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RESUMEN

Laproduccionde cartilago in vitro por bioingenieria de
tejidos tiene un enorme potencial terapéutico. Sinembargo,
en Venezuela aiin no se ha desarrollado esta tecnologia,
por tanto en nuestro laboratorio se estdn desarrollando
proyectos dirigidos a conocer aspectos involucrados en la
biologia de los condrocitos, asi como también de los tipos
de matrices a utilizar como sustrato para su cultivo. En este
trabajo se aislaron condrocitos de cartilago nasal humano
obtenidos de cirugias estéticas. Las células cultivadas sobre
pldstico aaltas densidades crecen en monocapa, mostrando
una morfologia poliédrica caracteristica hasta el segundo
pasaje; en subcultivos sucesivos estas células muestran
cambios morfologicos observdndose células fusiformes,
indicando un proceso de desdiferenciacion. Cuando las
células son incluidas en una matriz de coldgeno tipo I la
mayoria mantiene sumorfologia esféricatipicay sintetizan
componentes de matriz caracteristicos como proteoglicanos
y coldgeno tipo IlI, marcadores de estabilidad fenotipica,
factor importante para el desarrollo de neotejidos
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SUMMARY

The in vitro production of cartilage by tissue
bioengineered has an enormous therapeutic potential.
However, this technology has not been developed in
Venezuela, so, in our laboratory several projects related to
biological aspects of chondrocytes and the best matrixial
supportfor their culture are under study.In this work we have
isolated chondrocytes from human nasal samples obtained
from plastic surgery and culture of cells on plastic dishes
at high densities. Initially the cells grew up as a monolayer
of poliedric cells, and after the second passage this shape
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was modified, in successive subcultures these cells show
spindle cell morphological changes observed, indicating
a dedifferentiation process. When cells are embedded
in a matrix of collagen type I most keep their spherical
morphology typical characteristic matrix components
synthesized as proteoglycans and collagen type Il markers,
phenotypic stability, an important factor for the development
of new tissues.

Keywords: Chondrocytes. Nasal cartilage.
Dedifferentiation. Three-dimensional matrix.

INTRODUCCION

El cartilago hialino es un tejido conectivo
especializado constituido por condrocitos los cuales
sintetizan componentes de la matriz extracelular
compuesta principalmente por proteoglicanos de
tipo agrecdn, y ademds contiene fibras de coldgeno
tipo II, y en menor proporcién coldgeno tipo IX, X
y XI. El cartilago es un tejido avascular al igual que
la epidermis, por lo cual los nutrientes difunden a
partir de los vasos sanguineos del tejido conectivo
que los circundan. En base a esta caracteristica, es
posible establecer cultivos de condrocitos y reconstruir
tejidos cartilaginosos in vitro, pero es importante
tener en cuenta que la proliferacién, expresion y
mantenimiento del fenotipo caracteristico de los
condrocitos in vitro depende de las condiciones de
cultivo tales como suplementos del medio de cultivo
(factores de crecimiento entre otras sustancias),
densidad de siembra, y tipo de sustrato utilizado
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(matrices naturales o sintéticas) (1,2).

La optimizacién de las técnicas in vitro utilizando
estas condiciones han permitido que los cultivos de
condrocitos puedan ser usados para la restauracion
de danos en el cartilago articular humano, debido a
lalimitada capacidad de auto reparacién que presenta
este tejido (3.4). Sin embargo, recientemente se han
podido encontrar poblaciones de células progenitoras
en el cartilago humano articular, que pueden
amplificarse en cultivo, lo cual abre la posibilidad
de producir cartilago para tratar enfermedades como
la osteoartritis (5).

En vista de que ningiin método usado en las
terapias convencionales para reparar dafios en
cartilago restaura de forma duradera el problema
de la osteoartritis, actualmente se utilizan sistemas
basados en laimplantacionde células cultivadas. Seha
planteado una técnicareciente usando membranas de
coldgeno en la implantacion autéloga que representa
unaalternativaclinica para lareparacion del cartilago
articular humano (6).

