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DESCRIPCION
Reparacion de tejido cartilaginoso
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la ciencia médica. Mas en particular, la invencién se refiere a tecnologia que
apunta a reparar tejido cartilaginoso en un paciente que lo necesita.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos del cartilago son trastornos altamente debilitantes que incluyen, por ejemplo, traumatismo del cartilago
articular, lesion de meniscos, trastornos de la condrogénesis y artritis. Actualmente, no hay disponibles terapias
optimas para tratar estos trastornos. Los sistemas vascular o linfatico no inervan ni penetran el tejido cartilaginoso y
se cree generalmente que debido a esta falta de vasculatura, el tejido cartilaginoso dafiado no recibe estimulos
suficientes o adecuados para provocar una respuesta de reparacion. Por lo tanto, la reparacion de las articulaciones
artriticas requiere cirugia ortopédica para reemplazar las articulaciones desgastadas mediante una protesis o mediante
un injerto bioldgico. La artritis sola es un enorme problema médico y econémico.

El cartilago hialino, la forma mas abundante de cartilago, es liso vitreo, brillante y de color blanco azulado en
apariencia, y de esta forma de cartilago, el mas comun es el cartilago articular. El cartilago articular cubre los extremos
de los huesos largos de las articulaciones sinoviales. Se caracteriza por una organizacion estructural particular, que
consiste en condrocitos que se incrustan en un material extracelular, que se denomina tipicamente "matriz
cartilaginosa", la cual, es una matriz extracelular rica en proteoglicanos, fibrillas de colageno, otras proteinas y agua.
Los condrocitos son el Unico tipo de célula que se encuentra en el cartilago articular normal, pero contribuyen menos
del 2% del peso humedo en el tejido cartilaginoso humano adulto sano.

La matriz extracelular del tejido cartilaginoso consiste predominantemente en moléculas de proteoglicanos especificas
del cartilago con cadenas laterales de glucosaminoglucano sulfatado cargadas alta y negativamente (GAG), asi como
fibrillas de colageno tipo Il. Las cadenas laterales de GAG son capaces de unir moléculas de agua, secuestrando asi
agua y generando una presion interna de hinchamiento dentro de la matriz cartilaginosa. Estas propiedades
semejantes al hidrogel son esenciales para los patrones de flujo de fluido intersticial que se observan dentro de la
matriz durante la carga funcional del cartilago, momento en el que el agua sale del tejido en una cantidad que permite
que las cadenas de GAG cargadas negativamente se repelen entre si. Luego de liberar la carga de compresion, el
agua se embebe nuevamente en la matriz de tejido. La red de colageno, junto con el GAG que se une al agua, permite
que el cartilago articular resista grandes cargas compresivas que le dan al tejido su funcién Unica en las articulaciones
sinoviales: articulacion suave y sin dolor, extension de la carga que se aplica sobre el hueso subcondral y absorcién
de golpes mecanicos.

En el tejido cartilaginoso normal, los proteoglicanos dan la vuelta lenta pero continuamente, las moléculas degradadas
se liberan del cartilago y se reemplazan mediante componentes recién sintetizados. Es el control coordinado de la
sintesis y degradacion de los componentes de la matriz mediante los condrocitos que mantienen el cartilago normal.

Los enfoques actuales para la reparacion del cartilago se basan en la eliminacion de restos de tejido, el acceso al
sistema de curacion de heridas del hueso mediante la penetracion de la placa 6sea subcondral y el trasplante de
tejidos y las terapias que se basan en células. Las terapias clinicas actuales se limitan a terapias que se basan en
células autélogas, como el implante de condrocitos autélogos (ACI) y mosaicoplastia (que se conocen también como
injertos osteocondrales autélogos). Debido a los inconvenientes graves, ambas terapias solo pueden abordar
actualmente una parte limitada del mercado de reparacioén de cartilago.

Para la mosaicoplastia, una desventaja importante es la limitacién a pequefos defectos debido a la disponibilidad
limitada de tejido del donante para el trasplante. Para el AClI, los inconvenientes incluyen la necesidad de realizar dos
operaciones quirdrgicas, una para extraer los condrocitos autélogos y la preparacion del sitio de trasplante, y otra para
la implantacién de los condrocitos que se expanden in vitro. Aparte del hecho de los costes altos que implica, el
proceso de ACI es largo ya que las células cartilaginosas se desdiferencian, o pierden su fenotipo, después de la
expansion celular. Por lo tanto, se necesitan varios meses después del procedimiento de extraccion quirdrgica para
que las células recuperen su fenotipo original. Solo entonces puede comenzar la verdadera reparacion del cartilago.

