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RESUMEN:

Dado el limitado potencial regenerativo del cartilago articular, el acceso a material cuya estructura, com-
posicion, propiedades mecanicas y durabilidad sean similares al tejido original, ha incentivado el desarro-
llo de métodos de cultivo de condrocitos autdlogos. En este trabajo se describe la técnica de cultivo que
es utilizada en nuestro laboratorio para el aislamiento, expansion y caracterizacion de condrocitos autdlo-
gos a partir de una biopsia de cartilago articular.

Cabe anticipar que en el futuro el procedimiento podra ser optimizado, sobre todo por la adicion de facto-
res de crecimiento y/u otras moléculas, con la finalidad de producir material tisular en cantidad y calidad
suficiente para reparar defectos del cartilago autdlogo.

ABSTRACT:

Due to the limited regenerative potential of articular cartilage, the access to material similar in structure,
composition, mechanical properties and durability to the original tissue has stimulated the development
of culture methods of autologous chondrocytes. In this review, we describe the culture technique used in
our laboratory for the isolation, expansion and characterization of autologous chondrocytes obtained
from an arthroscopic biopsy of the articular cartilage, to be used in the repair of cartilage lesions of the
knee.

It should be mentioned that this procedure could be optimized in the future, mostly by the addition of
growth factors and other molecules with the purpose of producing tissue material in sufficient quantity and

quality to repair autologous cartilage.

INTRODUCCION

El cartilago articular es un tejido altamente especia-
lizado de la articulacion, con una limitada capacidad
regenerativa debido a la ausencia de vasos sangui-
neos y al bajo potencial mitogénico de los condroci-
tos.

La discapacidad y el dolor que resultan del dafio del
cartilago articular han estimulado la investigacion de
procedimientos reparativos que provean un tejido con
estructura, composicion, propiedades mecanicas y du-
rabilidad similares a la superficie articular normal.
Las opciones quirtrgicas para tratar al cartilago dafa-
do incluyen: debridamiento y lavaje, perforacion del
hueso subcondral, microfractura, artroplastia por abra-
sién y osteotomia tibial proximal (1,5,6,9,10,11,16).
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Cada uno de estos procedimientos puede ayudar a ali-
viar los sintomas clinicos de dolor ¢ inmovilidad, pero
ninguno resulta en la restauracion fisiologica del carti-
lago articular. El tejido de reparacion formado a partir
de estos procedimientos es fibrocartilago, que carece
de las propiedades biomecanicas y bioquimicas del
cartilago articular intacto.

El trasplante de injertos peridsticos/pericondrales es
un reciente avance que tiene la ventaja de poder cu-
brir grandes areas de superficie articular, pero el te-
jido reparado inicialmente tiende a calcificarse y a
ser reemplazado por hueso a través de la osificacion
endocondral (8,12,13,14,15). Se han obtenido resul-
tados similares con la implantacion de células stem
mesenquimales (2,7,17), células pluripotentes pro-
venientes de la médula 6sea que tienen la capacidad
de formar muchos tipos de tejidos. En los modelos
animales se ha demostrado que el cartilago tipo hia-
lino que se forma también calcifica, generando hue-
so como resultado.

Los pobres resultados a largo plazo logrados con las
modalidades de tratamiento enumeradas indujeron a
los investigadores del Hospital for Joint Diseases en
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Nueva York a desarrollar técnicas de implante de
condrocitos autdlogos cultivados a principios de la
década de los "80 (3). La evolucién de esta investi-
gacion continué en la Universidad y el Hospital
Universitario de Sahlgrenska en Goteborg, Suecia,
quienes publicaron en octubre de 1994 en el New
England Journal of Medicine los resultados favora-
bles de 7 afos de experiencia con esta técnica. Infor-
macion reciente proveniente del mismo grupo de
trabajo, publicados en octubre del 2001, confirmo
los beneficios a largo plazo de esta técnica. Estos ci-
rujanos reportaron en 213 pacientes con seguimien-
to de 2 a 10 afios: 88% de mejoria para pacientes
con lesiones unicas del condilo femoral y 74% de
mejoria en otro grupo de pacientes con diferente ti-
po de lesiones. (4).

Hasta el presente, se han registrado mas de 6.000
procedimientos de este tipo en numerosos centros
en EE. UU. y en Europa, constituyendo una alterna-
tiva valida para patologias traumadticas y/o incipien-
temente degenerativas del cartilago articular.

El objetivo de este trabajo es describir la técnica de
cultivo que es utilizada en nuestro laboratorio para
el aislamiento, expansion y caracterizacién de con-
drocitos autdlogos, a partir de una biopsia de carti-
lago articular, para ser empleado en la reparacion de
lesiones de cartilago de rodilla no mayores a 10 cm?.

