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DESCRIPCION

Regeneracion de cartilago con generacién de condrones en presencia de altas concentraciones de magnesio.

La presente invencion se refiere a un método para la generacién de condrones y de tejido cartilaginoso. En parti-
cular, la presente invencidn se refiere a la capacidad de iones Mg para estimular el crecimiento y la regeneracion de
condrones, particularmente de pseudocondrones como producto intermedio en la regeneracion y el crecimiento de te-
jido cartilaginoso. Especialmente, las concentraciones de Mg extracelulares elevadas de manera no fisiolégica pueden
regenerar cartilago hialino, cartilago eldstico y/o fibrocartilago por medio de la forma intermedia de condrones.

Técnica anterior

El cartilago articular tiene una capacidad limitada para la reparacién de dafios de la superficie de articulaciones.
Hasta ahora, no hay ningtin tratamiento in vivo ni in vitro que restaure completamente los dafios del cartilago (Hun-
ziker, E.B. 2002, Osteoarthiritis. Cartilage 10, 432-463). Sin embargo, un concepto adecuado para el tratamiento de
dafios de las articulaciones se basa en cartilago producido in vitro. Los procedimientos/métodos usados actualmente
para la produccién de cartilago artificial son sistemas de cultivo in vitro basados en el sistema de alginato.

El sistema de alginato se basa en alginato, un copolimero lineal de 4cido 8-D-manurénico y 4cido a-L-glucurénico,
que se recoge de algas marrones. Tiene la capacidad de polimerizarse para dar un gel cuando se pone en contacto con
iones calcio. Este procedimiento es reversible, la despolimerizacién se induce mediante citrato. Basdndose en estas
propiedades pueden cultivarse células en el, y recuperarlas del, alginato para un cultivo adicional. La principal ventaja
de este sistema para condrocitos es que pueden volver a diferenciarse las células minimizando los contactos célula-
célula, que son una sefal para la condrogénesis (Bonaventure J, er al. 1994, Exp Cell Res 212 (1): 97-104.).

Sin embargo, especialmente el uso de factores de crecimiento y/o citocinas hace que el procedimiento/método de
generar cartilago in vitro sea muy costoso. Ademads, no se ha demostrado la seguridad a largo plazo de estas adiciones.

Se determinan diferentes tipos de cartilagos mediante condrocitos y su matriz extracelular (ECM). Estos diferentes
tipos de cartilago proporcionan diferentes propiedades anatdmicas y funcionales segtin su morfologia histoldgica.
En particular, los condrocitos, el componente celular principal del cartilago, son células de crecimiento lento que
secretan proteinas de matriz extracelular para formar los diferentes tipos de cartilagos encontrados en el organismo.
Dependiendo de la estructura del cartilago, el tejido cartilaginoso aparece histolégicamente como cartilago hialino,
cartilago eldstico o fibrocartilago. Es posible una combinacién de estos tejidos en una unidad funcional.

El cartilago hialino representa el tipo mds comiin de cartilago en el organismo y contiene caracteristicamente fi-
bras de coldgeno tipo II en su ECM. Normalmente, puede encontrarse cartilago hialino en articulaciones articulares,
cartilago costal (costillas), nariz, laringe y placa de crecimiento. Otro tipo de cartilago es el cartilago elastico. Esta
clase de cartilago puede encontrarse en el oido, traquea y laringe, es decir, la epiglotis. El tercer tipo de tejido cartila-
ginoso esta presente en la sinfisis, discos intervertebrales, partes de las articulaciones articulares, meniscos y en otras
articulaciones, tales como la articulaciéon temporomandibular.

Por supuesto, puede encontrarse una combinacién o productos intermedios de estos tipos de cartilago, por ejemplo,
el cartilago epifisario en la placa o cartilago de crecimiento.

En muchas enfermedades y trastornos se produce un dafio del cartilago. Sin embargo, independientemente de su
etiologia, los defectos del cartilago, por ejemplo de articulaciones articulares, y su tratamiento siguen siendo uno de
los problemas sin resolver en la medicina.

Tal como se menciond anteriormente, el método mas prometedor para el tratamiento de la regeneracién del car-
tilago, por ejemplo de cartilago hialino, es la recogida de células del paciente seguido por el cultivo in vitro de estas
células para dar un constructo de condrocitos en un sistema de alginato y reimplante de este constructo en el defecto
de cartilago del mismo paciente.