Recientemente, se ha desarrollado una segunda generacion de ACI que involucra condrocitos autdlogos en una matriz
de biomateriales. Esta técnica resuelve algunos de los problemas de ACI, particularmente el procedimiento quirirgico
largo y abierto que se requeria en el ACI. Sin embargo, quedan tres inconvenientes importantes: se deben llevar a
cabo dos procedimientos quirurgicos que implican altos costes y una rehabilitacién prolongada.

M. Brittberg et al., Clin. Orthop. Relat. Res. 367S, pag. S147-S155 (1999) divulga el uso de condrocitos autélogos, su
aislamiento, expansion in vitro e implantacion en un defecto del cartilago en altas densidades.

Por consiguiente, existe una necesidad de mejoras adicionales en el campo de la reparacion de defectos de tejidos,
en particular para defectos que no se reparan, o no se reparan suficientemente de forma espontanea.
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Resumen de la Invencion

La presente invencion se refiere a un método para la separacion electroforética de células de un tejido, comprendiendo
el método:

a) seccionar un tejido para preparar fragmentos de dicho tejido, preincubando opcionalmente dichos fragmentos en
una solucion de digestion;

b) sumergir los fragmentos de tejido predigeridos opcionalmente en una cantidad adecuadamente pequefia de un
material de gel de electroforesis adecuado;

c) someter el gel de electroforesis cargado asi con los fragmentos de tejido predigeridos opcionalmente a condiciones
de electroforesis, con lo que se hace que las células migren fuera del gel de electroforesis a una solucién acuosa
adecuada que rodea el gel de electroforesis.

En una realizacion preferida de dicho método, el tejido es cartilago y las células son condrocitos.
Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el resultado del experimento como se describe en el Ejemplo e indica el efecto de la dilucién en
el metabolismo de la matriz del cartilago (produccién) de condrocitos primarios al final del periodo de cultivo de 3
semanas, en el que la produccion de glicosaminaglicano (mg de glucosaminoglucano/mg de ADN) se indica mediante
la altura de la barra con las desviaciones estandar indicadas.

La Figura 2 muestra micrografias de condrocitos primarios en cultivo de micromasa como se explica en detalle en el
Ejemplo. Las micrografias muestran una imagen general (40x) y una imagen detallada (200x) de secciones de los
granulos que se tifien con safraninO. Las imagenes detalladas se toman en el borde del granulo o en el medio.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha descubierto que es muy problematico cultivar cartilago a partir de condrocitos primarios debido a que los cultivos
de células derivadas de cartilago primario experimentan desdiferenciacion, adquieren caracteristicas fibroblasticas y
pierden la mayoria de las caracteristicas de los condrocitos maduros. Se cree que este fendmeno se debe
principalmente a la pérdida en el cultivo de la interrelacién intima matriz-célula tipica del tejido cartilaginoso, que es
un elemento vital de la formacion y homeostasis del cartilago. El sustento del estado diferenciado de los condrocitos
depende, por lo tanto, de interacciones cerradas de matriz celular, de modo que la liberacién de las células desde su
entorno cartilaginoso da como resultado una pérdida rapida de su morfologia y funcion fenotipicas.

La presente invencion proporciona ahora un método para la separacion electroforética de células desde un tejido. Este
método se puede usar muy adecuadamente para aislar condrocitos desde cartilago.

Un método para la separacion electroforética de células desde un tejido comprende seccionar el tejido para preparar
fragmentos del tejido, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a 2 mm de diametro, mas preferiblemente de
aproximadamente 1 mm. El seccionado se puede realizar mediante cualquier método adecuado, por ejemplo, usando
tijeras, una cuchilla de afeitar, un bisturi, estirando a través de una pantalla de malla o tamiz de acero o nylon, o
desagregandolo a través de una aguja.

Los fragmentos se preincuban opcionalmente en una solucién de digestion. La solucidn de digestion comprende una
0 mas enzimas. Las enzimas adecuadas son, por ejemplo, colagenasa, dispasa, tripsina, hialuronidasa, condroitinasa
ABC, elastasa, heparitinasa, alfa-quimiotripsina, etc. El tipo de enzima dependera del tipo de tejido que se use. Una
cantidad adecuada de enzima es, por ejemplo, 0,15-2% del peso, que se basa en el peso de la solucién de digestion.

La solucion de digestion puede comprender ademas agentes reguladores que ayudan a mantener el pH en el intervalo
que se aproxima a las condiciones fisioldgicas. Se presentan preferiblemente a una concentracién que varia de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM. Los agentes reguladores adecuados para su uso en la presente
invencion incluyen tanto acidos organicos como inorganicos y sales de los mismos tales como citrato, succinato,
tartrato, fumarato, gluconato, oxalato, lactato, fosfato de acetato y reguladores de borato. Adicionalmente, se pueden
mencionar amortiguadores y reguladores de histidina, glicina y urea, tales como Tris, MOPS y HEPES.

