Osteoartritis

“& W | ocalizador web

Articulo 224.802

Tratamiento de lesiones del cartilago articular

con terapia celular

Isaac Manuel Fuentes-Boquete®?, Marfa del Carmen Arufe Gonda®®, Silvia Maria Diaz Prado?®,
Tamara Hermida Gémez®, Francisco Javier de Toro Santos®? y Francisco Javier Blanco Garcia®®

aDepartamento de Medicina. Universidade da Corufia. A Corufia. Espafia.

bLaboratorio de Investigacion osteoarticular y del envejecimiento. Centro de Investigacion Biomédica. CHU Juan Canalejo. A Corufa. Espafia.

‘Catedra Bioibérica de Terapia Celular. Universidade da Corufia. A Corufia. Espafa.

Las lesiones del cartilago articular que no afectan a la
integridad del hueso subcondral no se reparan
espontdneamente. El cardcter asintomético de estas
lesiones propicia la progresiva degeneracion articular y el
desarrollo de un proceso artrésico. Para evitar la necesidad
de reemplazo protésico, se han desarrollado distintos
tratamientos celulares con el objetivo de fomar un tejido
de reparacion con estructura, composicién bioquimica y
comportamiento funcional iguales que los del cartilago
articular natural. Las técnicas basadas en facilitar el acceso
al sistema vascular generan un tejido de reparacién
fibrocartilaginoso que no retine las condiciones del
cartilago articular. El implante de condrocitos autélogos y
la mosaicoplastia autéloga aportan un tejido de reparacién
de mayor calidad, pero ambas técnicas implican la
escision de cartilago sano, bien para obtener una elevada
cantidad de condrocitos, bien para extraer cilindros
osteocondrales que se implantan en el defecto. Las células
madre mesenquimales constituyen una prometedora
herramienta de reparacién del cartilago articular en fase
de experimentacién. Aunque las estrategias actuales de
terapia celular producen mejorias clinicas y funcionales,
todavia no es posible generar un tejido de reparacién
resistente a la degeneracién y con caracteristicas de
cartilago articular normal.

Palabras clave: Cartilago articular. Terapia celular.
Lesiones focales de cartilago. Artrosis. Condrocito.
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Treatment of Joint Cartilage Lesions With Cell
Therapy

Articular cartilage lesions which do not affect the
integrity of subchondral bone, they are not able to repair
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it expontaneously. The asymptomatic nature of these
lesions induces articular cartilage degeneration and
development of an arthrosic process. To avoid the
necessity to receive joint replacement surgery, it has been
developed different treatments of cellular therapy which
are focused to create new tissues whose structure,
biochemistry composition and function will be the same
than native articular cartilage.

Approaches used to access the stream produce a
fibrocartilaginose tissue which is not an articular cartilage.
Implantation of autologous chondrocytes and autologous
mosaicplasties induces a quality better articular cartilage.
Furthermore both techniques involve damage in the sane
cartilage; because of trying to get a big amount of
chondrocytes or because of extraction osteochondral
cylinder which will be implanted in the injured joint. The
stem cells are a promising toll to repair articular cartilage,
however they are in a previous experimentation step yet.
Although the present studies using cellular therapy
improves clinically and functionally, it is not able to
regenerate an articular cartilage which offer resistance the
degeneration process.

Key words: Articrapy cartilage. Cell therapy.
Focal cartilage lesions. Osteoarthritis. Chondrocyte.
Stem cell.

Introduccion

El implante de células con capacidad condrogénica o
el acceso a la médula dsea son modalidades de terapia
celular para reparar lesiones del cartilago articular. El
objetivo final no es sélo “cicatrizar” el defecto condral
(reparacién), sino generar un tejido de nueva forma-
cién con una estructura, una composicién bioquimica
y un comportamiento funcional iguales a los del carti-
lago articular nativo (regeneracién). Esta revisién
aborda diferentes opciones de terapia celular del carti-
lago articular desde una perspectiva clinica y experi-
mental.
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Penetracion del hueso subcondral

Cuando la lesion afecta al cartilago y el hueso subcon-
dral (lesién osteocondral), se produce la migracién
de células mesenquimales de la estroma de la médula
dsea, que protagonizan la reparacion del defecto’. Esta
reparacién estd limitada por el tamafio del defecto, de
modo que la capacidad de reparacién espontinea en le-
siones osteocondrales de gran tamafio es practicamente
nula. La abertura del drea vascular subcondral se lleva a
cabo mediante distintas técnicas quirdrgicas, como la
abrasién artroscépica?, las perforaciones del hueso sub-
condral®, la espongializacién® y la microfractura’, que es
la que ofrece mejores resultados.