Se determina un buen constructo de cartilago mediante condrones dispuestos en un orden funcional en el constructo
de cartilago que se derivan de condrocitos.

Los condrocitos se derivan de células mesenquimatosas que tienen un fenotipo caracteristico basado principalmen-
te en el tipo de matriz extracelular que producen. Los condrocitos precursores producen coldgeno tipo I pero cuando
se dedican a condrocitos presentes en los diversos tipos de cartilago, sintetizan coldgeno tipo II. Ademads dichos con-
drocitos producen agregado de proteoglicano que tiene glicosaminoglicanos que estdn sumamente sulfatados. Este
estado de los condrocitos que se parecen al aspecto de condrocitos en cartilago nativo también se denomina a veces
condrones. Los condrones consisten en al menos un condrocito, que estd(n) encapsulado(s) en matriz extracelular,
que consiste en al menos coldgeno tipo II (tipo IV y diversas proteinas de matriz) y GAG. Dependiendo del tipo de
cartilago, los condrones consisten en de 1 a 3 condrocitos en el caso del cartilago eldstico o en al menos 2 condrocitos
en el caso del cartilago hialino. En particular, los condrones se caracterizan por expresar coldgeno tipo Il y glucosami-
noglicanos (GAG). Ademds, se sabe que los condrones expresan genes y proteinas especificas de cartilago adicionales
tales como colageno tipo IX, XI, agrecano, sulfato de condroitina, sulfato de queratina y SOX9. En la bibliografia, a
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veces se usa el término pseudocondrones. Los pseudocondrones (véase por ejemplo la figura 1) designa condrones que
no se han formado en su entorno natural sino que, por ejemplo, se han construido in vitro o se han mantenido ex vivo.

Puede encontrarse una definicién y una revision de condrones por ejemplo en Bonaventure, J., et al. 1994, Exp.
Cell Res. 212, 97-104, que se incorpora en el presente documento por referencia.

En el caso de enfermedades de cartilago de articulaciones articulares, hay dos enfermedades principales que afec-
tan al cartilago, concretamente la artrosis y la artritis reumatoide; tanto la artrosis como la artritis reumatoide dan
como resultado la degradacion y degeneracion del cartilago articular. La artrosis es principalmente un trastorno no in-
flamatorio de articulaciones méviles caracterizado por un desequilibrio entre la sintesis y la degradacién del cartilago
articular, conduciendo a los cambios patolégicos cldsicos de desgaste y destruccidn del cartilago.

La artritis reumatoide es una enfermedad sistémica autoinmunitaria acompafiada por inflamacién grave de las
articulaciones. En la mayoria de los pacientes la artritis reumatoide comienza con una sensacién general de malestar,
fatiga, a menudo acompafiada por dolor musculoesquelético difuso. Eventualmente la enfermedad evoluciona dando
como resultado dolor en movimiento, dolor con la palpacién, hinchamiento y deformacién de multiples articulaciones;
dado que la artritis reumatoide es una enfermedad sistémica, puede estar acompafiada por complicaciones extra-
articulares, tales como anemia, vasculitis, escleritis, pleurisia, pericarditis y neuritis periférica.

Ademds, se produce dafio de cartilago y/o del hueso subyacente tras un traumatismo o en cirugia ortopédica. En
estos casos es necesaria la regeneracion o sustitucion del tejido cartilaginoso destruido.

Ademads, para la reconstruccién del cartilago, por ejemplo, cartilago presente en el oido, nariz, meniscos o discos
intervertebrales, es necesario disefiar nuevo material de cartilago o de células precursoras para el desarrollo de carti-
lago, tales como condrones, in vitro y, posteriormente, trasplantar los condrones o el tejido cartilaginoso generados in
vitro al paciente. Sin embargo, la reconstruccion o el disefio tisular del tejido cartilaginoso requiere actualmente el uso
de una estructura principal, células, preferiblemente obtenidas del paciente que va a tratarse, y un céctel de diversos
factores de crecimiento y de diferenciacién asi como citocinas y/u hormonas. En particular la necesidad de usar un
coctel de diversos factores de crecimiento y de diferenciacién hace que este método sea caro.