La solucion de digestion puede comprender ademas compuestos tales como: agentes quelantes, por ejemplo, acido
dietilentriaminopentacético (DTPA), acido etilendiaminotetraacético (EDTA, por ejemplo, Versene™), acido etilen
bis(oxietilenitrolo)tetraacético (EGTA); agentes reductores, tales como ditiotreitol, ditioeritritol, mercaptoetanol,
glutation, tioredoxina, cisteina, etc.; iones necesarios para la activacion de la enzima, tales como CaCl,, MgCl,, NaCl
y/o KCI; y/o disolventes organicos o agentes modificadores de lipidos / membranas tales como dimetilsulféxido
(DMSO); detergentes no idnicos tales como triton X-100; y/o osmoprotectores tales como sacarosa.

La predigestion no siempre es necesaria, por ejemplo, en el caso de la separacion electroforética de las células a partir
de un tejido (en particular, los condrocitos a partir de cartilago), el tejido se puede seccionar lo suficiente y las células
pueden migrar fuera del tejido mediante electroforesis.
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Los fragmentos de tejido predigeridos opcionalmente se someten luego a electroforesis. Con este fin, se sumergen
preferiblemente en el volumen mas bajo posible de un gel de electroforesis adecuado. Ejemplos de geles de
electroforesis adecuados son, por ejemplo, geles de electroforesis que se basan en agarosa, dextrano, polietilenglicol,
Ficoll, Percoll, poliacrilamida, etc., o0 una combinacién de los mismos.

La electroforesis misma se puede llevar a cabo en condiciones que se conocen bien en la técnica, mediante lo cual se
aplica un voltaje al gel de electroforesis creando un campo eléctrico que hace que las células en el gel de electroforesis
migren del gel de electroforesis a un disolvente acuoso adecuado que rodea el gel de electroforesis, es decir, el
regulador de electroforesis.

Otro procedimiento de aislamiento es aquel en el que el tejido, en particular el cartilago, se somete a una digestion
rapida (en el caso del cartilago con colagenasa tipo IlI) durante un periodo de tiempo compatible con una terapia o
tratamiento intraoperatorio o de cirugia Unica, de modo que las células se pueden mezclar con el gel y el gel que
comprende las células se puede implantar en el paciente, preferiblemente el mismo paciente del que se extrajeron las
células. Un periodo de digestion adecuado es, por ejemplo, tan corto como 1 minuto a 2 horas, preferiblemente de 5
minutos a 1 hora, lo mas preferiblemente de 10-30 minutos, después de lo cual, las células se aislan de la matriz
tisular. Se encontré que en el caso del cartilago, es posible un aislamiento muy rapido de los condrocitos. Esto permite
luego el reemplazo tisular (preferiblemente autélogo) como una forma de terapia quirurgica intraoperatoria o individual.

En una realizacion preferida, particularmente en el caso de una digestion rapida, la muestra de tejido se somete a un
tratamiento para incrementar la permeabilidad de la matriz extracelular antes de someterla a la enzima de digestion.
Se contempla que uno de los factores que determina la eficacia del aislamiento de las células a partir la muestra de
tejido es el acceso de la enzima de digestion a las células y la matriz extracelular en la muestra. La permeabilidad del
cartilago se determina mediante factores quimicos y mecanicos, el agua y las interacciones de proteoglicanos. Se
prefiere que el tratamiento para incrementar la permeabilidad de la matriz extracelular, particularmente para el tejido
cartilaginoso, comprenda un incremento de las fuerzas de repulsion entre los glicosaminoglicanos presentes en la
matriz extracelular. En una realizacién preferida, este tratamiento comprende poner en contacto la muestra de tejido
con un acido, una base, dimetilsulfoxido (DMSO), catepsina, glicerol o cationes, o cualquier otro agente que pueda
incrementar la presién osmética de Donan de la matriz extracelular o hacer que se hinche la matriz extracelular, antes
de someterla a la enzima de digestion.

Los ejemplos adecuados de cationes incluyen Na*, K*, NH4*, Pb?*, Mg?*, Zn?*, Fe?*, Cd?* y Cu?*. Estos se pueden
introducir, por ejemplo, en forma de sus sales de cloruro, preferiblemente en una concentracion entre 10 mM y 2 M.
Un acido adecuado es, por ejemplo, acido clorhidrico, preferiblemente en una concentracién de 10-100 mM, lo que da
como resultado una disminucién del pH de la matriz extracelular. Se puede usar dimetilsulféxido (DMSQO) y glicerol en
una concentracion entre 5 y 30% v/v. Otros agentes adecuados para esta etapa incluyen etilendiaminotetraacetato
disédico (EDTA) o acido etilenglicolbis (B-aminoetiléter) N, N'-tetraacético (EGTA), ambos se usan preferiblemente en
una concentracion de 0,01-0,1 M) o citrato en regulador Tris, pH 5.8 y 7.4, a 4° y 37°. Después de incrementar la
permeabilidad del tejido, se puede lavar la muestra de tejido con, por ejemplo, solucién salina regulada con fosfato
antes de someterla a una enzima de digestion.

