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CAPITULO |

1. RESUMEN

Introduccion: Las lesiones de cartilago articular tienen una alta prevalencia de
progresion a patologias degenerativas, produciendo distintos grados de incapacidad
dependiendo del grado de profundidad de la lesidén. Su tratamiento implica un gran
desafio por la complejidad del ambiente de las articulaciones. Actualmente se busca
imitar este ambiente haciendo uso de distintos tipos de cultivos celulares, por lo que
en este estudio se plantea evaluar la eficacia de los compuestos Osteodex (ODX) y

CatDex como suplemento para el medio de cultivo en condrocitos humanos.

Material y métodos: Se emplearon cultivos primarios de condrocitos humanos
procedentes de muestras de cartilago articular de caracteristicas osteocondrales.
Se establecieron 5 grupos de tratamiento por cada molécula a analizar (CatDex u
ODX): un grupo control tratado Unicamente con medio basal y 4 grupos de
tratamiento con diferentes concentraciones de las moléculas, con medio de cultivo
sin SBF. La proliferacion de los condrocitos cultivados bajo las distintas condiciones
anteriormente sefialadas fue evaluada por medio de un ensayo colorimétrico a
través de la reduccion de la sal de tetrazolio MTT. La migracion celular se evalud

utilizando la técnica “wound healing assay”.

Resultados: Los valores obtenidos de viabilidad celular para ODX arrojaron una

diferencia no significativa, no asi para CatDex, ODX mostrd ser superior al control,



y no asi CatDex. En comparacion con el area desprovista de condrocitos medida
para ODX, los valores obtenidos para CatDex fueron mayores lo que implica una
menor migracién celular, de las 0 h 'y a las 48 h hubo una diferencia del 5.5% en 1.0
UM, seguido por el grupo 0.25 uM con una diferencia de 7.5% y el grupo que
presentd menor diferencia fue el de 0.5 uM con 4%, por lo tanto, hubo mayor

migracion en el grupo 0.25 uM.

Conclusion: Se sugiere superioridad de ODX sobre CatDex para inducir migracion
celular de condrocitos. En las pruebas de viabilidad celular ODX también fue

superior.



CAPITULO Il

2. INTRODUCCION

2.1 Definicién

La lesion del cartilago articular es el dafio a la estructura del cartilago ubicado en
los extremos de los huesos que forman las articulaciones sinoviales, el cual
dependiendo de la gravedad estimulara una respuesta distinta, pudiendo generar:
dafio celular y de la matriz extracelular, alteracion visible limitada o visible en el

cartilago articular y hueso subcondral (Buckwalter et al., 2004).

2.2 Epidemiologia

En un estudio llevado a cabo en Polonia en donde se realizaron 25,124 artroscopias
de rodilla se encontraron lesiones del cartilago articular en el 60%, de las cuales
29% eran por OA (Widuchowski et al., 2007). En otro estudio retrospectivo donde
se realizaron 31,000 artroscopias, se encontrdé una incidencia del 63% de lesiones

en el cartilago articular (Bhosale et al., 2008).

Las lesiones se encuentran con mayor frecuencia en el condilo femoral (43-58 %),

y la mayoria de ellas se ubican en el céndilo medial (Merkely et al., 2018).

La osteoartrosis (OA) afecta a 27 millones de estadounidenses (Tuan et al., 2013).



Existe un riesgo del 75% de OA postraumatica (PTOA) después de una lesion
articular. La PTOA es responsable del 12% de la OA en la poblacion de Estados

Unidos (Schenker et al., 2014).

La artrosis es una de las causas mas incapacitantes a nivel mundial, en 2008
aproximadamente 30 millones presentaban la enfermedad y se espera que este

namero incremente a 60 millones en Estados unidos (Tatman et al., 2015).

2.3 Patofisiologia

En la clinica se observan lesiones traumaticas, que pueden llegar o no a dafar la
medula 0sea. En aquellas en las que aun se mantiene preservada la funcion de
sintetizar matriz extracelular la reparacion es viable, lo cual es distinto cuando existe
involucro de la medula 6sea. Al estar la médula comprometida la respuesta del tejido
no logra imitar la matriz extracelular, existiendo mayor cantidad de colageno 1 no
adecuado para llevar a cabo apropiadamente funciones biomecanicas (Carballo et

al., 2017).

Las lesiones del cartilago articular son complejas y dificiles de reparar debido
principalmente a la escasa capacidad de este tejido para auto regenerarse,
produciéndose un tejido cicatricial con caracteristicas histolégicas y biomecéanicas
inferiores al cartilago original (Carballo et al., 2017). Esto puede llevar a que la
articulacion presente cambios degenerativos como osteoartrosis de forma temprana

(Insall, 2018). En la OA existe un dafio por desgaste en el cartilago articular,



condrocitos hipertroficos, al igual que engrosamiento de la membrana sinovial,

remodelacion del hueso subcondral e inflamacion cronica (Li et al., 2017).

