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SISTEMA CO-CULTIVO DE CONDROCITOS PARA LA OBTENC](')N DE MATERIAL
DE REEMPLAZO DE CARTILAGO ARTICULAR |

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con el campo de la bioingenieria o reconstruccién de -
tejidos corporales. En particular, esta invencion esta dirigida a un método de cultivo de
condrocitos normales, los condrocitos obtenidos por dicho método, material de terapia

de cartilago articular, utiliza los condrocitos obtenidos por un método que permite’

* preservar el fenotipo de los condrocitos en cultivo y un método para determinar el efecto

que tienen agentes de prueba sobre el cartilago articular.
ANTECEDENTES DE LA I_NVENCION

Cada afio se llevan a cabo aproximadamente un millén de cirugias en todo el mundo
para reparar las articulaciones. Estas van desde procedimientos quiriirgicos de cadera y
rodilla hasta de defectos cartilaginosos. Las enfermedades originadas a partir de las
articulaciones estan asociadas con un gran numero de complicaciones para aquellas
personas que las padecen. Por ejemplo, los defectos en cartilago y huesos juegan un
papel primordial tanto en la patogénesis de la osteocartritis como en las cdndiciones

post-trauméticas.

El sistema esquelético y sus elementos funcionales, las articulaciones, estan
compuestas de capsula articular, membrana sinovial, ligamentos, hueso y cartilago
articular. Estos dos L’Jltimds han sido intensamente estudiados en los Ultimos afios. La
colagena es el principal componente de la matriz extracelular del hueso y cartilago. Las
diversas formas de colagena dan propi'edade's unicas a estos dos tejidos, lo que les

permite llevar a cabo sus funciones especificas en el sistema esquelético.--

El hueso esta compuesto principalmente de colagena t'ipo l, la cual representa el 90%

de su masa seca. Esta matriz de colagena esta mineralizada por precipitacién con
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cristales de hidroxiapatita, lo que hace sélido y durable al hueso. Basado en las
diferencias de estructura, el tejido 6seo se puede subdividir en hueso cortical (la capa
densa externa) y hueso trabecular (la parte menos densa con una microestructura
caracteristica que alberga a la médula 6sea). La homeostasis del hueso y la renovacion
tisular son depehdientes de dos tipos de células, los osteoblastos y los osteoclastos,

responsables respectivamente, de la formacién y resorcién 6sea.

El cartilago articular recubre los extremos articulares de los huesos de las articulaciones
diartroideas. Es un tejido hipocelular, aneural, alinfatico y avascular. Este tejido actia
como un material elastico que absorbe y distribuye las cargas vy junto con el 'quuido
sinovial contribuye a minimizar la friccion entre las superficies articulares. La matriz
extracelular estd compuesta principalmente de colégeha tipo 1l, la cual representa el
60% de su masa seca. Debido a la abundante presencia de pro.teoglicanos (alrededor
del 20% de su masa seca), el cartilago tiene un contenido de agua significativamente
mayor que el hueso (70% contra 10%), lo que le confiere una relativa flexibilidad y de
esta forma la capacidad de soportar distorsiones. Solamente un tipo de célula, el
condrocito, es responsable del balance dinamico de la éintesis y degradacion de matriz

extracelular, lo cual involucra sistemas enzimaticos sumamente complejos.

El tejido 6seo que se encuentra en intima relacién con el cartilago articular consiste en

una capa delgada de hueso llamada placa subcondral. Bajo circunstancias normales el
recambio de hueso y cartilago esta delicadamente balanceado, pero en condiciones
patolégicas puede cambiar este balance, promoviendo de esta forma cambios

estructurales que conllevan finalmente al desarrollo de enfermedades esqueléticas.

En este sentido, [a osteoartritis y la artritis reumatoide son enfermedades en las que se

produce degradacion del cartilago articular, Esto implica inflamacién, dolor crénico y

- pérdida de flexibilidad-y-movilidad-de-la-articulacién. Debido-a-la desestabilizacion-del- -

balance entre degradacién y sintesis del cartilago articular y hueso subcondral, el
cartilago es degradado, y esto lleva de forma secundaria a una inflamacién localizada
de la articulacion y la produccion de citocinas y enzimas proteoliticas. La osteoartritis
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esta caracterizada por la pérdida progresiva de cartilago y anormalidades dseas que
incluyen engrosamiento éseo, deformacion y formacion de quistes y osteofitos, lo cual

es debido la calcificacién anormal del hueso en la articulacion.

