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Editorial

La AEBT nos aporta mucho en el campo de nuestra labor
profesional: Los Bancos de Tejidos.

La actividad de la AEBT hoy por hoy esta centrada en:

a) Sus congresos bianuales, congresos con un nivel
cientifico-técnico dificil de superar.

b) El mantenimiento de una pagina web con informacion para
los miembros y no miembros.

c) La publicaciéon periodica de los estandares en Banco de
Tejidos, ya por la tercera edicion.

d) La organizacion de cursos de formacion.

e) La edicion de una revista “on line” cuyos ultimos numeros
aparecieron en mayo del 2002 y del 2003.

f) Colaboracién con otras entidades gubernamentales y
Sociedades Cientificas.

g) Abierta a nuevas iniciativas relacionadas con los Bancos
de Tejidos.

En la dltima reunién de la Junta Directiva de la AEBT, se acordd
impulsar el boletin y que apareciese con una periodicidad
semestral, debiéndose publicar el correspondiente al primer
semestre del afio 2008 antes de finalizar el mes de mayo. Con
cierto retraso, para no perder las malas costumbres, aparece
ahora tras el paréntesis del verano.

El boletin de la AEBT debe servir, sin cerrarlo a otras
posibilidades, pera difundir de manera mas amplia los trabajos que
se presentan en los Congresos, de manera especial los
premiados, y como medio de comunicacién entre la Junta y los
miembros (editorial).

Todos los boletines serdn encabezados por un “editorial” , y este
que aparece ahora nos gustaria que sirviera para estimular la
participacion dentro de la AEBT de los grupos de trabajo que se
crearon en su dia.

La vida de cualquier asociacién depende de todos y de cada
uno de sus miembros, y en la AEBT también es esto aplicable.

Cada grupo de trabajo, ya formado desde antafio, pero la
composicién de los mismos siempre esta abierta, tiene designado
un coordinador. Cualquier miembro de la AEBT puede solicitar ser
incluido en cualquier grupo si no lo hizo con anterioridad. Para ello
tiene que contactar con el coordinador, si sabe quien es, o dirigirse
por e-mail a la Junta directiva de la AEBT.

En los dos ultimos afos la labor de estos equipos ha sido
participar en la redaccion de los estandares y desde aqui
queremos reiterar nuestro agradecimiento y felicitacion.

Ahora toca dinamizar los grupos de trabajo. Para justificar la no
participacion podemos decir que tenemos mucho trabajo y que la
rutina diaria nos absorbe, y siendo esto esto verdad, no creo que
nos debiera valer como respuesta.

En junio de este afo, se enviaron correos a todos los
coordinadores, correos en términos muy similares a los de este
editorial. Somos conscientes de que estabamos a las puertas de
las vacaciones y tal vez no fuera la mejor fecha, pero el tiempo
pasa volando y tras el verano llega la Navidad, la Semana Santa y
nuevamente otro verano.

La idea de trabajar en los grupos se ha de fijar cuanto antes y
ponernos manos a la obra. Dinamizar el trabajo de todos los
miembros es tarea prioritaria de la Junta Directiva de la AEBT y
nos encargaremos de difundir la marcha y resultado del trabajo
que se esté desarrollando. Este boletin y nuestra web serviran
también para la difusién de los trabajos.


http://www.aebt.org/

Coincidiendo con la publicacion en la web del boletin
nuevamente llegaran correos a los coordinadores de los grupos,
asi como las direcciones de todos los que en su dia se inscribieron
en uno u otro grupo. Esperemos que la respuesta sea
extraordinaria, nos pongamos las pilas y en el proximo boletin de
la AEBT el editorial sea en tonos totalmente distintos a los de este.

La Junta Directiva de la AEBT
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Evaluacion de la
viabilidad de los
cultivos de
condrocitos

mediante
microanalisis por
energia dispersiva
de rayos X

Montalvo Amparo, Garzon Ingrid,
Gonzalez-Andrades Miguel, Lobo
Manuel,Fernandez-Montoya Antonio,
Alaminos Miguel, Campos Antonio

Departamento de Histologia de la Facultad
de Medicina de Granada y Centro
Regional y Banco Sectorial de Tejidos de
Granada Almeria.

Resumen

El trabajo evalla la viabilidad de los
condrocitos fibrosos en los seis primeros
subcultivos comparando los resultados que se
obtienen con Azul tripan y con microscopia
electrénica analitica por energia dispersiva de
RayosX. Los resultados con azul tripan
muestran una alta viabilidad en todos los
subcultivos mientras que la determinacion del
indice K/Na que se obtiene utilizando Ila
microscopia electronica analitica pone de
relieve que el sucbultivo mas viable es el
tercero. La explicacion es que el azul tripan
solo tife células muertas en las que ya existe
ruptura de la membrana celular, mientras que
la microscopia electrénica analitica permite
detectar células en proceso de muerte con
anterioridad a que se produzca la ruptura de la
membrana celular.

Summary

In this work we have determined cell viability of
fibrous condrocytes in six passages to identify
the specific cell passage that is more
appropiate to be used in tissue engineering.
We compare the results using tripan blue an X-
Ray electron probe microa nalysis. When tripan
blue is used a high viability -more than 80%-
was observed in all passeges. When it was
used X-Ray microanalysis the K/Na index only
showed high viability in the third subculture.
Whereas only cell death with ruptured cell
membrane are stained with tripan blue, X-ray
microanalysis determination detecs cell death
before the rupture of the cell membrane take
place.

Palabras clave: Viabilidad, condrocitos,
subcultivos, Azul tripan, microscopia
electrénica analitica.

Introduccion

El tejido cartilaginoso es un tejido avascular
cuyo poder de regeneracion es muy limitado.
Debido a ello las alteraciones que tienen lugar
en las estructuras cartilaginosas resultan de
muy dificil reparacion por los propios
condrocitos de la region (Messner, 1996). Para
tratar de regenerar el cartilago lesionado se
han utilizado en consecuencia trasplantes de
distintos tejidos como pericondrio y periostio y
mas recientemente el trasplante de condrocitos
antdlogos (Brittberg, 1994; O’Driscoll, 1998).
Asimismo distintos autores han ensayado la
utilizacion de tejido cartilaginoso artificial
fabricado por ingenieria tisular a partir de
condrocitos y de matrices de distinta
naturaleza.

