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INJERTOS OSTEOCONDRALES. EFECTO DE SU CONSERVACION A -186°C
EN NITROGENO LiQUIDO

Las lesiones osteocondrales atraumaticas en las articulaciones de carga son en su mayor
parte de etiologia desconocida y su reparacion es dificil por la condicion avascular del
cartilago produciendo fibrocartilago, rico en colageno tipo I, que degenera tarde o
temprano. Los procedimientos propuestos actualmente para reparar el cartilago demoran la
degeneracion pero no la evitan. El empleo de injertos cartilaginosos requiere mejorar los
procedimientos de almacenamiento y conservacion, siendo necesario el desarrolio de un
método de criopreservacién efectivo como requisito para el éxito de los trasplantes
osteocondrales.

Como modelo experimental utilizamos corderos, de 4 - 6 meses de edad, en 3 grupos, de 6
corderos cada uno, segun las condiciones en las que se conservo el injerto. GRUPO I
cilindros conservados a — 186 °C. GRUPO 1I: cilindros conservados a — 186 °C, con
DMSO, al 10 %, durante todo el almacenamiento, GRUPO IHI: cilindros a — 186 °C
mmpregnados con DMSO al 10%, durante 90 min.

Se expuso la zona condilea de carga del fémur con artrotomia y se colocd el injerto,
previamente descongelado, procurando que la porcion cartilaginosa del injerto contactase
con el cartilago receptor. No se restringié el apoyo y el sacrificio se realizé 5 meses
después de la cirugia.

Para la valoracion de los resultados se efectuaron un estudio radiolégico, estudio
histoldgico, estudio inmunohistoquimico, analisis histomorfométrico, marcaje con
fluorocromos y estudio del liquido sinovial.

En nuestro estudio el grupo que mejor conservo la porcion cartilaginosa fue el grupo IIL
Sin embargo, en todos el cartilago articular era sustituido por un fibrocartilago, aunque su
grosor v la inmunorreactividad frente a los distintos anticuerpos variaba. También se
encontraron diferencias en Ia cantidad de tejido fibroso y el grado de colapso que se
presentaban cada uno de ellos.

El disefio de un instrumental adecuado para la extraccion y colocacion de los injertos, el
cuidado del postoperatorio, aplicando descarga después de la intervencion asi como el
estudio de nuevas téenicas de criopreservacion, tal vez a temperaturas menos profundas,

representan lineas de mvestigacion pendientes en este campo.
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INTRODUCCION



Las lesiones osteocondrales son propias de las articulaciones de carga, especialmente de
la rodilla y su etiologfa es desconocida. El cartilago es un tejido con poca capacidad de
regeneracion que puede presentar lesiones de tipo focal o global (artrosis). Las lesiones de
cartilago articular que no llegan al hueso subcondral, sin respuesta inflamatoria, tienen una
capacidad de reparacion mds baja. Por el contrario, las lesiones cartilaginosas profundas
pueden experimentar algun grado de reparacion al formarse un hematoma con migracion de
células madre y crecimiento vascular desde el hueso.

La condicion de tejido avascular del cartilago, evita la migracion celular de los
condrocitos vecinos al lugar de la lesion pues los condrocitos, por si mismos, no poseen
capacidad de migracidn lo que evita que las propias células del tejido puedan reparar la
lesién

Es importante distinguir entre reparacién y regeneracidén, Reparacién es la resolucion de
la lesion en el cartilago o el reemplazo del cartilago perdido por proliferacidn celular y
sintesis de una nueva matriz extracelular, desgraciadamente el cartilago reparado no ofrece
garantias mecanicas,

Bl tejido de reparacion consiste, basicamente, en colageno tipo I, caracteristico del
fibrocartilago, por lo que su presencia sugiere que el cartilago hialino normal no se
desarrolla en los focos de reparacidn, ya que el fibrocartilago esta disefiado para resistir
solicitaciones a tension, mientras que el cartilago hialino estd constituido para soportar
solicitaciones a compresién y cizallamiento o que permite que las superficies articulares se
deslicen suavemente una sobre otra sin lesionarse. Posteriormente, en el proceso reparador
aparece colageno tipo II que puede alcanzar sus valores maximos a los 24 meses. Sin
embargo, pasado este tiempo el tejido presenta hendiduras y fibrilaciones, cambios que
asemejan a los presentados en la artrosis.

Por su parte, la regeneracién es la formacion de una superficie articular nueva
compuesta por cartilago articular hialino normal.

2 ]
@283 y clinicos, que han

En este punto han sido mucho los intentos, experimentales
buscado la regeneracion de la superficie articular, sin que hasta el momento ningtin método

terapetitico haya conseguido resultados totalmente satisfactorios y es que a pesar de su



apariencia primitiva, es muy dificil conseguir una reparacién tisular del cartilago por las
caracteristicas fisiologicas del tejido.

El cartilago articular

El cartilago articular es un tejido elastico carente de nervios, vasos sanguineos y vasos
linfaticos, localizado en las articulaciones diartrodias y que varia su grosor segun las
diferentes especies de vertebrados, desde 0,1 mm en el ratén hasta varios milimetros de
grosor en el hombre, asi como también su densidad celular, la composicién de su matriz vy,
por supuesto, las propiedades mecanicas, Sin embargo, tiene la misma estructura y cumple
la misma funcién en todas las especies ¢ .

El cartilago articular reduce la friccion, y ofrece una superficie articular lubricada, que
permite que los huesos se deslicen y giren uno sobre otro y actiia como una estructura de
soporte de peso, a través del cual las cargas se transfieren y distribuyen en posiciones
articulares muy variadas ¢*9 |

Es un tejido duradero y resistente, sometido a un promedio de 10 millones de ciclos de
carga articular por afio !9, Macroscopicamente es blanco, brillante, y firme y se nutre del
liquido sinovial, tomando los nutrientes y el oxigeno de éste y liberando los productos de
desecho, por un mecanismo de difusién, gracias a las diferencias en los gradientes de
presion. Este intercambio se realiza normalmente durante las carga articular, en fa cual el
cartilago cumple una de sus dos funciones basicas, transmisién de carga y lubricacién
articular. Este intercambio se ve afectado cuando el modulo de elasticidad del cartilago se
altera con la edad "’ o en las enfermedades degenerativas, como la artrosis 719,

Comparado con otros tejidos, el cartilago posee una actividad metabdlica baja, pero su
apariencia homogénea y sencilla contradice una compleja y ordenada estructura con
complejas interacciones entre los condrocitos y la matriz celular que mantienen las

(19 Las extensiones citoplasmaticas de los condrocitos se proyectan

propiedades del tejido
hasta la matriz extracelular para la secrecion de macromoléculas y asi proteger a los
condrocitos de dafio mecénico, durante el uso normal de la articulacién y ayudando a
mantener su forma, viéndose afectada por los gradientes de presion y sustancias como las

citoquinas, las interleuquinas , ete. G6475672)



Morfolégicamente el cartilago articular se ha dividido en capa superficial, capa de
transicion media o radial y cartilago calcificado (Fig. 1). En cada una de ellas varian la
estructura y composicion, el volumen y la forma celular, el diametro y la orientacién de las
fibras de coldgeno, asi como la concentracion de proteoglicanos.

La zona superficial a su vez se divide en dos capas, una superficial o “lamina splens”,
acelular formada por un manto de finas fibras de coldgeno, otra profunda, pobre en

proteoglicanos pero con gran concentracion de agua.
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Figura 1. Esquema de las capas del cartilago articular

La zona de transicion posee un mayor espesor, presenta fibras de colageno que adoptan
una disposicion con angulos oblicuos y son de mayor didmetro que en la zona superficial,

aunque con menor densidad también posee menor concentracion de agua que la zona



superficial. La zona media o radial, se caracteriza por contener fibras de colageno de mayor
didmetro, dispuestas de manera radial o perpendicular a la superficie articular, en esta zona
la concentracién de proteoglicanos es mayor y tiene la concentracion de agua mas baja.

Con lo que respecta a la zona de cartilago calcificado, es una delgada capa que separa el
hueso subcondral de la capa media, esta constituida por condrocitos de pequefio tamafio
rodeados por cartilago calcificado.

En las capas superficiales del cartilago varian las fibras de colageno, se distribuyen
paralelamente a la superficie articular lo cual permite al cartilago soportar las solicitaciones
de cizallamiento, y en las capas mds profundas se distribuyen a manera de red lo cual
provee la resistencia a la compresion y contribuye a la cohesién del tejido atrapando a las
grandes moléculas de proteoglicanos. Su concentracion en las regiones superficiales del
cartilago contienen principalmente los agregados mds pequefios mientras que en las
regiones profundas contienen ambos tipos de agregados, grandes y pequefios.

En la matriz extracelular del cartilago hialino pueden considerarse tres
regiones: 1. Pericelular, que cubre la superficie de la célula, rica en proteoglicanos sulfatados

U119 ¢ en colageno tipo VI que solo se encuentra

y proteinas no colagénicas, hialuronato
en esta parte de la matriz 1**7* 2, Territorial o parte de la matriz que rodea a la matriz
pericelular de los condrocitos, las fibras colagénicas forman una canasta alrededor de los
condrocitos que los protege durante las cargas y las deformaciones. La matriz territorial
posee mayor concentracion de proteoglicanos ricos en condroitin sulfato 1?3,
Interterritorial, forma parte del volumen de cartilago articular con las fibras de colageno de
mayor didmetro. En esta zona es mayor la concentracion de proteoglicanos ricos en
queratan sulfato,

Las dos primeras zonas de la matriz extracelular se encargan de satisfacer las
necesidades de los condrocitos, unir las membranas celulares a la matriz que la rodea,
proteger a las células del dafio originado por las deformaciones y cargas de la articulacién y
trasmitir sefiales mecéanicas a los condrocitos cuando la matriz se deforma con los
movimientos articulares. La region interterritorial proporciona las propiedades mecdnicas al

tejido.



La célula cartilaginosa:el condrocito

El cartilago es un tejido relativamente acelular, sélo un 3-10 % de su volumen esta
ocupado por células, denominadas condrocitos por lo que el volumen de matriz extracelular
que debe ser mantenido metabdlicamente por un condrocito es enorme (180 000 mm” en el
cartilago humano adulto).

El Unico tipo celular presente en el cartilago articular es el condrocito, célula altamente
diferenciada y especializada, que deriva de c¢élulas mesenquimales, se diferencian durante
el desarrollo, posee una limitada capacidad de proliferacidn, con una vida media muy larga
(2% Su tamafio, forma y probablemente su actividad metabolica varian ligeramente en las
diferentes zonas del cartilago, pero todas ellas poseen la estructura necesaria para la sintesis

de la matriz extracelular ©°

). No es de extrafiar que su apariencia simple y redondeada
esconda una célula altamente diferenciada con la responsabilidad de construir y mantener el
cartilago, ademas de ser capaces de vivir con tensiones muy bajas de oxigeno, teniendo en
las capas mdas profundas tensiones que llegan al 1 %, comparado con el 24 % de la
atmosfera 129,

Durante el crecimiento del cartilago, los condrocitos proliferan rapidamente pero la tasa
de division celular disminuye con la edad, En el cartilago articular maduro pocos
condrocitos presentan signos de actividad mit6tica.