En particular, las lesiones del carti]égo articular no sanan, o sanan solo parcialmente
bajo ciertas condiciones biologicas, debido a mdltiples factores entre los que se
‘incluyen: a) la poca capacidad del cartilago para regenerarse debido a que los
condrocitos articulares pierden: casi por completo su capacidad mitética en el adulto, y
b) la ausencia de nervios, vasos sanguineos y un sistema linfatico en el sitio de la
lesion. La limitada capacidad de reparacién del cartilago articular resulta usualmente en
la generacién de cartilago modificado (fibrocartilago), que carece de la estructura vy

propiedades biomecanicas del cartilago normal.

Actualmente muchos métodos terapéuticos estan siendo utilizados para resolver la
problematica del lesiones o defectos en el cartilago 7articular; sin embargo, ninguna de
esas terapias ha resultado en la regeneracion exitosa del tejido cartilaginoso de forma
tal que resista la carga normal de la articulacién y la actividad fisica por periodos

prolongados.

Los tratamientos mas utilizados actualmente, van desde sintomaticos para aliviar el
intenso dolor que aquejan a estos pacientes, en los que se emplea anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES), los cuales tienen efectos secundarios como gastritis, Ulcera
gastricas e incluso insuficiencia renal; hasta en fos casos que lo requiere, cirugia de re-
emplazo articular, los cuales ademéas de costosos, frecuentemente es necesario
repetiios cada cierto tiempo. Los nuevos medicamentos que se encuentran en el

mercado como el VIOX, han tenido grandes efectos secundarios.

- Otros - procedimientos- utilizados- clinicamente- para-corregir-las-lesiones-y degeneracién -~

de cartilago son el lavado y la remocién del cartilago dafiado por artroscopia. El lavado
y la remocion artroscopica involucran la irrigacién de la articulacion con soluciones de

cloruro sédico, Ringer o Ringer y lactato. El alivio temporal del dolor parece ser
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resuftado de la remocion de los restos de cartflago degenerativo, enzimas proteoliticas y
mediadores inflamatorios. Esas técnicas proporcionan alivio temporal del dolor, pero

tienen poco o ningln potencial para la curacion posterior.

La estimulacion de la reparacion es llevada a cabo por medio de abrasién artroplastica
o microfractura. La penetracion en el hueso subcondral induce sangrado y formacién de
coagulos de fibrina que promueven una reparacion inicial, sin embargo, el tejido
formado es de naturaleza fibrosa y no es muy durable. El alivio del dolor es temporal ya
que el tejido presenta degeneracion, envaramiento y caracteristicas de detericro

conforme pasa el tiempo.

El transplante directo de células o tejido en el sitio de la lesién, asi como el reemplazo
de la lesion con sustitutos biolégicos o sintéticos actualmente se realiza en un pequefio
porcentaje de intervenciones quirlrgicas. En 1994, Brittberg et al. reportaron tratamiento
exitoso en lesiones de cartilago al implantar condrocitos autolégos, provenientes de un
sistema de cultivo en monocapa. De acuerdo a sus reportes, la implantacion de
condrocitos autolégos involucra el procesamiento y expansién de condrocitos originarios
de una biopsia de cartilago de paciente y él crecimiento de esas células en un implante
terapéuticamente efectivo. En este procedimiento, los condrocitos autologos en
suspension, expandidos bajo el sistema de cultivo en monocapa fueron transplantados
a la lesion osteocondral, la cual fue cubierta con una capa periostio. Esta estrategia tuvo
un inmenso impacto sobre la cirugia ortopédica y se considerd un descubrimiento

sensacional para la reparacion de cartilago.

La compafifa Genzyme tomo la iniciativa en la comercializacién de un producto. de
ingenieria tisular, “Carticel”, el cual fue el primero en recibir la aprobacién de la FDA.