La eficacia de la terapia celular y tisular es
altamente dependiente de la viabilidad de las
células utilizadas. En este sentido existen
datos recientes que indican que la viabilidad
de las células varia notablemente en los
distintos  subcultivos  (Alaminos,  2007;
Rodriguez Morata, 2008).

Para determinar la viabilidad se han utilizado,
en general, técnicas que detectan alteraciones
de la permeabilidad celular como el Azul tripan
o la cuantificacion de la enzima lactato
deshidrogenasa en el medio de cultivo. Estas
técnicas tienen sin embargo importantes
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limitaciones pues estan basadas en la ruptura
de la membrana celular. Una de los métodos
mas sensibles para establecer la viabilidad de
las células lo constituye la  determinacion
cuantitativa a nivel intracelular de Ia
concentraciéon de sodio y potasio. Dicha
determinacién que constituye un excelente
indicador del nivel de viabilidad celular, se
realiza mediante un detector microanalitico de
energia dispersiva de Rayos X asociado a un
microscopio electrénico. Ello permite ademas
correlacionar la estructura celular y las
concentraciones ionicas intracelulares sin que
exista ruptura de la membrana celular, lo que
permite evaluar la viabilidad celular antes de
que exista ruptura de la membrana.

En el presente trabajo se evalia mediante
microscopia electrénica analitica por energia
dispersiva de RayosX la viabilidad de
sucesivas  poblaciones de  condrocitos
pertenecientes a distintos subcultivos con el
objeto de establecer la poblacion mas viable
susceptible de ser utilizada en protocolos de
terapia celular y tisular.

Material y métodos

El material objeto de estudio corresponde a
tejido cartilaginoso fibroso del disco intrarticular
de la articulacion témporo-mandibular de ratas
albinas Wistar machos de 400 g de peso
medio. Para la obtencion de las células
disgregadas de la matriz extracelular, las
muestras  digeridas en colagenasa se
centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos,
recogiéndose el pellet celular correspondiente.
Posteriormente, este precipitado celular se
cultivd en frascos de cultivo de 25 cm’® de
superficie tipo Falcon con medio de cultivo QN.
El medio QN fue inicialmente descrito por De
Diego (2004) y Llames (2004) para el cultivo de
queratinocitos de la piel, habiendo demostrado
su utilidad en el cultivo de diversos tipos de
células humanas y animales (Alaminos, 2006 y
2007; Sanchez-Quevedo 2007). Todos los
cultivos celulares se incubaron a 37°C con un
5% de dioxido de carbono, en condiciones
estandar de cultivo. Los medios de cultivo se
renovaron cada tres dias hasta su posterior
subcultivo. El estudio se ha realizado hasta el
sexto subcultivo.

Para determinar la viabilidad celular mediante
ensayos de exclusion de colorantes vitales, se
utilizé el método de tincion con azul tripan y
contaje celular en camara de Neubauer. Para
analizar la viabilidad celular de los condrocitos
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mediante microanalisis por energia dispersiva
de rayos X (EPXMA) las células se cultivaron
sobre rejillas de soporte cubiertas con
Pioloformo, las cuales se lavaron y criofijaron
en nitrogeno liquido. Las células criofijadas y
depositadas en el interior del portamuestras se
transfirieron a un sistema de criodesecacion de
alto vacio. Las muestras se criodesecaron
durante un total de 12 horas a una presién de
vacio de 10-5 mbar de acuerdo con los
criterios establecidos por Warley (1997) vy
Skepper (2000). Tras la criodesecacion, las
células se recubrieron con carbén para facilitar
el barrido del haz de electrones durante su
observacion  microscépica y  deteccion
analitica. La cuantificacién del contenido idnico
de los condrocitos cultivados se llevé a cabo
utilizando un microscopio electronico de
barrido Phillips XL 30 (Phillips, Eindhoven,
Holanda) acoplado a un detector de energia
dispersiva de rayos X EDAX DX4i. Para
determinar cuantitativamente el contenido
elemental de las células, se utilizé el método
de la razon pico fondo -método P/B- con
referencia a patrones de calibracion de matriz
organica previamente conocidos (Roomans,
1996; Statham 1998; Alaminos 2007).

Resultados

Las células crecieron en los distintos
subcultivos sin que se observaran alteraciones
morfologicas significativas. Los estudios de
viabilidad con azul tripan se expresan en la
figura 1. La viabilidad supera el 90% en los
cuatro primeros subcultivos y se mantiene
entre el 80 y el 90% en los dos ultimos. La
figura 2 muestra el espectro con los niveles de
los distintos elementos idnicos presentes en el
interior de la célula cartilaginosa. La relacion
de las concentraciones de Potasio y Sodio
realizadas a partir de los valores obtenidos tras
la cuantificacion de los espectros se expresa
en la figura 3. El indice K/Na es elevado en el
tercer subcultivo a diferencia de lo que ocurre
en los subcultivos precedentes y en los
posteriores
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% Discusion

j‘; La Ingenieria Tisular aplicada al tejido
o cartilaginoso, dada la importante prevalencia
o de la patologia degenerativa articular, se ha
0 configurado en el momento presente como una
30 de las herramientas mas prometedoras a la
20 hora de paliar algunas de las deficiencias

1 2 3 L 5 6

existentes a dicho nivel (Tuli , 2003). En este
sentido, hasta la fecha se han ensayado
diferentes modelos para la formacién de nuevo
Figura 1: Evaluacién con Azul tripan tejido cartilaginoso, los cuales van desde la
terapia celular por condrocitos aislados hasta
la elaboracion de constructos -cartilaginosos
tridimensionales que incorporan  células
Labet: cartilaginosas a distintos  biomateriales,
Prst:200L Lsec:200 22:05:10 &1-5  agfiadiéndose en algunos protocolos distintos
factores de crecimiento ( Steinert., 2007). La
terapia celular y los distintos constructos de
cartilago han generado resultados muy
diversos, habiéndose descrito, entre los
problemas mas significativos, la insuficiente
diferenciacion celular, la pérdida del numero de
células implantadas, la degeneraciéon de las
matrices utilizadas como biomateriales y la
falta de integracion del nuevo tejido en el
sujeto que lo recibe ( Campos, 2004)
Para que la Ingenieria Tisular del cartilago
tenga éxito, es por tanto necesario asegurar
. ; s : . . ; : . que las células utilizadas para este fin, sean
00 160 240 320 400 480  S60 640 720 capgces de sobrevivir y mantener niveles