La etapa de incrementar la permeabilidad dura preferiblemente desde 1 minuto hasta no mas de 1 hora, manteniendo
preferiblemente el tiempo total de aislamiento de las células dentro del intervalo de 2 horas. Se realiza preferiblemente
a una temperatura entre 17 °C y 37 °C.

Los procedimientos de aislamiento que se describen anteriormente son un aspecto de la presente invencion, y se
pueden usar ampliamente para el aislamiento de células a partir de tejidos. En particular, se puede emplear para el
aislamiento de condrocitos a partir del cartilago, preferiblemente cartilago articular. En una realizacion preferida, los
condrocitos se aislan a partir del cartilago en una parte del cuerpo, tal como una articulacién, que comprende un
defecto. El sitio de aislamiento puede ser el sitio del defecto que se reparara a si mismo o que se encuentre cerca de
él. Los condrocitos que se obtienen asi no se desdiferencian y se pueden usar en otros aspectos de la presente
invencion.

En el contexto de la invencion, se considera que los condrocitos que se desdiferencian sustancialmente, no muestran
la morfologia alargada que tienen los condrocitos que se desdiferencian tipicamente. Ademas, se observa que los
condrocitos que a menudo se desdiferencian solo producen colageno tipo |, y no colageno tipo Il, y por consiguiente,
tienen una proporcién de colageno Il / | inferior a 1. Como se menciond, de acuerdo con la invencion, se evita en gran
medida la desdiferenciacion de condrocitos.

Los aspectos de la presente invencion se basan en parte en la idea de que la dilucion simple de condrocitos primarios
en una matriz de gel da como resultado un incremento en la proporcion de produccién de matriz en base por célula.

Sin pretender imponer ninguna teoria, una hipotesis es que esto se puede deber a la liberacién de los condrocitos
desde el condrén, la unidad microanatémica que se compone de un condrocito y su microambiente pericelular (PCME),
incluyendo la matriz pericelular y la capsula. Los condrones contienen generalmente mas de un condrocito. El nimero
promedio de tejido de condrocitos por condrén en la rodilla, por ejemplo, es tipicamente de 2,0 en toda la rodilla,
mientras que el nimero promedio de condrocitos por unidad de volumen es de alrededor de 5x10° por cm3. Por lo
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tanto, el numero promedio de tejido de condrocitos por unidad de volumen en el cartilago articular de la rodilla es de
aproximadamente 10x108 condrocitos por cm? en la proporcion indicada de 2,0 condrocitos por condron. En el condron,
los condrocitos estan muy juntos. Por lo tanto, se prevé que el condrocito en el gel de matriz esta esencialmente libre
del entorno del condroén, que es el resultado directo del procedimiento de aislamiento, y que los condrocitos no estan
en contacto cercano, sino que se separan mediante un gel. Ademas, se prevé que después de que los condrocitos se
hayan aplicado al gel, los condrones se puedan reformar.

Un método de cultivo tipico para los condrocitos es el cultivo de micromasa. El cultivo de micromasa es un tipo de
cultivo en el que las células de una suspension se hilan mediante centrifugacion y se cultivan en forma del granulo
resultante, adheridas entre si.

El presente método comprende la dilucidon de células aisladas y concentradas con un material de gel, de modo que
las células individuales no se adhieren entre si, sino que se separan.

En una realizacién, se pueden aislar, concentrar y diluir los condrocitos primarios (recién aislados) con un material
formador de gel. El material formador de gel (que se llama también material de gel en la presente, por ejemplo,
agarosa) se mezcla preferiblemente en forma no solidificada con las células mediante una resuspension cuidadosa
pero suave de las células concentradas con una composicién, tal como una solucién o una suspension del material
formador de gel y el material permite luego que forme el gel. Por ejemplo, la mezcla de células en la composicion del
material formador de gel antes de la gelificacion se puede poner en hielo en el caso de una agarosa pastosa, durante
un periodo corto de tiempo. Después de la gelificacion, los cultivos en gel se pueden cultivar en condiciones estandar
para permitir que las células formen material extracelular, o los cultivos en gel se pueden implantar directamente para
el propésito de reparacion del tejido.

El presente método comprende la dilucién de células aisladas y posteriormente concentradas, preferiblemente
condrocitos con un material de gel, de modo que los condrocitos individuales no se adhieren entre si, sino que se
separan. En un intervalo significativo, se descubrié que cuanto mas se espaciaban estas células en dicho gel, mayor
era la produccion de GAG por célula. Por lo tanto, la presente invencién prevé el uso de células que crecen a distancia
entre si, o se espacian de manera estable, por ejemplo, separando el gel solidificado rigido a través del cual no se
pueden mover, para la aceleracion de la formacion de material extracelular, en particular GAG, o para inducir la
produccion de matriz extracelular de cartilago y/o tejido cartilaginoso. Por lo tanto, la presente invencién contempla el
uso del gel para un propdsito beneficioso particular de mejorar las condiciones de produccion de cartilago a partir de
condrocitos primarios.