Aungue los resultados clinicos a corio y mediano plazo parecen ser exitosos, este

- procedimiento-tiene-algunas desventajas-que-necesitan-ser-mejoradas- -os-condrocitos-—--- -~

maduros in vivo son de forma redondeada y sintetizan colagena tipo 11, como elemento
fundamental de la matriz extracelular. Sin embargo, los condrocitos que crecen en

monocapa tienden a asumir una morfologia fibroblastica, pierden su habilidad para
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formar matrices y sintetizan colagena tipo | predominantemente. Los condrocitos
dediferenciados pueden exhibir fenotipo de condrocitos articulares solamente un
ndmero limitado de pasajes. De esta forma, es sumamente dudoso que las células
fibroblasticas puedan re-expresar el fenotipo de condrocitos articulares después del
transplante. Existe otro riesgo que es concerniente al hecho de que algunos condrocitos
puedan escapar del sitio del injerto durante la inoculacion debido a que son inyectados

en suspension.

Una estrategia es el crecimiento espacial de condrocitos acompafiados con agregacion
celular mientras mantienen su fenotipo. Wakitani et al. efectuaron el cuitivo .de
condrocitos de conejo encapsulados en un gel de colagena tipo |, y demostraron que el
tejido recién formado adquirio firmeza después de un prolongado cultivo, ofreciendo de
esta forma un resultado exitoso para el tratamiento de cartilago articular dafiado de
conejo in vivo. De esta forma, el método de cultivo utilizando colagena tipo | parece ser
una estrategia prometedora para el iransplante de condrocitos. La maduracién de los
condrocitos se acelera en los cultivos en tercera dimension, aunque la proliferacion
ceiular esta frenada debido a la Iimitécic’)n del suministro de nutrientes en el soporte. En
el caso del transplante autolégo, ef nimero de condrocitos obtenidos del paciente para

cultivo es minimo.

Existen, a la fecha dos propuestas para promover la agregacion celular, las cuales se
pueden categorizar en cultivos sin soporte y con soporte, utilizando para esto un gel o
esponja porosa. Sin embargo, para iniciar el cultivo la adquisicion de la fuente celular de
la biopsia del paciente viene a ser controversial, desde el punto de vista de la cantidad

de células que se obtienen inicialmente.

Al emplear un soporte estructural como substituto temporal para' la matriz extracelular

- se proporciona- a-las - células-un-ambiente- especifico-para- el desarrollo en tercera

dimension. Han sido propuestos los cultivos en gel que utilizan materiales con baja y
alta afinidad a los condrocitos, tales como agarosa, alginato y colagena tipo I, ademas

de las esponjas porosas hechas de polimeros naturales de colagena, y polimeros



10

15

20

25

30

6

sintéticos de acido poliglicdlico (PGA) o acido polilactico-co-glicdlico, que han sido
aplicadas para mejorar la operacion del sembrado celular y el suministro de oxigeno en

el soporte.

Consecuentemente, existe una fuerte necesidad en el estado de la técnica de
desarrollar una alternativa econdmica para tratar los defectos e{rticulares osteoartriticos,
que ademas permita que la regeneracion de la articulacion afectada sea lo mas cercana
posible a las condiciones in vivo y tan eficiente como sea posible. Por otra parte, existe
también la necesidad de proporcionar transplantes, que sean cultivados bajo
condiciones lo mas cercanamente posible a aquellas in vivo, y proporcionen un alto
grado de biocompatibilidad. Finalmente, existe también la necesidad en el estado de [a
técnica de proporcionar composi'ciones, las cuales permitan el tratamiento del dafio

articular preferiblemente con técnicas que impliquen una invasién mfnima.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Figura 1.A: Condrocitos dediferenciados a células tipo fibroblastos (flecha).
Figura 1.B: Condrocitos dentro de las perlas de alginato (flecha). Figura 1.C: Co-cultivo
de condrocitos encapsulados en perlas de alginato (flecha) y células condrocitos

dediferenciados (estrella),

Figura 2. Los histogramas del citémetro de flujo vy las gréaficas fueron divididos en siete
zonas (M1-M7), M1 representa la zona donde se situaron las células tefiidas con CFSE
que presentan alta intensidad de fluorescencia y M7 la zona donde se ubicaron las
células sin fluorescencia; cada zona conseclut'iva representa una disminucion de la

intensidad de la fluorescencia celular del 50%, con respecto a la zona precedente, lo