0

FS:1749 CPS: 140 Cnts: 5 KeV:8.13 .. L, . .
adecuados de actividad mecanica y metabdlica

Figura 2 Espectro del perfil iénico intracelular similares a los que existen en el cartilago

obtenido por microscopia electrénica analitica ortotipico (Gorti et al., 2003). Un factor decisivo

en la evaluacion de la viabilidad de las células
a utilizar en Ingenieria Tisular es el tiempo de
permanencia en cultivo con caracter previo a la
construccion del nuevo tejido y a su aplicacion
terapéutica. Y lo que es asimismo muy
1 importante su viabilidad en relacion con los
12 distintos protocolos de conservacion en
10 Bancos de tejidos En este sentido, diferentes
autores han demostrado que las células
mantenidas en cultivo tienden a envejecer y
perder viabilidad después de varios pases
celulares (Alaminos, 2007; Balconi y Dejana,
. . 1986; Rodriguez-Morata, 2008)

— I : : : t Nuestros resultados, tras la utilizacion de Azul
1 2 3 4 5 6 tripan, en los seis sucesivos pases ensayados

en un modelo de de -cultivo celular de
condrocitos fibrosos, ponen de relieve que no
existen diferencias significativas entre los
distintos pases ensayados con cifras que
superan siempre el 80% de viabilidad. El azul
tripan es un colorante organico soluble en

18
16

c N B O 00

Figura 3 Evaluacién de la viabilidad mediante
el indice K/Na
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agua, altamente toxico, que posee grupos
cargados amino y sulfato que le impiden
atravesar membranas celulares intactas. Es
por ello que tifie tan sélo las células muertas o
con dafios groseros en su membrana celular.
La consecuencia cuando se utiliza esta técnica
para evaluar la viabilidad es que hay que saber
que solo es capaz de identificar aquellas
células que se encuentran en una fase
avanzada de apoptosis, puesto que durante las
distintas fases se mantiene la integridad de la
membrana celular (Alaminos, 2007).

La aplicacion de la microscopia electrénica
analitica permite analizar in situ la composicion
quimica de las células, al mismo tiempo que su
observacion microscépica. Warley (1994) y con
posterioridad Roomans (2001) establecieron
que, microanaliticamente, las concentraciones
intracelulares de Na y K constituyen uno de los
indicadores mas sensibles y fiables de
viabilidad celular. Roomans sugiere, ademas,
que la razén o cociente K/Na constituye un
excelente indicador del dafio celular, desde el
punto de vista microanalitico.

En el analisis microanalitico cuantitativo de los
seis subcultivos estudiados hemos encontrado
numerosas diferencias de caracter significativo
entre las concentraciones medias de los
distintos elementos. Nuestros resultados ponen
de relieve la distinta viabilidad de los
condrocitos en los distintos subcultivos
destacando significativamente la viabilidad del
tercer subcultivo. Los resultados que
acabamos de resefar ponen asimismo de
relieve la sensibilidad de la microscopia
electrénica analitica por energia dispersiva de
rayos X, comprobandose que las células que
mostraban adecuados niveles de viabilidad
celular cuando se utilizé la técnica del azul
tripan, podrian no ser utiles para la Ingenieria
Tisular si se utiliza la microscopia electréonica
analitica como herramienta para evaluar la
viabilidad celular. Si, como hemos indicado con
anterioridad el futuro de la terapéutica
sustitutiva del cartilago esta vinculada a la
Ingenieria Tisular, resulta evidente tras analizar
los resultados de nuestro trabajo, que los
estudios de viabilidad abren un nuevo campo
en relacion con la eficacia terapéutica de los
protocolos a aplicar. En este contexto, la
microscopia electrénica analitica por energia
dispersiva de rayos X puede jugar un papel
fundamental a la hora de asegurar los criterios
de calidad necesarios para la instauracion de
dichos protocolos terapéuticos.
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Sistema de
Codificacion

Europeo para
celulas y tejidos: un
reto para 2008

Rw G April 25thrd 2008 European Coding
System for Tissues and Cells: A Challenge
for 2008

Esteve Trias, Stephan Poniatowski,
Melvin Reynolds, Ruth M Warwick

Para comprender tanto la complejidad como la
necesidad de un sistema unico de codificacion
de células y tejidos humanos a nivel europeo,
debemos partir de la situacion actual en el
continente, que podria resumirse en los
siguientes puntos:

1. Un unico donante puede dar lugar a
una donaciéon multiple tanto de 6rganos
como de tejidos y/o células.

2. La ingenieria tisular y el desarrollo
futuro de lineas de células madre
abren la posibilidad de que un unico
donante pueda proporcionar material
terapéutico para cientos de pacientes.

3. Los tejidos puede extraerse,
procesarse e implantarse en diferentes
continentes

4. Existe el riesgo de transmision de
enfermedades a través de células y
tejidos, por lo que se considera crucial
la creacién de un sistema sistema de
comunicacién de reacciones adversas,
una vigilancia activa y el aprendizaje a
través de los resultados recopilados.

5. Debido a la existencia de diferentes
modelos nacionales de biovigilancia,
unido a la circulacion transfronteriza de
substancias de origen humano, se
hace patente la necesidad de que los
diferentes estados con sus respectivos
programas sean capaces de establecer
un sistema de intercomunicacion.
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Por un lado existe la posibilidad de que un
Unico donante pueda donar en un Hospital /
Establecimiento de Tejidos (ET), o6rganos y
tejidos que sean implantados en el propio
centro o que tengan como destino diferentes
Bancos de Tejidos / ET, y por otro, puede
darse que multiples donaciones de sangre de
cordon umbilical o islotes pancreaticos puedan
usarse como terapia en un unico paciente.
Para hacer la situacion mas compleja, el
pooling de donantes, las diferentes donaciones
y los multiples establecimientos necesitan
garantizar la trazabilidad, asi como las células
autdlogas cultivadas sobre una matriz de un
donante, las donaciones repetidas para un
Unico o varios receptores y los procesamientos
que un Banco de Tejidos / ET puede
subcontratar a terceros. The World Marrow
Donor Association WMDA registré que entre
1997 a 2006, un 40% de las donaciones de
células madre hematopoyéticas se han
distribuido internacionalmente.