En este trabajo determinamos las condiciones de
aislamiento de las células a partir de las muestras
del cartilago nasal humano para obtener una alta
viabilidad, también se establecieron las condiciones
de cultivo 6ptimas que estimulen el crecimiento
celular, evaluando la capacidad de proliferacion de
los condrocitos humanos después de la congelacion
por 9 meses. Igualmente se caracterizaron
morfolégicamente las células sembradas en pldstico
y en una matriz tridimensional de coldgeno tipo I.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de células de cartilago y establecimiento
del cultivo en monocapas

Bajo consentimiento informado, se utilizaron 6
muestras de cartilago nasal humano cinco de las cuales
se obtuvieron de pacientes de edades comprendidas
entre 15-36 anos,de sexo femenino y una proveniente
de un paciente de sexo masculino de 36 afios,
quienes fueron sometidos a cirugia reconstructiva
de la nariz. Una vez obtenidas las muestras fueron
incubadas en medio F-12 estéril que contiene doble
concentracion de antibidticos y antimicéticos a 4°C
y transportadas al Laboratorio de Cultivo de Tejidos
y Biologia de Tumores donde fueron procesadas,
seguin la metodologia empleada por Pineda y col. (7)

Las muestras de cartilago se cortaron en trozos
y lavaron en una soluciéon tampén fosfato (PBS)
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y posteriormente se sometieron a un tratamiento
enzimatico el cual fue realizado de forma secuencial.
Primero se incubaron en una solucién de tripsina a
una concentracion de 0,25 % en medio Ham’s F-12
sin suero, con agitacién continua a 37 °C durante 30
minutos. Una vez transcurrido este tiempo se extrajo
el sobrenadante y los trozos no digeridos se incubaron
en una solucién de colagenasa tipo II (2 mg/ml) en
medio Ham’s F-12 suplementado con 10% de suero
fetal de bovino inactivado, a 37 °C durante 12 horas.
Luego se centrifugé esta suspensién y se eliminé el
sobrenadante. Eltaco celular obtenido se resuspendi6
en medio nutritivo y se sembrd sobre placas de 51
mm previamente gelatinizadas.

Cuando los cultivos primarios de condrocitos
humanos alcanzaron la semiconfluencia se procedi6
a realizar los subcultivos celulares de la manera
siguiente: las células se disgregaron con tripsina
0,125 % (Gibco) - EDTA 0,02 % (Sigma), se
centrifugaron a 2500 rpm por 5 minutos, y el taco
celular obtenido se resuspendio en el medio nutritivo.
Posteriormente se determind la viabilidad celular
usando el método del azul de tripano y se procedi6
a la siembra celular sobre plastico y/o en un sustrato
tridimensional (gel de coldgeno tipo I).

Equivalentes de tejido de cartilago humano

Para preparar estos equivalentes, se emplearon
condrocitos del segundo pasaje, los cuales mantienen
sus caracteristicas morfolégicas similares al tejido
nativo. Estos, fueron mezclados con el coldgeno al
1%,auna densidad de 4 x 10° cel/ mL de coldgeno en
placas de 35 mm, luego se dejo6 gelificar el coldgeno
en la estufa de CO, a 37 °C. Después de 18 horas
aproximadamente se afladié el medio nutritivo. Estos
cultivos se mantuvieron durante 15-21 dias y luego
fueron procesados con las técnicas convencionales
de histologia, asi como también mediante técnicas
histoquimicas e inmunohistoquimicas paraevaluar la
produccién de componentes de la matriz extracelular,
tales como glicosaminoglicanos (GAGs), coldgeno
tipo II y proteoglicanos, por parte de las células.

