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RESUMEN
EI cartilago articular es la estructura que recubre las superficies 6seas en las articulaciones. Tiene funciones
biomecanicas especificas que 10 hacen el tejido mas importante en el mantenimiento de la homeostasis articu-
lar. Se lesion a con mucha frecuencia generando consecuencias discapacitantes. Infortunadamente cuenta con
una muy escasa capacidad de autorreparo pOl' 10 cual se han generado multiples tratamientos con exitos
parciales, dado el hecho de que el tejido de reparo que se crea es biornecanicarnente sub6ptimo con relaci6n al
nativo. Por 10 anterior, la ingenierfa de tejidos ofrece una alternativa basada en la creaci6n de un nuevo tejido
con caracteristicas biol6gicas y biornecanicas similares a las originales. En este trabajo se describen los proto-
colos por seguir para la creaci6n de un tejido cartilaginoso que intente cumplir con tales fines. Se describen los
pasos para obtener condrocitos animales, su posterior cultivo celular, la siembra de los mismos en las matrices
fabricadas como soporte, la estimulaci6n mecanica de los implantes en creaci6n como base demostrativa del
papel que las deformaciones mecanicas en los condrocitos tienen en el resultado final de los implantes, y
finalmente la evaluaci6n estructural y biomecanica de los tejidos creados. Por ultimo se exponen algunos
resultados alcanzados hasta la fecha por el grupo de au to res, en donde se valid an experimentalmente algunas
de las metodologias propuestas.
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ABSTRACT
The articular cartilage is the structure that covers the joint ends. It has some specific tasks crucial to the correct
joint physiology. It may experience a large amount of injuries that could generate considerable disabilities.
Unfortunately its selfrepair capacity is too limited; therefore, many treatments have been developed with partial
success, given the suboptimal biomechanical behavior of the resultant tissue. Given that, Tissue Engineering
offers an alternative, based on the design of a new tissue with biological and biomechanical features which
resembles the native tissue. In this work, the authors describe the methodologies followed to accomplish that
goal, studying the chondrocytes harvesting, the cellular cultures, the scaffold seeding processes, the mechanical
stimulation and the structural and biomechanical evaluation.
Finally, exposed some of the preliminary results, as a experimental validation of the methods proposed are.
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INTRODUCCION

EI cartflago articular es un tejido avascular y aneural
que recubre las superficies oseas de las articulacio-
nes, con cinco propositos principales: proveer a la ar-
ticulacion las caracterfsticas de uso para el movimien-
to, disminuir la triccion entre las superficies de contacto,
proveer de lubricacion, absorber impactos mecanicos
y distribuir las cargas aplicadas en el hueso subya-
cente. Esta compuesto principalmente de celulas
(condrocitos) y de una matriz extracelular que Ie impri-
me -gracias a su cornposicion electroqufmica-Ias pro-
piedades rnecanicas necesarias para su funcionamien-
to biornecanico particular. Esta matriz se com pone de
un 65-80 % de agua con iones cargados (Na, Ca, CI,
K), de un 10-20 % de colaqeno (principalmente tipo
II), de un 4-7 % de proteoglicanos (cuerpos proteicos
con glicosaminoglicanos: condroitin y keratan sulfato,
unidos por una cadena de acido hialuronico), y un muy
pequerio porcentaje de otros constituyentes como
Ifpidos, fosfolfpidos, protefnas y glicoprotefnas. Es un
tejido que se lesiona con alta frecuencia, generando
tanto sintomatologfa discapacitante como alteraciones
funcionales articulares. Su gran punta debil radica en
la muy escasa capacidad de autorreparo luego de una
lesion, dada su estructura avascular, 10cualle limita el
acceso de material oioloqico de reparo.

Las lesiones de esta estructura se dividen de
acuerdo con su extension en amplias y focales, y se-
gun su profundidad, en superficiales y profundas (com-
prometen hueso subcondral). Las lesiones superficia-
les no tienen opcion de autorreparo, mientras que en
las profundas existe una mtqracton de celulas a partir
de la rnedula osea subyacente a la lesion, las cuales
se diferencian en condrocitos productores de cartfla-
go (fibrocartflago) con caracterfsticas histoloqicas y
propiedades rnecanicas que difieren del cartflago hia-
line original.