Después de una lesidn articular, o en la artrosis, algunos condrocitos proliferan, pero
esta respuesta es muy limitada y no hay evidencia de que las células emigren a través de la
matriz hasta la zona lesionada.

Los condrocitos tienen una capacidad limitada para aumentar la sintesis de la matriz. En
el cartilago maduro normal, los condrocitos sintetizan macromoléculas que mantienen la
matriz y pueden aumentar su tasa de sintesis en respuesta a una lesidn o cambios
degenerativos. Sin embargo, esta sintesis no es suficiente para reparar defectos tisulares
importantes. Otro factor que afecta al proceso de reparacion es la edad, se sabe que la
capacidad de sintesis de macromoléculas de los condrocitos se ve alterada con la edad y

que las mismas macromoléculas estructurales cambian. Los cambios en los proteoglicanos

de la matriz, relacionados con el envejecimiento pueden afectar de manera adversa al
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cartilago, y se desconoce si los condrocitos maduros se pueden estimular para producir los
agrecanos de la matriz extracelular.

A la unidad formada por el condrocito y la matriz que lo rodea se le denomina condrona
y constituye la unidad anatémica y mecanica del cartilago. L.os condrocitos no tienen
contacto entre si, ni estan vinculados al ambiente externo por lo gue su nutricidn se lleva a
cabo con el liquido sinovial que atraviesa una doble barrera, la membrana sinovial y la
matriz extracelular "®. De la misma manera, los nutrientes y productos de desecho
atraviesan las mismas barreras y este intercambio se ve favorecido por el efecto osmético
de la matriz extracelular y por el efecto mecanico de la carga.

Todas las sefiales moleculares, productos de desecho metabolicos, y moléculas
sintetizadas deben de ser transportadas por la matriz extracelular. Durante la formacién y
crecimiento del cartilago articular, la densidad celular es alta y las células alcanzan su nivel
metabdlico més alto. En el cartilago articular normal del adulto, las células no se dividen
pero permanecen metobolicamente activas, llevando a cabo la sintesis y degradacion de
productos de la matriz, aunque la actividad metabdlica del tejido es baja por la baja
densidad celular. Aunque los condrocitos pueden remodelar la matriz extracelular tienen
limitada la capacidad para reparar el tejido dafiado o degenerado.

Para proporcionar un tejido que pueda proveer una funcion normal de la articulacion
sinovial, los condrocitos deben sintetizar cantidades v tipos apropiados de macromoléculas
para ensamblar una red altamente organizada. El mantenimiento de una superficie articular
normal también es tarea de los condrocitos que requiere un recambio constante con las
macromoléculas de la matriz extracelular. Por ello, los condrocitos son sensibles a los
cambios en la composicion de la matriz y a Jas demandas de carga de la superficie articular
19 No es de extrafiar que la carga y el movimiento articular favorecen el metabolismo del
cartilago articular, estimulando la sintesis de las macromoléculas estructurales del cartilago.
Como ya se ha comprobado la inmovilizacién articular prolongada o la falta de carga

deterioran la superficie articular, con pérdida de proteoglicanos.
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La matriz extracelular

La matriz del cartilago articular es un sistema dinamico que presenta variaciones
individuales, en diferentes localizaciones anatomicas y dentro de un mismo individuo entre
las diferentes capas del cartilago de una misma articulacion.

Consta de dos componentes, el fluido tisular v una red de macromoléculas estructurales,
dentro de las cuales se encuentra el colageno, los proteoglicanos v, en menor medida,
lipidos, fosfolipidos, glicoproteinas y otras proteinas que dan forma y estabilidad al tejido.

El agua constituye hasta un 80 % del peso himedo del cartilago, y su relacién con las
macromoléculas de la matriz incrementa las propiedades mecanicas del tejido. El fluido
tisular contiene gases, pequefias proteinas, metabolitos y una alta concentracion de cationes
para contrarrestar la carga negativa de los proteoglicanos. El agua puede moverse
libremente del tejido cartilaginoso a la cavidad articular y viceversa. El volumen, la
concentracion y la cantidad de agua en el tejido dependen, principalmente, de la interaccion
con los grandes agregados de proteoglicanos que ayudan a mantener el fluido en la matriz y
la concentracion de electrolitos en el fluido.

Las macromoléculas estructurales del cartilago, son proteinas entre las cuales estdn el
colageno, los proteoglicanos y los proteinas no colagénicas constituyendo entre un 20 y un
40 % del peso seco del tejido 9. Las tres clases de moléculas difieren en su concentracién
dentro del tejido.

La principal proteina estructural es el colageno que constituye alrededor del 60 % del
peso seco del cartilago. Las fibras se disponen en una estrecha malla que contribuye a las
fuerzas cohesivas del tejido por atrapamiento mecanico de moléculas de proteoglicanos. El
colageno se encuentra distribuido uniformemente en toda la profundidad del cartilago,
excepto en la zona superficial donde es mucho mas abundante ¢,

El coldgeno es una proteina extracelular que forma una triple hélice (Fig. 2) (Fig. 3) que
puede constituir la mayor parte de la longitud de la molécula o puede ser interrumpida por
uno o mas dominios no helicoidales. La triple hélice esta compuesta por tres cadenas
polipeptidicas (cadenas «). La composicion de aminodcidos de las cadenas incluyen
grandes cantidades de glicina y prolina, también contiene hidroxiprolina, hidroxilisina e

hidroxilisina glicosilada (galactosil o galactosilglicosil).
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En la actualidad se conocen hasta 19 tipos de colagenos, y por lo menos otros diez
tienen dominios semejantes al coldgeno. En el cartilago articular hay varios tipos de

84913719 siendo el coldgeno tipo 11 el méas abundante,

colageno genéticamente distintos
constituyendo el 90 % y se encuentra uniformemente distribuido en la matriz cartilaginosa,

aunque también contiene los tipos I, V, IX, X y XI,

Figura 2. Molécula de tropocolégeno (colageno tipo 1), compuesta de dos cadenas o-1
(gris) y una cadena -2 (negro)
La proporcién de coldgeno es maxima en la superficie, donde sufie mayores tensiones
por lo que las fibras se colocan paralelas a la superficie articular, La funcién principal del
colageno es proporcionar al tejido propiedades tensiles e inmovilizar los proteoglicanos en

la matriz extracelular.

Figura 3. Fibrillas de colageno con la disposicién caracteristica de las moléculas de
tropocoldgeno ocupando 1/4 de su longitud.

El colageno tipo II forma el volumen principal de la fibrilla v el tipo X1 condiciona el

@00 ademas, se localiza

diametro de las mismas de forma proporcional a la concentracién
en la condrona en los lugares donde el tipo 11 alcanza el didmetro minimo necesario para
formar la estructura de la cépsula pericelular “**°", El tipo X interviene en el soporte
estructural del cartilago articular por lo que se localiza principalmente entre el cartilago
calcificado y el no calcificado, ademas se relaciona intimamente con los condrocitos
hipertréficos o en fase de degeneracion en los procesos patolégicos degenerativos “%1%?, EJ

tipo IX facilita la interaccidon con las moléculas de proteoglicanos.
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Los diferentes tipos de coldgeno del cartilago articular varfan en su distribucion dentro
de la matriz extracelular y en su estructura tridimensional. De esta manera, el colageno tipo
H parece distribuirse uniformemente por la matriz extracelular y sus mondmeros se alinean
cabeza con cola, de forma que se sobreponen y crean agujeros en la estructura
tridimensional del cartilago. Las funciones de los colagenos tipo VI y X son desconocidas,
aunque se cree que el tipo VI se localiza en la capsula pericelular de la condrona,
contribuyendo a la unién del condrocito con la matriz pericelular “%'*%,

Proteoglicanos

Los proteoglicanos y las diversas glicoproteinas y proteinas no colagénicas son
macromoléculas complejas que, estan formadas por un micleo protéico con varios dominios
globulares al que se unen cadenas de polisacaridos (glicosaminoglicanos).

Los glicosaminoglicanos estan formados por una cadena larga, no ramificada de
unidades repetidas de polisacaridos. El proteoglicano predominante (80-90 %) del cartilago
articular es un gran agregado macromolecular conocido como agrecano por sus propiedades
de agregacion (con un peso molecular de 100 a 200 millones de D). Estan formados por un
gran centro protéico que constituye el 5 % de [a molécula, al que se adhieren, en el extremo
N terminal de la proteina central, cadenas de condroitin sulfato y queratan sulfato, que
suponen el 95 % restante de la molécula. Uno de los dominios globulares (G1) tiene la
funcién especifica de union al 4cido hialurénico que forma la columna vertebral del
agregado que se lleva a cabo por la llamada proteina de unién, formada y sulfatada por los
condrocitos para formar un complejo agrecano-dcido hialurénico.

Los principales agrecanos son el condroitin sulfato en sus distintas isoformas,
principalmente el condroitin-6-sulfato, el queratan sulfato y el dermatan sulfato.

El hialuronato también es un glicosaminoglicano pero a diferencia de los agrecanos no
esta sulfatado y carece de la proteina central y no forma proteoglicanos, También existen
proteinas de enlace que estabilizan la asociacion entre los monémeros y el hialuronato y
dirigen la unién de los agregados para anclar los proteoglicanos a la matriz, previniendo su
desplazamiento durante la deformacion del tejido (Fig. 4).

Las regiones superficiales del cartilago articular contienen agregados de baja velocidad

de sedimentacién mientras que las regiones mas profundas contienen ambos tipos de



agregados. La pérdida de agrepados se asocia al envejecimiento, a la artrosis y a la

(%199 y queda reflejada en el liquido sinovial. La determinacion de

inmovilizacion articular
estos agregados en el liquido sinovial con técnicas de cromatografia constituye un método
diagnostico para los procesos degenerativos incipientes teniendo en cuenta que el liquido
sinovial de las articulaciones, se encuentra en constante recambio a través de los vasos

linfaticos de la membrana sinovial.

Figura 4. Relacion de las fibras de coldgeno con los proteoglicanos

También se encuentran proteoglicanos de menor tamafio en el cartilago articular, como
el biglicano y la decorina, que poseen una proteina central de 30 kD, la fibromodulina y el
coldgeno IX, considerado un proteoglicano porque contiene una cadena de condroitin
sulfato. Estos pequefios proteoglicanos no ocupan un volumen de tejido, ni contribuyen
directamente a su comportamiento mecénico pero se unen a otras macromoléculas
influyendo en la funcién celular. La decorina y la fibromodulina se unen al colageno tipo 11
y organizan y estabilizan el entramado de éste !, Rl biglicano se concentra en la matriz
pericelular y puede actuar con el coligeno tipo VI. Los proteoglicanos también pueden

unirse al TGF-B, modulando la actividad del mismo en el cartilago 7.
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Gracias a la capacidad para interactuar con el tejido tisular los proteoglicanos
proporcionan al tejido su caracteristico comportamiento mecanico y contribuyen a su
duracion como superficie articular. Los proteoglicanos poseen una estructura con cadenas
de glicosaminoglicanos cargadas negativamente que se unen al fluido intersticial y a los
cationes por lo que tienden a repelerse. Si se libera la presion, las moléculas pueden
expandirse de nuevo.

