0. A las 24 horas se valoraron ambos grupos encontrando una
diferencia significativa de viabilidad a favor del grupo del cartilago particulado.
Esto pudiera deberse a que el proceso de pulverizacidon afecto la supervivencia
inicial de los condrocitos sometidos a este proceso. Posteriormente a los 7 dias
la viabilidad celular fue muy similar en ambos grupos. Esto significa que los

condrocitos del grupo del cartilago pulverizado proliferaron ya que la

15



viabilidad fue mayor a los 7 dias que a las 24 horas. A partir del dia 15,
podemos observar una disminucién de la viabilidad celular en ambos grupos.
Lo mismo se observa a los 30 dias en donde la viabilidad del frupo del cartilago
particulado es menor del 50%. Sin embargo, tanto a los 15 como a los 30 dias
se observd una diferencia significativa a favor del grupo del cartilago articular
sometido al proceso de pulverizacion (Tabla 1) lo cual concuerda con nuestra
hipdtesis que los condrocitos del cartilago articular pulverizado tendria mayor

viabilidad que el particulado.

150
M Cartilago Seccionado
o |_|* * % % X = Cartilago Pulverizado
3 100- 1
= N _ = _ o kokokok
8 —
>
3 50
X
0% | | |
0 1 7 15 30

Tabla 1. Viabilidad celular a 24 horas, 7, 15 y 30 dias. En los grupos a las 24
horas, 15 y 30 dias la diferencia de la viabilidad entre ambos grupos fue

significativa.

16



Capitulo IX

9. Discusion

Diversos estudios han evidenciado la eficacia del tratamiento con aloinjerto de
cartilago articular particulado. Sin embargo, no encontramos antecedentes en
la literatura de un estudio que valore |a eficacia del cartilago articular sometido
a un proceso de pulverizacién. Lo mas cercano a este proceso, es el estudio
por Levinson et al., (2019) quienes utilizaron un dispositivo para obtener
particulas de cartilago articular de <2mm y comparaban la viabilidad con
particulas >2mm. En nuestro estudio, la viabilidad media de los condrocitos a
las 24 horas en el cartilago articular particulado fue de 93.2% y de 86.6% en el
cartilago pulverizado similar al estudio de Levison donde el grupo con menor
tamafo tuvo una disminucién de la viabilidad en comparacién con el grupo de
mayor tamafo.

La viabilidad celular mejord a los 7 dias al igual que el estudio de Levinson y
aunque a los 15 y 30 dias fue disminuyendo la viabilidad, fue significativa la
diferencia a favor del grupo del cartilago articular pulverizado. Seguramente

esto se debe a que los condrocitos del cartilago articular pulverizado no

17



solamente tuvieron mayor viabilidad mayor tiempo, si no que comenzaron a
proliferar de tal manera que en el grupo de 7 dias habia mejorado la viabilidad.
Aunque se necesitan mds estudios para determinar si la migracién vy
proliferacion celular apartir del cartilago articular pulverizado son capaces de
estimular una reparacion en lesiones osteocondrales, este estudio demuestra

el potencial de este proceso de pulverizacion.

18



19

Capitulo X

10. Conclusiones

Este es el primer estudio de viabilidad celular de cartilago humano
sometido a un proceso de pulverizacion.

El cartilago articular sometido al proceso de pulverizacién tiene mayor
viabilidad.

Este proceso de pulverizacion pudiera favorecer la nutricion de los
condrocitos al interior del cartilago a mediano plazo, asi como la migracion

y proliferacidn celular en el sitio de aplicacidén.
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del Dr. med. Carlos Alberto Acosta Olivo, Coordinador de Investigacion del Servicio.

Asi mismo se hace constar que obtuvo el 17% de similitud en la “Plataforma

Turnitin”.

Sin otro particular por el momento, quedo a sus distinguidas ordenes.

Atlentamente
“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, N.L., a 17 de diciembre del 2020
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