A rafz de esto se ha evolucionado en los trata-
mientos ortopedicos, los cuales tienen siempre por
objetivo principal el de tratar de imitar bioloqica y
rnecanicamente el cartflago articular indemne. Los
tratamientos previos al desarrollo de la ingenierfa de
tejidos se basaban en el reparo del tejido (por ejem-
plo: alo y autoinjertos, dragado del hueso subcondral,
flaps de periosteo, etc.), situacion que desencade-
naba en el sitio de lesion un proceso de cicatrizacion
que no Ie imprimfa al cartflago articular caracterfsti-
cas idoneas para su funcion.
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A ralz del conocimiento de estas fallas se desa-
rrollaron tecnicas que procuran, en vez del reparo
tisular, prornover un proceso denominado regenera-
cion bioloqica, en el cual se trata de imitar la secuen-
cia del desarrollo embrionario en la forrnacion de los
tejidos, ofreciendo como resultado final un tejido "iden-
tico" al inicial. En los ultirnos afios se han involucrado
a los biopolimeros como elementos cruciales para el
correcto crecimiento de los tejidos in vitro gracias a
que ofrecen estructuras tridimensionales que simu-
Ian el microambiente propio del tejido nativo. En este
estudio se involucra con esta rnotivacion una matriz
polimerica fibrosa de acidos polilactico y poliqltcolico
y una bioloqica de submucosa intestinal, las cuales
perrnitiran la adhesion celular y el posterior crecimien-
to del tejido en torrnacion. Recientemente se ha es-
tudiado dentro de una disciplina naciente, denomina-
da mecanobiologfa, el papel que desernpefia la
estirnulacion rnecanica al cultivo celular en la forma-
cion de matriz extracelular por parte de los condrocitos,
observando entre los resultados de estas investigacio-
nes el hecho de que las propiedades biornecanicas de
los implantes son superiores en los tejidos estimulados
durante su desarrollo en cornparacion con los no esti-
mulados (Buschman etal., 1995; Kim etal., 1994).

Este estudio tiene por objetivo central el dise-
riar las metodologias de cultivo de condrocitos en
monocapa para obtener densidad poblacional alta,
de sembrado en la matriz polirnerica para generar
implantes cartilaginosos, de estirnulacion rnecanica
a los cultivos celulares y de evaluacion biornecanica
y estructural de los tejidos formados finalmente.

METODOLOGIA

Cultivos celulares

Se extraen muestras de cartflago articular de los pla-
tillos tibiales y condilos femorales de rodillas de co-
nejos Nueva Zelanda de 25 dias de nacidos, a quie-
nes previamente se les ha practicado eutanasia con
eter inhalado, haciendo parte del protocolo que fue
evaluado y aprobado por el cornite de etica de inves-
tiqacion de la Universidad de los Andes. De estas
muestras se alslan los condrocitos enzimaticarnente
(colagenaza tipo II de SIGMA); se les realiza prue-
bas de viabilidad celular con tincion azul de Trypan
(GIBeO) en carnara de Neubauer. Luego se cultivan
en DMEM (SIGMA) suplementado con suero bovino
fetal (SIGMA), penicilina-estreptomicina (GIBCO),
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glutamina (GIBCO), bicarbonato de sodio y
anfotericina B (GIBCO), en cajas de Petri de 100 x
20 mm (FALCON). Se dejan en cultivo en incubado-
ra a 3rC, 5% CO2 Y atm6sfera hurneda, cambian-
do el medio de cultivo cad a tres dias. Se realizan
pases luego de evidenciar adhesi6n al fondo del pla-
to de cultivo y visualizar confluencia celular en el
mismo. EI objetivo de estos cultivos es lograr gene-
rar linea celular y una densidad apropiada necesa-
ria para la siembra en la matriz polimerica,

Siembra en la matriz polirnerlca

Una vez se tiene gran densidad celular de condrocitos,
estes se siembran en cilindros de 1 cm de diarnetro
por 2 mm de espesor de matrfz polimerica que actual-
mente se encuentra en fabricaci6n con fibras de Vicryl
(JOHNSON & JOHNSON) en PGA - PLA 50:50
(BIRMINGHAM POLYMERS), Y en matrices biol6gi-
cas de submucosa intestinal (SIS), fabricadas en la
Universidad de los Andes (Tabima et al., 2002). Estos
cilindros de matriz/celulas son puestos en cajas de Petri
de vidrio, especial mente disefiadas con las dimensio-
nes requeridas. Por las caracterfsticas fenotfpicas de
este tipo celular, es indispensable sembrar a altas den-
sidades (1'000.000 celulas por rnrn'' de polfmero). Este
cultivo se extiende por ocho semanas en las mismas
condiciones de la incubadora.