Cuando se rompe la red de coldgeno, la matriz se hincha por la expansién de los
proteoglicanos y aumenta Ja concentracién de agua y desciende la de proteoglicanos. Hay
datos que indican que la estructura y composicién de los proteoglicanos agregantes del
cartilago articular cambian con Ia edad “**” incrementando las cadenas de queratdn sulfato
y de la proteina de mondmeros; las cadenas de condroitin sulfato se acortan y el tamaiio
medio de los mondmeros decrece; las proteinas de union pueden fragmentarse
disminuyendo su cantidad “*". Los agregados son menores y la proporcién de agregados
que forman mondmeros disminuye “"¥%, todos estos cambios alieran las propiedades
mecénicas del cartilago articular permitiendo una mayor deformacién, haciéndolo mas
vulnerable a algunos tipos de lesion y dificultando la reparacion de la matriz dafiada @,

Gran parte de las caracteristicas mecdanicas del cartilago son debidas a la interaccion de
las macromoléculas de la matriz y el agua de la misma, dependiendo de esta interaccion el
volumen, la concentracién de agua tisular ademas de la capacidad de respuesta a los
estimulos,

La mayor parte de esta interaccidn se debe a los grandes agregados de proteoglicanos,
los cuales presentan abundantes cargas negativas (por los grupos sulfato y carboxilo de sus
estructuras) que producen un aumento en la concentracién de sodio (carga positiva), lo cual
aumenta la osmolaridad, controlada por la red de colageno, traduciéndose en el
mantenimiento del fluido de fa matriz y las concentraciones de electrolitos.

Desde el punto de vista mecéanico, el cartilago es un material bifasico, formado por una
fase solida y otra liquida. La parte solida se describe como porosa y permeable y la liquida
tiene Ia capacidad de fluir a través de la fase solida.

En general el cartilago es permeable, pues el agua fluye a través de él cuando se somete

a un gradiente de presidn, haciendo que el fluido salga del cartilago, determinado por la
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porosidad, la solidez y las solicitaciones. Existe una relacién directa entre la permeabilidad
y el contenido de agua e inversa entre la permeabilidad y el contenido de proteoglicanos.

Las zonas superficiales del cartilago presentan una mayor rigidez que las zonas media y
profunda debido a la alta concentracién y a la disposicién de las fibras de coldgeno.
Ademas, el cartilago es viscoeldstico, se deforma al aplicar una solicitacion de carga
constante con relacion al tiempo que ésta actua.

Glicoproteinas (proteinas no colagénicas)

Las glicoproteinas constituyen entre el 5-15 % del peso seco del cartilago vy tienen
funciones de unién y ensamblaje entre la matriz y los condrocitos, siendo un componente
importante en la red de las macromoléculas . Son proteinas que unen un pequefio nimero
de monosacaridos u oligosacaridos. Entre ellas estan la condronectina, la ancorina CII, la
fibronectina y la laminina 7.

La ancorina CII es una glicoproteina estructural que contribuye al anclaje de los
condrocitos en las fibras colagenas de la matriz extracelular *. La fibronectina, otra
glicoproteina estructural, de gran tamafio y tiene afinidad para unirse a otras moléculas
como la fibrina, el colageno tipo 11 “” o Ia heparina hialuronato ®?, mientras que la
laminina es una molécula polivalente que estd presente en las membranas basales y unida a
receptores en la superficie de las células.

La accién de las integrinas, una glicoproteina “?, adhieren los condrocitos a la matriz
extracelular y desempefian, ademas, la funcidn de transductoras de sefiales, desde la matriz
al interior del condrocito.

En la matriz extracelular del cartilago existen otros componentes en menor proporcion,
como los lipidos, que constituyen menos del 1 % del peso himedo del cartilago articular
maduro y se localizan tanto intracelularmente como en la matriz extracelular <’ o la
fosfolipasa A2, enzima importante tanto para el anabolismo como el catabolismo del cido

(190

araquiddnico . También se conoce la existencia de sustancias inorgénicas como la

apatita calcificada y otras proteinas de accién desconocida.

Liquido sinovial
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El liquido sinovial es claro, o ligeramente amarillento, de alta viscosidad, secretado en
la cavidad articular por la membrana sinovial. Se encuentra en pequefias cantidades en las
articulaciones humanas y animales, de tal forma que en una rodilla humana normalmente se
encuentran entre 1 a 5 ml. Es un dializado del plasma, que en condiciones de normalidad no
contiene factores de coagulacidon, eritrocitos ni hemoglobina, sin embargo contiene
hialuronato, un glicosamino glicano extendido y una glicoproteina lubricante (GLP) que
reduce la friccion ), El papel del liquido sinovial es dificil de cuantificar ya que difiere
segn las circunstancias e interviene en la lubricacion articular 1%,

Ademas de la lubricacion, el liquido sinovial sirve como material de analisis para
realizar el diagnostico de entidades patologicas, como artritis sépticas, artropatias
inflamatoria reumaticas y no reumdticas, rupturas ligamentosas o fracturas osteocondrales y
en €l se reflejan procesos artrosicos con la determinacion de fragmentos de proteoglicanos.

El cartilago articular es un tejido permeable al que, en condiciones normales,
intercambia con el espacio articular un flujo constante de liquido intersticial. Esta
permeabilidad permite que en el tejido normal se lleve a cabo parte del metabolismo de los
procesos de reparacion y degradacidn, actividad que se considera un proceso normal para
mantener la arquitectura del cartilago articular. Sin embargo, el proceso fisiologico se
acelera en las etapas tempranas de los procesos degenerativos pues los fragmentos de
proteoglicanos liberados en el liquido sinovial pueden ser cuantificados y pasan por el

. ‘s I~ . (29-30,54,90,92-93,158,195
sistema linfatico a los liquidos corporales, como son el suero y la orina ¢ )

(Fig.5).

Biologia del cartilago articular

Como hemos sefialado al estudiar sus componentes, el cartilago articular es un tejido
dinamico capaz de sintetizar y degradar, de forma constante y regular, todos los
componentes de la matriz extracelular. Para la realizacion de estas funciones sus
mecanismos metabdlicos se ven potenciados por los factores de crecimiento y las
interleuquinas.

“44)
?

Los mecanismos de accién de ambos grupos, tanto anabdlicos y catabolicos son

multiples, potenciando o inhibiendo la sintesis de los componentes de la matriz extracelular
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(colagenos, agrecanos, etc.) y favoreciendo la actuacion de moléculas que degradan el

cartilago como son las proteasas o los inhibidores tisulares de los mismas.

e

5. fragmento
: 76?4. O s A fdeg,ﬂ‘qdacio'n

cartilago articular ﬂ"'. / -

liquido sinovial

eondrocito L

Figura 5. Proceso de degradacion del cartilago articular

Factores de crecimiento (anabdlicos)

Son polipéptidos, solubles y de facil difusion producidos en cantidades limitadas, que
regulan el desarrollo, proliferacion, diferenciacion y crecimiento celular. Se ha demostrado
que los condrocitos estan bajo la accion de los factores de crecimiento durante el desarrollo
y la vida adulta. A pesar de que los principales estudios sobre estos factores se centran en
su accién sobre el cartilago de crecimiento, se sabe que las principale;s familias de factores
de crecimiento relacionados con la biologia del cartilago articular son las det IGF, TGF,
PDGF, EGF, FGF v las recientemente descritas neurotrofinas a8,

Los factores de crecimiento realizan su accion sobre las células “diana” mediante la
unién a un receptor especifico que inicia, por un sistema de traduccion de sefiales o
segundo mensajero, la activacion de genes nucleares que determinan la proliferacion, la

diferenciacion y la muerte celular. Se admite que los principales efectos de los factores de

crecimiento sobre los condrocitos son Ia estimulacion de la sintesis de la matriz extracelular
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del cartilago, la inhibicién y activacién de las proteasas y la activacion de las mismas
(38,166,180)

Normalmente los condrocitos poco diferenciados o jovenes presentan mejor respuesta a
los factores troficos, mientras que los condrocitos fetales son mas sensibles a los factores
tréficos anabolizantes (024162,

A pesar de lo mucho que se han estudiado los efectos de los factores de crecimiento
sobre el cartilago articular los resultados publicados no son homogéneos y en muchos casos
son contradictorios.

Interleuquinas (factores catabdélicos)

Los factores que desempefian acciones opuestas a los factores de crecimiento son las
interleuquinas que estan implicadas en el metabolismo del cartilago articular. Las
interleuquinas de accién mas importante o relevante en el cartilago articular son las
interleuquina-1 (IL-1), la interleuquina - 6 (IL-6) y el TNF-a @3176,199)

La IL-1 esta producida por fos condrocitos y se relaciona con la destruccion del tejido
cartilaginoso por lisis de la matriz, al acelerar la degradacion de los proteoglicanos y
disminuir los mecanismos de regeneracién, inhibiendo la proliferacion de los condrocitos y

0218 No se ha

la sintesis de los proteoglicanos por medio de enzimas proteoliticas
podido demostrar su capacidad para producir una degradacion del colageno tipo 1l “in vitro’
@) nero se ha comprobado que la IL-1p estimula la sintesis de TGF-B 3 y reduce la de
TGF-§ 1 y TGF-§ 2 19D En cierta medida es un mecanismo de proteccion contra el
catabolismo del tejido conectivo inducido por las citoquinas.

El TGF-B, “in vivo” puede estimular la produccion de IL-6 por los condrocitos 2

, pero
sus efectos sobre la proliferacion y el metabolismo de Jos proteoglicanos en el cartilago
articular es desconocido. Sabemos que sus niveles estdn significativamente elevados en el
liquido sinovial de pacientes con artrosis y artritis reumatoide y que el TNF-o estimula la
produccién de enzimas proteoliticas, principalmente metaloproteasas, e inhibe la sintesis de

componentes de la matriz extracelular, permitiendo la degradacién del cartilago 17, 181)

Proteasas
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Son un grupo de enzimas presentes en la matriz extracelular y cuya principal funcion es
la constante renovacién de los componentes de la matriz. Son sintetizadas por el
condrocito, tanto en condiciones normales como en patologicas, como parte del complejo
sistema para mantener la matriz del cartilago normal. Es probable que la sobreactividad de
algunas de estas enzimas sea la responsable de la degradacion del cartilago en procesos
como la artrosis y la artritis reumatoide.

Existen diferentes tipos de proteasas, las metaloproteasas (colagenasa, estromelisina y
gelatinasa), llamadas asi al necesitar del cinc, para realizar su funcion, las
metaloproteinasas, sintetizadas en forma de proenzimas y las catepsinas (B vy D) con
capacidad para degradar el agrecano. El bajo pH en el cual actuan las excluye de ser las
causantes de la degradacién de los proteoglicanos en la matriz intraterritorial.