Muy adecuadamente, los condrocitos aislados se pueden mezclar con un material de gel de matriz, de modo que se
suspendan en dicho material de gel de matriz a una densidad de células que es inferior a la del aislado concentrado.
Por ejemplo, si la densidad de condrocitos original en el aislado concentrado es 80 x 10%/ml, los condrocitos aislados
se suspenden en un volumen apropiado para dar como resultado una densidad de condrocitos de menos de 70 x
108/ml, por ejemplo 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5,4, 3,2,1,0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 0,05, 0,02, 0,01, 0,005 0 0,002 x 108/ml.
En una realizacién preferida, se proporciona una cantidad de material de gel de matriz para dar como resultado una
separacion de los condrocitos cerca de su densidad original en el tejido, que es aproximadamente 10 x 10%/ml.

Preferiblemente, las células se suspenden homogéneamente en dicho material de gel de matriz de modo que la
diluciéon dé como resultado que las células se coloquen a distancias pares entre si.

La concentracion clinica de las células (es decir, la densidad del implante de condrocitos que comprenden gel) estara
preferiblemente en el intervalo de 0,002-1,0 x 108 células/ml, mas preferiblemente en el intervalo de 0,02 a 0,6 x 10°
células/ml.

Clinicamente, el método comprende que el cirujano tome una biopsia de cartilago, aislando los condrocitos del
cartilago de acuerdo con cualquier método, preferiblemente mediante un método como se describe aqui, lavando
opcionalmente las células, concentrando (por ejemplo, por filtracion o centrifugacion o cualquier otro método
adecuado, preferiblemente filtrando las células a través de un colador celular) para eliminar cualquier fluido de
aislamiento y componentes de tejido de cartilago redundantes, diluir las células asi contraidas con la composicién de
material formador de gel, gelificar la composicion e implantar en el paciente el gel que comprende los condrocitos.

Se puede usar cualquier material de gel de matriz que no sea citotoxico, como material de gel de matriz adecuado.
Preferiblemente, el material de gel de matriz es biocompatible, lo que significa que una superficie de tejido acepta el
material. El término amplio biocompatible incluye también no tdxico, no carcinogénico, inerte quimicamente y estable
en el cuerpo vivo. Los materiales biocompatibles adecuados incluyen adhesivo de fibrina, acido hialurénico, alginato,
hidrogel de propilen fumarato-co-etilenglicol, hidrogel de hidroxipropil metilcelulosa, péptido mimético de colageno,
quitosano, colageno, gelatina, hidrogel de (etilenglicol)-co-poli(acido lactico), agarosa , Pluronic ™ F-127, copolimeros
de poli(etilenglicol)-tereftalato (PEGT) y poli(tereftalato de butileno) (PBT) (tal como se describe, por ejemplo, en el
documento WO 2006/085747), o combinaciones de los mismos.

El término "matriz extracelular", que se abrevia "MEC", se refiere al complejo material estructural que se produce
mediante las células en los tejidos de mamiferos, particularmente células de tejido conectivo, por ejemplo, células
tales como fibroblastos, osteoblastos, condrocitos, células epiteliales, células de musculo liso, adipocitos y células
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mesenquimales, y cuyo material in vivo rodea y da soporte a esas células. Tipicamente, el MEC se compone de fibras
integradas en lo que se conoce cominmente como 'sustancia fundamental'. Las fibras se componen de proteinas
estructurales, generalmente colageno y/o elastina. La sustancia fundamental se compone de proteoglicanos (o
mucopolisacaridos).

En aspectos de la presente invencion, el material de gel de matriz puede comprender uno o mas de los componentes
proteoglicanos, GAG, fibras y proteinas funcionales.

Las fibras del gel de matriz pueden ser cualquier fibra. Se prefieren las fibras de elastina y/o colageno. Muy preferidas
son las fibras de colageno. Los colagenos particularmente adecuados son colagenos formadores de fibrillas. Se
prefieren particularmente el colageno tipo |, el colageno tipo Il, el colageno tipo lll, el colageno tipo IV o el colageno
tipo X. El mas preferido es el colageno tipo Il. Una cantidad adecuada de colageno es, por ejemplo, 1-90% del peso,
que se basa en el peso total del material de matriz de gel.