Estimulaci6n mecanlca de los cultivos
celulares

Los implantes en formaci6n son expuestos a cargas
mecanicas en compresi6n gracias a un sistema es-
pecialmente disefiando para este fin (vease figura 1)
que se compone de un motor electrico de 15 V, al
cual se Ie incorpora una biela con un piston compre-
sor que comprime el implante cfclicamente. Dentro
de la gran gama de posibilidades de cargas
compresivas se escogi6 la dinarnica (sinusoidal) a
una frecuencia de 0,01 Hz y con una amplitud del
15% del espesor del implante. EI protocolo de
estimulaci6n es de 24 horas continuas al inicio de la
siembra en el polfmero, y posteriormente tres horas
diarias durante el tiempo del cultivo.

Evaluaci6n blomecanlca

Para evaluar el comportamiento viscoelastico de los
implantes fabricados, se disefio primero una meto-
dologfa en la cual se miden propiedades rnecanicas

__ M_O_~_~_~_D_E__ ~4'~
Plsr6N t

COMPRESOR

CULTIVO

Figura 1: Sistema de estimulaci6n rnecanlca

de cilindros osteocondrales obtenidos de platillos
tibiales de rodillas de bovinos donadas por el mata-
dero local, extrafdos con una sierra copa, y manteni-
dos a 4°C en cierre herrnetico hasta el momenta de
la prueba, cuando se les adiciona PBS (Phosphate
Buffer Saline - GIBCO) a temperatura ambiente. Los
resultados se comparan con la literatura para valida-
ci6n experimental (Chen et al., 2001 ; Mow et al., 1980;
Schinagl et et., 1997; Wang et et., 2001). Esta meto-
dologfa se aplica posteriormente en la medici6n de
las mismas propiedades rnecanicas de los implantes
fabricados in vitro.

El acercamiento a las caracterfsticas viscoelasticas
se realiza a partir de una prueba de relajaci6n de es-
fuerzos a compresi6n utilizando el modele de carna-
ra confinada (Mow et aI., 1980) adaptado para este
trabajo (vease figura 2). Los parametres utilizados
para esta prueba se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Parametres de la prueba de relajaci6n de
esfuerzos a compresi6n

Porcentaje de detorrnacion 10 % del espesor
lnlcial (rampa) del tejido

Velocidad rampa (Va) 0,01 mm/min
Duraci6n rampa (to) 600 s

Duraci6n total de la compresi6n 2.400 s

Precarga 0,30 N (300 s)

Se realizaron pruebas a diez cartilagos bovinos
cuyas dimensiones fueron: diarnetro: 10,5 mm (+/-
0,1 mm), espesor: 1,46 mm (+/- 0,26 mm) (media +/-
desviaci6n estandar). A partir de estas pruebas se
generan curvas de esfuerzo vs. tiempo, en las cua-
les se obtiene el esfuerzo de equilibrio, a partir del
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Figura 2: Esquema de la carnara confinada para prueba de
relajaci6n de esfuerzos a compresi6n (vista lateral)

cual se calcula el m6dulo agregado de equilibrio (HA),
que corresponde a la propiedad rnecanica de mayor
importancia en la evaluaci6n del comportamiento
viscoelastico. EI HA se obtiene a partir de la siguien-
te f6rmula:

HA = (J equilibrio IE

HA= M6dulo agregado de equilibrio (MPa)
o equilibrio = esfuerzo hallado en la curva resultante
(MPa)
E = deformaci6n inicial : E = Voto, (h = espesor del teji-
do en mm). h

Otra prueba rnecanica que arroja datos utiles en
la caracterizacion biornecanica es una prueba de ten-
si6n convencional, de la cual se obtienen la resisten-
cia a la tension y m6dulo de elasticidad en tensi6n.
Las probetas que se utilizan se describen en la figura
3 (Woo et el., 1976). Para esto se utiliza la rnaquina
universal de pruebas mecanicas (modelo 8856, Instron
Co, Canton, Massachusetts, 02021, USA) con mor-
dazas para tejidos biol6gicos (27.10-002, Instron Co,
Canton, Massachussets, 02021, USA).