Sumario de la presente invencion

A la vista de los problemas descritos anteriormente, el objeto de la presente invencién es mejorar el crecimiento y
la regeneracion del tejido cartilaginoso.

En particular, la invencion se refiere a un método in vitro para la generacién de condrones y de tejido cartilaginoso
que incluye la etapa de cultivar condrocitos que pueden derivarse de células precursoras en concentraciones de Mg
extracelulares elevadas de manera no fisioldgica. La etapa de cultivo en concentraciones de Mg extracelulares elevadas
de manera no fisiolégica comprende la etapa de aumentar al menos una vez la concentracién de iones Mg en cultivo.

Especialmente, la presente invencion se refiere a la generacién de condrones y tejido cartilaginoso in vitro.

Estos condrones generados in vitro también denominados pseudocondrones y el tejido cartilaginoso obtenido de
los mismos pueden usarse en el tratamiento de tejido cartilaginoso tras cirugia ortopédica o dafio degenerativo y/o tras
un traumatismo del cartilago.

En particular, el método se caracteriza por comprender la etapa de aumentar la concentraciéon de Mg extracelular
elevada de manera no fisioldgica al menos una vez durante el cultivo.

Por tanto, la invencién describe entre otras cosas métodos para la generacion de tejido cartilaginoso mediante
condrones como producto intermedio. Dicho tejido o dichos condrones que se generan in vitro pueden usarse para
el tratamiento de la artritis reumatoide y artrosis y cambios tras un traumatismo y otros estados que manifiestan
degradacion del cartilago de las articulaciones, y también incluye las enfermedades destructivas de otros cartilagos,
tales como cambios degenerativos y/o cambios tras un traumatismo en los meniscos y/o discos vertebrales y/o en el
cartilago de la nariz y/o del oido.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Pseudocondrones tras la recuperacién a partir del alginato. Se incubaron condrocitos humanos durante
21 dias en alginato. Tras la elucién se tifieron con cloruro de azul de 1,9-dimetilmetileno (DMMB). Los condrocitos
construyen un pseudocondrén y una matriz secretada. Microscopia de contraste de fase, aumento de 100 veces.

Figura 2: Recuentos de células con diferentes concentraciones de magnesio en el sistema de cultivo.

Figura 3: Contenido en matriz y en coldgeno tras la fase de diferenciacion. Izquierda: contenido en glicosamino-
glicano (GAG). Derecha: inmunotransferencia de coldgeno tipo II tras la fase de diferenciacion. Carriles: 1: marcador
para coldgeno tipo I (50 ng); 2: marcador para coldgeno tipo II (50 ng); 3: control (sin magnesio); 4: disolucién de
MgS04 5 mM; 5: disolucién de MgSO4 10 mM; 6: disolucién de MgSO4 20 mM.
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Figura 4: sintesis de matriz con diferentes complementos durante la fase 2 (primer caracter) y cultivo de agregacién
(segundo cardcter). K = magnesio 0 mM (control); IT = IGF-I + TGF-g1 + IL-4; x Mg = MgS0O4 mMol.

Figura 5: sintesis de matriz con diferentes complementos durante la fase 1 (primer carécter), fase 2 (segundo
cardcter) y cultivo de agregacion (tercer cardcter). Abreviaturas: K = magnesio 0 mM (Control); Mg = MgSO4
10 mM; F = bFGF; ITIL = IGF-I + TGF-51 + IL-4.

Descripcion detallada de la invencion

Se observa que tal como se usa en el presente documento los siguientes términos tienen los significados tal como
se indican a continuacion.

Se pretende que la expresion “cultivo de células” tal como se usa en el presente documento signifique que se man-
tienen las células en condiciones que permiten a las células crecer y/o diferenciarse. Puede realizarse el cultivo de
células in vivo o in vitro. Por tanto, el método reivindicado que comprende la etapa de cultivo de células a concen-
traciones de Mg extracelulares elevadas de manera no fisioldgica puede realizarse in vivo, por ejemplo en un entorno
natural, en mamiferos distintos de seres humanos o in vitro.

Se pretende que el término “generacién’ tal como se usa en el presente documento signifique la diferenciacion asi
como la proliferacion de células o células precursoras.