En aspectos de la invencion, el material de gel de matriz comprende preferiblemente al menos un proteoglicano. El
proteoglicano se compone preferiblemente de una proteina del ndcleo con moléculas de glicosaminoglicano (GAG)
que penden. Los GAG adecuados son, por ejemplo, acido hialurénico, condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato,
dermatan sulfato, heparina sulfato, heparina sulfato y queratan sulfato. Los GAG se unen preferiblemente a la proteina
del nucleo a través de un enlazador trisacarido (por ejemplo, un enlazador GalGalXyl). Los proteoglicanos de ejemplo
son decorina, biglicano, versicano y agrecano. Los proteoglicanos se pueden interconectar opcionalmente mediante
moléculas de acido hialurénico. Alternativamente, se pueden unir multiples proteoglicanos a una Unica cadena principal
de acido hialurénico. En ambos casos, el gel de matriz forma una red de polimero o hidrogel capaz de contener agua.
Una cantidad adecuada de proteoglicano es, por ejemplo, 1-90% del peso, que se basa en el peso total del material
de matriz de gel.

El material de gel de matriz puede comprender ademas una o mas proteinas proveedoras de funcionalidad tales como:
glicoproteinas tales como laminina, entactina, tenascina fibrillina o fibronectina, para mejorar la integridad estructural
de la red y para la union de células al gel de la matriz; osteocalcina (proteina Gla), como una proteina que se une al
calcio durante la mineralizacién; osteonectina, que cumple una funcién de puente entre el colageno y el componente
mineral; y sialoproteinas, tales como sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN), proteina de matriz de dentina-1
(DMP1), sialofosfproteina de dentina (DSPP) y fosfoglicoproteina extracelular de matriz (MEPE). Una cantidad
adecuada de proteina es, por ejemplo, 1-90% del peso, que se basa en el peso total del material de matriz de gel.

El gel de matriz puede comprender ademas citoquinas y factores de crecimiento. Las citoquinas y factores de
crecimiento adecuados incluyen la osteoprotegerina (OPG), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factores de
crecimiento de fibroblastos (bFGF, FGF-1, y FGF-2), interferon a (IFN-a), interleucinas (IL-1, IL-4 , IL-6, IL-10 e IL-11),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento transformantes (TGF-a y TGF-), factores
de necrosis tumoral (TNF), factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I e IGF-Il), factor de diferenciacion de
osteoclastos (ODF, que se conoce también como OPGL [ligando de osteoprotegerina], RANKL [activador del receptor
del ligando NFB], TRANCE [citoquina inducida por activacion relacionada con el TNF]), y factor estimulante de colonias
de macrofagos (M-CSF). Los factores de crecimiento que se prefieren incluyen BMP, IGF, PTH y PDGF. El material
de gel de matriz en aspectos de la presente invencion puede ser un material natural o artificial (por ejemplo, un hidrogel
proteinico o peptidico). Los expertos en la técnica conocen las cantidades adecuadas de estas citoquinas y factores
de crecimiento, y pueden variar segun las necesidades.

Una vez que las células se mezclan con el material de gel de la matriz, se obtiene un material que puede servir para
la funciéon de un material de reparacién. Por simplicidad, este material se puede denominar como el implante de
condrocitos (autélogo). Este implante de condrocitos (autélogo) se puede asociar con un armazon para proporcionar
al implante una integridad estructural aun mayor. Tanto el implante de condrocitos (autélogo) como el armazoén cargado
son aspectos de la presente invencion. Se entendera que no se necesita implantar necesariamente este implante
mediante métodos que requieren procedimientos quirdrgicos largos y abiertos. En cambio, se puede preparar e
implantar mediante técnicas minimamente invasivas, como los métodos endoscopicos.

El material de matriz se puede preparar adecuadamente mezclando los componentes que se seleccionan en un medio
acuoso, preferiblemente agua, y agregando opcionalmente componentes para permitir que los componentes
adquieran su orientacion tridimensional o para permitir el autoensamblaje de los componentes en un hidrogel 3D.

El medio acuoso en el que se combinan o agregan los componentes de gel de matriz puede comprender ademas
electrolitos, por ejemplo, iones tales como CaCl,, MgCl,, NaCl y/o KCI; nutrientes; agentes reguladores que ayudan a
mantener el pH en el intervalo que se aproxima a las condiciones fisioldégicas que se describen anteriormente para la
solucién de digestion; osmoprotectores y otros excipientes.

Se apreciara que el material de matriz se puede preparar de antemano y almacenar, listo para su uso, en condiciones
adecuadas, lo que es de gran beneficio para los procedimientos quirurgicos que incluyen i) la extraccion autéloga de
condrocitos, ii) el aislamiento de los condrocitos vy iii) la preparacion del implante de condrocitos (autélogo) de acuerdo
con la invencion. La preparacion del implante de condrocitos (autélogos) no requerira mas tiempo que el aislamiento
de los condrocitos del paciente que necesita el tratamiento quirdrgico. Una vez que se prepara, se prefiere que el
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implante de condrocitos (autélogo) o, alternativamente, el armazén cargado, se implante inmediatamente en el sitio
de implantacién que se prepara opcionalmente.