Paraevaluarla produccionde glicosaminoglicanos
se utilizé la coloraciéon con azul alcian pH 1,
mientras que para evaluar la presencia de colageno
tipo II y de proteoglicanos se empled una técnica
inmunohistoquimica. Para ello, los geles fueron
procesados mediante técnicas convencionales de
histologia,serealizaronlos cortes y posteriormente se
desparafinaron,e hidrataron, se bloqueé la peroxidasa
endégena, y luego se incubd con el anticuerpo
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respectivo (anti-coldgeno tipo Il o anti proteoglicanos
ambos de Chemicon) a una dilucion 1/100 durante
una hora; para revelar el marcaje con el anticuerpo
se utilizé el kit universal Dako LSAB2. HRP, cuyo
principio se basa en la interaccién estreptavidina-
biotina, siguiendo las indicaciones del proveedor.

Asimismo, en este trabajo se congelaron células
de diferentes pasajes, las cuales posteriormente se
descongelaron y se evaluaron las caracteristicas
morfolégicasy la potencialidad de proliferacion antes
y después de la congelaciéon. El comportamiento
proliferativo de estas células se calculé determinando
el nimero acumulativo de células.

RESULTADOS

Los condrocitos humanos cultivados sobre
plastico a altas densidades muestran un crecimiento
en monocapa, destacdndose una apariencia celular
de tipo poliédrica con espacios prominentes entre
ellas (Figura 1A y 1B). Las células subcultivadas
mantienen las mismas caracteristicas morfolédgicas,
hasta el segundo subcultivo, y se observa una
marcada proliferaciéon celular. A partir de tercer

pasaje se observan cambios morfoldgicos en algunas
poblaciones del cultivo donde se pueden evidenciar
células con morfologia tipo fusiforme (Figura 1C),
las cuales se logran mantener en el cultivo hasta el
noveno pasaje sin rasgos aparentes de senescenciay
ademads manteniendo su potencial de proliferacion.

Cuando los condrocitos humanos del segundo
pasaje fueron incluidos en geles tridimensionales,
inicialmente se pudo apreciar al microscopio de
contraste de fase, las células con una morfologia
esférica la cual, se mantiene en la mayoria de la
poblacién (Figuras 2A 'y 2B). Al analizar el aspecto
morfolégico de las células en cortes histolégicos de
los equivalentes tefiidos con hematoxilina, se observd
quelamayoriade las células son esféricas (Figura2C).

En el gel de coldgeno donde se incluyeron los
condrocitos humanos del segundo pasaje, se puede
apreciar una intensa coloracién con azul alcian pH 1.
Con esta tincion las células con morfologia esférica
presentan una coloracién azul intenso en la matriz,
lo cual indica la presencia de GAGs altamente
sulfatados (Figura 2D). Luego de hacer laevaluacion
histolégica e histoquimica de los cultivos en geles,
se pudo apreciar que bajo estas condiciones in vitro
los condrocitos producen componentes de matriz

Figura 1. Cultivos en monocapa de células de cartilago nasal humano. A. Cultivo primario: se puede observar células tipo
poliédricas con espacios prominente entre ellas y células en division. B. Poblacién de células del primer pasaje que mantiene
similar la morfologia al cultivo primario. C. Células con un fenotipo fusiforme. Cuarto pasaje. Contraste de fases. 200X.
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Figura 2. Células de cartilago nasal humano incluidas en el gel de coldgeno. A. Poblacion de células con morfologia esférica.
lhora de siembra. Contraste de fases.100X. B. La mayoria de las células inmersas en el gel son esféricas y algunas tipo
fusiforme 7 dias de cultivo. 200X. C. Corte histolégico donde se aprecian las células esféricas en el equivalente de tejido.
Coloracion de Hematoxilina-Eosina.200X. D. Se puede apreciar la intensa coloracién azul de la matriz con azul alcian a
pH 1, lo que indica la presencia de GAG sulfatados.200X.