MATERIAL Y METODO

Se realiza en primer lugar una artroscopia para ob-
tener material de cartilago, a partir del cual se aisla-
rén células para iniciar el cultivo.

Se requiere como minimo 2 cilindros de 4 mm de
diametro, aproximadamente 200 mg, los cuales se
sumergen en medio de cultivo de transporte.

La muestra debe arribar al laboratorio dentro de las
48 hs. de realizada la toma, para su posterior proce-
samiento.

En el clean room y bajo una campana de flujo lami-
nar se extrae el material de la biopsia y se lo trans-
fiere a una caja de Petri. Con la ayuda de pinza y es-
calpelo se disgrega la muestra de cartilago y se su-
merge en una solucioén de colagenasa, en atmosfera
al 5% de CO2 a 37°C.

Luego de la digestion enzimatica, la suspension ce-
lular es filtrada a través de una malla de nylon y se
realiza el lavado con medio de cultivo.

Se agrega la cantidad de medio de cultivo adecuada
para obtener una suspension celular que sera culti-
vada inicialmente a 1500-3000 células/cm® de fras-

co de cultivo a 37°C en atmosfera al 5% de CO2.
Cuando el cultivo llega a confluencia es repicado.
Este procedimiento se repite hasta alcanzar el nime-
ro de células requerido para reparar el defecto (1 x
106 células/cm2 de defecto).

Las células se cosechan un dia antes de la cirugia y
se las resuspende en 300-500 ul de medio de trans-
porte sin rojo fenol ni suplementos.

En caso de que la cirugia del paciente se postergue,
las células son congeladas y conservadas en nitroge-
no liquido. Una vez decidida la fecha de la cirugia,
las células son descongeladas 7 a 14 dias previos a
la entrega en las condiciones anteriormente descrip-
tas.

Se realizan controles de calidad de los condrocitos
expandidos ex vivo que van a ser reimplantados. Se
evaltia la morfologia de las células con cultivo en
paralelo de lineas de fibroblastos NHDF y condroci-
tos HCH e inmunomarcacion para obtener el perfil
de expresion de los marcadores de superficie de las
muestras cultivadas.

La caracterizacion inmunofenotipica se realiza em-
pleando un panel de anticuerpos monoclonales con
especificidades para condrocitos y fibroblastos,
siendo evaluada en un citémetro de flujo.

Los condrocitos expandidos en cultivo, muestran
expresion de la molécula de agrecan (Fig. 1) la cual
se evidencia mediante el empleo de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la region de unién con
acido hialurénico (HABR)(18).

El agrecan, junto con la molécula CD26 (19) son
considerados los marcadores mas especificos y de
mayor utilidad para establecer el perfil fenotipico
diferencial con fibroblastos, los cuales a diferen-
cia de los condrocitos muestran positividad al an-
tigeno CD26 y negatividad al agrecan. La caracte-
rizacion inmunofenotipica incluye también anti-
cuerpos monoclonales para la deteccion de otros
antigenos como CD13 y CD44 (20,21) los cuales
si bien no son exclusivos de este tipo celular estan
normalmente presentes en los condrocitos expan-
didos.

Los condrocitos muestran muy alta expresion de la
molécula CD44, principal receptor del acido hialu-
ronico, involucrado en las interacciones con la ma-
triz extracelular.

El panel incluye también anticuerpos mono-
clonales para la exclusion de células hemato-
poyéticas como CD45 (antigeno comun leuco-
citario) y CD14 (células mieloides y monoci-
tos) (Tabla I).
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Figura 1: Andlisis por citometria de flujo de
condrocitos:
A.- Control isotipico conjugado con fluorocromos,
usando como control negativo.
B.- Anticuerpo anti-agrecan (técnica de fluorescen-
cia indirecta).

Tabla 1: Caracteristicas inmunofenotipicas de
condrocitos y fibroblastos.

Anticuerpos Condrocitos Fibroblastos
CD13 + +
CD14 - -
CD26 - +
CD44 + +
CD45 - -
CD61 -+ -+

Agrecan + -
Colageno Tipo 11 -+ -
DISCUSION

La posibilidad de expandir condrocitos autdlogos ex
vivo, se ha convertido en un metodo ideal para la re-
paracion de lesiones del cartilago articular. A nivel la-
boratorial se esta trabajando intensamente en la opti-
mizacion de los protocolos de cultivo, ya sea usando
diferentes citoquinas (¢j. EGF, bFGF, IGF, PDGF) y
hormonas (como insulina y dexametasona), asi como
también diferentes adherentes como fibronectina, ge-
latina y colageno. Esto permitira la definicion de las
condiciones ideales de tecnologia con su consecuente
repercusion en los resultados clinicos.
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