2.4  Diagnostico

La resonancia magnética es la modalidad de eleccién para obtener imagenes del
cartilago y es valiosa para diagnosticar con precision la lesion del cartilago sin
proceder a la artroscopia. La resonancia magnética se utiliza para evaluar la
morfologia, cambios en el cartilago articular, como heterogeneidad de la sefal,

fisuras o pérdida de cartilago. La evaluaciéon del hueso subcondral también es

posible con resonancia magnética (Merkely et al., 2018).

Figura 1. Masculino de 61 afios con diagnostico de gonartrosis primaria. Se observa



los datos de osteoartrosis del condilo medial tanto en el corte coronal como sagital.

En lafigura 1 se observa un ejemplo de resonancia magnética simple de un paciente
de 61 afios con diagndstico de gonartrosis primaria de lado izquierdo en el que se
muestra pérdida de la integridad del cartialgo del condilo medial, por otro lado, en
la figura 2 se aprecia una rodilla derecha por el mismo método de imagen con un

ejemplo de lesion del cartilago patelar secundario a luxacion recidivante de rotula

en un masculino de 21 anos.

Figura 2. Masculino de 21 afios con antecedente de 3 luxaciones previas de rotula
izquierda, en la imagen de la izquierda se evidencia lesion del cartilago patelar. En

el lado derecho se muestra un corte axial de la lesion condral patelar.

La evaluacion artroscopica es una herramienta valiosa no solo para evaluar la



articulacion (defecto de cartilago, menisco, ligamentos cruzados, membrana
sinovial), pero también permite una intervencion inmediata en el punto de atencion.

(Merkely et al., 2018).

2.5 Tratamiento

Existen diferentes técnicas de reparacion como microfracturas, nanofracturas,
mosaicoplastia, trasplante de aloinjerto osteocondral e implantacion de condrocitos

autdlogos (ICA) (Vilchez et al., 2009).

Las terapias no quirdrgicas se usan para controlar los sintomas, la discapacidad y
retardar la progresion de los cambios degenerativos asociados con la rotura del
cartilago articular. Las técnicas clinicas mas utilizadas para los defectos del
cartilago son desbridamiento artroscopico y reparacién por estimulacion de la
médula, trasplante directo de células o tejido en un defecto de cartilago y/o
reemplazo del defecto con andamios/sustitutos biolégicos o sintéticos. (Simon et al.,

2018).

Los polimeros y el metal se pueden usar para: evitar friccion articular, restablecer
las propiedades viscoelasticas y lubricantes locales, simular las propiedades fisicas
y mecanicas, estabilizar los cambios degenerativos, eliminar crepitaciéon, evitar
contacto hueso con hueso y actia como una capa libre de dolor. (Simon et al.,

2018).



2.6 Lesiones condrales y uso de ingenieria tisular

Recientemente surgio la ingenieria de tejidos en la que cientificos, ingenieros y
meédicos aplican herramientas de una variedad de campos para construir sustitutos
biolégicos que pueden imitar tejidos con fines de diagndstico e investigacion y

pueden reemplazar tejidos patoldgicos y lesionados (Berthiaume et al., 2011).

El papel de las fuerzas mecanicas durante la morfogénesis y el patron tisular esta
bien establecido, y las cuestiones fisicas ahora se consideran tan importantes como
los factores quimicos en las diferentes etapas del desarrollo de los tejidos (Armiento

et al., 2018).

La implantacion de condrocitos autdlogos es una técnica que implica la expansion
in vitro (por eso se cataloga como ingenieria de tejidos) y la reimplantacion in vivo
de condrocitos autdlogos (Marlovits et al., 2006). Para llevar a cabo la ICA se realiza
una artroscopia diagndéstica y toma del cartilago, ulteriormente se cultivan durante
6 semanas para su propagacion. Lo siguiente es la cirugia de implantacion, donde
se produce un desbridamiento del tamafio del defecto del cartilago, después se
realiza recoleccion de la solapa del periostio y fijacion de la aleta e inyeccion de las

células cultivadas, esto antes del cierre de la ultima sutura (Mata et al., 2015).

El ICA es una técnica que esta indicada para la reparacion de defectos del cartilago
sintomaticos del féemur distal en pacientes que han tenido una respuesta inadecuada
a una artroscopia previa o procedimiento de reparacion quirargica (Mata et al.,

2015).



En el estudio IMPACT (Instant Mesenchymal Stromal Cells Product accompanying
Autologous Chondron Transplantation) se us6 adhesivo de fibrina gelificante in situ
gue contenia condrocitos autélogos. Se realizo el llenado completo del defecto y la
integracion con el tejido circundante observado con resonancia magnética a los 12
meses después de la cirugia, ademas en la segunda artroscopia y a la evaluacion
histolégica se encontré formacion de tejido de tipo hialino en el sitio del defecto

(Armiento et al., 2017).