Evaluaci6n estructural

Los implantes fabricados adernas de ser evaluados
mecanicamente se analizan estructuralmente por
dos vfas: 1) cortes histol6gicos tefiidos con
Hematoxilina-Eosina para visualizar la arquitectu-
ra general de los tejidos, y 2) Tincion con Azul de
Alcian para visualizar distrrbucion de los Glicosa-
minoglicanos (GAG) en el tejido.
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Figura 3: Probetas de cartflago articular bovino para pruebas
de tensi6n.

RESULTADOS PARCIALES

Cultivos celulares

Hasta la fecha se han realizado seis experimentos de
extracci6n de muestras de cartllago articular, siendo
exitoso el tercero. En los tres primeros, la cantidad de
tejido extrafdo de los conejos fue insuficiente (una sola
rodilla) por 10 cuallos cultivos no prosperaron (conteo
celular aprox. 65.000 celulas). En los ultirnos dos se
presento contaminaci6n mic6tica, por 10 cual a pesar
de contar con buena cantidad celular fueron desecha-
dos. En el cuarto experimento se tom6 mayor canti-
dad de muestra (dos rodillas) observando una pobla-
cion celular mayor (aprox. 150.000 celulas) y el
fen6meno de cambio en la morfologfa de las mismas,
pasando de cilfndricas a estrelladas al cabo del sexto
dfa, posterior al inicio del proceso de adhesion al fon- •
do del plato de cultivo. AI cabo del dfa 30 se evidenci6
confluencia celular en toda la caja de cultivo. En este
punta se realiz6 el primer pase, a partir del cualla tasa
de divisi6n celular se increment6, conclusi6n hecha
luego de observar confluencia celular mas rapida en
los platos secundarios (10 dias). A la fecha se han
realizado tres pases, con una poblaci6n celular total
estimada en 2'000.000 de celulas.

Siembra en la matrfz polimerlca

Actualmente las matrices polimericas de Vicryl PGA-
PLA 50:50 se encuentran en tabricacion y caracteri-
zaci6n tanto Iisica como mecanica. Las matrices de
SIS ya se fabrican y actualmente se estan sembran-
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Figura 4: Cultivo celular confluente (2QX - Zoom 2)

do con fibroblastos de linea celular como parte de
otro proyecto de investigaci6n del grupo de Ingenie-
ria Biomedica.

Estimulaci6n mecanlca de los cultivos

EI mecanismo diseiiado para estimular rnecanica-
mente los cultivos sequn los parametres expuestos
en Metodologfa se encuentra actualmente en su fase
final de construcci6n.

Evaluaci6n blomecanica

De los diez tejidos sometidos a la prueba de relaja- .
ci6n de esfuerzos, nueve exitosos arrojaron los si-
guientes datos:

Tabla 2. Resultados prueba de relajaci6n de esfuerzos
en compresi6n en carnara confinada

Tejido Espesor E Esfuerzo Ha
tejido (mm) equilibrio (MPa)

(MPa)
1 1,5 0,066 0,020 0,303

2 1,7 0,059 0,022 0,372

3 2 0,050 0,010 0,200

4 1,3 0,077 0,013 0,169

5 1,3 0,077 0,011 0,143

6 1,5 0,066 0,010 0,151

7 1,1 0,090 0,087 0,966

8 1,3 0,077 0,010 0,130

9 1,5 0,066 0,025 0,378

Los datos obtenidos en los nueve experimen-
tos generan un HA de 0,312 +/- 0,263 MPa (media +/
-desviaci6n estandar).

La figura 5 muestra una curva tipica de relaja-
cion de esfuerzos en compresi6n (tejido 4) en la cual
se observan la curva inicial de incremento del es-
fuerzo generada por la rampa de deformaci6n inicial,
seguida por una de relajaci6n del esfuerzo necesario
para mantener la misma deformaci6n, hasta el punta
de equilibrio. Las pruebas a tensi6n convencional se
estan realizando actualmente.

