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RESUMEN

Introduccién: El tejido cartilaginoso articular presenta
escasa capacidad regenerativa. Existe alta incidencia de
lesiones condrales en la rodilla, especialmente de grado
II/II (Outerbridge). El uso combinado de células autdlo-
gas cultivadas con membranas bioldgicas es una posibili-
dad terapéutica. El objetivo del presente trabajo es anali-
zar las caracteristicas del desarrollo in vitro de condroci-
tos humanos sobre una membrana amniocoriénica acelu-
lar (MAC) desecada.

Materiales y métodos: Entre diciembre de 2010 y
diciembre de 2011 se procesaron 16 muestras de cartila-
go de donante vivo, de las cuales se analizaron siete. Los
condrocitos fueron cultivados y amplificados sobre plas-
tico, a partir de lo cual se realizaron los siguientes andli-
sis: interaccion entre células y MAC, capacidad de la MAC
como matriz para las células y comportamiento de las
células cultivadas sobre la MAC.

Resultados: Los condrocitos in vitro mostraron cambios
fenotipicos en presencia de MAC. Las células fueron
capaces de adherirse y permanecer en la regiéon esponjo-
sa de la membrana. La microscopia electrénica de las
MAC cultivadas mostré la presencia de células, organelas
celulares bien conservadas, reticulo endopldsmico y
uniones de tipo desmosoma.

Conclusiones: Este trabajo muestra la factibilidad de cul-
tivar condrocitos sobre MAC. Las células fueron capaces
de adherirse, permanecer y diferenciarse sobre la mem-
brana durante el tiempo del estudio.
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CULTURE OF CHONDROCYTES ON AN ACELLULAR MATRIX
DERIVED FROM AMNIOCHORIONIC MEMBRANE

ABSTRACT

Background: Hyaline cartilage has only a very restricted
capability of regeneration in the adult. The incidence
of chondral lesions at the knee is high, especially those of
Grade II/III (Outerbridge). Therapies combining cells
and biological scaffolds are promising biological approa-
ches for the treatment of cartilage defects. The aim of this
study is to analyze the characteristics of in vitro culture
of human chondrocytes on decellularized amniochorionic
membrane (ACM).

Methods: Between December 2010 and December 2011,
16 samples of cartilage from a living donor were proces-
sed, but only 7 of them were analyzed. Chondrocytes
were grown and amplified on plastic and on ACM. The
following analyses were carried out with those cells: inte-
ractions between cells and ACM; ACM capacity as a
matrix for cells; and behavior of cells cultured on ACM.
Results: In vitro chondrocytes exhibited phenotypic
changes in the presence of ACM. The cells were able to
adhere and remain on the spongy region of the membra-
ne. Electron microscopy of cultured ACM showed cells,
well preserved organelles, endoplasmic reticulum and
desmosomes junctions.

Conclusions: The feasibility of culturing chondrocytes
on ACM was shown in this work. The cells were able to
adhere, remain and differentiate on this membrane during
the study period.

KEY WORDS: Amniochorionic membrane. Chondral
lesions. Chondrocyte culture.
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Introduccion

Las lesiones condrales en los pacientes jovenes repre-
sentan un serio problema en la prictica ortopédica.
Diversos estudios de prevalencia, epidemiologia y etiolo-
gia han demostrado que un 60% de los pacientes someti-
dos a artroscopias padecen defectos condrales u osteo-
condrales de rodilla, con mayor incidencia de lesiones de
grados II y IIT (Outerbridge).!-*

El tejido cartilaginoso articular (hialino) tiene muy
escasa capacidad regenerativa. Dado que carece de vasos,
los procesos inflamatorios y reparativos provenientes
de la circulacién sistémica no pueden actuar en casos de
lesién. Por otra parte, a diferencia de otros tejidos, los
condrocitos no migran al sitio de la lesién desde sitios
vecinos sanos, porque estdn rodeados por una densa
matriz extracelular.’

Con el objetivo de restablecer la superficie articular
dafada, se han utilizado técnicas reparativas y regenera-
tivas.® Las técnicas reparativas, como la estimulacién de
la médula 6sea con microperforaciones, tienen como
objetivo reconstruir el defecto condral aliviando los sin-
tomas, pero sin restablecer la arquitectura del cartilago
articular hialino, ya que el tejido de reparacién esta for-
mado predominantemente por coldgeno de tipo I (fibro-
cartilago) de diferentes caracteristicas biomecdnicas, res-
pecto del tejido nativo.”