2.7 Caracteristicas del cultivo de condrocitos articulares

Los cultivos celulares han sido de utilidad para estudiar la diferenciacion y activacion
de condrocitos, y en via de obtener mejores resultados se han utilizado matrices
artificiales con alginato, colagenos o agarosa. Sin embargo, extraer las células de
la matriz implica un desafio, otro de los problemas observados ha sido la tendencia

de estas células de diferenciarse a fibroblastos (Gosset et al., 2008).

Lo primero es obtener las células, esto se hace mediante una biopsia de cartilago
gue se transporta en tampon fosfato salino (PBS) y se suplementa con antibidticos
gue previenen el crecimiento bacteriano. Para liberarlos de su matriz se agregan
colagenasas (se puede reforzar con agitacion) y para eliminar fibroblastos se usa
tripsina al 0.25%, también se suplementa con suero bovino fetal (SBF). Después se

pasa por un filtro de nylon (Gosset et al., 2008).

Existen los cultivos bidimensionales (2D) y los tridimensionales (3D), a diferencia de



los primeros, los 3D favorecen el fenotipo (rediferenciacion). El 2D se realiza
sembrando las células en placas normalmente usando medio esencial minimo de
Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de SBF con antibiéticos. Se mantienen
en una atmosfera controlada con un 5% de CO2 y una humedad relativa del 100%.
Alcanzandose 80-90% de confluencia, se lavan con PBS y se tratan con tripsina
0.25% en PBS durante 5 minutos a 37°C, después se despegan de la superficie,
facilitando su resuspension en medio de cultivo fresco y posterior fragmentacion en
subcultivos a menor densidad. Esto hasta obtener un numero adecuado de

condrocitos para la implantacion (Caron et al., 2012).

Los cultivos en 3D son llevados a cabo con las células embebidas alguna matriz o
andamio como: agarosa, adhesivo de fibrina, perlas de alginato, geles de polimeros

sintéticos o comprimiendo en granulos por centrifugacion (Caron et al., 2012).

Actualmente, se han probado distintas formas de mejorar los cultivos celulares. Un
estudio desarrollado en la Universidad de Pittsburgh utilizé co-cultivos para evaluar
el potencial regenerativo de las preparaciones derivadas de tejido adiposo,
concluyendo que las preparaciones procesadas mecanicamente pueden ser mas
eficaces que aquellas con una preparacion de fraccion vascular estromal (FVS)

(Kokai et al., 2022).

2.7.1 Uso de suero bovino fetal y suero autdlogo

Las condiciones clasicas de cultivo de condrocitos requieren SBF como medio de



soporte, debido a que provee de factores de crecimiento, hormonas, proteinas de
unién y transporte, factores de unién y propagacion, aminoacidos adicionales,
vitaminas y oligoelementos, acidos grasos y lipidos, inhibidores de proteasa que son

necesarios para el crecimiento y proliferacion celular (Van der Valk et al., 2018).

Sin embargo, los condrocitos estan privados de suero en condiciones naturales,
manteniendo su homeostasis interna Unicamente por medios autocrinos y
paracrinos, por lo que exponerlos a este medio conduce a la produccion de algunas
respuestas no fisiolégicas por parte del condrocito (Malpeli et al., 2004). Asi mismo,
su aplicacién en humanos tiene un riesgo de respuesta inmunogénica contra las

proteinas animales y transmision de infecciones (prion or viral) (Shao et al., 2013).

Aunqgue la sustitucion del suero animal con suero autdlogo humano aborda estos
problemas, el suero autélogo tiene un suministro limitado y debe cumplir con ciertas
caracteristicas, por lo que pudiera resultar inconveniente su uso en algunas
ocasiones (Shao et al., 2013). Por lo anterior, la produccion de cultivos de
condrocitos libres de suero o enriquecidos con otros factores ha ganado interés

entre la comunidad cientifica en la ultima década.

2.7.2 Medios libres de suero enriquecidos con factores de crecimiento

Previamente se han desarrollado otros medios de suplementacion enriquecidos con
factores de crecimiento para mejorar la calidad de la fase de expansion de los

condrocitos en cultivo. El factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) (Mandl et



al., 2004), factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1) (Sah et al., 1994;
van Osch et al., 1998) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-bb)
(Kamil et al., 2007; Schmidt et al., 2006) en combinacién con un medio libre de suero
han probado ser superiores al suero autélogo con respecto a la proliferacion condral.
Del mismo modo, estudios previos han demostrado que el uso de plasma rico en
plaguetas (PRP) tiene un efecto positivo en cuanto a la proliferacion y

rediferenciacion celular condral en estudios ex vivo (Jeyakumar et al., 2017).

2.7.3 Limitaciones de los medios libres de suero

Al eliminar el suero se demanda alto grado de pureza de los reactivos ademas de
gue existe una menor proliferacion celular debido a que se enlentece el cultivo por
la cadencia de factores proliferativos, también esta el hecho de que no hay

disponibilidad y son mas caros (Gonzales et al., 2009).