La colagenasa puede ser activada a través de la plasmina, activada a su vez a partir del
plasmingeno por un factor activador de éste “***. La accién de la colagenasa es
altamente especifica, pues es la Gnica enzima capaz de separar en una sola zona la parte de
la molécula de triple hélice, a tres cuartas partes de distancia del extremo amino terminal de
la molécula. Una vez que ha actuado la colagenasa, la gelatinasa separa las cadenas-c. ya
desnaturalizadas.

La estromelisina puede actuar tanto sobre el colageno tipo II en el dominio no
helicoidal, como en el coldgeno tipo IX 63129 y ge cree que una de sus principales
funciones es la degradacion de la proteina central del agrecano. Sin embargo, a pesar de
romper la proteina entre los dominios G1 y G2 (como ocurte en la degradacién normal del
agrecano), los productos especificos de la rotura identificados “in vivo” e “in vitro” no
pueden atribuirse a la estromelisina.

La colagenasa, la estromelisina y la gelatinasa son sintetizadas en forma de proenzimas
y requieren la activacién fuera de 1a célula mediante modificacion enzimética. La plasmina,

-producida a partir del plasminogeno, puede activar la colagenasa. La estromelisina puede
superactivar a la colagenasa para llegar a su méxima actividad ¢*”. Los mecanismos de
activacion de la estromelisina y la progelatinasa no han sido determinados. Las enzimas
activas pueden ser inhibidas irreversiblemente por la TIMP (Inhibidor Tisular de

Metaloproteasa), secretada también por el condrocito.
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Inhibidores de las proteasas (TIMPs)

Las metaloproteinasas pueden ser desactivadas por factores sintetizados por el mismo
condrocito y que se denominan TIMPs que producen una inhibicidn irreversible de las
metaloproteasas 7,

En el cartilago articular normal, se encuentran niveles altos de inhibidores de las
proteasas, principalmente a2-macroglobuling, inhibidor del activador del plasmindgeno y
TIMPs, por lo cual se ha llegado a considerar como una probable causa de artrosis el
desequilibrio entre factores activadores e inhibidores de las proteasas.

El balance entre proteasas activadas e inhibidores activos determina la cantidad neta de
proteolisis. En el cartflago artrdsico, el contenido de inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMP-1 y TIMP2) “74%2%) inhibidores de las proteinasas dependientes

39 (1003

de serina ", e inhibidores de las proteinasas dependientes de cisteina , son reducidos,

en comparacion al contenido de proteinasa, favoreciendo ¢l aumento de la proteolisis.

Similarmente, en la zona hipertrofica del cartilago de crecimiento hay un incremento en la

@4 pérdida neta del colageno tipo 11  resultando un incremento en la

(12,40

degradaciéon
produccion de la procolagenasa, prostromelisina y progelatinasa al conjunto, con una
reduccion en las TIMP %2 o cual favorece ¢l aumento de la proteolisis “**P. De este
modo, el aumento de la degradacion en el cartilago de crecimiento y en el cartilago
artrosico es el resultado de un desequilibrio en la actividad de los inhibidores de las
proteinasas. Sin embargo, no hay resultados que indiquen que uno de estos inhibidores
pueda detener de manera natural la degradacion de la matriz cartilaginosa.

Factores de crecimiento en el cartilago articular

En los dltimos afios han cobrado interés los estudios que definen la respuesta
bioquimica del cartilago a los factores de crecimiento y se ha comprobado que estos
agentes pueden jugar un papel importante en la regulacién de los procesos de sintesis del
cartilago normal e incluso en el desarrollo de los procesos degenerativos. El mecanismo de
accion de estos factores sobre el condrocito no est4 completamente definido, pero al parecer
estan relacionados, principalmente, con la interaccion de los receptores de superficie de las

células diana. La mayor parte de los factores de crecimiento se unen a receptores
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especificos, y la respuesta estd directamente relacionada con la concentracion del factor de
crecimiento y con el nimero de receptores de la célula.

Los principales factores de crecimiento relacionados con la biologia del cartilago
articular son:

- Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF).

- Factor de crecimiento derivado de los fibroblastos:acido (FGFa) y basico (FGFb),

- Factor de crecimiento insulinoide (IGF-I).

- Factor beta de transformacion del crecimiento (TGF-p).

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF).

Constituye un elemento importante del crecimiento de las células del tejido conjuntivo.
Es una glicoproteina de 30 kD formada por un dimero de cadenas polipeptidicas A v B
unidas por puentes disulfuro. Se han identificado varias isoformas con diferentes
actividades que poseen un efecto mitogénico sobre los condrocitos, aunque se desconoce el
mecanismo de accion. Este factor no parece tener actividad en las articulaciones normales.
Pueden tener una funcién en el proceso de cicatrizacién de los procesos degenerativos y
lesiones lacerantes.

El PDGF es liberado conjuntamente con la IL-1 durante los procesos inflamatorios y
realizan complejas interacciones entre si, potenciando los efectos de las IL-1a e IL-1§
sobre las metaloproteasas 177,

Factores de crecimiento derivados de los fibroblastos (FGFa y FGFb).

Al igual que muchos otros factores, deriva de miltiples fuentes. Anteriormente, el
peéptido sintetizado en la hipéfisis se llamd factor de crecimiento del cartilago, v el
sintetizado en el cartilago se denominé factor de crecimiento derivado del cartilago, ambos
corresponden al FGFb, que actiia sobre el tejido conectivo como un potente mitégeno,
estimulando la produccién de ADN en condrocitos articulares maduros en cultivo. También
contribuye a la formacién de la matriz aunque es menos activo y precisa unirse a otras
sustancias, como la insulina.

Por otro lado, el FGFa tiene actividadad sobre la diferenciacion celular, de células
mesenquinales a condrocitos, actia como mitdgeno de condrocitos y osteoblastos e

mterviene en la sintesis proteica aumentandola en la condrogénesis inicial aunque después
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parece retrasar la formacion de pro-coldgeno I, proteoglicanos y la hipertrofia de los
condrocitos. ,

Factor de crecimiento insulinoide (IGF-I).

Los factores de crecimiento mas estudiados, la insulina, el IGE-I y el 1GF-11,
probablemente sean tres péptidos homdlogos, los cuales se unen con diferente afinidad a
tres receptores celulares distintos. El IGF-I y el IGF-II son estructuralmente anélogos a la
proinsulina con la que comparten un 68 % de su estructura. El IGF-1, anteriormente
conocido como somatomedina-C, estimula el ADN vy la sintesis de colageno en el cartilago
de crecimiento, en el cartilago inmaduro y, también, en el cartilago articular maduro. Se
desconoce si es sintetizado localmente o en el higado, y es mas efectivo cuando se
administra conjuntamente con otros factores, exceptuando a la insulina.

Los condrocitos del cartilago articular expresan receptores para  IGF-I
fundamentalmente en las zonas media y profunda “7”. Los IGF, especialmente el 1GF-I,
estimulan las sintesis de proteoglicanos, colageno II ¢ integrinas, a la vez que inhiben la
destruccion de la matriz extracelular, tanto durante el desarrollo como en la vida adulta y
favorecen la adhesidn de los condrocitos, a la fibronectina y al colageno I (150

Factor beta de transformacién del crecimiento (TGF-).

Es una proteina de 25 kD con dos polipéptidos idénticos unidos por puentes disulfuro.
No comparte su receptor con otras formas y existen, por lo menos, cinco isoformas.
Estimula la sintesis del ADN por el FGFb, el factor de crecimiento epidémico y el IGF-1.
Esta demostrado que el TGF-B es sintetizado por los mismos condrocitos y parece que
también estimula la sintesis de proteoglicanos, al mismo tiempo que inhibe la sintesis de
coldgeno tipo 11. Ademas, ayuda a la formacion de la TIMP y del inhibidor-1 del activador
del plasminégeno, dos sustancias que pueden prevenir el efecto de degradacion de la

estromelisina y la plasmina.

Criopreservacion
El empleo de injertos cartilaginosos en la cirugia ortopédica es comun, por lo que se ha
requerido el perfeccionamiento de los procedimientos de almacenamiento para evitar el

deterioro del tejido donado, y tener disponibilidad en el momento adecuado.
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Pruden, 1881, "*® sumergié el cartilago en alcohol 95°. En 1938, Peer 361N 16t6 que
la absorcidn de cartilago septal y costal humano, en alcohol, se produjo dos afios después
de su implante, mientras que los autoinjertos frescos tenian una apariencia normal hasta seis
afios después. En 1940, Brown ) concluyd que los aloinjertos cartilaginosos preservados
fueron inferiores a los autoinjertos frescos trasplantados.

En 1956, Curran y Gibson “” demostraron que el cartilago articular almacenado a 4 °C

G usé glicerol en un intento de

era capaz de sobrevivir cuarenta dias. En 1957, Gibson
proteger el tejido contra la congelacion, pero no consiguié una penetracién adecuada y no
se observé efecto crioprotector. En 1965, Smith 7 obtuvo buenos resultados al preservar
células de cartilago aisladas a -79° C, con dimetilsulfoxido (DMSQ) y O'Connor y Price en
1938, “*” demostraron que el cartilago preservado en solucion salina y con mertiolate no se
reabsorbid cinco afios después del trasplante.

Los autoinjertos han conseguido buenos resultados a corto plazo CH%1210 iy
embargo, plantean problemas como la disponibilidad, debido a la dificultad de coordinar la
extraccion con el implante y se precisa dafiar una zona para reparar otra. Para remediar este
inconveniente se han almacenado largos periodos de tiempo en los bancos de hueso y de
tejidos, que aseguran la disponibilidad de tejido donante, realizando pruebas serologicas
que eviten la transmision de enfermedades infecciosas y permitan adecuar las piezas a las
caracteristicas especificas de la lesion "%,

l.a posibilidad de conservar en buen estado los injertos es posible gracias a la
criopreservacion, “conservar o mantener la integridad del tejido mediante el frio”, hace
indefinido el tiempo de almacenamiento al detener el tiempo bioldgico. Sin embargo,
conlleva un riesgo implicito a la viabilidad del tejido u odrgano. La criopreservacion del
tejido cartilaginoso no representa un método sencillo ni asegura la integridad de dicho
tejido pues el proceso puede dafiar las células, la matriz extracelular 0 ambas, produciendo
cristales por la presion osmotica, el choque térmico, la nucleacidn intracelular de los
cristales de hielo, la toxicidad a los criopreservadores o la rotura de la matriz, etc %,

Existen varias teorias para explicar el dafio crioinducido en la célula. La mas aceptable
es que la lesion por frio ocurre cuando se congela el agua intra y extracelular M'*") Con la

formacion de hielo extracelular durante el proceso de congelacion, los solutos se
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concentran fuera de la célula y producen un desequilibrio osmotico con el agua intracelular
que provoca que €sta salga de la célula.