Por otro lado, las técnicas regenerativas procuran la
restitucion completa de la microarquitectura del tejido,
compuesto principalmente por coldgeno de tipo II y glu-
coproteinas (cartilago hialino). Estas técnicas comenza-
ron usando el implante de condrocitos autélogos cultiva-
dos preparados como suspension (autologous chondrocy-
tes implantation, ACI) para el relleno de defectos condra-
les, y se logré la formacién de cartilago hialino en mayor
proporcién que de fibrocartilago.®

Sin embargo, esta técnica presentd una importante li-
mitacién relacionada con la migracién y, por consiguien-
te, la pérdida de los condrocitos del sitio del implante, a
pesar de los intentos de contenerlos colocando un parche
de periostio autélogo o de membranas de coldgeno a
modo de bolsillo para contener las células.

Tiempo después se propuso la utilizacién de condroci-
tos aut6logos cultivados in vitro, pero no como suspen-
sién, sino asociados a una matriz y el implante de este
conjunto sobre la lesién (matrix-associated autologous
chondrocytes implantation, MACI) utilizando para ello
diversas matrices.>!!

El objetivo del presente trabajo es analizar las caracte-
risticas del desarrollo in vitro de condrocitos humanos
sobre una membrana amniocoriénica (MAC) desecada
acelular, procesada en nuestra instituciéon, como soporte
para el desarrollo celular in vitro, analizando las caracte-
risticas fenotipicas y microscopicas.
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Materiales y métodos

Entre diciembre de 2010 y diciembre de 2011, se procesaron
16 muestras de cartilago hialino obtenidas de segmentos 6seos
(cabezas femorales — platillos tibiales) provenientes de donan-
tes vivos sometidos a un procedimiento de artroplastia. Los
pacientes donantes del tejido osteoarticular utilizado en este
estudio firmaron un consentimiento de donacién y de autoriza-
cion para el uso en trasplante e investigacion.

Todos los procedimientos, desde la extraccion de la muestra
hasta las manipulaciones in vitro, se llevaron a cabo cumplien-
do con las normas de bioseguridad correspondientes.

Los condrocitos se obtuvieron luego de 18 horas de digestion
de las muestras de cartilago en colagenasa de tipo I 0,1%, a
37°C. La suspension celular obtenida fue filtrada con filtros de
70 um para eliminar restos de tejidos sin digerir y centrifugada
a 1500 rpm durante 10 minutos. Luego del recuento celular y el
célculo de viabilidad, se sembraron las células sobre una super-
ficie pldstica para cultivo celular, con un indculo inicial de 4 x
10* células/cm?.

Con el objeto de amplificar la poblacién celular, cuando se
alcanzaba un 70%-80% de confluencia, se realizaban como
maximo cuatro subcultivos (P1, P2, P3 y P4) con un inéculo de
0,3-0,8 x 10* células/cm?.

De las 16 muestras ingresadas, se descartaron 9: 5 debido a
contaminacién y 4 destinadas a la puesta a punto de la técnica
(optimizacion de la digestion enzimadtica del tejido, eleccion de
la superficie por cultivar, indculos iniciales sobre pldstico y
sobre MAC). Las 7 restantes se usaron para los experimentos
mostrados en este trabajo.

Las MAC se obtuvieron a partir de placenta humana y se pro-
cesaron segin los procedimientos operativos estandarizados
bajo estrictas normas de bioseguridad, mediante diversos trata-
mientos antibidticos, seguidos de procesos de descelulariza-
cion, desecacion y esterilizacion por radiaciéon gamma.

Se realizaron los siguientes experimentos:

1. Interaccion entre las células cultivadas in vitro (superficie
pldstica) y la matriz biolégica (MAC).

Con células subcultivadas provenientes de tres muestras se rea-
lizé dos veces el siguiente procedimiento: agregado de un seg-
mento de MAC al medio de cultivo y retiro de este a las 48 horas
con evaluaciéon de la respuesta fenotipica celular mediante
visién directa con microscopio optico invertido.

2. Capacidad de la MAC como matriz de soporte para con-
drocitos.

Las células provenientes de los subcultivos se cultivaron sobre
el lado coriénico (2 P2, 1 P3 y 2 P4) o amnidtico (2 P2, 1 P3 y
1 P4) de la MAC con un inéculo de 1 x 10° células/cm?. Se
observo la incorporacién de los condrocitos a la MAC median-
te microscopia Optica (fijacion: glutaraldehido al 4%; tincién:
azul de metileno).