2.7.4 Compuestos OsteoDex y CatDex

OsteoDex (ODX) es un novedoso polibifosfonato bifuncional citotéxico dirigido al
tejido O6seo, es decir, una construccion de polimero. El hecho de que sea un
polimero facilita la posibilidad de incorporar multiples cualidades deseadas. Ha
mostrado superioridad al estandar de oro, el acido zolendronico respecto a actividad
antitumoral y mineralizacion 0sea en estudios preclinicos y en ensayos clinicos

controlados fase 2A (Holmberg et al., 2010).



El ODX se ha utilizado con éxito para el manejo de metastasis 0seas por carcinoma
prostatico avanzado, mostrando una buena tolerabilidad y poca toxicidad (Daubine
et al., 2011; Thellenberg-Karlsson et al., 2016). No se ha utilizado previamente en
células condrales, sin embargo, sabemos por estudios previos que los bifosfonatos
no nitrogenados poseen propiedades que aumentan la sintesis de matriz
extracelular condral, la sintesis de colageno y el contenido de proteoglicanos (Le
Goff etal., 2011; Saviola et al., 2012). Por lo anterior, hipotetizamos que este nuevo
polibifosfonato posee propiedades inherentes que podrian resultar en un aumento

de estas capacidades al exponerse en medio de cultivo para los condrocitos.

Por otra parte, CatDex es una construccidon macromolecular polidispersa con un
peso molecular de 55kD y una cadena principal de carbohidratos con mdultiples
grupos laterales de guanidina acoplados covalentemente que se distribuyen a lo
largo de las cadenas de carbohidratos. Tiene una carga electrostatica cationica con
un amplio rango de pH y es hidrofilica. CatDex ha demostrado una eficacia
antitumoral potente en varias lineas celulares tumorales, especialmente de tumores
de vejiga urinaria (Marquez et al., 2002; Marquez et al., 2004), asi como actividad
antimicrobiana (infecciones bajas del tracto urinario y como medicacién oral
antibacteriana) sin efectos significativos respecto a efectos adversos, citotoxicidad
celular o alteraciobn de la morfologia celular (Escamilla-Garcia et al., 2017) vy
actualmente se le estan buscando otros posibles usos. Nunca se han expuesto
previamente a células condrales, pero tanto ODX como CatDex ya se encuentran

comercializados y distribuidos para su utilizacion.



CAPITULO 1l

3. HIPOTESIS

La utilizacion de los componentes Osteodex (ODX) y CatDex como suplemento para
el medio de cultivo de condrocitos humanos es comparable con los métodos
estandares de medios de cultivo suplementados con suero bovino fetal evaluado

mediante pruebas de viabilidad y migracién celulares.



CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Evaluar la eficacia de los compuestos Osteodex (ODX) y CatDex como

suplemento para el medio de cultivo en condrocitos humanos.

4.2 Objetivos Especificos

e Determinar la viabilidad celular mediante un ensayo de luminiscencia
comparandolo con un grupo control a diferentes concentraciones de los

compuestos.

e Evaluar la migracion celular en un ensayo de cicatrizacion de heridas

mediante deplecion de una monocapa celular confluente.



CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

51 Disefo del estudio

Es un estudio experimental, prospectivo y comparativo.

Respecto a las consideraciones éticas, el presente protocolo fue enviado para su
autorizacion al Comité de Etica y Comité de Investigacion de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad

Autonoma de Nuevo Leon (UANL).

El estudio se realizé en el Servicio de Banco de Huesos y Tejidos (BHT) del Servicio
de Ortopedia y Traumatologia de la Facultad de Medicina y el Hospital Universitario

“Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la UANL, Monterrey, Nuevo Ledn, México.

5.2 Método de reclutamiento

Se obtuvieron muestras de cartilago articular a partir del material biolégico de los
aloinjertos estructurales de fémur distal y tibia proximal pertenecientes al BHT. Para
el estudio se requirio la obtencién de 9 aloinjertos de donadores para el posterior
aislamiento y cultivo de condrocitos, cuyos criterios de inclusién fueron que

provinieran de donadores sanos mayores de 40 afios y de género indistinto. Se



excluyeron aquellos injertos de donadores que resultaran contaminados durante el
proceso de procuracion de los tejidos. Se eliminaron aquellas muestras que
resultaran dafiados durante la manipulacion del injerto. No fue necesaria en ningun
momento la identificacion de los donadores de los aloinjertos. La base de datos
generada en este estudio solo contiene el género y la edad del donador del que se

obtuvo el aloinjerto y el resto de los parametros celulares y de laboratorio.