En 2006, las cuestiones transnacionales fueron
ampliamente ejemplificadas cuando la FDA
(US Food and Drugs Administration) decidio la
retirada de tejidos puestos en circulacion, al
descubrirse por la BTS (Biomedical Tissue
Services) que en Nueva York determinados
tejidos se habian obtenido de forma
fraudulenta sin el previo consentimiento
familiar de los donantes fallecidos, ni el cribaje
pertinente. Se “robaron” aproximadamente
1000 cadaveres y ello afect6 a miles de
receptores en todo el mundo. Los tejidos
fueron retirados de Europa, Japén, Canada y
Reino Unido.

Claramente, la trazabilidad de tejidos y células
se hizo indispensable.

Esta compleja situacion propici6 que los
redactores de la Directiva 2004/23/EC se
plantearan la necesidad de exigir determinados
procedimientos para asegurar la trazabilidad
de las donaciones a nivel europeo. Para ello se
postulé6 la necesidad de un Unico Sistema
Europeo de Cédigos para Células y Tejidos.

El Centro Europeo de Normalizacion-
Estandarizacion (CEN), cre6 en Abril de 2007
un Workshop abierto a todos los actores, sobre
Cddigos de Informacion y Trazabilidad de
Células y Tejidos humanos con la idea de
identificar  como, a travées de la
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estandarizacién, se podria contribuir a una
correcta implementacion de los requisitos
establecidos en la Directiva en lo que se refiere
a trazabilidad y codificacion.

Los sistemas de codificacion son un modo de
presentar informaciéon de manera textual, por
ejemplo la descripcién de un producto, y de
evitar las diferentes barreras semanticas en
diferentes idiomas. A su vez, la capacidad de
interpretacion humana es aconsejable en el
etiquetado mientras que la simbologia permite
un procesamiento informatico. Un sistema de
gestion de los cédigos permite dirigir la relacion
entre representaciones textuales y codificadas,
siendo tipicamente la responsabilidad de una
organizacion independiente, normalmente sin
animo de lucro y bajo un comité de
representacion, y que actua en interés de los
stakeholders.

Un sistema de codificacién de células o tejidos
sustenta la trazabilidad a través de una
identificacion ~ Unica del material, una
combinacién entre la descripcion del producto,
el ET vy la informacion referente al
procesamiento. Con ello se facilita el
intercambio de productos, el control de stocks
y la integracion de la informacion en los
hospitales. La codificacion vence barreras
linglisticas, respalda un control tanto ético
como legal y puede facilitar la comunicacion
entre software y la informacion exigida a los ET
por las Autoridades Competentes y la CE.

La asignacion de un cddigo desde el momento
de la donacién hasta la disponibilidad del
producto acabado y su asociacién a la historia
del paciente receptor permiten una trazabilidad

perfecta. En algunos paises europeos, un
requisito indispensable de trazabilidad es que
la asignacion y control del cédigo se realice por
entidades reconocidas, a menudo las propias
Autoridades Competentes.

El Workshop del CEN, hizo un llamamiento a
los sistemas existentes de codificacion a fin de
evaluar por parte de un panel de expertos, su
correspondencia con los requisitos planteados.
De entre los sistemas presentados, el
ISBT128, que incorpora definiciones, tablas de
referencias, mecanismos de entrega y varios
aspectos relacionados con el etiquetado, fue
seleccionado como el Unico sistema
propiamente de codificacion. Sin embargo,
este sistema estd asociado con un Unico
cédigo de TE, tanto a nivel local como
nacional, mientras que para algunos paises
tanto el origen (unidad de donacion) como los
Bancos de Tejidos - ET (que puede ser mas de
uno), deben estar identificados en el cddigo, no
siendo posible en las estructuras existentes del
ISBT128. El consejo de administracion del
ISBT128 (ICCBBA) ofrecid introducir un nuevo
elemento (Key Code) para solventar este
problema, y que a la vez garantizaria la
consistencia y compatibilidad con el ISBT
actual. Una vez resuelto el problema de
espacio del ISBT128 , el Key Code se utilizé
para crear una solucién con tres posibles
variaciones, todas precedidas por el Key Code
y en conformidad con los requisitos postulados
por el grupo de trabajo de EU DG Sanco,. En
el siguiente diagrama pueden apreciarse las
tres variaciones:

Variation 1:
Globally unique donation,
product & "key" codes

Country ID + CA
+ TE "key code"

Globally unique
Donation Code

Globally unique
Product Code

Variation 2:
National, regional, or local
donation code + globally

Country ID + CA
+ TE "key code"

unique product & "key" codes

Variation 3:
National, regional, or local

"key" code

Country ID + CA
donation & product codes + + TE "key code"

Globally unique
Preduct Code
9 aeby "INFORMA




En la primera variacion, conseguimos un unico
cédigo global, ahadiendo el key code al codigo
de donacién y producto del ISBT-128. En la
segunda variacion, el key code se
complementa con un numero Uunico de
donacion gestionado a nivel nacional, regional
o local, seguido de un cédigo de producto que
podria ser comun al del ISBT-128. Por ultimo la
tercera variacién, unicamente comparte con las
demas el key code, siendo tanto el cddigo de
donacién como el de producto generados a
nivel nacional, regional o local, y por tanto
ciegos para el resto. Este sistema permite
progresar entre las variaciones y ofrecer a los
diferentes sectores de un mismo estado la
posibilidad de utilizar diferentes variaciones,
todas ellas compatibles las unas con las otras
gracias al uso del Key Code.

Todas las variaciones muestran ventajas y
desventajas, pero lo cierto es que todas ellas
son conformes con los requisitos vy
especificaciones del grupo de trabajo de
SANCO y compatibles entre ellas gracias al
Key Code, que garantiza una minima
informacién comun.