— que- significa- que-cada-zona- representa-una-nueva-division-celular;-A:-Fluorescencia-

natural de los condrocitos, las células se situaron en M7, la zona sin fluorescencia;
B: Condrocitos tefiido con CFSE, las células se desplazaron a la zona de mayor
fluorescencia M1; C: Los condrocitos tefiidos con CSFE después de 5 dias de co-cultivo
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muestran un desplazamiento hacia fa zona M7 del histograma: D: Los condrocitos del

cultivo controt después de 5 dias se mantuvieron entre las zonas M1 a M4 y

presentaron un desplazamiento minimo hacia la zona M7.

Figura 3. Fases de mitosis (estrellas) en co-cultivo de condrocitos. A: Profase, B:
Metafase, C: Anafase, D: Telofase. E: La prueba de TUNEL para identificar muerte
celular por apoptosis demostrd muy pocas células positivas en el sistema de co-cultivo
de condrocitos (estrella); F: Control positivo de TUNEL; G: Control negativo de TUNEL.

Figura 4. Expresion de colagena |l en las perlas de aiginatc conteniendo condrocitos
en el sistema de co-cultivo. El anticuerpo reconocié una proteina de 97 kDa y otra de
120 kDa. La proteina con menor movilidad electroforética posiblemente representa una
forma nativa de la Colagena |l 1. Control positivo, cartilage normal; 2. Perlas de
alginato del co-cultivo; 3. Perlas de alginato del cultivo control de; 4: Control negativo,

ceélulas Hela.

SUMARIO DE LA INVENCION
A la luz de lo descrito el objeto de la presente invencion es:

Proporciohar un nuevo meétodo para la produccién de un implante de cartilago, dicho
metodo consiste en encapsular condrocitos en perlas de alginato y cultivar los
condrocitos encapsulados en presencia de una monocapa en semi-confluencia de
condrocitos dediferenciados (co-cultivo) y que, ademas, este método de co-cultivo

permita:

o ome Obtener-un implante de-cartilago- por'el' método arriba sefalado—— - - o
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Utilizar el implante obtenido para preparar un producto farmacéutico que permita
la regeneracion o reparacion de cartilago articular en un individuo con necesidad

de dicha regeneracién o reparacion.

Obtener condrocitos viables capaces de ser utilizados en el transplante de

cartilago articular.
Producir condrocitos no dediferenciados.
Preservar el fenotipo de condrocitos cultivados.

Propbrcionar un método para determinar el efecto de un agente de prueba sobre
la matriz del cartilago. De acuerdo a este método, es posible obtener un tejido
cartilaginoso al cultivar condrocitos encapsulados en perlas de alginato sobre
una monocapa semi-confluente de condrocitos dediferenciados y uno o mas
agentes de prueba que se encuentran en contacto con dicho tejido. El efecto del
agenfe o agentes de prueba sobre el tejido con el cual estuvieron en contacto es
llevado a cabo en preéencia o ausencia de moduladores conocidos del tejido
cartilaginoso. Después de haber observado en un agente de prueba alguna
propiedad deseable, tal como la sobreregulacion de la produccion de cartilago, la
inhibicion de la degradacién de cartilago o el incremento de la degradacion de
cartilago, el agente de prueba puede ser identificado y entonces aislado o
sintetizado quimicamente para producir una droga terapéutica. De esta forma el
presente método puede ser utilizado para hacer drogas (tiles para el tratamiento
terapéutico de tejidos cartilaginosos in vitro e in vivo. Como ée utiliza aqui, un
agente de prueba es definido como un compuesto quimico que tiene un efecto

modulador desconocido sobre el tejido 'qartilagincis,o en la etapa de desarrolio del

--cartilago en-la-cual-el agente de prueba-es-administrado-tna-persona-experta-en—--

el arte entendera que el término agente de prueba es dependiente de multiples
factores incluyendo al menos el compuesto a ser probado y la etapa de

desarrollo del cartilago en la cual el agente es probado.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Aislamiento de condrocitos