Se pretende que la expresion “concentracién de Mg extracelular elevada de manera no fisiolégica” signifique que
la concentracién del ién Mg en el cultivo es superior al nivel fisiolégico normalmente presente en el organismo del
que se derivan las células. Por ejemplo, en seres humanos la concentracién de Mg extracelular es de aproximadamente
0,9 mMol. Por tanto, concentracién elevada de manera no fisioldgica significa que la concentracién de Mg en el
compartimento extracelular es superior a dicha concentracion.

Se pretende que la expresion “se aumenta al menos una vez la concentracién de Mg” signifique que durante el
cultivo in vivo o in vitro se aumenta adicionalmente la concentracién de Mg ya elevada de manera no fisiolégica
afiadiendo Mg adicional al cultivo. La adicién puede realizarse in vivo administrando un agente que da como resultado
un aumento en la concentraciéon de Mg en el compartimento extracelular o in vitro anadiendo Mg adicional, por
ejemplo en forma de sales, al sistema de cultivo.

El término “agente” significa una composicion médica o farmacéutica que contiene como principio activo Mg o
derivados de Mg tal como se define en el presente documento. En particular, el agente puede estar en forma de gel,
pasta, comprimido, inyeccion o infusidn para aplicarse localmente.

La expresion “tejido cartilaginoso” o “cartilago” tal como se usa en el presente documento significa cualquier tipo
de cartilago o tejido que comprende estructuras similares a cartilago. En particular, los términos anteriores abarcan
cartilago hialino, cartilago eldstico y fibrocartilago y productos intermedios o estructuras mixtas de los mismos.

Se pretende que la expresion “Mg o derivado de Mg” tal como se usa en el presente documento signifique iones
magnesio en forma libre o como la sal incluyendo formas complejadas.

El catién magnesio es un mineral esencial para muchos animales, incluyendo mamiferos, y especialmente para los
seres humanos. Como tal, el magnesio también es un cofactor en numerosas reacciones enzimdticas. Participa en la
transferencia de fosfato desde ADP y ATP, contractilidad muscular, activacién de integrina y transmisién neuronal. La
mayor parte del magnesio en el cuerpo humano esté situado en los huesos en forma de fosfatos y carbonatos, y el resto
se encuentra principalmente en el higado y los musculos; los glébulos rojos también contienen magnesio. El magnesio
inhibe los impulsos nerviosos y relaja las concentraciones musculares, funcionando asi de manera antagonista frente
al calcio. Por otra parte, al igual que el calcio, el magnesio puede unirse a fosfatos y puede sustituir al calcio como
mineral 6seo o de dientes.

Por tanto, sélo aproximadamente el 1% del magnesio total presente en el organismo estd en el compartimento
liquido extracelular, principalmente en el suero. Normalmente la concentracién de magnesio en el suero es de aproxi-
madamente 1,8 a 2,2 mg/dl; que corresponde a aproximadamente 0,9 mmol/l.

En el suero sanguineo, puede encontrarse magnesio principalmente en tres formas diferentes, es decir, magnesio
unido a proteina, magnesio complejado o iones magnesio.

La distribucién de magnesio varia con la edad y dentro de diferentes especies. Esto significa por ejemplo que la
concentracion de magnesio en huesos y meniscos disminuye con la edad.

Se han usado diversos compuestos de magnesio por vias de administraciéon intramuscular, oral e intravenosa.
Por ejemplo, se usa acetato de magnesio como fuente de magnesio y como suministro de acetato de bicarbonato en
disoluciones de didlisis peritoneal o hemodidlisis; igualmente se usa cloruro de magnesio en disoluciones de didlisis.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321001 T3

Los inventores han encontrado ahora que el cultivo de condrocitos o células precursoras de los mismos a con-
centraciones de magnesio extracelulares elevadas de manera no fisiolégica permite la generacién de condrones, un
producto intermedio en la regeneracién tisular de tejido cartilaginoso. En particular, aumentando adicionalmente la
concentraciéon de magnesio extracelular por encima del nivel fisioldgico al menos una vez durante el cultivo conduce
a condrones que pueden diferenciarse adicionalmente en tejido cartilaginoso.

Por tanto, el aumento regulado de la concentracion de magnesio por encima del nivel fisiolégico incluyendo al me-
nos una vez la etapa de aumentar adicionalmente la concentraciéon de Mg en el compartimento extracelular aplicando
magnesio en forma, por ejemplo, de un agente acelera el crecimiento y/o la regeneracién de cartilago en mamiferos.