Figura 3. Equivalentes de cartilago nasal humano. A.
Puede observarse mediante inmunohistoquimica en contra
de coldgeno tipo II, el marcaje positivo principalmente en
la zona periférica del equivalente (. ) 200X. B. Se puede
apreciar el marcaje positivo alrededor de las células con
el anticuerpo en contra de proteoglicanos de condroitin
sulfato.400X.
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caracteristicos como son los GAGs componentes
principales de los proteoglicanos.

En el desarrollo de este trabajo analizamos si las
células subcultivadas de diferentes pasajes incluidas
en una matriz de coldgeno tipo I, pueden restablecer
sus propiedades de expresar proteoglicanos y coldgeno
tipo II caracteristico de este tipo de célula. Se pudo
determinar por inmunohistoquimica que las células
expresan sus caracteristicas tipicas del tejido nativo
cuando se mantienen hasta el segundo pasaje, mientras
que aquellas células con un mayor nimero de pasajes
no sintetizan estos componentes de matriz e inclusive
en algunos casos degeneran con el tiempo de cultivo.
Es importante destacar que el mantenimiento de este
fenotipo similar al cartilago humano, va a depender
entonces, del nimero de pasajes y de las condiciones
de cultivo que se le suministre a dichas células.

Cuando el anticuerpo contra coldgeno tipo II
fue ensayado sobre los cortes de cartilago humano
proveniente del segundo cultivo del paciente
masculino de 36 afios, se observé el marcaje positivo
en las regiones periféricas de la matriz (Figura 3A),
de igual manera se aprecio el marcaje positivo con el
anticuerpo contra proteoglicanos de condroitin sulfato
alrededor de las células (Figura 3B).

DISCUSION

Se ha planteado que la produccién de cartilago in
vitro por bioingenieria de tejidos, tiene un enorme
potencial terapéutico. Sin embargo, otra alternativa
es la utilizacién de condrocitos cultivados obtenidos
del mismo paciente, los cuales pueden ser implantados
para la reparacion del cartilago articular de la rodilla
de personas que han sufrido traumatismo (4). A
pesar de todas las expectativas que se han generado
a nivel mundial, hasta el momento en el pais no se
tiene estatecnologia totalmente desarrollada. Cuando
se va a utilizar el sistema basado en la implantacion
de células cultivadas, es importante conocer cudles
son los requerimientos in vitro para la produccién
de un nimero importante de condrocitos y que estos
mantengan el fenotipo diferenciado. Ademds también
se debe caracterizar la criopreservacion celular y los
tipos de matrices a utilizar como sustrato que permitan
el desarrollo de equivalentes del cartilago.

En este sentido, en este trabajo se aislaron
condrocitos humanos a partir de muestras de cartilago
nasal humano. Los condrocitos aislados y sembrados
a alta densidad sobre plastico, crecen en monocapa
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y muestran una morfologia esférica o poliédrica
con espacios prominentes entre las células. Esta
morfologia se mantiene durante las primeras semanas
de cultivo e inclusive hasta el segundo pasaje, pero
luego de subsecuentes subcultivos estas tienden a
mostrar una morfologia tipo fibroblasto.

Sehasenaladoqueeste procesodedesdiferenciacion
en los condrocitos in vitro ocurre cuando las células
son subcultivadas o sembradas a bajas densidades
(8), ademads hay pérdida de acumulacién de matriz
metacromdtica, debido a que estdn sintetizando
colageno tipo I (9). Sin embargo, a pesar de esta
propiedad el cultivo en monocapa es utilizado
actualmente con la finalidad de estimular la
proliferacion de los condrocitos; esta caracteristica
es importante tomando en cuenta que el nimero de
células es un factor limitante ya que el cartilago es un
tejido con una baja tasa de recambio celular.