Los condrocitos fueron aislados a partir de cartilago articular de las rodillas y cadera de
ratas Wistar macho (130-150 g de peso). El éartilago fue removido de los animales que
fueron sacrificados utilizando una sobre dosis de anestesia, de acuerdo con las Guias
de Investigacion Nacional (NOM-062-Z0O0-1999). El cartilago articular fue digerido
durante 10 minutos en tripsina bovina al 0.02% (Research Organics, Cleveland, OH), en
“solucion A” (Glucosa 9.99 mM, KCI 2.95 Mm, NaCl 130 mM y Na2HPO4 5.25 mM, en
agua MiliQ, suplementada con gentamicina 50pg/ml y un pFl final de 7.2-7.4), en
oscuridad y agitacion continua a temperatura ambiente (TA). Postriormente el cartilago
fue tratado durante 2 horas con Colagenasa tipo Il al 0.02%, en la “soluciéon A” a 37°C,
en oscuridad y agitacion continua. Las células obtenidas después de la digestién se
filtraron a través de una malla de nylon de 50um (PGC Scientific, Maryland, USA) y
lavadas dos veces en “solucion A” conteniendo EGTA TmM, a pH 7.2-7.4. La pastilla
celular se resuspendié en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
GIBCO, In Vitrogen Corporation, Grand Island, NY, USA) conteniendo EGTA 1mM, a pH
7.2-7.4, la viabilidad de las'células fue evaluada por la prueba de exclusion vital con

azul de tripano.

Cultivo de condrocitos en monocapa

La suspension de condrocitos se ajustd a una concentracién de 3.5x10* células/ml, se
sembré 1 ml de suspension celular en un frasco de cultivo; inmediatamente se

anadieron 10 mililitros de medio de cultivo DMEM complementado con 10% de suero

. fetal bovino y se cultivo.a 37°C/5%. CO;..hasta.-alcanzar-40%-.de. confluencia.-.Las. .. ..

observaciones de confluencia se llevaron a cabo utilizando un microscopio invertido

Olympus IM con el objetivo 20x (Olympus,'Japan).
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Condrocitos tefiidos con CFSE

LosA condrocitos se aislaron de acuerdo al procedimiehto previamente descrito. La
pastilla celular se resuspendié en 1 ml de “solucién A" conteniende EGTA 1mM, pH 7.2-
7.4,y se tifieron con 10pl de 5-carboxifluorescein diacetate succinimidy! ester (CFSE),
0.5mM en “solucion A", se incubaron por 10 minutos a 37 °C en bafioc Maria,
agitdndolas suavemente cada 2 minutos. Después de eso, las células se lavaron dos
veces con 13 ml de medio de cultivo DMEM conteniendo EGTA 1mM, complementado
al 10% con suero fetal bovino. Una alicuota de células se fijé en paraforrhaldehido al 4%
en solucién buffer de fosfatos salina (PBS) por dos horas, se lavé dos veces en PBS, se
resuspendié en 20001 de) PBS y se analizd ai citometro de flujo (Becton Dickinson
FACS Calibur, San Jose, CA, USA), para obtener los valores basales de la intensidad
de fluorescencia de las células recién tefiidas. Una muestra de condrocitos aislados sin
tefiir se analizd previamente por citometria de flujo como control de Ia fluorescencia

natural de [as células.

Condrocitos en perlas de alginato

Las células tefidas con CFSE restantes fueron encapsuladas-en alginato de calcio de la
siguiente manera. La suspensidn celular se ajustd a 2x10° y se afiadié a un volumen
igual de alginato de calcio al 2.4% (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) en “solucién
A” para obtener una concentracion final de 1x10° en alginato 1.2%. La suspensién de
célulasfalginato fue goteada lentamente a través de una aguja calibre 22 en una
solucién de CaCl; 103 mM, en soiucién salina fisiologica (NaCl 150mM), para obtener
los condrocitos encapsulados en las perlas de alginato. Las perlas de alginato se
mantuvieron en la solucidn de CaCl, durante 10 minutos a TA para permitir gelificacién