El Sistema de Codificacion Europeo dara lugar
a cambios operacionales y ademas los planes
de implementacion deberan incorporar las
fases de transicion. Se ha recomendado que
DG SANCO cree un comité encargado de
asegurar que se cumplen un minimo de
requisitos acordados, apoyar la
implementacion, crear un foro para supervisar
la definicion del Key Code con el ICCBBA y ser
un punto de referencia y consejo tanto para los
Estados Miembros como para los
establecimientos de tejidos. El ICCBBA ha
sugerido por un lado la posibilidad de nombrar
un intermediario con su comité y que dicho
miembro sea nominado por la UE, y ha
manifestado la necesidad de garantizar que
toda la informacion de ICCBBA pase a un
tercero en el caso que ICCBBA pueda cesar su
actividad.

Los estados miembros tendran que tener en
cuenta los requerimientos de hardware,
software y formacién dentro de sus
jurisdicciones, asi como el modo en el que los
ET crean, asignan y controlan los cdodigos y
numeros de donacion. A su vez, los estados
miembros necesitan desarrollar una politica
capaz de sostener un sistema de doble
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etiquetado durante un periodo determinado,
etiquetado de materiales importados vy
exportados, asi como un posible etiquetado
retrospectivo del inventario.

La trazabilidad es una herramienta esencial de
seguridad, que puede garantizarse a través de
un codigo y la informacidon que dicho cédigo
representa. Los sistemas espafiol e italiano de
trazabilidad se han ofrecido como modelo que
puede resultar muy util para otros estados
miembros. Las conclusiones del workshop se
han enviado para su aprobacién en abril y su
posterior publicaciéon a lo largo de 2008. Esta
apasionante innovacion ayudara a mejorar la
seguridad de las sustancia de origen humano
en Europa.
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de los condrocitos,
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Resumen

Introduccion: La terapia celular basada en el
implante de condrocitos antélogos se utiliza
actualmente para reparar defectos focales del
cartilago articular. Este método consiste
basicamente en inyectar condrocitos cultivados
in vitro en la lesidon condral cubierta por
periostio. Esta técnica presenta algunas
limitaciones, de entre todas ellas la capacidad
de proliferacion celular de los condrocitos es la
mas restrictiva. Esta capacidad proliferativa
viene determinada no sélo por las condiciones

de conservacion de los condrocitos hasta el
momento del implante sino también por la
procedencia de los mismos, es decir, si
proceden de wuna biopsia de cartilago
superficial o profundo. Objetivos: Comparar la
capacidad proliferativa de los condrocitos
procedentes de cartilago articular superficial
versus profundo y estudiar el efecto de la
criopreservacion sobre la proliferacion celular.
Materiales y Métodos: El estudio comprendio
11 muestras de cartilago sano. De cada uno de
los especimenes se separé el cartilago
superficial del profundo y se repartieron 4
alicuotas de cada muestra, 2 conteniendo
células procedentes de cartilago superficial y
otras 2 de cartilago profundo. De 1 alicuota
superficial y 1 alicuota profunda se ensayo la
proliferacion celular a los 3, 6 y 9 dias. Las
otras 2 alicuotas, también superficial y
profunda, se criopreservaron a -196°C durante
3 meses, transcurrido este tiempo se procedio
a la descongelacion y a la realizacién de los
mismos ensayos de proliferacién que los
condrocitos  frescos. Resultados: Los
condrocitos frescos estimulados, procedentes
tanto de cartilago superficial como profundo,
mostraron un incremento en la capacidad
proliferativa transcurridos 3 dias con respecto
al grupo control no estimulado, obteniéndose
los mayores valores transcurridos los 9 dias
(0,046 vs 0,028 p<0,05). Con respecto a las
células congeladas estimuladas no se observo
ningun incremento estadisticamente
significativo en la capacidad proliferativa, ni en
el cartilago superficial ni en el profundo, a los
tres tiempos ensayados (0,051 en superficial
vs 0,043 en profundo) y con respecto al grupo
control no estimulado. Conclusiones: Los
mayores indices de proliferacién celular se
obtuvieron con condrocitos frescos
procedentes de cartilago profundo. Estos
resultados indican que no solo la procedencia
sino también la criopreservacion celular afecta
a la capacidad proliferativa de los condrocitos y
por tanto a la capacidad de éstos para
regenerar cartilago. Estas consideraciones
deben tenerse en cuenta para su empleo en
terapia celular (autotransplante de condrocitos)
para reparar lesiones focales del cartilago
articular humano.

Palabras clave: Terapia Celular,
Autotransplante de condrocitos, lesiones
focales, cartilago articular hialino,

fibrocartilago, Osteoartritis.
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Introduccién

La capacidad de reparacion del -cartilago
articular es muy limitada, debido
principalmente a que es un tejido avascular (1-
2). Actualmente no existen tratamientos
farmacoldgicos eficaces para curar la artrosis,
aunque algunos farmacos retardan su
progresion (3). Los tratamientos quirdrgicos no
son una forma de fratar la artrosis aun asi
constituyen una herramienta importante en la
reparacion del cartilago de aquellas lesiones
que si no se reparan o tratan adecuadamente
acaban produciendo irremediablemente una
artrosis secundaria. La mayoria de los
esfuerzos realizados en la actualidad con la
finalidad de reparar una lesién del cartilago
articular van encaminados a superar las
limitaciones que posee este tejido para
cicatrizar las lesiones y a facilitar el acceso del
sistema vascular (2). Pero el problema es que
se genera un tejido de reparacion
fibrocartilaginoso que no reune las condiciones
del cartilago articular hialino natural. Para
evitar la necesidad de reemplazo protésico, se
desarrollaron diferentes tratamientos celulares
con el objetivo de formar un tejido de
reparacion con estructura, composicion
bioquimica y comportamiento funcional iguales
que los del cartilago articular natural (4).