Lahijiy col. (10) cultivaron condrocitos humanos
sobre peliculas de quitosdn y observaron que las
células mantienen su morfologia esférica, proliferan
y expresan componentes de matriz especificos de la
matriz extracelular, como son el colageno tipo Il y
agrecan después de siete dias de cultivo, en contraste
con lacélulas sembradas sobre plasticodonde un 90 %
adquiere una morfologia alargada tipo fibroblasto.
El quitosan es un polimero biodegradable, no téxico
de glucosamina y N-acetil glucosamina, el cual
forma parte del esqueleto de insectos e invertebrados
marinos. La biocompatibilidad de este sustrato con
los condrocitos en cultivo ha sido atribuida a que su
estructura se asemeja alade los GAGs que componen
la matriz del cartilago, como son el keratan sulfato y
el 4cido hialurénico, los cuales estan formados por
residuos de N-acetil glucosamina.

Otro factor critico es el tipo de matriz utilizada
donde se insertan los condrocitos. En este trabajo se
utiliz6é una matriz de colageno tipo I observandose
que lamayoriade las células mantienen su morfologia
esférica y sintetizan componentes de matriz
caracteristicos como GAGs y coldgeno tipo II, los
cuales son marcadores de la estabilidad fenotipica,
y uno de los factores importantes para el desarrollo
de neotejidos in vitro (7,11). Nuestros resultados
coinciden con lo observado en algunos estudios en
los que trabajando con células de cartilago articular
de caninos, se pudo determinar que los condrocitos
que han sido mantenidos en cultivos de monocapas
hasta el segundo pasaje, mantiene la capacidad de
biosintesis de coldgeno tipo II cuando se usa una
matriz combinada de coldgeno tipo I-GAG (12).
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Esto es importante ya que, se ha establecido que el
sustrato tridimensional mantienen el fenotipo de los
condrocitos, porque provee de un soporte mecanico
a las células para la formacion de un nuevo tejido,
con la ventaja de que definen y mantienen un espacio
tridimensional para la formacién de un nuevo tejido
con una estructura apropiada y guian su desarrollo
funcional (7).

Como se ha planteado anteriormente para
la produccion de tejidos in vitro se requiere un
considerable conocimiento de las células que garantice
sucrecimientoy laproduccion de proteinas especificas
deltejidonativo. Paralograresto es importante obtener
modelos in vitro que permitan estudiar los factores
que mantenga el fenotipo diferenciado, creando un
medio ambiente apropiado para el desarrollo tisular
y que se mantenga la funcién celular (8).

Recientemente se ha podido mostrar que el plasma
rico en plaquetas puede ser una fuente de factores
de crecimiento que estimulan la proliferacién de
condrocitos articulares y la biosintesis de la matriz
(13).

Otro aspecto importante es caracterizar las técnicas
de criopreservacién para este tipo de células, en este
sentido, en este trabajo se congelaron condrocitos
cultivados de diferentes pasajes por largo plazo,
hasta por 9 meses y luego se descongelaron. Se pudo
determinar que no hay una pérdida del potencial de
proliferaciéon independiente del nimero de pasajes
realizados. Sin embargo, no se mantiene el fenotipo,
esto vaadepender de las condiciones in vitro donde las
células se mantienen y algunos autores han planteado
que el nimero de pasajes es un factor importante
que puede afectar la calidad del tejido producido in
vitro (14)

Es importante sefalar que utilizando el sistema de
cultivo de micromasas a altas densidades, no ocurre
la transformacion del fenotipo y las caracteristicas
del neotejido formado es similar al tejido nativo
(15). Estos resultados también se han observado
en células mesenquimales del tejido adiposo, las
cuales mantienen su potencial de proliferacién y
diferenciacién aun cuando han sido mantenidas
por 6 meses de congelacién (16). La capacidad
de proliferacién de estas células progenitoras
mesenquimales, su potencialidad para diferenciarse
en diferentes linajes de tejido conectivo y su baja
inmunogenicidad, ha permitido también su reciente
uso en la bioingenieria de tejidos (17), para el
desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren,
mantengan o provean tejidos funcionales.
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Recomendaciones para el uso de la vacuna del virus del papiloma humano en
hombres. Comité Asesor en Practicas de Inmunizacién 2011