5.3 Obtencién y cultivo de los condrocitos

Se emplearon cultivos primarios de condrocitos humanos procedentes de muestras
de cartilago articular de caracteristicas osteocondrales. La obtencién y el cultivo de
los condrocitos se llevo a cabo mediante varios ciclos de digestiones enzimaticas.
Se macero el cartilago en pequefios trozos y se sometio a digestion enzimética,
empleando tripsina/EDTA al 0.25% (GIBCO®-BRL Life Technologies, Grand Island,
NY, USA). Posteriormente, la digestion sigue con al menos 2 ciclos de colagenasa
tipo Il 2 mg/mL (GIBCO®-BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA) a 37°C
en agitacion constante. Las células contenidas en el sobrenadante se sedimentan
por centrifugacion a 1800 rpm por 5 minutos. Los condrocitos fueron suspendidos
en medio de cultivo opti-MEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF)
y gentamicina (0.05 mg/mL) y se cultivaron inicialmente en botellas de cultivo de 75
cm? a 37°C en un ambiente al 5% de CO:2 y una humedad relativa del 100%. No se

utilizaron células con mas de dos pasajes de cultivo.



5.4 Establecimiento de los grupos experimentales

Para el cultivo celular, se emplearon placas de 12 pozos (Costar® Corning
Incorporated, Corning, NY, USA) a una densidad de 2x10° células por pozo. El
medio de cultivo basal a emplear fue Opti-MEM o DMEM/F12 (GIBCO®-BRL Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado con 10% de SBF (GIBCO®-
BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA) y 50 pg/mL de Gentamicina
(Laboratorios Quimica SON’S, Cholula, Puebla, MEX); todo en un ambiente al 5%
de CO2y una humedad relativa del 100%. Posterior a ello, se establecieron 5 grupos
de tratamiento por cada molécula a analizar (CatDex u ODX): un grupo control
tratado Unicamente con medio basal y 4 grupos de tratamiento con medio de cultivo
sin SBF con concentraciones de 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 uM de cada molécula. De cada
grupo se obtuvieron muestras a las 0, 24 y 48 h de cultivo para realizar extraccion
de ARN total y ademas se almacend el medio de cultivo sobrenadante a -80°C para

su posterior analisis.

5.5 Proliferaciéon celular

La proliferacibn de los condrocitos cultivados bajo las distintas condiciones
anteriormente sefialadas fue evaluada por medio de un ensayo colorimétrico a
traves de la reduccion de la sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazolil-
2)-2, 5-difeniltetrazolio). La reduccion del MTT (color amarillo) se lleva a cabo en
células metabdlicamente activas a través de enzimas deshidrogensas, lo que da

como resultado la produccion intracelular de formazan (color purpura) el cual puede



ser cuantificado espectrofotométricamente. Los condrocitos fueron cultivados en
placas de 96 pozos durante 24 h. Posteriormente, las células se incubaron con el
reactivo de MTT de 2-4 h hasta la formacion de un precipitado purpura visible. Luego
se afiade el reactivo de detergente y se incuba de 2-4 h en la oscuridad. Por ultimo,

se mide la absorbancia en cada pozo a una longitud de onda de 570 nm.

5.6  Migracion celular

Se evalud utilizando la técnica “wound healing assay” al crear en un ambiente estéril
un area libre de células en los cultivos mediante dafio mecéanico de la monocapa en
una zona confluyente utilizando una punta de pipeta nueva de 200 uL para todos
los casos, la cual se coloco firme y perpendicularmente a la superficie a 90 grados
de ésta, para producir una herida vertical (Rodriguez et al., 2005). Luego se
aspiraron los detritos celulares y se colocé medio de cultivo contra la pared
generada en la herida realizada para evitar el desprendimiento adicional de células.
El procedimiento se realizé en todos los casos por la misma persona. El espacio
libre de células generado se evalud y se tomaron fotografias a las 0, 24, 48, 72y 96
horas de cultivo bajo microscopia de luz en fase de contraste a 10X y 50X. Las
imagenes obtenidas se enviaron a un ordenador personal cargado por el programa
Image J. Se transformaron las imagenes a escala de grises y se estimo el porcentaje
del area desprovista de condrocitos. Se tomo una foto inicial después de realizar la

herida, la cual fue utilizada como referencia para el analisis.



5.8 Calculo y Tamafio de la Muestra

El calculo se realiz6 de una manera no probabilistica con un muestreo por
conveniencia debido a que es la primera vez que se realiza un protocolo de estas
moléculas sobre cartilago articular y solo se utilizaron los aloinjertos necesarios para

cubrir la generacion de los grupos controles y experimentales.

5.9 Andlisis estadistico

Se realiz6 utilizando el programa computacional SPSS version 21.0 para Mac®.
Estadistica descriptiva. Se obtuvo media, desviacion estandar, IC al 95%, resultado
minimo y resultado maximo para cada parametro de medicion incluido en el
presente estudio. Para las variables categoricas se utilizé la prueba de chi-
cuadrada. Para la estadistica inferencial se realizaron pruebas de correlacién
paramétrica (ANOVA y t student) de dos colas, para determinar si existen
diferencias significativas entre los resultados promedio obtenidos entre los distintos
grupos para cada parametro de medicion. De la misma forma se realizaron pruebas
de t student de dos colas para determinar si existian diferencias significativas entre
las medias de cada parametro de medicién paramétrico entre los distintos grupos

del estudio, tomando como significativo un valor de p inferior a 0.05.



CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de las muestras obtenidas de donadores

Las muestras de cartilago articular obtenidos provinieron de un total de 9 donadores
(5 hombres y 4 mujeres) del Banco de Hueso y Tejidos, con una media de edad de
64.1 £ 6.8 afilos y con un IMC de 29.14 + 3.17. Los donadores fueron procurados
dentro del periodo comprendido de enero de 2019 a diciembre de 2021. Dos
muestras de cartilago de dos donadores no pudieron ser incluidos dentro del estudio

debido a la contaminacién microbiana de los injertos.

6.2 Seleccion del medio de cultivo control para los ensayos

Para seleccionar el medio de cultivo apropiado que se utilizaria como control en los
ensayos de viabilidad. Se cultivaron 50,000 células por pozo con los medios de
cultivo Opti-MEM y DMEM/F12, adicionando un grupo control sin medio de cultivo

solo con PBS (phosphate-buffered saline).

El medio de cultivo con mayor cantidad de unidades relativas de luminiscencia
(URL) fue el Opti-MEM, con un total de 106,415.0 £ 701.5 URL, el medio de cultivo
DMEM/F12 obtuvo 66,836.0 £ 2,577.0 URL y el PBS 23,091.0 £+ 269.4 URL. Debido

a que el Opti-MEM fue el medio de cultivo con mayor viabilidad celular, se decidid



utilizar como medio de cultivo de control (Figura 1).

Viabilidad
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50,000+

Luminiscencia (URL)

Figura 3. Viabilidad Celular de Opti-MEM, DMEM/F12 y PBS.

6.3 Ensayo de viabilidad con los compuestos ODX y CatDex

El ensayo de viabilidad con ODX y CatDex a multiples concentraciones de 0.25 uM,
0.5 uM, 1.0 uM y 2 uM fue realizado a la par con el medio de cultivo de Opti-MEM.
Los valores obtenidos de luminiscencia para ODX arrojaron una diferencia no
significativa. Como se puede apreciar en la Tabla 1, las medias fueron menores a
concentraciones mayores, el grupo de concentracion de 1.0 uM fue el que alcanzé

una desviacion estandar menor y un intervalo de confianza mas estrecho en



comparacion con los demas grupos, por otro parte las mediciones a 2 UM obtuvieron
desviaciones muy elevadas (25,167) y también mostraron el intervalo de confianza

mas amplio de los 4 grupos (63,004-143,097).

En la Tabla 2 se describen los valores de luminiscencia para CatDex, que
demuestran una diferencia significativa (p<0.001). Al igual que para ODX las medias
fueron menores a concentraciones mayores. La tendencia de las desviaciones
estandar y de los intervalos de confianza fue de ser menores a mayor concentracion,
a excepcion del grupo de 1.0 uM que present6 una desviacion estandar mayor que

los grupos de 0.25 uM y 0.5 uM.

En la Figura 2 se puede observar que ODX mostro ser superior al control, y no asi

CatDex.
Viabilidad
150,000+
— = [J 0.25 oM
%‘ 10000091 o =1 [ 0.50M
= 50,000 B 1.0
S L1/ = Bl 2.0 «V
Q1,000 Control
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£ 500+
>0
|
0
CatDex ODX
Molécula

Figura 4. Viabilidad celular de CatDex y ODX.



Tabla 1. Valores de luminiscencia para las diferentes concentraciones de ODX.

ODX 0.25 um 0.5 um 1.0 um 2.0 um
Media 120,370 £ 113,346 + 109,772 £ 103,051 +
DS (URL) 4,157 11,316 2,986 25,167
95% IC (113,755- (95,339- (105,021- (63,004-
126,985) 131,352) 114,522) 143,097)
Valor p 0.34

DS, desviaciéon estandar; URL, unidades relativas de luminiscencia; IC, intervalo de

confianza.

Tabla 2. Valores de luminiscencia para las diferentes concentraciones de CatDex.

CatDex 0.25 pm 0.5 um 1.0 pm 2.0 ym
Media+ | 77,349 £ 5,864 22,365 + 5,297 6,265 £ 6,400 | 813 +£94.39
DS
(URL)
95% IC | (68,017-86,680) | (13,936-30,794) | (3,919- 16,449) (662.8-
963.2)
Valor p <0.001

DS, desviacion estandar; URL, unidades relativas de luminiscencia; IC, intervalo de

confianza.