Preferiblemente, la concentraciéon de magnesio es inicialmente al menos tres veces superior al nivel fisiolégico,
mas preferiblemente cinco veces superior al nivel fisiolégico del compartimento respectivo, es decir, el compartimen-
to extracelular del cartilago o, cuando se usa en el disefio tisular, del medio de cultivo celular. Preferiblemente, la
concentracion de Mg estd en el intervalo de desde 11 hasta 25 mMol.

Tras aumentar la concentraciéon de magnesio al menos una vez durante el cultivo, la concentracién de magnesio
estd en el intervalo de desde 21 hasta 65 mMol.

La concentracién de Mg puede reducirse posteriormente tras haberla aumentado una vez. Esto significa que tras
aumentar las concentraciones de Mg una vez durante el cultivo celular y formar condrones, puede reducirse la con-
centracion de Mg por ejemplo a niveles fisiolégicos o incluso por debajo de niveles extracelulares fisiolégicos.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un método de usar magnesio o derivados de magnesio tal como
se define en el presente documento para promover fases especificas de maduracién de condrocitos y/o cartilago. Por
tanto, mediante una aplicacién con tiempo controlado puede regularse la osteogénesis y la condrogénesis del tejido
dseo y cartilaginoso en regeneracion con el fin de optimizar la estructura recién formada del cartilago.

En una realizacién adicional, el sustrato o agente que contiene Mg o derivados de Mg permite una liberacién
regulada de manera diferente de cantidades predeterminadas de Mg en el entorno. Por tanto, pueden promoverse o
suprimirse fases especificas de desarrollo de cartilago.

Ademés, la presente invencion permite el control del crecimiento y el desarrollo de cartilago artificial, por ejemplo
para el uso como entramado para 6rganos. Estos 6rganos artificiales pueden usarse en la sustitucién del oido externo,
vdlvula, nariz o discos intervertebrales o para la sustitucién de meniscos o articulaciones articulares.

En otra realizacién, se usan Mg o derivados de Mg en disefio tisular in vitro de tejido cartilaginoso. En la técnica
se conocen métodos para la generacion de tejido cartilaginoso mediante disefio tisular.

Sin embargo, los métodos descritos actualmente en la técnica requieren el uso de cocteles caros de diversos factores
de crecimiento o factores de diferenciacién junto con los respectivos condrocitos o condroblastos, células del estroma
de médula 6sea, células sinoviales y diversas células precursoras. El uso de Mg o derivados de Mg tal como se define en
el presente documento permite la reduccion de otros factores de crecimiento reduciendo asi el coste y, adicionalmente,
permite una generacion controlada y un desarrollo optimizado del cartilago. Sin embargo, el cultivo puede tener lugar
en presencia de al menos un factor de crecimiento, citocina y/u hormona. Ademads, puede estar presente suero de
ternero fetal o suero de mamifero tal como suero de ser humano.

El compuesto de magnesio anadido al cultivo es preferiblemente sulfato de magnesio o cloruro de magnesio, pero
no se limita a estos compuestos.

Cuando se realiza el cultivo in vitro para el disefio tisular de tejido cartilaginoso, la primera parte del cultivo se
realiza en sistemas de cultivo tisular tales como un cultivo monocapa, preferiblemente en un medio complementado
con FCS. Durante la primera fase de cultivo, la concentracién de magnesio estd en el intervalo de desde 11 hasta
25 mMol.

En la segunda fase de cultivo, es decir, cuando se aumenta una vez la concentraciéon de magnesio en comparacién
con la primera fase, se realiza preferiblemente el cultivo como un cultivo de las células incrustadas en alginato y culti-
vadas en medio complementado con suero de un mamifero. Durante esta segunda fase, la concentracién de magnesio
estd en el intervalo de desde 21 hasta 65 mMol.

Las células que van a cultivarse pueden ser condrocitos o condrocitos diferenciados a partir de células precursoras
de condrocitos y/o a partir de células madre mesenquimatosas y/o células madre embrionarias y/o células madre
adultas. Preferiblemente, las células son de origen humano.

Ademds, pueden usarse Mg y derivados de Mg en un método para la preparacion de tejido cartilaginoso en terapia
génica.