Estudios experimentales en conejo®’ y perro® han ob-
servado que el tejido de reparacién asi formado es de
tipo fibrocartilaginoso (diferente del cartilago hialino
articular en composicién, organizacién estructural y
propiedades mecédnicas) y muestra con el tiempo signos
de degeneraciéon'”. No obstante, los resultados clinicos
parecen contradecir esta calidad del tejido de repara-
cién. El tratamiento por microfractura de defectos os-
teocondrales de rodilla ha aportado a los 2 afios unos
buenos resultados clinicos’, que parecen depender de la
edad y muestran mds efectividad en pacientes menores
de 40 afios'. Aunque se ha indicado que un proceso de
degeneracién del tejido de reparacién se inicia a los 18
meses de la microfractura'!, se ha descrito a largo plazo
(7-17 afios) el mantenimiento de la mejoria funcional y
la disminucién del dolor?2.

Injertos de periostio y pericondrio

Estas membranas contienen células madre mesenqui-
males que pueden experimentar condrogénesis’®'*. El
implante de periostio o de pericondrio forma un tejido
de reparacién fibrocartilaginoso que parece no madurar
con el tiempo!>1%. No obstante, los efectos clinicos del
implante de pericondrio parecen ser similares a los de la
perforacién subcondral, pues a los 10 afios de aplicar
ambos procedimientos no se observaron diferencias sig-
nificativas entre sus resultados'’.

Injertos osteoperiosticos

El injerto de cilindros de hueso recubiertos de perios-
tio produce en modelos animales un tejido neoforma-
do fibroso'® que, con inductores condrogénicos, llega a
adquirir un aspecto fibrocartilaginoso!’. Probablemen-
te, el sangrado de médula dsea en la lesion interfiere
con la accién reparadora de la capa germinal del pe-
riostio. De hecho, en el conejo, cerca del 67% de las
células del tejido de reparacién tras el injerto osteope-
ristico procedian de la médula 6sea”. En contradic-
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Figura 1. Mosaicoplastia. Los cilindros osteocondrales obtenidos
de zonas poco comprometidas con la absorcién de cargas se im-
plantan en la zona de la lesion.

cién con esta discreta calidad histoldgica del tejido de
reparacién, se ha descrito que este procedimiento

aporta mejoria de la funcién articular y alivio del
dolor?.

Mosaicoplastia

Se considera que este procedimiento es una prometedo-
ra alternativa para el tratamiento de defectos condrales
y osteocondrales de pequefio y mediano tamafio®. Bési-
camente, consiste en la translocacién al defecto articular
de cilindros osteocondrales obtenidos de zonas poco
comprometidas con la absorcién de carga (fig. 1). La
zona donante se autorrepara con células mesenquimales
del estroma de la médula 6sea que promueven un tejido
fibrocartilaginoso. Con el seguimiento artroscépico
hasta los 5% y los 10 afios** del implante, se ha observa-
do supervivencia del cartilago hialino trasplantado, con-
gruencia de las superficies articulares y reparacion fibor-
cartilaginosa de las zonas donantes. No obstante, si los
cilindros osteocondrales sobresalen de la superficie,
producen problemas articulares. Asi, pacientes con este
problema manifestaron a los 4 meses de la mosaicoplas-
tia sensacién de pinzamiento e incluso dolor. Su valora-
cién artroscopica revel6 fisuras en los cilindros osteo-
condrales y fibrillas en la superficie articular anexa®.

La mosaicoplastia autéloga estd limitada por el tamafo
del defecto, que determina el nimero de cilindros oste-
ocondrales necesarios. Por otra parte, el tejido implan-
tado procede de una zona de poca carga, con menor
grosor y diferente estructura histolégica. El alotrasplan-
te puede dar solucidn a estas cuestiones: se evita la le-
sién en la zona de poca carga de cartilago, es posible
obtener un ntmero elevado de cilindros osteocondrales
y éstos pueden proceder de la misma zona de carga.
Ademis, los problemas inmunitarios son escasos debido
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al caricter avascular del cartilago y el encapsulamiento
de los condrocitos en la matriz extracelular. De hecho,
el alotrasplante osteocondral en rodilla estd bien inte-
grado y ofrece una consistente mejoria funcional y del
dolor a los 2 afios?; después de 10 afios la durabilidad
es del 85% de los implantes?.