La terapia celular mediante el implante de
condrocitos autdlogos (4-10) se utiliza para
reparar lesiones focales del cartilago articular
obteniéndose un tejido de reparacion de mayor
calidad. Actualmente esta técnica supone una
alternativa terapéutica para reparar lesione
focales del cartilago articular (4). Este
procedimiento implica la obtencién, mediante
artroscopia, de explantes de cartilago articular
de zonas poco comprometidas con la carga.
De las biopsias de cartilago se aislan los
condrocitos, que se cultivan en el laboratorio,
en condiciones in vitro, hasta que se obtiene
un numero apropiado (10-12 millones de
células) para implantar en la zona del defecto
condral (11). Esta técnica presenta algunas
limitaciones, de entre todas ellas la capacidad
de proliferacion celular de los condrocitos es la
mas restrictiva.

El objetivo del presente estudio consistié no

s6lo en la valoracion de Ila capacidad
proliferativa de los condrocitos conservados
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hasta el momento de su implante en el
paciente sino también en la valoracion de la
capacidad de éstos en funcibn de su
procedencia, biopsia de cartilago superficial o
profundo.

Materiales y Métodos

1. Obtencién y procesamiento de las
muestras de cartilago articular:

Las muestras de cartilago articular normal se
obtuvieron de donaciones de pacientes que
fueron sometidos a cirugia de reposicién o
amputacion de sus miembros inferiores en el
Banco de Tejidos y en el Servicio de Autopsias
del C.H.U. Juan Canalejo de La Corufa. El
estudio comprendié un total de 11 muestras,
todas ellas procedentes de diferentes donantes
de tejidos. Este estudio fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacién Clinica de
Galicia y se obtuvo el consentimiento
informado de cada uno de los pacientes.

En condiciones estériles, y a partir de cada uno
de los donantes, se extrajo el cartilago (Figura
1). Para ello se corté el cartilago de los
condilos femorales y los platos tibiales.
Posteriormente las secciones de cartilago se
lavaron con Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Gibco, Life Technologies,
Paisley, UK) suplementado unicamente con
antibiodtico  penicilina (100  unidades/ml)-
estreptomicina (100 pg/m) (Gibco, Invitrogen,
USA). A continuacion, de cada uno de los
especimenes se procedié a separar el cartilago
superficial del profundo. Posteriormente se
triturd, por un lado el cartilago superficial y por
otro el cartilago profundo, y se sometié cada
uno de ellos de forma separada a una
digestién enzimatica en agitacién con tripsina
1% (Sigma, St. Louis, MO) durante 15 min a
37°C. Seguidamente, y tras retirar la tripsina,
se incubd el cartilago en un medio de digestion
que consistid6 en colagenasa tipo IV 2 mgl/l
(Sigma, St. Louis, MO) durante 12 a 16 h.
Trascurrido este tiempo se retiré este medio de
digestion, que contenia las células, y se le
anadi6 DMEM nuevo para lavar las células y
centrifugar a 200 x g durante 10 min. Se conto
el nimero de condrocitos obtenidos, mediante
contaje en una Camara Neubauer usando el
colorante azul tripan 0,4% (Sigma, St. Louis,
MQO) para valorar la viabilidad de la muestra, y
se separaron 4 alicuotas con igual niumero de
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células, 2 de ellas conteniendo condrocitos
procedentes de cartilago superficial y las otras
2 procedentes de cartilago profundo (Figura 2).
Una alicuota de cada uno de los cartilagos se
sembré en DMEM con un 20% de suero bovino
fetal (SBF) para realizar los ensayos de
proliferacion celular. Ademas, se desarrollaron
micromasas para poder realizar estudios de
histologia e inmunofluorescencia en cada uno
de los pacientes. Las otras dos alicuotas de
cada uno de los cartilagos se criopreservo a -
196°C durante 3 meses. Transcurrido este
tiempo se procedié a la descongelacién y al
cultivo de las mismas. Después de 2
subcultivos se realizaron los mismos ensayos
de proliferacion y desarrollo de micromasas
que en los condrocitos frescos.

2. Cultivo de condrocitos

Los condrocitos se sembraron en medio de
cultivo DMEM suplementado con 100
unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 1% de glutamina y 10% de
SBF (Gibco, Life Technologies, Paisley, UK).
Se incubaron en una estufa de cultivo (Steri-
Cult 200 Incubator HEPA class 100, Hucoa
Erléss) a 37°C en una atmodsfera humeda
conteniendo un 5% de CO,. Estos cultivos en
aproximadamente dos semanas alcanzaron la
confluencia, se realizé6 un primer subcultivo, y
posteriormente esta células fueron empleadas
para los ensayos de proliferacién y desarrollo
de micromasas.

3. Ensayos de proliferacidon celular

Se sembraron 50.000 células/pocillo
(1ml/pocillo), tanto células procedentes de
cartilago  superficial como de cartilago
profundo, en placa. Los condrocitos se
crecieron en medio de cultivo DMEM con 10%
de SBF durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo se le retir6 el medio de cultivo a las
células y se procedié a la estimulacién. Para
ello se le afiadi6 medio fresco DMEM al 10%
de SBF, excepto en los controles que se les
afadi®6 medio fresco DMEM sin SBF.
Transcurridos 3,6 y 9 dias de la estimulacion
las células se lavaron con PBS 1% y se fijaron
con paraformaldehido al 4% durante 15
minutos. Una vez retirado el paraformaldehido
se realizaron 2 lavados con PBS al 1%, para
posteriormente afiadir azul de toluidina al 0,5%
durante 15 minutos. Se retird el azul de

toluidina y se realizaron 2 lavados con PBS al
1% con el fin de retirar el colorante
inespecifico. Las células se solubilizaron con
1,5 ml de SDS al 1% y se leyé la absorbancia
en un espectrofotdmetro a 570 nm. Los
calculos que se muestran se corresponden con
la diferencia de las absorbancias leidas en
cada una de las muestras, crecidas en medio
DMEM al 10% de SBF, con respecto a su
control, crecido en medio DMEM al 0% de
SBF, para cada uno de los tiempos ensayados.
Cada uno de los valores mostrados son media
de dos experimentos independientes.

4. Formaciéon de micromasas

Las células en cultivo procedentes de los
diferentes donantes se levantaron por
tratamiento con tripsina-EDTA. Se
centrifugaron 5x10° células a 1500 r.p.m.
durante 10 minutos y el agregado celular
fomado se cultivd en medio DMEM al 10% de
SBF durante 3 semanas. El medio de cultivo se
cambié cada 3-4 dias. Transcurridas las 3
semanas las micromasas se incluyeron en
medio de congelacion OCT y posteriormente
se valoraron mediante tincion histoldgica
(hematoxilina-eosina) e inmunofluorescencia
(Ki67).