Con la pérdida de agua, aumenta la concentracion de solutos intracelulares que contraen
o encogen a la célula, lo cual dafia las membranas y las moléculas intracelulares ', La
lesién también puede producirse cuando el agua es retenida dentro de la célula y forma
hielo, aunque el mecanismo exacto de este tipo de dafio no esta completamente claro 7%,
Por todo esto, la condicion de criopreservaciéon debe conseguir un equilibrio del liquido
intra y extracelular, con una minima formacién de hielo intracelular.

Los esfuerzos para conseguir un método eficaz para preservar tejido de donante en
condiciones de viabilidad y funcionalidad, son debidos al deseo de 1) proveer una seleccion
de material bioldgico que pueda ser usado como injerto, y que sea disefilado a voluntad del
cirujano para que concuerde, en tamafio y forma, con el nicho receptor; 2) eliminar el
tiempo impuesto al trasplante de un injerto fresco que en el caso de los aloinjertos, es el
tiempo entre la muerte del donante y su colocacion en el nicho receptor. Frente a los
autoinjertos, el aloinjerto criopreservado evita el tiempo de la toma del injerto y la
morbilidad del sitio donante; 3) la reduccidn por el almacenamiento de la antigenicidad del
material del injerto, y 4) el tejido debe permanecer congelado hasta el momento de la
cirugia, lo cual requiere facilidades para su almacenamiento y transporte.

L.os estudios sobre criopreservacion de la estructura y funcion de diversos tejidos y

GOELED - pero los protocolos de

6rganos se ha individualizado y perfeccionado
criopreservacion del cartilago articular se encuentran en una etapa experimental,

Los avances en la cirugia ortopédica han hecho posible el uso de injertos frescos e
injertos congelados de cartilago articular en la reparacion o en el tratamiento de las
enfermedades degenerativas articulares. Sin embargo, la degeneracién del cartilago
articular injertado, continta siendo un problema a largo plazo. Por esta razén consideramos
que ¢l desarrollo de un método de criopreservacion efectivo es un requisito esencial en el
éxito de los trasplantes osteocondrales, el cual se verd reflejado directamente en la
capacidad de mantener una viabilidad celular aceptable que permita el adecuado

metabolismo del cartilago y la sintesis de los componentes de la matriz, sobreviviendo a la

degeneracidn para realizar las funciones de soporte y transmisidn de cargas.
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En los protocolos modernos de criopreservacién los agentes crioprotectores tienen una
funcién importante. Desde los inicios de la criopreservacion, sustancias tan sencillas como
el alcohol, el mertiolate vy el suero salino han sido usadas como crioprotectores,
investigaciones ulteriores han introducido otro tipo de sustancias como la
polivinilpirrolidona (PVP), los dextranos, el glicerol y el DMSO o,

El mantenimiento de la viabilidad condrocitica representa el principal condicionante

6,70,123) v Ia

para asegurar las propiedades mecanicas del cartilago articular a largo plazo
mayoria de los estudios demuestran que la viabilidad maxima se consigue con el empleo de
protocolos de ritmo y temperatura controfados y con el uso de agentes crioprotectores
(107.183)

Sin embargo, también es conocido el efecto citotdxico de los agentes criopreservadores

(136 E1 DMSO es considerado téxico en base a sus efectos sobre las membranas y las

enzimas intratracelulares “°*'*®: ¢l glicerol, por su parte, a altas concentraciones puede
tener efectos letales sobre los potenciales eléctricos intracelulares “, por esta razon se debe
tomar en cuenta la concentracion idonea y el tiempo de exposicion o,

Por lo tanto, el uso de la congelacion como método de conservacion presenta tambien
desventajas entre las que se encuentra el hecho de que éste es un factor que influye
directamente en la supervivencia celular, a menos que se utilice alguna sustancia
crioprotectora, la cual por si misma representa un factor que puede ser benéfico pero
también perjudicial “*,

Los virus y bacterias pueden sobrevivir a la congelacion. Se ha publicado la transmision
del virus de la inmunodeficiencia humana adquirida a través de un aloinjerto de tendon

patelar (%7

. Sin embargo, las pruebas serologicas que se realizan y el ser donantes
multiorganicos permiten el uso fiable de los aloinjertos ya que reducen al minimo la
posibilidad de transmisidn de enfermedades infecciosas a través de los aloinjertos.

La criopreservacion del cartflago se ve influenciado por multiples variables y su analisis
se ve dificultado por las caracteristicas propias del cartilago como:

- Poblacion celular escasa

- Matriz extracelular con elevado contenido acuoso

- Contenido de macromoléculas estructurales
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No obstante se trabaja de manera expetimental para encontrar el protocolo mas
adecuado que garantice la condroproteccion y asi, asegurar la viabilidad de los aloinjertos
cartilaginosos.

Las lesiones de cartilago articular

La localizacién, el tamafio y la etiologia de la lesidn son factores importantes para
determinar el tratamiento a seguir. Las lesiones articulares se pueden dividir en focales,
cuando se Hmitan a una zona concreta de la superficie articular, o totales, cuando
comprenden toda la superficie articular. Ademas, puede afectar unicamente al cartilago,
lesiones condrales o, més frecuentemente, al cartilago y al hueso subyacente, lesiones
osteocondrales,

El condilo femoral medial es el lugar de localizacion més frecuente de las lesiones

%y la etiologia se relaciona con factores tan variados

focales, explicado por su morfologia
como los traumatismos agudos, lesiones focales degenerativas, microtraumatismos
repetitivos, isquemia, inflamacion, tensiones acumulativas, alteracion del eje de alineacion
de las extremidades inferiores, obesidad, actividades propias del paciente, la edad, factores
hereditarios y enfermedades metabolicas como la diabetes. A pesar de las multiples
hipbtesis relacionadas con su etiopatogenia, no se conoce bien la historia natural y la
progresién de las lesiones articulares por lo cual muchos investigadores asumen que las
lesiones cartilaginosas focales no reparadas progresan hacia la artrosis 6h),

Clasificacion de defectos articulares

Antes de intentar reparar la lesion, se debe valorar la extensién de la misma, lo cual es
posible, con las técnicas artroscopicas.

La clasificacién de Outerbridge, 1961, ¢** desarroliada inicialmente para la valoracion
de condromalacia patelar, puede ser util para cualquier otro tipo de lesion ya que describe
su forma y su extension. (Tabla 1) (Fig. 6).

Otro sistema de clasificacion es el de Bauer y Jackson ', 1itil para describir la lesion
cartilaginosa inicial y su causa potencial, los grados del I al IV se relacionan con

traumatismos recientes, y los grados V y VI se correspondes con lesiones antiguas que

pueden haber progresado desde grados més leves (Tabla 2).
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Figura 6. Fases de degradacion del cartilago articular, 1. Grado I, 2. Grado II, 3. Grado
111, 4. Grado IV.

El principal objetivo de cualquier sistema de clasificacion no solo es el de unificar
criterios de manera tal que se pueda hablar un mismo lenguaje al referirse a una lesién sino
que cualquier sistema de clasificacion debe ademas de definir la lesion, plantear una
orientacion terapedtica, dar su prondstico y prever las posibles complicaciones que se
puedan presentar durante la aplicacion del tratamiento. Las técnicas de imagen deben

aportar una definicion mas exacta de la situacion y evolucién de estas lesiones. Por ello,
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ademds de la artroscopia, los resultados de la radiologia convencional, la TAC vy, sobre
todo, la Resonancia Magnética debe ser incluidas en los baremos.

También es interesante conocer las valoraciones histoldgicas experimentales de las
lesiones y hallazgos del cartilago articular para conocer, medir y valorar la situacidn
microscopica del cartilago. La mas sencilla y utilizada es la escala de Mankin, 1973, ¢7
(Tabla 3), si bien hay otras que tienen interés como es la de O’Driscoll, 1986, 2 (Tabla 4)
usada en la evaluacion de la integracion de los injertos cartilaginosos.

Tabla 1
Clasificacion de Outerbridge
Grado 0 Superficie articular normal
Grado I Reblandecimiento v edema de superficie articular
Grado 11 Fibrilacidn parcial de superficie articular (< 1,5 cm)
Grado 11l Fisuras que llegan a hueso subcondral sin exponerlo (> 1,5 cm)

Grado 1V Exposicion de hueso subcondral

Tabla 2

Clasificacion de Bauer y Jackson

Grado 1 Linea de fractura en la superficie articular
Grado I Fractura estrellada de la superficie articular
Grado 111 Fractura con lesion pediculada

Grado IV Créter

Grado V Fibrilacion del cartilago

Grado VI Degradacion del cartilago
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Tabla 3

Baremo de Mankin para cuantificar el dafio a la superficie articular

Estructura Puntuacién
Normal 0
Superficie irregular 1
Pannus 2
Fisuras hasta zona de transicion 3
Fisuras hasta zona radial 4
Fisuras hasta zona calcificada 5

Desorganizacién completa

(estructura cadtica, clones, actividad osteocldstica) 6
Células

Normal 0
Hipercelulariad difusa

(incluyendo pequefios clones superficiales) 1
Clones 2
Hipocelularidad 3
Tincion de la matriz (Safranina-Q)

Normal 0
Ligera reduccion 1
Moderada reduccion 2
Reduccion severa 3
Ausente 4

Integridad de la “tidemark”
Intacta 0
Cruzada por vasos sanguineos 1
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Tabla 4

Baremo de O’Driscoll para analizar el dafio articular

Naturaleza del tejido predominante
Cartilago Hialino
Cartilago poco diferenciado
Tejido Fibroso o Hueso

Exclusivamente tejido cartilaginoso

Regularidad de la superficie articular
Lisa e intacta
Fisuras menores y Fibrilaciones
Desorganizacion completa
Integridad estructural
Normal
Ligera desorganizacién
Desintegracion severa
Uniodn al cartilago adyacente
Completa
Parcial
Ninguna
Nivel de tejido neoformado
A nivel
Elevado

Deprimido
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HIPOTESIS y OBJETIVOS



El cartilago articular es un tejido con un poder de regeneracion muy pobre por lo cual
las lesiones sufridas en zonas de carga tienden a ser sustituidas por un tejido
fibrocartilaginoso. Sustituir una zona de carga, en una articulacidn dafiada, por un aloinjerto
osteocondral criopreservado y conseguir una viabilidad e integracion de Ia porcion
cartilaginosa constituye una alternativa terapéutica que permitiria sustituir un cartilago por
otro de las mismas caracteristicas y de facit disponibilidad.

Para comprobar esta hipotesis hemos planteado desarrollar un modelo de trasplante de
cilindros osteocondrales, con los cuales se estudia:

a. la respuesta a la criopreservacidn de aloinjetos osteocondrales, en nitrogeno liguido a
-186°C con el uso de una sustancia criopreservadora (DMSO).

b. el comportamiento histologico del cartilago articular en diferentes condiciones de

crioproteccidn.