Autotrasplante de condrocitos

Actualmente, la alternativa terapéutica mds eficaz para
reparar lesiones focales del cartilago articular es el im-
plante de condrocitos autélogos®*3!. Este procedimien-
to también es aplicable a pacientes con osteocondritis
disecante®?, pero no a articulaciones artrésicas. El auto-

Figura 2. Autotrasplante de con-
drocitos. A y B: toma de biopsia. C
y D: los condrocitos se obtienen tri-
turando el cartilago y procediendo
a su digestién enzimdtica (tripsina
y colagenasa tipo V). E: las células
proliferan en un frasco de cultivo a
37 °C. F: condilo femoral con lesion
condral. G: en la cavidad del de-
fecto, cerrada con una membrana
(periostio, coldgeno tipo I/ll), se
inyecta la suspension con condro-
citos.

trasplante de condrocitos encuentra una limitacién im-
portante en la edad, y es recomendable utilizar esta téc-
nica en pacientes menores de 55 afos.

Este procedimiento consiste en obtener por artroscopia
explantes de cartilago aticular de zonas poco compro-
metidas con la carga (fig. 2). Ya en el laboratorio, de los
explantes se aislan condrocitos, que proliferan in vitro
hasta obtener un nimero apropiado para el implante
(10-12 millones de células). En una segunda interven-
cién quirtrgica, se cierra la cavidad del defecto con pe-
riostio del propio paciente y se inyectan los condrocitos.
Este tratamiento presenta algunas limitaciones: a) la
obtencién de explantes supone una intervencién quirdr-
gica adicional y un dafio afiadido al cartilago articular
que puede originar un proceso artrésico; 4) la prolifera-
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cién in vitro de los condrocitos debe ser limitada, pues
con las divisiones celulares disminuye su capacidad de
producir cartilago estable in vivo®; ¢) con el envejeci-
miento disminuye la densidad celular del cartilago, la
capacidad de proliferacién in vitro de los condrocitos® y
el potencial condrogénico del periostio®, y d) el proceso
de cultivo celular resulta demasiado largo (3-6 semanas)
y no estd exento del riesgo de contaminacién.

El primer articulo sobre el autotrasplante de condroci-
tos en pacientes data de 1994%. La valoracién clinica y
artroscopica a los 2 afios del implante femoral aportaba
buenos resultados. Trabajos posteriores han demostra-
do la durabilidad del implante, con buenos resultados
clinicos después de 5-11 afios del tratamiento®.

El anilisis histolégico de biopsias del tejido neoforma-
do ha mostrado una cierta heterogeneidad en la calidad
del tejido de reparacién. De 41 biopsias tomadas tras 1
afio del implante, un 10% consistia en cartilago hialino;
un 24%, una mezcla de cartilago hialino y fibrocartila-
go; un 61%, fibrocartilago, y un 5%, tejido fibroso®.
Otros estudios han mostrado al afio del implante la co-
existencia en la misma biopsia de regiones con morfolo-
gia fibrocartilaginosa y regiones con morfologia hialina,
ambas con proteoglucanos y coligeno tipo 11?31, Ade-
mids, se observaba actividad de agrecanasa y metalopro-
teasas, con una mayor actividad de la agrecanasa en las
regiones fibrocartilaginosas®, y la expresién en el
ARNm de los procoligenos tipo IIA y tipo IIB¥, ca-
racteristicos respectivamente del estado precondrocitico
y de condrocitos diferenciados®. Estos datos indican
que el autoimplante de condrocitos es capaz de inducir
la regeneracion del cartilago articular, probablemente
por el reemplazo y la remodelaciéon de una matriz ini-
cial fibrocartilaginosa, mediante degradacién enzimiti-
ca y sintesis de coldgeno tipo II. Se considera que este
proceso continia mds alld de los 24 meses después del
implante®®*® y se desarrolla en tres etapas clave: prolife-
racién celular (abarca las primeras 6 semanas), transi-
cién (entre las semanas 7 y 26) y remodelamiento (mis
alla de 27 semanas)®.