El 25 de octubre de 2011, el Comité asesor en
practicas de inmunizaciéon (CAPI) recomend6 el uso
rutinario de la vacuna contra los tipos 6, 11,16y 18
del virus del papiloma humano (VPH4; Gardasil,
Merck & Co. Inc.), en hombres de 11 o 12 afios.
También recomendo la vacunacién entre 13y 21 afios
a hombres no vacunados previamente o quienes no
hubieran completado la serie de 3 dosis; los hombres
entre 22 y 26 afios pueden también ser vacunados (1).
Estas recomendaciones reemplazan las de octubre
de 2009, cuando el CAPI recomendd la vacunacion
en hombres entre 9 y 26 aifios, de acuerdo con la
informacion obtenidaen la prevencién de laneoplasia
intraepitelial anal grado 2 o 3 (NIA2/3), seguridad
de la vacuna, estimaciones de enfermedad y céncer
producidos por VPH, estudios de coste-efectividad
y otras consideraciones programaticas.

En 2009 la vacuna se recomend6 en hombres
para la prevencién de las verrugas genitales y en
2010 se agrego6 la prevencion del céncer anal, tanto
en hombres como mujeres. De acuerdo con los datos
disponibles la cobertura con la vacuna VPH es baja.
Para 2010, con 1 dosis la cobertura alcanz6 48,7 %
y con 3 dosis 32,0 %, en mujeres de 13 a 17 afios.
Para hombres del mismo grupo de edad la cobertura
con 1 dosis fue menor al 2 %.

Se estima que anualmente se registran en EE.UU,
alrededor de 22 000 canceres asociados a los tipos 16
y 18 del VPH, de los cuales unos 7 000 ocurren en
hombres (orofaringeos,anales o peneales). Entre 1973
y2007,laincidenciade cdncer orofaringeo fuedel 1 %
anual y la de cancer anal del 3 %. Aproximadamente
250000 casos de verrugas genitales (condilomatosis)
se registran en hombres sexualmente activos.

54

La eficacia de la vacuna ha sido demostrada en
varios estudios de fase III. En algunos protocolos se
ha alcanzado casi un 90 % de prevencién de verrugas
genitales relacionadas con los tipos 6, 11, 16 y 18
del VPH (LC 95 % 65,3-97.,9). La prevencién de la
NIA2/3 vari6 entre 75 %y 78 %.

Los datos de inmunogenicidad muestran una
alta seroconversion en hombres de 9 a 15 afios en
comparacion con los de edades entre 16 y 26 afios,
paralos cuatro tipos del virus VPH, lo cual concuerda
con la ausencia de infecciones asociadas al VPH en
los vacunados. Hasta la fecha no se ha determinado
un titulo minimo de anticuerpos protectores, tanto en
hombres como en mujeres.

Los ensayos clinicos en aproximadamente 5 300
hombres han demostrado que el evento adverso mas
comin es la reaccién en el sitio de la inyeccion.
Cefalea y fiebre fueron los eventos sistémicos mas
comuinmente reportados, tanto enlos vacunados como
en los controles. Desde que la vacuna fue licenciada,
alrededor de 40 millones de dosis de VPH4 han sido
distribuidas hasta septiembre de 2011. El nimero de
eventos adversos no ha variado significativamente
en relacién con los ensayos antes de la aprobacion
de la vacuna para su uso. El CAPI recomienda la
observacion por al menos 15 minutos de todo sujeto
vacunado.

(1) CDC. Recomendations on the use of quadrivalent
human papilomavirus vaccine in males. Advisory
Committee on inmunization practices (ACIP), 2011.
(doi) MMWR 23 diciembre 2011; 60(50): 1705-1708)
(Accedido el 23 de diciembre de 2011).
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