La invencion se aclarara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no restrictivos.
Ejemplo

Materiales y Métodos

Condrocitos primarios bovinos

Los CPB se usaron en experimentos inmediatamente después del aislamiento. Para el aislamiento de estas células,
se disecciond el espesor completo del cartilago articular del surco femoral rotuliano del bovino adulto. El cartilago
diseccionado se secciona y se incuba durante 20-22 horas en una solucién de colagenasa tipo Il que contiene 0,15%
de colagenasa (Worthington), medio de Eagle modificado de Dulbecco (Gibco) suplementado con penicilina (100 U/ml)
y estreptomicina (100 pyg/ml). La suspension, que esta esencialmente libre de condrones, se filiré a través de un filtro
de malla de nylon de 100 um (colador de células Nucleon) y los condrocitos se lavaron 2 veces con solucién salina
regulada con fosfato (PBS) suplementada con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml).

Cultivo de micromasa

El cultivo de micromasa es un tipo de cultivo en el que las células de una suspension se hilan mediante centrifugacion
y se cultivan en forma del granulo resultante, adheridas entre si.

El presente método comprende la dilucién de esa micromasa con un material de gel, de modo que los condrocitos
individuales no se adhieren entre si, sino que se separan.

Los condrocitos PCB primarios (recién aislados) se aislaron por separado como granulos de aproximadamente
500.000 células/granulo, y se diluyeron con agarosa al 1% mediante una resuspension cuidadosa pero suave del
granulo con una fusién de agarosa de bajo punto de fusion al 1% de acuerdo con el siguiente esquema.

Se preparo un total de 6 grupos y un control. Para los grupos A, B y C, la cantidad de agarosa que se agrega al granulo
(fue de 500.000 células/granulo) fue de 6 pl, 21,8 ul y 106 pl para preparar diluciones del granulo aislado de 1,1x, 4,0x
y 19,8x, respectivamente. De este modo, se mantiene constante la cantidad de células y se incrementa el volumen del
gel. Para los grupos D, E y F, el volumen del granulo fue de 10,6 pl y la cantidad de células/granulo para una diluciéon
de 2,0x, 4,0x y 19,8x, de 500.000, 250.000 y 50.000, respectivamente. De este modo, se mantiene constante el
volumen del gel, mientras se varia la cantidad de células.

Tabla 1. Esquema de dilucién que indica a qué diluciones se inici6 el cultivo de los condrocitos primarios en cultivo
de micromasa y las cantidades de ADN y material de matriz (glicosaminoglicanos sulfatados) que se producen en un
periodo de cultivo de 3 semanas.

Grupo Concentracion de Dilucion -\ G total  ADNtotal ~ GAG/ADN
condrocitos primarios multiplo
*10%/ml (x) ug ug ug/ug
A 83 1,1 31,0£9,2 881,38 35+13
B 23 4 409+20 73+14 56+1,1
C 4,7 20 458+19 54+0,3 8,4+0,6
D 47 2 417+26 7,3+1,3 57+1,1
E 23 4 46,0+25 50+1,.2 92+23
F 4,7 20 38,3+29 43123 891438
control 93 - 26,5+6,0 88+1,2 3,0£0,8

Después de la dilucidn, las mezclas se pusieron en hielo durante 1 minuto. Las construcciones de agarosa/célula se
cultivaron en condiciones estandar en 3 ml de CM1 en un tubo de centrifuga Falcon de polipropileno durante 3
semanas y el medio se refrescé cada 3-5 dias. Cada grupo que consta de 9 cultivos de mezcla de gel se investigoé
adicional e individualmente para histologia, hibridacion in situ, inmunohistoquimica o analisis bioquimico cuantitativo.

Histologia

Se fijaron los cultivos de micromasa con glutaraldehido al 1,5% en regulador de cacodilato (0,14 M / pH 7,2-7,4). Las
muestras se lavaron en PBS, se deshidrataron y se incrustaron en parafina. Las secciones (5 pm) se cortaron con un
micrétomo y se tifieron para glucosaminoglicanos sulfatados (GAG) con safraninO y se contratifieron con hematoxilina
(Gill No 3) y verde rapido para visualizar nucleos y citoplasma, respectivamente.