6.4 Ensayo de migraciéon con los compuestos ODX y CatDex

En el ensayo de migracion celular se obtuvieron mediciones a las 0, 24 y 48 h, con
concentraciones de 0.25 pM, 0.5 pM y 1 pM con los tres medios de cultivo. En el
ensayo realizado con ODX (Figura 3), se observo un porcentaje de migracion
significativamente mayor en las 3 concentraciones a las 24 h y 48 h comparado con
el porcentaje de migracién a las 0 h, mientras el grupo control solo mostré una
diferencia significativa entre las 0 y 48 h, donde se presentd un mayor porcentaje

de migracion en esta ultima.
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Figura 5. Ensayo de migracion celular con ODX.
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Figura 6. Representacion gréafica del analisis de migracién con ODX (porcentaje de

area medida desprovista de condrocitos).

En el analisis de migracién con ODX, los valores obtenidos del porcentaje de area
medida desprovista de condrocitos a las 0 h fueron de: 39% (4.5%) para el grupo
0.25 uM, 37.7% (2.5%) para el grupo 0.5 uM y 41.6% (5.8%) para el grupo 1.0 uM.
A las 24 h los valores para los 3 grupos rondaron entre 17% y 23%, teniendo el
grupo 1.0 uM el porcentaje mas bajo, como se puede apreciar en la Figura 4. Para
las 48 h los valores fueron de: 7.8% (3.3%) para el grupo 0.25 uM, 14.1% (5.8%)

para el grupo 0.5 pM y 7.7% (3.8%) para el grupo 1.0 uM.



Control Opti-MEM 0.25 uM 0.5 uM
) D
- D

48 h

&) (¥
) [ (W
0j010

Figura 7. Ensayo de migracion celular con CatDex.
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Figura 8. Representacion grafica del analisis de migracion con CatDex (porcentaje

de area medida desprovista de condrocitos).

En el ensayo realizado con CatDex (Figura 5) no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de migracion para ninguna

concentracion ni durante ningun corte de horas en ningan grupo.

Para CatDex el porcentaje de area desprovista de condrocitos obtenido para la hora
0 fue de: 36.5% (2.8%) para el grupo 0.25 uM, 34.1% (2.4%) para 0.5 pM y 35.5%
(4.2%) para 1.0 uM, los valores a las 48 h fueron de: 29% (3.3%) para el grupo 0.25

1M, 30.1% (2.8%) para 0.5 uM y 30% (4.1%) para 1.0 uM. A las 24 h los valores



para los 3 grupos rondaron entre 31% y 33%, teniendo el grupo 0.25 pM el

porcentaje mas bajo como se observa en la Figura 6.



CAPITULO VII

7. DISCUSION

En la terapia de reparacion para cartilago humano existen grandes desafios que
actualmente se buscan resolver, uno de ellos es el uso de suero bovino fetal como
medio de cultivo, debido a las limitaciones que presentan el cultivo y la aplicacion
de células en pacientes. En el afio de 2003 en Utrecht, Paises Bajos, se celebro el
primer taller dedicado a la sustitucion del SBF en métodos de cultivo de células y

tejidos (Van der Valk et al., 2018).

A partir de 1980 se comenzaron a realizar multiples estudios que utilizaron medios
libres de suero y que obtuvieron como resultado mejoras como: condiciones de
cultivo controladas y definidas quimicamente in vitro, variabilidad reducida en la
composicion del medio de cultivo cualitativo y cuantitativo, eliminacion
contaminacion microbiana potencial, ventajas en el aislamiento posterior de

productos de cultivo celular, y aspectos éticos (Van der Valk et al., 2018).

En un estudio donde se evaluo la utilizacion de suero autélogo y medios libres de
suero para el cultivo de condrocitos se obtuvieron los siguientes resultados: el grupo
con SBF al 10% y el grupo suplementado con factores de crecimiento demostraron
un mayor niumero de células en comparacion con el grupo suplementado con suero

autdlogo al 10% (p<0,05), se contaron a los dias 3, 6, 9y 12 (Kamil et al., 2007).

Al igual que en un estudio del 2017 realizado en la Universidad de Medicina del

Noreste de Ohio, donde se tuvo especial cuidado en la manipulaciéon de los



condrocitos, en este trabajo se eligio Opti-MEM como medio de cultivo de control,
ya que fue el medio de cultivo con mayor viabilidad celular (Makki et al., 2017). El
uso de Opti-MEM permite reducir el uso de SBF, ya que contiene insulina,
transferrina, hipoxantina, timidina y oligoelementos que compensan el impacto
adverso de la reduccién de la suplementacion con FBS sin cambios en la tasa de

crecimiento o la morfologia (Rashid et al., 2019).

De acuerdo con el porcentaje de area medida desprovista de condrocitos para
Osteodex, el grupo que presenté mayor cambio entre el valor medido alasO hy a
las 48 h fue el de 1.0 uM con una diferencia del 33.9%, seguido por el grupo 0.25
UM con una diferencia de 31.2% y el grupo que presentd menor diferencia fue el de
0.5 uM con 23.5%, por lo tanto, hubo mayor migracion en el grupo 1.0 uM. A las 24
h el grupo 0.5 uM presentd el menor porcentaje de area desprovista de condrocitos
[17.5% (6.6%)] con un cambio de 20.1% en comparacion a la hora 0, por otro lado,
el grupo 0.25 uM mostré el mayor porcentaje [23.5% (3.1%)] con un cambio de

15.5% en comparacion a la hora 0.