Se ha cuestionado el uso de la membrana de periostio
para retener la suspensién de condrocitos, utilizando
como argumentos la necesidad de realizar una extensa
incisién quirtrgica, la hipertrofia periférica del implante
de periostio y su potencial de calcificacién ectépica.
Como alternativa, se propone la utilizacién de una
membrana de coligeno tipo I/III***. Un reciente estu-
dio comparativo entre ambas técnicas no aporté dife-
rencias significativas en cuanto a la valoracién clinica,
aunque el andlisis artroscépico demostré un significati-
vo numero de pacientes que necesitaron “rasurado” de
la hipertrofia periférica en el implante de periostio*.
Otras alternativas terapéuticas son el alotrasplante®* y
el xenotrasplante de condrocitos®¥. El alotrasplante
estd condicionado por la necesidad de donantes y las li-
mitaciones del almacenamiento de cartilago o de con-
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drocitos, pues la criopreservacién modifica la supervi-
vencia y la proliferacién de los condrocitos®. Respecto
al xenotrasplante, apenas se ha investigado. Ambos
procedimientos encuentran en la barrera inmunitaria
una de sus principales objeciones. No obstante, si bien
los condrocitos aislados resultan inmundgenos, el
aloimplante de condrocitos atrapados en su matriz ex-
tracelular®” o embebidos en geles de coldgeno o agaro-
sa*% produce nulas o escasas reacciones de rechazo.
Por otra parte, tras el xenotrasplante in vivo de condro-
citos de cerdo en defectos condrales de conejo cerrados
con membrana de periostio, no se observaron signos de
infiltracién de células inmunitarias®.

Trasplante de células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSC) pueden dife-
renciarse in vitro en una gran variedad de tipos celula-
res, como adipocitos, condrocitos y osteoblastos®!. Estas
células se aislan desde una pequefia muestra de tejido,
proliferan en cultivo hasta obtener cantidades apropia-
das para aplicaciones clinicas y pueden ser implantadas
en el mismo paciente. Asi, las MSC constituyen una
herramienta potencial para reparar tejidos eludiendo
problemas relacionados con el rechazo inmunitario del
alotrasplante y el conflicto ético por usar células madre
embrionarias.

Las MSC estin ampliamente distribuidas in vivo, de
modo que se puede aislarlas de médula 6sea®?, perios-
tio®, pericondrio®, membrana sinovial®, tejido conecti-
vo de la dermis y del musculo esquelético®, grasa™,
sangre del cordén umbilical®® y periférica®®®°, membra-
na amnidtica® e incluso del propio cartilago articular®.
Aunque la médula 6sea es la fuente tisular de MSC mis
utilizada, la sangre de cordén umbilical se estd revelan-
do como fuente de gran cantidad de células madre, sus-
ceptibles de diferenciacién a cualquier tipo celular y con
ventajas derivadas de su estado inmunitario y sus tel6-
meros sin acortar®,

Actualmente, no hay marcadores especificos para la de-
terminacién precisa de MSC. Los principales criterios
para su identificacién son su adherencia al pléstico del
frasco de cultivo y su morfologia fibroblastica®, su ca-
pacidad de proliferacién prolongada en cultivo mante-
niendo sus caracteristicas de células madre, su capaci-
dad para diferenciarse in vitro en células de origen
mesodérmico (condrocitos, adipocitos, osteoblastos) y
su carencia de expresién de antigenos hematopoyéticos
tipicos como CD34 y CD45%. Ademis, se ha relacio-
nado diferentes marcadores de superficie con las MSC.
Entre los mds ampliamente utilizados estin Stro-1,
CD44, CD73, CD90, CD105 y CD166.

La escasa cantidad de MSC aisladas de una muestra de
tejido hace necesaria su proliferacién in vitro. Pero el
nimero de divisiones mitéticas debe ser limitado, pues
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durante el cultivo in vitro las MSC envejecen y experi-
mentan una marcada disminucién de su capacidad proli-
ferativa®®®” y una pérdida gradual del potencial de dife-
renciacién multiple®®®®. El mantenimiento de fenotipo y
capacidad de diferenciacién es proporcional a la telome-
rizacién de los cromosomas®. Los telémeros se acortan
en cada divisién celular, pero en las células madre em-
brionarias se restituyen por la accién de la enzima telo-
merasa. En las MSC, esta enzima muestra nula™ o baja
actividad®®’72, La edad del paciente también influye en
las caracteristicas de las MSC, ya que con el envejeci-
miento se reduce su capacidad proliferativa”.