3. Comportamiento de las células cultivadas sobre el lado
coriénico de la MAC.

Se cultivaron dos subcultivos (P3 y P4) sobre el lado corié-
nico con un indculo de 1 x 10° células/cm?, y se evaluaron las
caracteristicas celulares los dias 2, 6 y 14 de incubacion
mediante microscopia electrénica de transmision (fijacion: glu-
taraldehido al 4%; tetr6xido de osmio al 1%, corte con ultrami-
crétomo).
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Resultados

1. Interaccién entre las células cultivadas in vitro (su-
perficie pldstica) y la matriz biolégica (MAC).

Cuando los condrocitos se cultivaron in vitro sobre
plastico, inmediatamente después de adherirse a dicha su-
perficie sufrieron un proceso de desdiferenciacién, adqui-
riendo un fenotipo fibroblastoide y proliferaron con esas
caracteristicas (Fig. 1A).

Luego de 7 dias en cultivo, al agregar un segmento de
MAC (2 x 2 cm?) al medio de cultivo, las células cam-
biaron su fenotipo y adoptaron una morfologia compati-
ble con la de condrocitos diferenciados, aun cuando nunca
hubo contacto fisico directo entre las células y la MAC
(Fig. 1B).

Este proceso de desdiferenciacion y diferenciacion se
repiti6 en todas las ocasiones en que la MAC se agregé o
se quité del medio de cultivo (dos veces por cada una de
las tres muestras).

2. Capacidad de la MAC como matriz de soporte para
condrocitos.

En los experimentos de siembra de las células sobre
MAUC, la siembra se realizé cinco veces sobre el lado
coridnico y cuatro sobre el amnidtico. La observacion en
el microscopio 6ptico mostré que, independientemente
del lado de siembra inicial, las células se ubicaron siem-
pre en la capa esponjosa intermedia de la MAC. Ambas
caras, amnidtica y coriénica de la MAC, soportaron de
manera comparable el desarrollo de los condrocitos
(Fig. 2).

3. Comportamiento de las células cultivadas sobre el
lado coriénico de la MAC.
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La observacién por microscopia electrénica de trans-
misién de las MAC sembradas con condrocitos sobre el
lado coriénico, e incubadas durante 2, 6 y 14 dias, mos-
tr6 la presencia de células con organelas bien conserva-
das, reticulo endopldsmico y uniones de tipo desmosoma
en varias regiones de la unién entre las células. También
se observaron vacuolas con microfibras que aumentaban
de tamafio cuanto mayor era el tiempo de cultivo (Fig. 3).

Discusion

Las matrices bioldgicas son soportes adecuados para la
adhesién de condrocitos, sirven como barrera fisica para
mantener las células en la zona del defecto y limitan la
migracién de proteinas inflamatorias al sitio de repara-
cion. !> 13

Debe tenerse en cuenta que el fenotipo celular en culti-
vo puede y suele ser distinto del de las células in vivo. El
ambiente que las células tienen in vitro no es fisiolégico
y es frecuente que, en esas condiciones, cambien su feno-
tipo, casi siempre hacia estadios menos diferenciados.'®

En este trabajo, se han podido cultivar in vitro condro-
citos de origen humano, y se observé el inmediato cam-
bio del fenotipo condrogénico de esas células hacia un
fenotipo fibroblastoide, producto del proceso de desdife-
renciacién (Fig. 1).

Esta observacion coincide con los resultados de otros
estudios.!” Zheng y cols., entre otros, mencionan que, en
los cultivos de condrocitos sobre estructuras tridimensio-
nales, se induce nuevamente la expresiéon de proteinas
especificas de cartilago y las células recuperan el fenoti-

Figura 1. Células cultivadas sobre una placa pldstica sin MAC (A, fenotipo fibroblastoide) o con MAC
(B, fenotipo condrogénico).
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po de condrocitos diferenciados, con buena integracién a
la matriz.!78

La estrecha relacion que se establece entre la matriz y
las células no es sélo producto del contacto directo entre
ellas, sino que se producen también sefiales que son res-
ponsables de la dindmica de la relacién entre ambas, que
provocan los cambios fenotipicos observados en las célu-
las. Este efecto se ha mostrado en este trabajo cultivando
las células adheridas al sustrato plastico, y cuando ya
estaban desdiferenciadas, al agregar un pequefio segmen-
to de MAC flotando en el medio de cultivo sin contacto
directo con las células, se observé una morfologia mas
esférica, que sugiere un fenotipo mds diferenciado (Fig.
1). Este efecto de diferenciacion-desdiferenciacion se
observ6 cada vez que la membrana fue agregada-quitada
respectivamente del medio de cultivo.