También se abarca el uso de dichos agentes para tratar pacientes que padecen enfermedades, trastornos o dafios
del cartilago debidos a cirugia, traumatismo, degeneracién o como consecuencia de otros tipos de enfermedades. El
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Mg o los derivados de Mg pueden administrarse en el, o en la proximidad del, cartilago que va a tratarse, aumentando
asf la concentracién de Mg en el compartimento extracelular hasta concentraciones elevadas de manera no fisioldgica.
La administracién puede ser en forma de composiciones farmacéuticas tales como infusiones, inyecciones o mediante
catéter. Alternativamente, puede usarse un sustrato que permite la liberacién de Mg o derivados de Mg mediante
degradacién biolégica y/o quimica y/o fisica. Cuando se tratan pacientes es necesario aumentar el nivel de magnesio
en el compartimento extracelular del cartilago por encima del nivel fisioldgico, preferiblemente al menos el 300% por
encima de dicho nivel.

Puede conseguirse aumentar adicionalmente la concentracion de Mg administrando composiciones farmacéuticas
o0 agentes apropiados.

Por tanto, la presente invencion se refiere al uso de los agentes y los condrones y tejido cartilaginoso para tratar o
prevenir enfermedades, trastornos o dafios del cartilago caracterizado por administrar magnesio en el, o en la proxi-
midad del, cartilago. Ademas, la presente invencién se refiere a dicho uso en métodos para hacer crecer o regenerar
tejido cartilaginoso caracterizado por aumentar la concentracién de magnesio en el tejido cartilaginoso por encima del
nivel fisioldgico en el que dicha concentracién de magnesio se aumenta adicionalmente al menos una vez durante el
cultivo. En particular, el método puede comprender administrar el magnesio en forma de un sustrato o un agente.

La administracion local de Mg o derivados de Mg tal como se define en el presente documento permite una regene-
racion y/o crecimiento optimizados de tejido cartilaginoso. En particular mediante una administracién oportunamente
limitada, por ejemplo usando sustrato degradable que contiene Mg o derivados de Mg, puede acelerarse la regeneracion
tisular en defectos condrales y/u osteocondrales.

Por tanto, el Mg y los derivados de Mg pueden influir positivamente en la formacién de cartilago in vivo e in vitro.

Por supuesto, pueden combinarse el Mg o los derivados de Mg que estdn presentes en forma de un sustrato o
agente con al menos un compuesto adicional conocido en la técnica para promover el crecimiento y/o la regeneracién
de tejido cartilaginoso o que se usa en la profilaxis o el tratamiento de enfermedades, trastornos o dafios del cartilago.

Un experto en la técnica conoce la formulacion de sustratos y agentes adecuados en forma de composicion farma-
céutica.

Ademads, la dosificacién del Mg o de los derivados de Mg administrados puede variar dependiendo de las condicio-
nes del individuo, edad, peso corporal, etc. El experto en la técnica sabe coémo proporcionar Mg o derivados de Mg en
una cantidad que aumenta el nivel de Mg por encima del nivel fisioldgico del compartimento extracelular del cartilago
o del medio de cultivo en el caso de disefio tisular.

Por tanto, la presente invencidn puede usarse para la profilaxis o el tratamiento de defectos o dafios condrales u
osteocondrales. Ademads, la presente invencidn es util para tratar la ruptura o degeneracion de menisco o disco, al
igual que hernia discal. Ademas, la presente invencién se refiere al uso de magnesio o derivados de magnesio en
enfermedades degenerativas, autoinmunitarias o inflamatorias o traumatismo que conduce a dafo de cartilago hialino,
elastico y/o fibroelastico. Ademads, en la presente invencién se abarcan enfermedades que provocan trastornos de
crecimiento o los propios trastornos de crecimiento, que pueden afectar directa o indirectamente al tejido cartilaginoso
de la placa de crecimiento.

El método o uso segiin la presente invencién puede aplicarse a mamiferos, es decir seres humanos y animales.

Alternativamente, el magnesio o los derivados de magnesio tal como se definen en el presente documento son
utiles para la preparacién de menisco o disco artificiales que van a usarse en la sustitucién de menisco o disco, res-
pectivamente. Ademads, la presente invencion es ttil en cirugia de ligamentos. Puede encontrarse tejido cartilaginoso
por ejemplo en la insercion del ligamento. Por tanto, la cirugia de ligamentos puede abarcar el uso de magnesio o
derivados de magnesio para promover la generacién de tejido cartilaginoso que estd uniéndose al ligamento.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran los efectos cuando se usa Mg o derivados de Mg de una manera regulada sobre la
regeneracion de cartilago. Sin embargo, la invencién no se limita a, o estd limitada por, los ejemplos.