Podrian existir areas de oportunidad para mejorar la eficacia del ODX, por ejemplo,
en el area de oncologia se ha estudiado esto, y se conoce que su mecanismo de
accion depende de tres efectos: citotoxicidad, induccion de apoptosis e inhibicién
de via de mevalonato (Alaiya et al., 2014), por lo que se han llevado a cabo
investigaciones dirigidas a estudiar estas caracteristicas entre otras (Holmberg et
al., 2010). Un estudio dirigido por el Instituto Karolinska obtuvo que todas las células
tratadas murieron con una dosis de 8 pM, que una dosis de 1.4 mg/kg no produce

toxicidad, reduccion de las lesiones tratadas con ODX e inhibicion de la actividad de



osteoclastos (Nilsson et al., 2015).

Otro estudio multicéntrico llevado a cabo en Suecia obtuvo que no se registro
toxicidad acumulativa ni toxicidad renal con el ODX ademas de que fue bien
tolerado, con pocos y leves efectos secundarios y con una aparente eficacia del

tratamiento en la cohorte de dosis mas alta (Thellenberg-Karlsson et al., 2016).

En comparacion con el area desprovista de condrocitos medida para ODX, los
valores obtenidos para CatDex fueron mayores lo que implica una menor migracion
celular, de las 0 h y a las 48 h hubo una diferencia del 5.5% en 1.0 uM, seguido por
el grupo 0.25 pM con una diferencia de 7.5% y el grupo que presenté menor
diferencia fue el de 0.5 uM con 4%, por lo tanto, hubo mayor migracién en el grupo
0.25 uM. A las 24 h el grupo 1.0 uM presentd el menor porcentaje de area
desprovista de condrocitos [31.7% (4.7%)] con un cambio de 3.7% en comparacion
alahora0, por otro lado, el grupo 0.5 uM mostré el mayor porcentaje [33.7% (3.3%)]

con un cambio de 0.4% en comparacién a la hora 0.

De acuerdo con un estudio publicado en 2017 la toxicidad de CatDex dependia del
tiempo y no de la concentracion (Escamilla-Garcia et al., 2017), por lo que al no
tener toxicidad reportada y una ligera superioridad contra el grupo control, mas

estudios podrian generar evidencia para apoyar su uso.

La tendencia de las desviaciones estandar y de los intervalos de confianza de ser
menores a mayor concentracion solo se observo en los grupos de CatDex, no hubo
tendencia alguna para los de ODX. A pesar de no tener una p significativa en la

comparacion de medias en los valores de luminiscencia para las diferentes



concentraciones, ODX mostré ser superior al control y a CatDex. Es factible que lo
anterior se deba a la heterogeneidad de los datos y/o a datos atipicos, esto
secundario a posibles errores en el procedimiento. La heterogeneidad de los datos
se podria compensar al aumentar el nimero de muestra y asi con una distribucion

no paramétrica justificar el uso de una prueba estadistica para datos no normales.



CAPITULO VIlI

8. CONCLUSION

El presente trabajo sugiere superioridad de ODX sobre CatDex para inducir
migracion celular de condrocitos. Osteodex exhibié ventaja contra grupo control, no
asi CatDex que fue equiparable contra grupo control como suplemento para el
medio de cultivo de condrocitos humanos evaluado mediante pruebas de migracion

celular. En las pruebas de viabilidad celular ODX también fue superior.

Por lo planteado anteriormente y de acuerdo con los resultados que arrojo este
estudio, se apoya el uso de ODX como suplemento para el medio de cultivo de
condrocitos humanos, lo que se vera reforzado con mas estudios al respecto ya que

no existen muchos en relaciéon con el tema.



CAPITULO IX

9. LIMITACIONES

Dentro de las limitaciones del estudio encontramos que es necesario un analisis
post hoc para conocer en qué medida existen diferencias entre que grupos de
concentraciones. Las comparaciones fueron hechas entre grupos de
concentraciones y no entre CatDex y ODX, por lo que seria interesante ver que

arrojan estas comparaciones.

Existen pocas publicaciones que utilicen los mismos parametros de medicidén para
poder comparar los resultados obtenidos, de igual forma el medio de cultivo varia

incluso de 2D a 3D.

El presente estudio refleja un primer acercamiento al efecto de las moléculas
probadas sobre los condrocitos humanos en cultivo. Como tal, es necesario llevar a
cabo mas experimentos utilizando distintas concentraciones de las moléculas, asi

como evaluar el efecto de dichos compuestos sobre el fenotipo del condrocito.
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