MATERIAL y METODOS



Modelo experimental

Como modelo experimental utilizamos el cordero (Ovis aries), de 4-6 meses de edad, vy
con un peso comprendido entre los 25 - 30 Kg. Se utilizaron 36 animales como receptores,
divididos en 6 grupos de 6 corderos cada uno, teniendo en cuenta las condiciones a las que
se sometia el injerto. El proyecto fue aprobado por el Comité de Experimentacion Animal
de la Universidad de Navarra,
Grupos de Estudio
Grupo 1. cilindros conservados a -186 °C
Grupo II: cilindros conservados a —186 °C, con DMSO al 10 % durante todo el
almacenamiento

Grupo HI: cilindros conservados a -186 °C, con DMSO al 10 %, durante 90 min.

Obtencién y proceso de los injertos (Figura 7)

Los injertos fueron obtenidos de corderos de las mismas caracteristicas que el receptor,
marcados previamente con rojo de alizerina, para identificar el injerto 6seo en el cordero
receptor,

Extraccion de los injertos

La extraccién de los injertos se realizo en quiréfano en condiciones de esterilidad. Con
una incision pararrotuliana medial, en ambas rodillas, se disecé la capsula articular y se
realizé la artrotomia sobre el alerén medial y la membrana sinovial. Posteriormente, se
desplazé lateralmente el mecanismo extensor e hiperflexionando la rodilla se expuso la
zona condilea de carga.

Con una trefina de 8 mm de didmetro se extrajeron dos cilindros osteocondrales de 1,5
e de profundidad, colocados en recipientes estériles de 2 ml, especiales para congelacidén
(Costar®),

Los corderos donantes fueron sacrificados mediante la administracion de Pentobarbital
sodico 1,5 mg/Kg y 5 meq de cloruro potasico (KCI) por via endovenosa.

Los injertos permanecieron en criopreservacion durante, al menos, 4 semanas.



Figura 7. Método experimental
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Fase quirargica

Preoperatorio

Los animales fueron trasladados al animalario una semana antes de la intervencion y el
dia previo a la intervencion fueron esquilados y lavados con solucion antiséptica de
povidona yodada. Posteriormente fueron trasladados a un habitdculo aislado donde
permanecieron en ayuno absoluto.

En el quirdfano experimental se realizd el rasurado de la extremidad posterior
izquierda.

Material quirdrgico

En todos los procedimientos se empled el instrumental y material quirdrgico
convencional utilizado en cirugia ortopédica y, ademas, una broca de 7,5 mm de diametro.

Anestesia

Se emple6 anestesia general con intubacion endotraqueal. Para la administracidn de la
medicacion anestésica se canalizé la vena cefilica del miembro superior derecho del animal
con un Abbocat, n° 20, que se conectd a un sistema de goteo por el que se administrd
fluidoterapia de mantenimiento con suero glucosado al 5 %.

La induccion anestésica se consiguié mediante la administracion intravenosa de:

Tiobarbital (1-2 mg/Kg peso)

Atropina (0,5 mg/Kg peso)

Ketamina (5 mg/Kg peso)

Fentanest (0,005 mg/Kg peso)

El mantenimiento se llevé acabo mediante ventilacién mecénica y respiracion asistida,
halotane, al 1 %, con oxigeno, al 40 %, y Fentanest®, cada 30 min.

Con esta medicacién se consiguio una depresion del estado de consciencia y un efecto
analgésico suficiente para realizar el procedimiento. El cordero desperté de manera
espontanea en la misma sala de quiréfano.

Técnica quirtrgica (Figura 8)

Una vez anestesiado el cordero fue colocado, en posicion de decibito supino, sobre la

mesa quirGrgica. Sobre la zona a intervenir se realizd asepsia con solucién alcohdlica
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yodada y se colocaron campos y sdbanas estériles, dejando totalmente aislada la
extremidad.

Se realizé una incisién cutdnea pararrotuliana medial en la zona condilea femoral de la
pata posterior izquierda, de aproximadamente 5-8 cm. Se disecd hasta alcanzar la cépsula
articular, se procedié a realizar artrotomia sobre el alerén medial y la membrana sinovial; el
mecanisto extensor se desplazd externamente y flexionando la rodilla se expuso la zona
condilea de carga. Con una broca de 7,5 mm de didmetro se realiz6 el nicho receptor en la
zona de carga del condilo femoral, con una profundidad de 1,5 cm. Se tomé el injerto,
previamente sumergido en solucion salina, a temperatura ambiente, para descongelarlo, v se
coloco en el nicho receptor con un impactador de silicona quedando a presion y procurando
que la porcion cartilaginosa del injerto contactase con el cartilago receptor.

Se redujo el mecanismo extensor y se realizé un cierre por planos, suturando la capsula
articular v el tejido celular subcutdneo con puntos simples de Vieryl 3-0 (ETHICON®
Johnson & Johnson S.A.), y la piel con seda 2-0 (Lorca Marin®),

Postoperatorio inmediato

Al finalizar el procedimiento los corderos permanecieron en el quirdfano hasta
despertar. Se les administré Finadyne®:Flunixin meglumine (50 mg/ml), IM, dos dosis de
1-2 ml/50 Kg, al terminar la intervencion y doce horas mas tarde. Cuando el animal intentd
incorporarse se le trasladé a su jaula en el animalario.

Postoperatorio tardio

No se restringié el apoyo de la pata intervenida y los animales dispusieron de comida y
agua “ad libitum”, desde el primer dia después de la intervencion.

Durante los siguientes cinco dias a la cirugla se les administrd
Polipen®:Bencilpenicilina procaina (20 MUI), IM, Dihidroestreptomicina 25 gr/100 ml a

dosis de 1 ml/10 Kg, IM, y se realizé la limpieza diaria de la herida, hasta su cicatrizacion,

con solucion antiséptica de povidona yodada al 10 % y Veterin Fenicol®,
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Figura 8. a) preparacion del lecho receptor cilindrico. b).
perforacién. ¢). injerto cilindrico. d, e). colocacién del injerto



Sacrificio

El sacrificio se realizd 5 meses después de la cirugia, en la sala de necropsias, mediante
la administracion de Pentobarbital sddico (1,5 mg/Kg peso) y 5 meq de cloruro potasico
(KCD, 1V.

Se extrajo la rodilla articulada y se realizd limpieza de partes blandas remanentes. Antes
de realizar la artrotomfa al espécimen “post mortem” se procedié a inyectar 10 ml de
solucidn salina estéril. Posteriormente se extrajo el liquido sinovial, se colocd en un
recipiente de 20 ml estéril (SARSTEDT®) y se mantuvo en congelacion, a -80°C, hasta su
posterior estudio,

Estudios realizados

Para la valoracion de los resultados se efectuaron los siguientes estudios:

Estudio radiologico

Después de desarticular la rodilla y una vez liberada de las partes blandas, se realizd un
estudio radioldgico “post-mortem” con radiografias de contacto de la parte distal del f&mur
(Faxitron 43855A, Mc Minnville, Oregon), con una exposicion de 35 segundos y un voltaje
de 35 Kv.

El condilo femoral medial fue dividido y se realizd un corte con una sierra de diamante
(Exakt®) incluyendo el injerto para su estudio histologico, inmunohistoquimico y marcaje
de fluorocromos en metacrilato.

Estudio histolégico

La fijacion de las piezas se efectud en formol, al 10 %, tamponado con fosfatos, durante
24 horas. Una vez fijadas, las piezas fueron decalcificadas en una solucién de
Polivinilpirrolidona (P.V.P), al 7,5 %, y E.D.T.A, al 10 %, en Tris Buffer, 0,1 M y pH 6,95,
durante al menos 2 meses y a 4°C.,

l.a deshidratacién de las piezas se realizd mediante alcoholes de gradacién creciente (70
%, 80 %, 96 % y 100 %), cambiando dichos alcoholes cada 12 horas manteniéndose en
agitacion constante. Posteriormente se introdujeron en xileno durante 4 horas y se
incluyeron en parafina a una temperatura de 60 °C. Finalmente, se realizaron cortes de 4
um de grosor en un microtomo convencional (Microm®. Modelo HM 340-E, Alemania) y

se tifieron con Tricrémico de Masson y Safranina-O.



Se valord el grado de integridad de la porcion cartilaginosa del injerto, y las
caracteristicas histolégicas de la misma, teniendo en cuenta las condiciones de la matriz
extracelular, la viabilidad celular, la presencia de tejido fibroso, la distribucién del mismo y
el grado de integracion de la porcidn 6sea del injerto.

Inmunohistoquimica

Con el objeto de identificar los antigenos relacionados con el cartilago normal y el
degenerado, se realizé el estudio immunohistoquimico, para detectar colageno II, colageno
X, proteina S-100, Factor de crecimiento de fibroblastos acidos (FGFa), Factor de
crecimiento de fibroblastos bésicos (FGFb), las proteasas MMP-1, MMP-2, MMP-3, y el
inhibidor TIMP-1, usando anticuerpos especifico para cada uno de ellos.

Tras desparafinar las muestras, mediante su introduccion en la estufa a 60 °C, durante
15 min., y posterior tratamiento con xilol, durante otros 15 min., se colocaron en alcohol
absoluto y se procedio a bloquear la peroxidasa enddgena mediante peroxido de hidrogeno
(H20,), 3 %, en alcohol metilico, durante 30 min. a temperatura ambiente y en total
oscuridad. Después, se realizo la hidratacién de las piezas mediante alcoholes de gradacion
decreciente, hasta llegar a agua desionizada. Finalmente las secciones se lavaron con
tampon TBS (tris-HC1 0,65 M; NaCl 0,5 M; pH 7,36).

Los anticuerpos que lo requirieron fueron introducidos en una solucion de tripsina
(tripsinizacién) para facilitar la exposicién de los epitopes del antigenc (tripsina 0,1%
Merck® 40 U/mg, CaCl 0,1 % en TBS, a 37 °C). Posteriormente se realizé un lavado en
TBS, v se bloqued la tincién inespecifica de fondo mediante la incubacién con suero
normal no inmune, al 5 %, en TBS (suero normal de conejo o de cerdo, dependiendo de las
caracteristicas de cada anticuerpo primario y del anticuerpo secundario utilizado
posteriormente). Las secciones fueron incubadas con los anticuerpos especificos durante
una noche, a 4 °C, en camara himeda.

Al dia siguiente, tras lavar los cortes, durante 5 min., en TBS, se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente, durante 30 min., a temperatura ambiente diluido a
1:200. Tras un nuevo lavado en TBS, las secciones se incubaron con el complejo avidina-
biotina unido a peroxidasa (K0355 Dako®), durante 30 min., a temperatura ambiente y una

dilucidon 1:100.
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Se efectuaron dos lavados de 5 min. cada uno, el primero en TBS y el segundo en
tampén TB (tris-HCI 0,05 M, pH 7,36). El producto de la reaccion de la peroxidasa se
visualizd utilizando una solucién de 3,3'-Diaminobencidina tetrahidroclorada (DAB
Sigma® D-5637) 0,3 mg/ml en TB, como cromogeno y peroxido de hidrogeno, 0,005 %,
como sustrato.

Rl lavado final se efectud en TB y agua corriente, se contrastaron todas las piezas en
hematoxilina de Harris, durante 10 segundos, se deshidrataron mediante alcoholes de
gradacion creciente y finalmente se montaron en DPX.