5. Técnicas histolégicas

A partir de las micromasas congeladas, y con
la ayuda de un microtomo, se obtuvieron
secciones de 4 uym que se tifieron con
hematoxilina-eosina.

6. Técnicas de inmunofluorescencia

Las secciones de 4 um desparafinadas e
hidratadas se incubaron con el anticuerpo Anti-
Human Ki-67 y Anti-Proliferating Cell Nuclear
Antigen especifico para PCNA humano
(Novocastra, UK) especifico para ki67 humano.
Como anticuerpo secundario se empled Goat
Anti-Mouse RPE (DakoCytomation). Las
células se contratifieron con un fluoréforo
nuclear de contraste, DAPI (4",6-diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride). Los controles
negativos de la técnica resultaron de la omision
del anticuerpo primario. Las muestras se
visualizaron empleando el microscopio de
fluorescencia Olympus BX61 con los filtros
apropiados.
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7. Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron
empleando el programa informatico SPSS 12.0
para Windows, considerandose significativos
valores de p<0,05.

Resultados

Capacidad proliferativa de los condrocitos
procedentes de cartilago articular
superficial versus profundo: Efecto de la
criopreservacion

De los 11 donantes de cartilago se obtuvieron
4 grupos de células a estudio: frescas
procedentes de cartilago superficial (N=11);
frescas procedentes de cartilago profundo
(N=11), congeladas procedentes de cartilago
superficial (N=8) y congeladas procedentes de
cartilago profundo (N=10).

En el grupo de las células frescas estimuladas,
tanto procedentes de cartilago superficial como
de profundo, se produjo un incremento en la
capacidad proliferativa de los condrocitos con
respecto a sus controles no estimulados. A los
3 y a los 9 dias se observdé mayor capacidad
proliferativa de los condrocitos procedentes de
cartilago profundo que de cartilago superficial
resultando en un incremento de 2,13 y 1,75
veces respectivamente. A los 6 dias de la
estimulacion no se observaron diferencias en
la capacidad proliferativa entre condrocitos
superficiales y profundos (Figura 3).

En el grupo de las células congeladas
estimuladas, e independientemente de Ila
procedencia de la biopsia del -cartilago,
también se produjo un incremento en la
capacidad proliferativa de los condrocitos con
respecto a sus controles no estimulados.
También la mayor capacidad proliferativa se
observd a los 3 y a los 9 dias de la
estimulacién, Si bien no fueron
estadisticamente significativos. En este caso, y
al contrario de lo observado para las células
frescas, los mayores valores se obtuvieron en
las biopsias de cartilago superficial aunque los
incrementos resultantes ademas de no ser
estadisticamente significativos  tomaron
valores inferiores a los observados en los
condrocitos frescos, éstos fueron de 1,64y 1,3
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veces respectivamente. Al igual que en las
células frescas en los condrocitos congelados,
y a los 6 dias de la estimulacién, tampoco se
observaron diferencias en la capacidad
proliferativa entre condrocitos superficiales y
profundos (Figura 4).

Comparando ambos grupos de células (frescas
versus profundas) con la procedencia de la
biopsia del cartilago (superficial versus
profunda) se observé que los condrocitos que
mayor capacidad proliferativa tienen son los
congelados procedentes de biopsia superficial
(Figura 5). En el grupo de células frescas
estimuladas se observé un incremento en la
capacidad proliferativa en la biopsia profunda
con respecto a la superficial (0,046 vs 0,028
respectivamente, p<0,05) que resultdé ser
estadisticamente significativo. Para el caso de
las células congeladas estimuladas se observé
lo contrario, es decir, una mayor capacidad
proliferativa en la biopsia superficial con
respecto a la profunda (0,051 vs 0,043
respectivamente, p>0,05) pero que no resultd
ser estadisticamente significativa.

El estudio inmunohistoquimico de las
micromasas utilizando Ki67 y PCNA revelan
una mayor expresion de estas proteinas en
condrocitos frescos superficiales que en
condrocitos frescos profundos (2,9% de
positividad vs 1,87% para el Ki-67 y 2,4% vs
0,2% respectivamente) (Figura 6). Estos
resultados no confirman los resultados
obtenidos en los ensayos de proliferacion.

Discusion

El cartilago es un tejido conectivo
especializado, avascular, aneural y alinfatico,
constituido por dos elementos, uno celular y
otro extracelular, la matriz. En concreto, el
cartilago articular es hialino y en cuanto a su
composicion los condrocitos abarcan un 2-3%
y la matriz un 97-98 % del volumen total del
cartilago. La poblacién de condrocitos, el unico
elemento celular del cartilago articular, es
reducida y tiende a disminuir con la edad. Su
funcion se basa en la Dbiosintesis,
mantenimiento y recambio peridédico de los
componentes de la matriz extracelular,
manteniendo asi, en condiciones normales y
en cartilago adulto, un equilibrio entre los
procesos anabdlicos y catabdlicos (12-13).
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El cartilago articular estd expuesto a las
agresiones mecanicas exogenas. A lo largo de
nuestras vidas las cargas mecanicas que
soportan nuestras articulaciones pueden
exceder el limite tolerado por la estructura del
cartilago provocando su desgaste. Este
desgaste consiste en la pérdida de material de
superficies solidas por el efecto de una accion
mecanica. Existen factores adicionales que
favorecen el proceso de desgaste del cartilago
0 aceleran su evoluciéon. Entre los mas
importantes estan las condiciones mecanicas
defectuosas, el agotamiento funcional, ya sea
profesional o deportivo, y el exceso de peso
(14). En este sentido, tanto las agresiones
mecanicas como el traumatismo del cartilago
por contusion o el depdsito de cristales
contribuyen asimismo a este proceso. La
artrosis u osteoartritis (OA) es una patologia
articular degenerativa caracterizada por una
alteracion en la integridad del cartilago y del
hueso subcondral. Es la enfermedad articular
mas  prevalente  relacionada con el
envejecimiento pues hasta el 80% de las
personas mayores de 75 afios presentan
alteraciones radioldgicas de artrosis, si bien en
muchos casos no presentan manifestaciones
clinicas y se caracteriza por la degeneracion
del cartilago articular (15). Este proceso
degenerativo es conducido por la activacion del
Unico tipo celular presente en el cartilago
maduro, los condrocitos (16). En la evolucién
de la artrosis influyen el tamario de la lesion, la
profundidad, la integridad del tejido que la
rodea, la edad y el peso de los pacientes entre
otros.