A fin de optimizar los resultados, es importante que las
matrices utilizadas para los procedimientos de MACI
cuenten con determinadas caracteristicas, como biocom-
patibilidad, biodegradabilidad y capacidad de soportar el
cultivo celular, permitiendo la diferenciacién y madura-
cién de los condrocitos. Las membranas m4s usadas hasta
ahora a nivel clinico son las derivadas de coldgeno y de
4cido hialurénico.?

Hace ya algunos afios, en los bancos de tejidos, se
comenzd a procesar la MAC, es decir, las membranas
amni6tica y coriénica en su conjunto como una unidad,®
lo cual le otorga a este material una estructura de mayor
espesor y resistencia que la membrana amnidtica sola,
que también se ha utilizado en diversas aplicaciones cli-
nicas.?%?! Se atribuyen a la MAC propiedades antimicro-
bianas y antifingicas, baja inmunogenicidad, biodegrada-
bilidad y biocompatibilidad, lo que la hace sumamente
atractiva para aplicaciones de ingenierfa de tejidos.??

En este estudio, se evalud la capacidad de la MAC de
sostener la adhesién y permanencia de condrocitos huma-
nos sobre ella. Los resultados muestran que la MAC es
una buena matriz de soporte (scaffold) para el cultivo de
condrocitos, ya que las células pudieron adherirse y per-
manecer sobre su estructura tridimensional durante el
tiempo que duré el estudio. Cabe destacar que no hay
datos en la bibliografia acerca del cultivo de condrocitos
humanos sobre MAC.

En los primeros experimentos de siembra de las células
sobre MAC, esta se realizaba sobre el lado coriénico o
amnidtico. La observacion en el microscopio 6ptico mos-
tr6 que, independientemente del lado de siembra inicial,
las células se ubicaban siempre en la capa esponjosa
intermedia de la MAC (Fig. 2), con resultados similares.
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Figura 2. Condrocitos cultivados 6 dfas sobre MAC
con un inéculo inicial de 1 x 10° células/cm?, fijados con
glutaraldehido al 4% y tefiidos con azul de metileno.
La regién incluida en el rectangulo forma parte de la zona
esponjosa donde se ubicaron los condrocitos.

La cara coridnica se selecciond entonces arbitrariamente
para estandarizar los experimentos de observacién por
microscopia electrénica.

El andlisis por microscopia electronica mostré que las
células podian permanecer dentro de la estructura de la
MAC durante todo el tiempo del estudio (entre 2 y 14 dias),
con organelas bien conservadas y formacién de estructu-
ras de novo, como uniones de tipo desmosoma. Estas
caracteristicas ultraestructurales, sumadas a las imdgenes
por microscopia Optica, muestran la capacidad de la
MAC para sostener la permanencia de las células sobre
ella y, por lo tanto, su utilidad como andamio (scaffold).
Las vacuolas citoplasmaticas con microfibras contenidas
en su interior podrian corresponder a fibras de coldgeno
sintetizadas por las células. Este hallazgo ha motivado
un proximo estudio de investigacion para su andlisis e
identificacion.

Conclusiones

La MAC aparece como un material atractivo y novedoso
para la aplicacion de tecnologias de ingenieria de tejidos.

Este trabajo muestra la factibilidad de cultivar condro-
citos sobre MAC, permitiendo su adhesion y diferencia-
cién. En el futuro, esta membrana con los condrocitos
cultivados podria redundar en el desarrollo de tratamien-
tos para lesiones condrales que ain no tienen soluciones
satisfactorias.
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Figura 3. Microscopia electronica de condrocitos cultivados sobre MAC durante 2 dias (A), 6 dias (B, C y D) o 14 dias (E y F),
fijados con glutaraldehido al 4%, tratados con tetréxido de osmio al 1% y corte con ultramicrétomo. En las imdgenes,
se distinguen mitocondrias (3A, flecha llena), doble membrana nuclear (3B, flecha llena), reticulo endopldsmico (3E, flecha
llena) y uniones de tipo desmosoma (3C y 3D, flecha llena). En las imdgenes 3A y 3F, se observan vacuolas que aumentan
su tamaiio al transcurrir el tiempo en cultivo sobre la MAC, marcadas con flecha sin relleno. (A 12000x, B 20000x, C 7000x,
D 20000x, E 30000x, F 12000x).



212 Lucero y cols. Rev Asoc Argent Ortop Traumatol

Bibliografia

1. Outerbridge R. The etiology of chondromalacia patellae. J Bone Joint Surg Br 1961;43:752-7.

2. Hjelle K, Solheim E, Strand T, Muri R, Brittberg M. Articular cartilage defects in 1,000 knee arthroscopies. Arthroscopy
2002;18:730-4.