1. Fase de proliferacion

Se sembraron condrocitos humanos en un nimero de células inicial de 5 x 10° células en frascos de cultivo celular
y se cultivaron en DMEM con alto contenido en glucosa + el 10% en volumen de FCS + diferentes concentraciones de
disolucién de sulfato de magnesio (0, 1, 2, 5 y 10 mM). Se cambi6 el medio dos veces por semana. Se hicieron pasar
las células una vez por semana con el 0,25% en peso de tripsina/EDTA, se contaron y volvieron a sembrarse (véase la
figura 2). Se determind el recuento de células con un contador celular CASY, Schirfe-System GmbH, Alemania.
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2. Fase de diferenciacion

Se hicieron proliferar condrocitos humanos en DMEM con alto contenido en glucosa + el 10% en volumen de FCS
+ bFGF 10 ng/ml durante seis pasos. Tras la tripsinacion se realizé una etapa de lavado en solucién salina tamponada
con HEPES (HBS, NaCl 0,15 M/HEPES 25 mM, pH 7,4). Se suspendieron las células en alginato al 1,2% en peso
en HBS en una densidad de aproximadamente 1 x 10° células/ml. Se introdujo gota a gota la suspensién celular en
frascos de cultivo de vidrio que contenfan CaCl2 0,1 M/HEPES 25 mM. Tuvo lugar una polimerizacién inmediata del
alginato. Se lavaron las perlas de alginato con HBS tras 30 min.

Después se complementaron las células encapsuladas con DMEM con alto contenido en glucosa + el 10% en
volumen de suero humano + 2-fosfato de acido ascérbico 0,28 mM + cisteina 1 mM + diferentes concentraciones de
disolucién de sulfato de magnesio (0, 5, 10 y 20 mM) y se cultivaron durante 23 dias a 37°C, un 5% de CO2, un de 8%
de O2 y humedad atmosférica del 95% cambiando el medio cada dos dias. Después se aislaron las células disolviendo
el alginato con tampén de disolucién (NaCl 0,15 mM + tri-citrato de sodio 55 mM + HEPES 25 mM) a 37°C en un
bafio de agua con agitacién durante de 20 a 25 min. En la figura 3 se muestra un andlisis de la cantidad de sulfato de
condroitina y el contenido en coldgeno II.

3. Condrogénesis tras complementar con magnesio en la fase 1 y/o 2

a) Se trataron condrocitos tal como en el ejemplo 2. Tras recuperarlos del alginato se centrifugaron para dar
sedimentos de agregacién de 5 x 10° células. Se cultivaron en DMEM con alto contenido en glucosa + el 10% en
peso de suero humano + 2-fosfato de 4cido ascorbico 0,28 mM + cisteina 1 mM + factor de crecimiento similar a
insulina I 100 ng/ml + factor de crecimiento transformante 81 20 ng/ml e interleucina 4 10 ng/ml durante tres semanas
a 37°C, un 5% de CO2, un 19% de O2 y humedad atmosférica del 95% cambiando el medio cada dos dias. Se realiz6
el cultivo en placas de 12 pocillos recubiertas con agarosa (el 1% en peso de agarosa en agua destilada) con 3 ml de
medio (véase la figura 4).

b) Se hicieron proliferar condrocitos tal como en el ejemplo 1 sin magnesio o con magnesio S mM o bFGF. Se
diferenciaron tal como en el ejemplo 2 con magnesio 10 mM. Después se cultivaron tal como en el ejemplo 3 a). Véase
la figura 5.

Se realiz6 la determinacion de la cantidad de sulfato de condroitina mediante un método conocido con ayuda de
cloruro de azul de 1,9-dimetilmetileno y se midi6 mediante medicién fluorométrica a una extincién de 530 nm.
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REIVINDICACIONES
1. Método para la generacion in vitro de condrones que comprende la etapa de:

cultivar células en un medio que tiene concentraciones de magnesio (Mg) extracelulares elevadas de manera no
fisiolégica,

caracterizado porque al menos una vez durante el cultivo celular se aumenta la concentraciéon de Mg extracelular
elevada de manera no fisioldgica.