del alginato, posteriormente las perlas se lavaron dos veces en “solucién A” y dos veces

en medio de cultivo DMEM.
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Co-cultivo de condrocitos

lLas perlas de alginato obtenidas por el procedimiento anteriofmente descrito se
dividieron para obtener dos tipos de cultivo: cuitivo experimental (co-cultivo) y cultivo
control. Para el co-cultivo, aproximadamente sesenta perlas de alginato se afiadieron al

frasco de cultivo que contenia una monocapa de condrocitos dediferenciados, que

“habia alcanzaron un 40% de confluencia. Para el cultivo control, las perlas de alginato

se cultivaron en un frasco de cultivo sin monocapa de condrocitos dediferenciados.
Ambos fueron cuitivados durante 5 dias a 37 °C/5% COZ?. El medio de cultivo se cambid

conforme fue requerido.

Proliferacion de condrocitos

Después de 5 dias de cultivo, los condrocitos encapsulados en las perlas de alginato se
fijaron en paraforrﬁafdehido al 4% en PBS durante dos horas, después de lo cual se
lavaron dos veces en PBS. Los condrocitos se recuperaron al disolver de las perlés de
alginato por incubacion durante 20 minutos a TA en citrato de sodio 55mM en “solucion
A" conteniendo EGTA 1mM, pH 7.2-7.4. Psteriormente, los condrocitos se lavaron dos .
veces y se resuspendieron en “solucion .A”. La suspension celular se dividio en dos
muestras para cada uno de los dos cultivos, experirhental y control. Una muestra de
ambos cultivos se centrifugd a 554g durante 10 minutos, se resuspendié en 2000! de
PBS conteniendo EGTA 1mM vy los condrocitos se analizaron por citometria de flujo

para evaluar la divisién celular.

Fases de mitosis y apoptosis

Las segundas muestras de ambos cultivos se adhirieron sobre portacbjetos por medio

~—del cytospin (Cytospin 3, Shandon Lapshaw, Pittsburg, PA; USA) Dos tipos deprughas— "~
 se realizaron a los condrocitos adheridos a los portaobjetos: la técnica convencional de

hematoxyline-eosine (HE) para identificar las fases de mitosis y la prueba de TUNEL

para observar celulas apoptosicas.
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Fenotipo de condrocitos

Para analizar si los condrocitos provenientes de los cultivos en perlas de alginato
mantuvieron el fenotipo de condrocitos articulares, el tiempo de cultivo se extendio a 14
dias para permitir el depdsito de matriz extraceluar y entonces se efectdo a las perlas
de alginato la prueba de western blot para evaluar la expresion de colagena tipo I de
acuerdo a la metodologia descrita en 2005 por Gomez-Camarillo y Kouri. En cada carril
del gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), se cargaron 15 0Og de proteina proveniente
de las per[as de alginato del co-cultivo, del cultivo control y de los controles positivo
(cartilago articular normal de rata) y negétivo (células Hela), y enseguida fueron
sometidas a electroforesis. Posteriormente se hizo la transferencia de las proteinas a
una membrana de nitrocelulosa. La membrana de nitrocelulosa fue preincubada en
leche en polvo descremada diluida en PBS/2% Tween, por 1 hora a TA, deépués de lo
cual se incubé toda la noche a 4°C con anticuerpos monoclonales contra colagena tipo
Il (1:200 en PBS/2% .Tween; Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA).
Posteriormente se incubd por 1 hora con un anticuerpo secundario anti-raton marcado
con peroxidasa (1:3000 en PBS, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) La
inmunoreaccion se visualizo utilizando el sistema de deteccion por quimioluminiscencia
Western blotting ECL+Plus {Amersham Pharmacia Biotech, Buénos Aires, Argentina.
Como control interno de la técnica, se efectud la prueba de western blot para la
expresion de actina, utilizando anticuerpos contra actina (1 250 en PBS/2% Tween,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA, USA).