El implante de condrocitos aut6logos es uno de
los tratamientos, basados en terapia celular,
mas efectivo para el tratamiento de defectos
focales de cartilago articular (17-18).
Actualmente se emplea con éxito en pacientes
con un perfil determinado, jévenes y sin dafio
en ofras articulaciones (19-20). A pesar de ello
esta técnica presenta algunas limitaciones (4;
21), de entre todas ellas la capacidad de
proliferaciéon celular de los condrocitos es la
mas importante. Esta capacidad proliferativa
depende no soélo de las condiciones de
conservacion de los condrocitos hasta el
momento del implante (22) sino también de la
procedencia de los mismos, es decir, si
proceden de wuna biopsia de cartilago
superficial o profundo.

El presente estudio demostré las diferencias
existentes entre la capacidad proliferativa de
los condrocitos procedentes de biopsias de
cartilago articular superficial frente a biopsias
de cartilago mas profundas. En concreto los
condrocitos frescos procedentes de biopsias
mas profundas mostraron mayor capacidad
proliferativa. Todavia se desconocen Ilos
mecanismos por los cuales los condrocitos
procedentes de capas mas profundas de
cartilago articular humano poseen una mayor
capacidad proliferativa. A pesar de que la
poblacion de condrocitos humanos en el
cartilago articular humano se considera una
poblacién celular homogénea, recientemente
algunos investigadores han demostrado que
algunas células aisladas del cartilago articular
humano poseen propiedades caracteristicas de
las células madre adultas (4; 11; 23-24). En
este sentido se podria pensar que las biopsias
procedentes de zonas mas profundas podrian
contener un mayor numero de células con
caracteristicas de células madre, pues se sabe
que las células madre adultas tienen una
mayor tasa de proliferacion que los propios
condrocitos adultos, los cuales se replican mas
lentamente. Publicaciones recientes resaltan
que las células madre adultas constituyen una
herramienta potencial, mejor que el empleo de
condrocitos maduros, para el tratamiento de
lesiones del cartilago articular humano basado
en la terapia celular (4; 11; 25). El estudio
inmunohistoquimico de las micromasas
utilizando Ki67 y PCNA no confirmé los
resultados obtenidos con condrocitos frescos
en los ensayos de proliferacion celular. Esto
puede ser debido a que una vez que las
células se precipitan para dar lugar a los
sedimentos celulares que conducen a la
formacion de la micromasa las células dejan de
crecer y de proliferar.

Durante el proceso de aislamiento y cultivo de
condrocitos para el autotransplante pueden
presentarse ciertos problemas que provoquen
que el implante de estas células no sea
adecuado, ya sea porque exista riesgo de
contaminacioén o porque las células aisladas no
proliferan. Para mayor seguridad algunas de
las células extraidas del cartilago deben ser
criopreservadas. Estudios previos realizados
por Rendal-Vazquez y colaboradores (2001)
demostraron que la capacidad y la
supervivencia de los condrocitos se reducia
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tras la criopreservacion, acentuandose sobre
todo cuando la congelacion no se hacia de
forma programada (tasa de congelacion -
1°C/min hasta -40°C, -2°C/min hasta -60°C y
5°C/min hasta -150°C). En este sentido en el
presente trabajo nos planteamos estudiar la
capacidad proliferativa de los condrocitos
criopreservados, empleando la congelacion
programada, tanto procedentes de biopsias de
cartilago superficial como de profundo. Para el
caso de las células criopreservadas se observo
lo contrario a lo ocurrido con células frescas,
es decir, se obtuvo una mayor capacidad
proliferativa en la biopsia superficial con
respecto a la profunda pero que no obtuvo
valores estadisticamente significativos. Estos
resultados indican que la criopreservacion
celular afecta a la capacidad proliferativa de los
condrocitos y por tanto a la capacidad de éstos
para regenerar cartilago. Estas
consideraciones deben tenerse en cuenta a la
hora de su empleo en terapia celular para
reparar lesiones focales del cartilago articular
mediante autotransplante de condrocitos.
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Figura 1. Vision general del procesamiento de
la muestra de cartilago articular.

17 | aebt/NFORMA

i

Capacidad celular condrocitos




NN NN NN R R R AR RN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE Capacidad celular condrocitos

Fragmento de cartilago
N= 11

I'4

Aislamiento

Superficial de Profundo

condrocitos

Siembra SO Congelacién Siembra SO Congelacidn
l l 4 Meses 2/ l 4 Meses
Primer Siembra SO Primer Siembra SO
Subcultivo S1 Subcultivo S1
Primer .
. Primer
Subcultivo S1 Subcultivo S1

h /

Estudios de Proliferacion celular

Inmunohistoquimica

Figura 2. Disefio del estudio.

. ENSAYOS PROLIFERACION SUPERFICIAL VS
EI\BA\YCBFR:]JFE:@GCNWGALVS PROFUNDO CELULAS CONGELADAS
PROFUNDOCH.ULAS HRESCAS

0,08
5
3 0,07 0,07 A
o
§ (0105 0061
& 005 % 0,05 -
L. 4
o g
S 00t DSPERROAL| | os mSUPERFIGIAL
o 5 m PROFUNDO
N [3)
g 00 B FRCAUNDO £ 003 |
s 1 £
@ 0 0,02 1
S 001
c

0,01 -
o 0-
o
= ] ] . 0
@] 3DAS 6DAS 9DAS 3DIAS 6 DIAS 9 DiAS
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de biopsia de cartilago superficial y profunda a
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Figura 4. Capacidad proliferativa, alos 3,6y 9
dias, de los condrocitos congelados
procedentes de biopsia de cartilago superficial
y profunda.
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