3. Widuchowski W, Lukasik P, Kwiatkowski G, Faltus R, Szyluk K, Widuchowski J, Koczy B. Isolated full thickness chon-
dral injuries. Prevalence and outcome of treatment. A retrospective study of 5233 knee arthroscopies. Acta Chir Orthop
Traumatol Cech 2008;75:382-6.

4. Widuchowski W, Widuchowski J, Trzaska T. Articular cartilage defects: study of 25,124 knee arthroscopies. Knee
2007;14:177-82.

5. Mankin HJ. The response of articular cartilage to mechanical injury. J Bone Joint Surg Am 1982;64:460-6.
6. Bedi A, Feeley B, Williams R. Management of articular cartilage defects of the knee. J Bone Joint Surg Am 2010;92:994-1009.

7. Furukawa T, Eyre D, Koide S, Glimcher M. Biochemical studies on repair cartilage resurfacing experimental defects in the
rabbit knee. J Bone Joint Surg Am 1980;62:79-89.

8. Knutsen G, Engebretsen L, Ludvigsen, T, Roberts S, Isaksen V, Johansen O, et al. Autologous chondrocyte implantation
compared with microfracture in the knee. A randomized trial. J Bone Joint Surg Am 2004;86:455-64.

9. Cherubino P, Grassi F, Bulgheroni P, Ronga M. Autologous chondrocyte implantation using a bilayer collagen membrane: a
preliminary report. J Orthop Surg (Hong Kong) 2003;11:10-5.

10. Iwasa J, Engebretsen L, Shima Y, Ochi M. Clinical application of scaffolds for cartilage tissue engineering. Knee Surg Sports
Traumatol Arthrosc 2009;17:561-77.

11. Zeifang F, Oberle D, Nierhoff C, Richter W, Moradi , Schmitt H. Autologous chondrocyte implantation using the original
periosteum-cover technique versus matrix-associated autologous chondrocyte implantation: a randomized clinical trial. Am J
Sports Med 2010;38:924-33.

12. Fuss M, Ehlers E, Russlies M, Rohwedel J, Behrens P. Characteristics of human chondrocytes, osteoblasts and fibroblasts
seeded onto a type I/III collagen sponge under different culture conditions. A light, scanning and transmission electron
microscopy study. Ann Anat 2000;182:303-10.

13. Gigante A, Bevilacqua C, Cappella M, Manzotti S, Greco F. Engineered articular cartilage: influence of the scaffold on cell
phenotype and proliferation. J Mater Sci Mater Med 2003;14:713-6.

14. Jones C, Willers C, Keogh A, Yates P, Kirk T, Zheng M. Matrix-induced autologous chondrocyte implantation in sheep:
objective assessments including confocal arthroscopy. J Orthop Res 2008;26:292-303.

15. Nehrer S, Breinan H, Shortkroff S, Sledge C, Yannas I, Spector M. Chondrocyte-seeded collagen matrices implanted in a
chondral defect in a canine model. Biomaterials 1998;19:2313-28.

16. Jin C, Park S, Choi B, Lee K, Kang C, Min B. Human amniotic membrane as a delivery matrix for articular cartilage repair.
Tissue Engineering 2007;13(4):693-702.

17. Kaps C, Fuchs S, Endres M, Vetterlein S, Krenn V, Perka C, et al. Molecular characterization of tissue-engineered articular
chondrocyte transplants based on resorbable polymer fleece. Orthopade 2004;33:76-85.

17. Zheng MH, Willers C, Kirilak L, Yates P, Xu J, Wood D, et al. Matrix-induced autologous chondrocyte implantation
(MACI): biological and histological assessment. Tissue Engineering 2007;13:737-46.

19. Vega Sanchez R, Castillo Castrején M, Hornelas Orozco Y, Gomez Lopez N, Beltran Montoya J, Vadillo Ortega F. Three-
dimensional analysis of human chorioamniotic membranes structure in term pregnancy. Ginecol Obstet Mex 2008;76(1):38-44.

20. Lo V, Pope E. Amniotic membrane use in dermatology. Int J Dermatol 2009;48:935-40.

21. Ramakrishnan K, Jayaraman V. Management of partial-thickness burn wounds by amniotic membrane: a cost-effective treat-
ment in developing countries. Burns 1997;23(Suppl 1):S33-S36.

22. Hori J, Wang M, Kamiya K, Takahashi H, Sakuragawa N. Immunological characteristics of amniotic epithelium. Cornea
2006;25:553-S58.