Diversos estudios sefialan que la poblacién de MSC
comprende subpoblaciones de células en diferentes es-
tados de diferenciacién y que la capacidad de diferen-
ciacion puede variar en funcién del tejido del que se las
aisla. Asi, las MSC procedentes de médula ésea mues-
tran una mayor tendencia a la diferenciacién osteogéni-
ca™, en tanto que las MSC de origen sinovial tienen
mayor tendencia a la diferenciacién condrogénica”™.

En las mismas condiciones de cultivo y diferenciacion,
las MISC aisladas de membrana sinovial muestran mads
potencial condrogénico que las derivadas de médula
6sea, periostio, musculo esquelético o tejido adiposo’.
La reparacién en modelos animales de lesiones condra-
les con MSC embebidas en gel de coldgeno® o inyecta-
das en los defectos cerrados con periostio” indica que
las MSC son capaces de diferenciarse de acuerdo con el
medio biolégico en el que se encuentran. Trabajos rea-
lizados por diferentes grupos intentando determinar si
las MSC inyectadas intraarticularmente se movilizan
hacia el cartilago dafiado y reparan el defecto obtuvie-
ron resultados opuestos. En rodilla de cabra, con artro-
sis inducida por rotura meniscal y reseccién del liga-
mento cruzado anterior, se observé tras 6 semanas de la
inyeccién intraarticular de MSC reparacién del menis-
co, pero no del cartilago ni del ligamento’, lo que evi-
dencia la movilizacién de las células hacia el menisco,
pero no hacia el cartilago. En cambio, la inyeccién in-
traarticular de MSC en rodilla de rata mostré que estas
células se movilizaban hacia todos los tejidos afectados,
incluido el cartilago, y contribufan a la regeneracién ti-
sular’®. Son escasos los trabajos sobre MSC utilizados
para tratar lesiones condrales humanas. En rodillas con
osteoartritis, se implantaron MSC embebidas en gel de
coldgeno en defectos condrales cerrados con membrana
de periostio; tras 42 semanas, se observaron mejores re-
sultados artroscépicos e histolégicos que en los pacien-
tes osteoartriticos sin implante, aunque esta mejoria no
resulté significativa en el aspecto clinico®!.

Todavia hay dudas sobre la utilizacién de MSC para
tratar lesiones condrales, en gran medida porque no se
conoce con suficiente detalle las etapas de diferencia-
cién condrogénica de estas células y no se dispone de
protocolos que garanticen la diferenciacién hacia el fe-
notipo deseado. Asi, la plasticidad de las células deriva-

das de MSC puede conducir a alteraciones no deseadas
en el fenotipo®®3.

Terapia génica

La introduccién de productos génicos en el dmbito del
dafio tisular puede favorecer el proceso de restauracién
del cartilago articular. Este proceso implica determinar
los genes y las células adecuadas para la transferencia
génica (condrocitos, células condrogénicas y células de
la membrana sinovial) usando diferentes vectores para
incorporar los ADNc*. Distintos factores anabdlicos
(miembros de la superfamilia de TGF-B, IGF-1, FGF
y HGF) pueden inducir condrogénesis y sintesis de los
componentes de la membrana extracelular, en tanto que
las moléculas antiinflamatorias (interleucina [IL] 4, IL-
10, IL-1Ra, TNFsR) pueden actuar como inhibidores
de la degradacién del cartilago®.

La membrana sinovial resulta apropiada para terapias
condroprotectoras®. La transfeccion viral in vivo del
gen IL-1Ra en articulaciones reumatoideas reduce la
enfermedad en modelos animales®” y en pacientes se ha
mostrado que esta técnica permite la expresion intraar-
ticular del gen IL-7Ra de una manera segura®®%. Los
condrocitos y las MSC resultan dianas preferentes para
inductores de condrogénesis. Asi, en modelos animales,
el trasplante in vivo en lesiones condrales de MSC
transfectadas con BMP-2 de ADNc aporta una mejor
reparacién, con una elevada produccién de proteogluca-
nos y coldgeno tipo I1%.
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