Inmunohistoquimica
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Los cultivos de micromasa se incrustaron en el compuesto OCT (Tissue-Tek) y se congelaron inmediatamente a -80
°C para la inmunotincién. Se cortaron secciones (5 ym) con un criotomo y se fijaron con acetona durante 10 min. Las
crio-secciones se tifieron durante la noche a 4 °C para colageno Tipo Il (1:100, DSHB # 1I-116B3). El bloqueo se realizé
con suero humano al 10% y, como anticuerpo secundario, se utilizé anti-raton de cabra (1:100, DAKO). La tincion se
visualizé con una solucion de 3, 3 diaminobenzidina (DAB) (DAKO) durante 10-20 minutos. Se verifico la especificidad
del anticuerpo MHC Clase | especifico humano (1/100) con condrocitos humanos. Este anticuerpo no reaccioné de
forma cruzada con condrocitos bovinos. El anticuerpo se diluyé en regulador de lavado (PBS que contenia 10% de
regulador de bloqueo DAKO Cytomation X0909). Los portaobjetos se pre-bloquearon en regulador de bloqueo al 100%
durante 1 hora y se incubaron con el primer anticuerpo durante la noche. Al dia siguiente, los portaobjetos se lavaron
3 veces en regulador de lavado y se incubaron con el segundo anticuerpo de cabra anti-ratén (1:100, DAKO) durante
1 hora. Los portaobjetos se lavaron 3 veces con PBS vy la tincidn se visualizd con microscopio fluorescente.

Ensayo cunatitiativo de GAG y ADN

Los cultivos de micromasa para el analisis cuantitativo de los GAG y el nimero de células se lavaron con PBS y/o se
congelaron a -80°C. Posteriormente se digirieron con 1 mg/ml de proteinasa K (SIGMA-Aldrich) en regulador Tris/EDTA
(pH 7,6) que contenia 18,5 pg/ml de yodoacetamida y 1 yg/m de pepstatina A (SIGMA-Aldrich) durante > 16 horas a
56°C. El contenido de GAG se determiné espectrofotométricamente con tincion con cloruro azul de 9-dimetilmetileno
(DMMB, SIGMA-Aldrich) en regulador PBE (14,2 g/l de Na;HPO, y 3,72 g/l de Na,EDTA, pH 6,5) con un lector de
microplacas (instrumentos Bio-TEK) en una absorbancia de 520 nm. El ndmero de células se determiné mediante la
cuantificacion del ADN total con el kit de ADN CyQuant de acuerdo con la descripcion del fabricante (sondas
moleculares) y el lector de placas fluorescentes (Perkin-Elmer). La curva estandar para el analisis se generd usando
sulfato de condroitina A (Sigma).

Resultados

Como se puede ver a partir de la Figura 1y la Tabla 1, cuando las células aisladas se cultivaron en un cultivo en gel,
producen mas GAG por unidad de ADN cuando estan mas separadas. Al incrementar la distancia entre las células
reduciendo la cantidad de células por volumen de gel o incrementando el volumen de gel a nivel celular constante, se
obtiene una mayor produccion de GAG por célula.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la separacion electroforética de células a partir de un tejido, comprendiendo el método:

a) seccionar un tejido para preparar fragmentos de dicho tejido, preincubando opcionalmente dichos fragmentos en
una solucion de digestion;

b) sumergir los fragmentos de tejido predigeridos opcionalmente en un material de gel de electroforesis;

c) someter el gel de electroforesis cargado asi con los fragmentos de tejido predigeridos a condiciones de
electroforesis, con lo que se hace que las células migren fuera del gel de electroforesis a una solucién acuosa que
rodea el gel de electroforesis.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el tejido es cartilago, preferentemente cartilago articular, y
las células son condrocitos.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que los fragmentos de dicho tejido son de
aproximadamente 0,5 - 2 mm de diametro.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que los fragmentos de dicho tejido son de aproximadamente 1
mm de diametro.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el seccionado se realiza
utilizando tijeras, una cuchilla de afeitar, un bisturi, estirando a través de una pantalla de malla o tamiz de acero o
nylon, o desagregandolo a través de una aguja.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende la etapa de preincubar
dichos fragmentos en una solucién de digestion, en el que dicha solucién de digestion comprende una o mas enzimas.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la cantidad de enzima es de 0,15 a 2% en peso, con base
en el peso de la solucion de digestion.

8. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 6 o 7, en el que una o mas enzimas se seleccionan de colagenasa,
dispasa, tripsina, hialuronidasa, condroitinasa ABC, elastasa, heparitinasa o alfa-quimotripsina.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que la solucion de digestion comprende
ademas agentes reguladores que ayudan a mantener el pH en el intervalo que se aproxima a las condiciones
fisiolégicas, preferiblemente en el que los agentes reguladores estan presentes en una concentracion que varia de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que la solucion de digestion comprende
ademas un agente quelante, un agente reductor o iones para la activacion de una o mas enzimas.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los fragmentos de tejido se
sumergen en el menor volumen posible de un material de gel de electroforesis.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el material de gel de
electroforesis se selecciona de geles de electroforesis basados en agarosa, dextrano, polietilenglicol, Ficoll, Percoll,
poliacrilamida o una combinacién de los mismos.
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