2. Método segtin la reivindicacion 1, en el que dicho magnesio es una disolucién de sulfato de magnesio o cloruro
de magnesio.

3. Método segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dichas concentraciones extracelulares de
dicha disolucién de magnesio oscilan desde aproximadamente 12 mMol hasta aproximadamente 65 mMol.

4. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el cultivo de las células se ve afectado
adicionalmente en presencia de suero de ternero fetal (FCS) o suero de mamifero.

5. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el cultivo de las células se ve afectado
adicionalmente en presencia de al menos un factor de crecimiento y/o citocina y/u hormona.

6. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se cultivan condrocitos aislados de
tejido de un mamifero.

7. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se cultivan condrocitos diferencia-
dos a partir de células precursoras de condrocitos y/o a partir de células madre mesenquimatosas y/o células madre
embrionarias y/o células madre adultas.

8. Método segtn la reivindicacion 6 6 7, en el que los condrocitos son de origen mamifero.
9. Método segun la reivindicacién 8, en el que los condrocitos son de origen humano.

10. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células, preferiblemente condro-
citos, se siembran en frascos de cultivo tisular y se cultivan en cultivo monocapa con medio complementado con FCS
y la concentracién de magnesio estd inicialmente en el intervalo de 11 a 25 mMol.

11. Método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cuando se aumenta la concentracién
de Mg se incrustan las células en alginato y se cultivan en medio complementado con suero de dicho mamifero, se
aumenta la concentracion de magnesio hasta un intervalo de 21 a 65 mMol.

12. Método segtin la reivindicacion 11, en el que el cultivo se realiza a una presion parcial de oxigeno del 8%.

13. Método para la preparacion de tejido cartilaginoso que comprende el método segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12.

14. Uso de los condrones obtenidos segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para la preparacién de
tejido cartilaginoso.

15. Tejido cartilaginoso obtenido segiin un método segun la reivindicacién 13.

16. Uso de Mg y derivados de Mg y condrones generados in vitro mediante un método segin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, para la preparacion de un medicamento para tratar pacientes que padecen enfermedades,
trastornos o dafios del cartilago debidos a cirugia, traumatismo, degeneracién o como consecuencia de otros tipos de
enfermedades mediante el cual la concentracion de magnesio extracelular se aumenta a un nivel extracelular elevado
de manera no fisiolégica y dicha concentracién de Mg extracelular elevada de manera no fisiolgica se aumenta
adicionalmente al menos una vez durante el tratamiento.

17. Uso segtin la reivindicacion 6, en el que dicho magnesio es una disolucién de sulfato de magnesio o cloruro de
magnesio.

18. Uso segun la reivindicacién 16 6 17, en el que dichas concentraciones extracelulares de dicha disolucién de
magnesio oscilan desde aproximadamente 12 mMol hasta aproximadamente 65 mMol.

19. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en el que el medicamento contiene adicionalmente
al menos un factor de crecimiento y/o citocina mencionada y/u hormona.
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20. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en el que el magnesio estd adaptado para adminis-
trarse en forma de un sustrato o un agente.

21. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, en el que el medicamento estd adaptado para admi-
nistrarse en el, o en la proximidad del, cartilago que va a tratarse.

22. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en el que la enfermedad del cartilago es una cualquie-
ra de defectos o dafios condrales u osteocondrales, la ruptura o degeneracién del menisco o del disco, en enfermedad
degenerativa, autoinmunitaria o inflamatoria o traumatismo que conduce a dafio del cartilago hialino, eldstico y/o
fibroelastico.

23. Uso de condrones obtenidos segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o de tejido cartilaginoso
seglin la reivindicacion 15, para la preparaciéon de un medicamento para tratar pacientes que padecen enfermedades,
trastornos o dafios del cartilago debidos a cirugia, traumatismo, degeneracién o como consecuencia de otros tipos de
enfermedades mediante el cual la concentracion de magnesio extracelular se aumenta a un nivel extracelular elevado
de manera no fisiolégica y dicha concentracién de Mg extracelular elevada de manera no fisiolgica se aumenta
adicionalmente al menos una vez durante el tratamiento.
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