Evaluaci6n estructural

Se realizaran los cortes y las tinciones una vez se
tengan los implantes fabricados, posterior al cultivo
estimulado en las matrices polimerica y biol6gica.

CONCLUSIONES

Hasta el momenta se han logrado implementar con
ex ito dos de las cinco metodologfas planteadas ini-
cialmente. Las otras tres se encuentran en sus eta-
pas finales de desarrollo, y en ello se viene trabajan-
do en la actualidad.

Los resultados observados luego de poner en
practica las metodologfas de cultivo celular de
condorcitos ratifican el hecho descrito por Watt (1988),
quien argumenta que los cultivos celulares de este
tipo de celulas son viables a densidades de cultivo

Relajaci6n de esfuerzos en compresi6n

0.025,---------------
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~ 0.01 I
'1ii
w 0.005+I/f-------------

0+-----,-----,-------,
o 1000 2000 3000
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Figura 5: Curva tfpica de relajaci6n de esfuerzos en compresi6n
de cartflago articular bovino (tejido 4)
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elevadas (1'000.000 celulas/rnm" 0 mas). Aunque en
este trabajo el alcance no permite dilucidar con pre-
cisi6n la causa de este hecho y sabiendo que requie-
re mayor investigaci6n, se cree que este fen6meno
se debe en gran medida a la inestabilidad fenotfpica
y al proceso de desdiferenciaci6n que los condrocitos
presentan en cultivo.

Una vez las celulas se adhieren al fondo del plato
de cultivo cambian su morfologia, hecho tarnbien
descrito por auto res en trabajos previos, 10que les
permite reiniciar el proceso de divisi6n celular, el cual
se ve acelerado cuando existe confluencia celular.
Este hecho es explicado por el fen6meno de comuni-
dad y de union/serial intercelulares presente en este
punta del cultivo.

A pesar de contar con gran nurnero de celulas
en el momento, es necesario que el proceso de divi-
si6n celular persista de esta forma dado el requeri-
miento de sembrar a altas densidades en la matriz
polirnerica para asegurar viabilidad biol6gica del fu-
turo implante.

La evaluaci6n biornecanica que se Ie realiz6 al
tejido siguiendo la metodologia disefiada para tal fin,
arroj6 datos muy interesantes. Primero, y como con-
clusi6n principal, se establece que el uso de la ca-
mara confinada de compresi6n axial (Mow et al.,
1980) que se adapt6 para este trabajo es una exce-
lente alternativa para la simulaci6n de las condicio-
nes mecanicas in vivo, y que permite reproducir el
fen6meno de relajaci6n de esfuerzos que el cartilago
articular animal experimenta al ser cargado y conse-
cuentemente deformado axialmente. '

Como se mencion6 anteriormente, el m6dulo
agregado de equilibrio corresponde a una de las cua-
tro propiedades mecanicas mas importantes y es-
tudiadas del cartilago articular. Esta propiedad per-
mite calcular primero, el esfuerzo de transici6n que
ocurre en el momento de transferencia del soporte
de la carga axial de la fase Ifquida (fluyendo dentro
del tejido) a la s61ida (matriz extracelular de
colaqenorproteoplicanos), y segundo, aproximarse
a la resistencia rnecanica de la matriz anteriormen-
te mencionada. Los datos obtenidos de la prueba
de relajaci6n de esfuerzos realizada en los nueve
tejidos mostraron que el resultado promedio del mis-
mo se debe evaluar analizando el tejido como no
hornoqeneo, yen el cual dicho modulo varia con el
espesor del mismo. Como el porcentaje de defor-
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maci6n inicial para todos los tejidos fue dell 0%,
se presume (avalado por autores) (Schinagl et el.,
1997) que esta deformaci6n s610 se produjo en las
capas mas superficiales del tejido, y que los des-
plazamientos en las capas mas profundas, inclu-
yendo el hueso subcondral, se considera como
cero. Por 10 anterior, el HA promedio hallado en
este estudio corresponde al calculado por Schinagl
y colaboradores en su segunda capa dentro del
cartilago articular (cerca de la superficie). Esta
metodologia perrnitira evaluar esta misma propie-
dad rnecanica en los implantes, y de esta forma es-
timar el exito en la formaci6n de la matriz extracelular
por parte de los condrocitos sembrados en la malla
polimerica tridimensional.
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