EJEMPLOS

_Los siguientes _ejemplos_se llevan a cabo utilizando técnicas_estandar, las_cuales_son____. . ..

bien conocidas y rutinarias para aquellas personas expertas en la técnica. Los
siguientes ejemplos son presentados para propésito ilustrativo y no se deben considerar

de ninguna manera limitantes del alcance de esta invencion.
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EJEMPLO 1

Cultivo en monocapa y co-cultivo

Los condrocitos en suspension se adhirieron a la superficie de frasco de cultivo a las 24
horas, pero retuvieron su morfologia redondeada. A las 48 horas los condrocitos
adoptaron una morfologia semejante al fibroblasto y alcanzaron una confluencia del
40%, 72 a 96 horas después de sembrados (Fig. 1A). Una vez que se obtuvo la
monocapa en semi-confluencia, se arfiadieron al frasco de cultivo los condrocitos
encapsulados en las perlas de alginato (Fig. 1B), para establecer el sistema de co-
cultivo (Fig. 1C).

EJEMPLO 2

Proliferacién de condrocitos |

Tanto en el sistema de co-cultivo, como en el cultivo control se observd divisién celular
desde el primero hasta el quinto dia, sin embargo, en el cultivo control la division celular
fue menor. En el sistema de co-cultivo, la divisién de los condrocitos fue sobresaliente
en el quinto dia de cultivo, en este tiempo se encontré mayor desplazamiento de los

condrocitos hacia la zona de menor fluorescencia en ef histograma (Fig. 2).
EJEMPLO 3

Fases de mitosis y apoptosis
Después de cinco dias fue posible identificar todas las fases de mitosis en los
condrocitos de las perlas de alginato del co-cultivo (Fig. 3A-D), no se observaron

condrocitos necroticos. Por un lado, la prueba de TUNEL presento un bajo porcentaje

- de-células apoptoticas; 0:03% en-mil células contadas (Fig:r 3E-G).
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EJEMPLO 4

Fenotipo de condrocitos ‘

En todos los casos (experimental y control) el fenotipo de los condrocitos se mantuvo
como se demostré por la expresion de colagena I, presentado por la prueba de
Western blot de las perlas de alg'inato después de cinco dias de cultivo (Fig. 4).
Ademas, las observaciones morfologicas también presentaron caracteristicas de

condrocitos.
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REIVINDICACIONES

. Un metodo para la produccién de un implante de cartilago que consiste en

encapsular condrocitos en perlas de aiginato y cultivar los condrocitos
encapsulados en presencia de una monocapa en semi-confluencia de

condrocitos dediferenciados.

. Un implante de cartilago obtenido de acuerdo al método reclamado en la

reivindicacién 1.

. El uso del implante de cartilago obtenido de acuerdo al método reclamado en la

reivindicacion 1, para preparar un producto farmacéutico para la regeneracion o
reparacion de cartilago articular en un individuo con necesidad de dicha

regeneracion o reparacion. -

. Un método para producir condrocitos viables capaces de ser utilizados en el

transplante de cartilago articular de acuerdo al método reclamado en al

reivindicacion 1.

. Un metodo de cullivo celular para la produccion de condrocitos no

dediferenciados de acuerdo al método reclamado en al reivindicacion 1.

..Un método para preservar el fenotipo de condrocitos cultivados de acuerdo al

método reclamado en al reivindicacion 1.
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7. Un método para determinar el efecto de un agente de prueba sobre una matriz

de cartilago que comprende:

a) Encapsular condrocitos en perlas de alginato y su cultivo subsecuente en

“presencia de una monocapa en semi-confluencia de condrocitos dediferenciados.
b) Contactar uno o mas agentes de prueba con el cultivo Hlevado a cabo en el paso.

c) Medir el efecto que tienen uno o mas agentes de prueba sobre el cultivo

contactado.
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RESUMEN

La presente invencion es relativa al campo de la ingenierfa tisular, en particular al
reemplazo de tejido patologico en articulaciones (principalmente hueso y cartilago).
Para este proposito, la invencién divulga un método para producir composiciones de
células, las cuales comprenden un sistema de co-cultivo de condrocitos en perlas de
alginato para obtener dichas composiciones celulares. Las composiciones celulares
pueden ser utilizadas para la produccion de un material de transplante-de cartilago Util

para el tratamiento de la osteoartritis y enfermedades o defectos articulares.
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