Se realizaron controles negativos siguiendo los mismos pasos que en la técnica de
inmunohistoquimica descrita anteriormente, reemplazando el anticuerpo por TBS.

Fn la Tabla 5 se relaciona cada anticuerpo utilizado, su fuente y origen.

TFabla 5

Anticuerpos utilizados, fuente y origen

Anticuerpo Referencia Firma Origen
Anti — Coldgeno 11 2150 - 0060 Biogenesis® Congjo
Anti — Coldgeno X 234196 Calbiochem® Caongjo
Anti - FGFa F-5521 Sigma® Conejo
Anti — FGFb F-3393 Sigma® Congjo
Anti - S100 S-2644 Sigma® Conejo
Anti — MMP-1 {(Ab-1) IM351. Oncogene™ Ratém
Anti — MMP-2 (Ab-3) IMB3LL Oncogene™ Raton
Anti — MMP-3 (Ab-1) IM36L Oncogene™ Ratém
Anti — TIMP-1 (Ab-1) IM321L. Oncogene™ Raton
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Especificidad de los diferentes anticuerpos utilizados

En el siguiente apartado se describiran las caracteristicas de cada anticuerpo utilizado,
asi como su concentracion y el requerimiento o no de enzima (Tripsina).

Anti-Colageno 11

Es un anticuerpo policlonal que presenta inmunorreactividad de un 100 % con el
coldgeno tipo Il humano, 10 % con el colageno tipo | humano y 5 % con el colageno tipo
I11 humano, menos de 1 % con el colégeno tipo IV y V y menos de 0,1 % con fibronectina,
fibrindgeno, albtimina y laminina. La diucion utilizada fue 1:20 con 1 hora en tripsina.

Anti-Coldgeno X

Es un anticuerpo policlonal que presenta inmunorreactividad frente a colageno tipo X
humano, de raton y rata. Presenta reactividad cruzada con fibronectina y coldgenos tipo 11y
IX, sin embargo no presenta inmunorreactividad cruzada con los colagenos tipo I, Il y X1

La dilucion utilizada fue 1:500 con 30 min en tripsina,

Anti-Factor de crecimiento fibrobldstico dcido (FGFa)

Este anticuerpo reacciona frente a FGFa de bovino pero no presenta reaccion cruzada
frente a FGFb. La dilucion utilizada fue 1:100, sin tripsina.

Anti-Factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb)

No presenta reaccion cruzada con FGFa bovina o seroalbiimina. La dilucion utilizada
fue 1:100 sin tripsina.

Anti-proteina S-100 (S-100)

Inmunoespecifico para la proteina S-100 de inmunoelectroforesis de extracto de cerebro
bovino y S-100 purificada. En su caracterizacion técnica se advierte que no se registran
reacciones cruzadas con otros péptidos o especies animales, La dilucion utilizada fue 1:100
sin tripsina.

Anti-Metaloproteinasa tipo I (MMP-1)

La MMP-1 (colagenasa intersticial, colagenasa de tejido o colagenasa fibroblastica)
puede reconocerse en su forma latente a 57/52 kD y en su forma activa a 46/42 kD. Esta
enzima es el sustrato especifico de los colagenos tipo I, 1}, I, VII, VIII, y X y de la
gelatina. La MMP-1 se asocia con los procesos de degradacion como la artritis reumatoide,

la artrosis y la invasidn de células cancerigenas.
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Este anticuerpo no presenta reacciéon cruzada con MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 o
MMP-13 humana. Los mejores resultados en parafina se obtienen mediante presion. Sin
embargo, también se puede utilizar calor, saponificacion o tripsinizacion en lugar de

presién. La dilucion utilizada fue 1:200 con 30 min en tripsina.
| Anti-Metaloproteinasa tipo II (MMP-2)

La MMP-2 (gelatinasa A, 72 kD gelatinasa-colagenasa tipo 1V, TBE-1) puede
reconocerse en su forma latente a 72 kD y en su forma activa a 66 kD. Numerosos estudios
han relacionado la expresion de la colagenasa y la metdstasis potencial y han sugerido que
pude llegar a ser utilizada como marcador o pronostico del cancer. Este anticuerpo no
presenta reaccion cruzada con MMP-1, MMP-3, MMP-9 o MMP-13 de humanos. La
ditucidn utilizada fue 1:300 con 30 min en tripsina.

Anti-Metaloproteinasa tipo 111 (MMP-3)

La MMP-3 (estromelisina-1), es secretada a 59/57 kD y en procesos proteoliticos su
forma activa se encuentra entre 45 y 28 kD. Esta enzima degrada las proteinas de la matriz
extracelular, incluyendo los proteoglicanos del cartilago, fibronectina, colageno tipo IV y
IX y laminina. No presenta reaccion cruzada con MMP-1, MMP-3, MMP-9 o MMP-13 de
humanos. La MMP-3 se relaciona con los procesos de degradacién como la artritis
reumatoide y la invasién de células cancerigenas. La dilucion utilizada fue 1:50 con 30 min
en tripsina.

Anti-Inhibidor metaloproteinasa tipo I (TIMP-1)

La TIMP-1 humana puede ser reconocida a 28 kD y puede reaccionar con el complejo
MMP/TIMP-1. Este anticuerpo puede ser utilizado en secciones de parafina fijadas con
PLP (peryodato, lisina en paraformaldehido al 4 %) y en formaldehido al 10 %. La dilucién
utilizada fue 1:100 con 30 min en tripsina.

Analisis histomorfométrico

Las preparaciones histoldgicas tefiidas con Safranina-O fueron evaluadas con
histomorfometria. Se procedid al andlisis de imagen, previo disefio de un programa
especifico para las mediciones, analizando el 4rea total de cartilago, el porcentaje de area
tefiida con Safranina-O, la media de escala de gris {promedio de intensidad de la tincidn) y

el indice de escala de gris (cantidad total relativa de glicosaminoglicanos).
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Las secciones histologicas fueron captadas digitalmente a través de un
estercomicroscopio (modelo WILD M3Z®) con un dispositivo de video a color de alta
resolucion (Céamara de video de alta resolucion 712 x vertical 512 pixels, montada en el
estereomicroscopio).

4% que sugerfan una mejorfa en la uniformidad de la

Basandonos en otros trabajos
imagen, realizamos la conversion de la calidad de color después de una conversion a la
escala de grises.

El limite entre el &rea tefiida con Safranina-O y la no tefiida fue determinado
visualmente con el uso de la funcién de densidad de color contenida en el software. El
umbral de esta funcion permite que la imagen capturada se diferencie en la escala de grises,
con un limite superior y otro inferior.

Se midié el area de cartilago tefiida con Safranina-O y se calculd tanto el promedio de
la intensidad de la tincion como la media de la escala de grises dentro del area. El
porcentaje del 4rea tefiida fue calculada dividiendo el 4rea tefiida con Safranina-O entre el
érea de cartilago total. E! indice de escala de grises representa la cantidad total de
glicosaminoglicanos en el cartilago y fue expresado como el producto del area teftida y la
media de escala de grises de esta area.

Marcaje con flurocromos

Se inyectaron fluorocromos para estudiar la integracion de la porcién Osea al injerto,
utilizando tres marcadores distintos, administrados por via intramuscular:

Alizerina (rojo)(Sigma®) 30 mg/Kg
Calceina (verde) (Sigma®) 5 mg/Kg
Oxitetraciclina (amarillo) (Duphacycline®) 20 mg/Kg

En los corderos donantes, se inyectd alizerina una semana antes de la extraccion de los
injertos. Los marcadores utilizados en los corderos receptores fueron la calceina y la
oxitetraciclina. Se administraron 40 ml aproximadamente de calceina, dos meses después
de la cirugia, el segundo marcaje se realizd 5 meses después de la cirugia, administrando 5

ml de oxitetraciclina.
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En todos los casos fue necesario preparar una disolucion de los marcadores utilizando
agua deionizada. Tras la disolucion se procedio a estabilizar el pH, hasta alcanzar valores
comprendidos entre 7,2 - 7,4. Las soluciones se filtraron en condiciones de esterilidad.

Procedimiento

Se tallaron las piezas que previamente fueron cortadas con la sierra de diamante
(Exakt®). La longitud méxima de la pieza no superd los 3 cm y la anchura los 1,5 cm.
Posteriormente se fijaron en formol, al 10 % tamponado con fosfatos, durante 96 horas; se
deshidrataron mediante la inmersién sucesiva en alcoholes de gradacion creciente. Los
tiempos de permanencia en cada alcohol fueron de 24 horas, con un cambio a las 12 horas.

Posteriormente, se procedio a la infiltracién de las muestras en una mezcla formada al
50 % de alcoho! absoluto y Technovit 7200 VLC®, durante una semana, para incluirla
después, Unicamente, en Technovit 7200 VLC® durante tres semanas. Finalizado el plazo
se polimerizaron las piezas en un fotopolimerizador (Histolux, Exakt®).

Tras obtener cortes de 1 mm de espesor, con la sierra de diamante, se procedio6 al pulido
con papel de lija de diferentes tipos de grano, hasta conseguir un grosor entre 10 y 20 um.

Estudio del liquido sinovial

Obtencion

Se inyectaron 10 ml de suero fisiologico estéril, al 0,9 %, con un abordaje suprapatelar
medial y se realizd aspiracion del liquido inyectado. El fluido se recogié en recipientes de
20 ml estériles especiales para congelacién (SARSTEDT®), a -80° C. Para su estudio se
realizé una centrifugacion del liquido a 1000 g durante 10 min. para remover las células y
los desechos,

Determinacion de GAG por ensayo con Azul de Dimetilmetileno

El uso del azul de dimetilmetileno (ADMM) fue adaptado del método de Farndale 62,
Las muestras de liauido sinovial (500 ul) fueron colocadas en recipientes de plastico y
diluidas a 5 ml, con 50 mM, de solucion buffer fosfato (PB), a pH 7, teniendo especial
cuidado de lavar la punta de la pipeta con el fin de evitar el error por mezcla. Dichas
muestras, se alicuotaron, a 100 pl en tubos de poliestireno. Se afladid una nueva

concentracién del mismo buffer conteniendo N-acetilcisteina (concentracién final de 2
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mmoV/]) y papafna, 0,13 U, y las muestras fueron incubadas a 65 °C durante 2 horas.
Después de la digestion, la papaina fue inactivada con acido yodo-acético (concentracion
final 4 mmol/l) y la concentracién de NaCl de la digestion fue ajustada a 0,5 mol/l en un
volumen final de 250 pl.

Se affadieron 2,5 ml del reactivo ADMM (3,04 g de glicina, 2,37 g de NaCl, y 16 mg de
azul de 1,9-dimetilmetileno en un litro de agua desionizada y se ajustd el pH a 3 con acido
clohidrico). La absorbancia fue leida a 540 nm en un espectofotometro Titertek Multiskan®
Plus MKII. El ensayo de ADMM fue calibrado con condroitin sulfato C, obtenido de
cartilago de tiburdn (C-4384, Sigma ®).

Analisis estadistico

Para la comparacion entre Jog distintos grupos se utilizé el test de la t de Student, para
muestras independientes si la variable en estudio seguia una distribucion normal, y el test
de Kruskal — Wallis seguido de la U de Mann — Whitney si no la seguia.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS 9.00 para Windows
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Estadio radiolégico

A los condilos femorales, después de su extraccion y desarticulacion, se les realizd una
radiografia antero-posterior, evaluada de manera subjetiva, analizando el colapso del injerto
y el aplanamiento del condilo femoral medial. No se observaron signos de degeneracion
articular.

Grupo 1

Solo en dos casos se observaron datos radiolégicos correspondientes al colapso del
injerto v en uno de ellos se visualizo el aplanamiento del condilo femoral,

Grupo 11

Fn cuatro casos se vie el colapso del aloinjerto y en tres de ellos se aprecio el
aplanamiento del condilo femoral.

Grupo IIT

Al igual que el grupo anterior, no presentd datos radiologicos compatibles con colapso
del aloinjerto, y tampoco se observé el aplanamiento del céndilo femoral.

Anilisis del aspecto macroscépico de los aloinjertos (Figura 9)

La superficie cartilaginosa de los injertos osteocondrales no mostraron, en ningan grupo
estudiado, una integracién del cartilago trasplantado con el cartilago receptor. En todos los
casos se observé el limite entre uno y otro. Se apreciaron colapsos y adelgazamientos del
injerto y no se apreciaron diferencias entre los injertos tratados con criopresaervador y los

que no lo fueron asi como tampoco entre las diferentes temperaturas de conservacion.
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Anilisis histologico (Fig 10).(Fig 11).(Fig 12)

Grupo 1

El cartilago que rodeaba al injerto presenté signos degenerativos en los bordes de
transicién entre el receptor y el injerto, donde se observo el predominio de clones celulares,
que en una de las seis muesiras, el injerto fue sustituido por tejido conectivo fibroso,
vascularizado, con un infiltrado inflamatorio de tipo cronico.

De las cuatro muestras que conservaron la porcion cartilaginosa del injerto en algunas
permanecio un espacio entre el tejido receptor y el injerto y en otras, el cartilago se coaptod
sin dejar espacio entre ellas.

En las muestras con un espacio entre el injerto y el tejido del receptor se observo el
desarrollo de un tejido conectivo de caracteristicas de tejido fibroso laxo que proliferé y se
infiltré entre la porcién 6sea y la cartilaginosa del injerto.

La porcién cartilaginosa presento un adelgazamiento y caracteristicas de fibrocartilago,
con la sustitucion de la matriz extracelular por haces fibrosos desorganizados. Se observé la
presencia de condrocitos en su mayoria no viables.

De la misma manera que en los grupos anteriores en tres de las seis muestras se observd
un colapso de la porcion Osea que dejaba una cavidad recubierta por tejido conectivo
fibroso que, en ocasiones, presentaba escasos islotes de tejido fibrocartilaginoso acelular y
de caracteristicas no viables.

Grupo 1T

El cartilago que rodeaba al injerto presentaba signos degenerativos con clones celulares
y areas de hipocelularidad. La porcién cartilaginosa del cilindro mostrd caracteristicas de
fibrocartilago, la matriz extracelular fue sustituida por haces de colageno desorganizados,
entre los cuales se observaron condrocitos no viables. En las areas de transicion de las
muestras que presentaban un espacio entre el cartilago receptor y el donante, proliferd un
tejido conectivo fibroso vascularizado que se infiltré hacia la porcién dsed.

Cuatro de las seis muestras presentaron colapso, dejando una cavidad que en tres de

ellas fue recubierta por tejido conectivo fibroso y no presentaron restos cartilaginosos. Por
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otro parte, en una de las muestras se observéd un islote de fibrocartilago acelular entre el
tejido conectivo fibroso.

Grupo I

En la mayoria de las muestras permanecia la porcion cartilaginosa del injerto que en un
caso fue sustituida parcialmente, por tejido conectivo fibroso desarrollado desde las zonas
de transicion y que infilird al injerto. Las porciones cartilaginosas que se conservaron
presentaron caracteristicas de fibrocartilago con escasos condrocitos. El tejido conectivo
present abundantes fibroblastos y vasos sanguineos. Los remanentes de tejido

cartilaginoso del injerto, no mostraromn colapso.
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Figura 10. Diversas uniones cartilago receptor - aloinjerto. a)
Integracién completa injerto - receptor (Grupo I) (x40), b) teji-
do fibroso en la unién injerto - receptor (Grupo I) (x100). c)
unién completa cartilago - receptor (Grupo III) (x100), d)
union injerto - receptor (Grupo III) (x40).



GRUPOII

GRUPO III

Figura 11. Unién injerto-receptor (Tricrémico de
Masson). Grupo I a) x40, b) x40, ¢) x100. Grupo II d)
x40 e) x100 f) x100. Grupo III g) x100 h) x40 i) x40.



Figura 12. Uniones injerto osteocondral - cartilago receptora
(Safranina - O).a) pliegue en el injerto Grupo I (x40), b)
unién completa injerto - receptor Grupo II (x40), ¢) Grupo
11T (x40), d) Grupo III (x40)



Analisis histomorfométrico

En el analisis histomorfométrico, teniendo en cuenta la variable tiempo, se encontraron
diferencias significativas (p< 0,05) entre el porcentaje de drea tefiida con Safranina-O del
Grupo 1T con el Grupo 111, siendo este Gltimo el que presentaba menor porcentaje de area.

Por otro lado, teniendo en cuenta la variable criopreservador (con o sin DMSO), no se
encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos.

Los resultados obtenidos para area tefiida con Safranina-O, area total, porcentaje tefiido

e indice gris para cada grupo se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6
Area Safranina Area Total . . _
) 5 %Safranina O Indice Gris
(mm®) {mm")
X DS X DS X ns X DS

GRUPO 1 0,79 0,39 1,31 0,21 59,56 | 24,85 128,19 63,96

GRUPO 11 0,58 0,15 1,12 0,36 56,68 | 22,93 94,77 24,68

GRUPO 111 1,43 0,59 4,35 0,90 33,01 12,25 232,71 95,48

Inmunochistoquimica

Colageno I (Fig 13)

Grupo [

El cartilago que rodeé el injerto presenté inmunorreactividad. La porcidn cartilaginosa
del injerto no presentd inmunorreactividad o fue muy escasa rodeando algunos condrocitos
viables en los remanentes cartilaginosos.

Grupo I

En el cartilago que rodeaba el injerto se observé inmunorreactividad al igual que en el
resto del cartilago del receptor. La porcion cartilaginosa, en forma de islotes adelgazados,
mostrd una inmunorreactividad muy escasa o nula.

Grupo 111
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El cartilago que rodeaba al injerto presentd inmunorreactividad evidente, y las
porciones cartilaginosas que se conservaron del injerto también mostraron
inmunorreactividad. Las porciones cartilaginosas sustituidas por tejido conectivo fibroso no

mostraron inmunorreactividad.

Coligeno X (Figura 14)

Grupo I

La porcion cartilaginosa que rodeaba al injerto presentd escasa inmunorreactividad.

Grupo I

El cartilago alrededor del injerto present6 escasa inmunorreactividad. El cartilago del
injerto fue hipocelular o incluso acelular y no mostré inmunorreactividad.

Grupo 11

Se observo inmunorreactividad difusa en los remanentes de la porcién cartilaginosa del
injerto aunque estos fueron casi completamente acelulares.

FGFa

Grupo 1

La inmunorreactividad se localizd en el tejido conectivo fibrose laxo, en las células
fusiformes, El cartilago, en cuatro de las seis muestras, presentd caracteristicas de
fibrocartilago y escasa inmunorreactividad. El tejido conectivo en una de las muestras
sustituyé al injerto y mostrd inmunorreactividad,

Grupo 1T

En todas las muestras la porcion cartilaginosa del injerto presentd un marcada
inmunorreactividad. En las zonas de transicion se observo tejido conectivo fibroso laxo
vascularizado que presenté una evidente inmunorreactividad en células de apariencia
fibroblastica.

Grupo 11

Presentd inmunorreactividad muy evidente en el tefido conectivo fibroso que sustituyd
a la porcion cartilaginosa del injerto y en el situado entre la porcion osea y los remanentes

cartilaginosos del injerto que se conservaron.
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FGFb

Grupo I

Los injertos conservaron la porcion cartilaginosa sin mostrar inmunorreactividad.

Grupo IT

Los injertos conservaron la porcidn cartilaginosa aunque con caracteristicas de
fibrocartilago inmunorreactivo. Se observd también la presencia de tejido conectivo fibroso
laxo  vascularizado con inmunorreactividad alrededor de células fusiformes de
caracteristicas fibrobldsticas que se infiltraban desde las 4reas de transicion hasta la porcién
Osea.

Grupolll

La inmunorreactividad fue escasa en los remanentes de la porcidn cartilaginosa de
injerto y muy intensa en el tejido conectivo fibroso vascularizado que los englobaba y

sustituia en casi toda su totalidad.

S$-100 (Fig 15)

Grupo I

Se observé inmunorreactividad de los condrocitos en los restos de cartilago y en las
células fusiformes del tejido conectivo fibroso que proliferaban en las zonas de transicion,
donde también se observd inmunorreactividad en las células de apariencia condroide
localizadas en el tejido conectivo fibroso que se encontraba en contacto con las trabéculas
Oseas.

Grupo II

Los restos de cartilago presentaron células de tipo condroide inmunorreactivas, en las
zonas superficiales y en la unién con el hueso subcondral. Se observé también
inmunorreactividad en las células de caracteristicas fibrocondroide, localizadas en el tejido
conectivo fibroso de las zonas de transicion y en las células de aspecto condroide del tejido
que se encontraba en contacto con las trabéculas dseas.

Grupo 11

La mayor parte de las muestras no presentd inmunorreactividad.
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Metaloproteinasas (Figura 16)

MMP-1

Grupo 1

El tejido cartilaginoso del huésped en contacto con el injerto presentd
inmunorreactividad moderada alrededor de los condrocitos. Los remanentes cartilaginosos,
casi completamente acelulares no mostraron inmunorreactividad al igual que el tejido
conectivo fibroso.

Grupo Il

La inmunorreactividad fue escasa, tanto en el tejido cartilaginoso del huésped en
contacto con el injerto como en los remanentes cartilaginosos del injerto y en el tejido
conectivo fibroso de las areas de transicidn.

Grupolll

En ninguna de las preparaciones se apreci¢ inmunorreactividad.

MMP-2
Grupo 1

En la porcion cartilaginosa fue posible observar inmunorreactividad de manera escasa y
difusa y ésta se localiz6 en células de aspecto fibrocondroide encontradas en el tejido
conectivo fibroso que proliferé desde las zonas de unidn entre el injerto y el tejido del
huésped.

Grupo T

En la porcién cartilaginosa fue posible observar inmunorreactividad evidente
distribuida de manera difusa. En el tejido conectivo fibroso se observd inmunorreactividad
de escasa a moderada intensidad, localizada sobre los grupos de células de aspecto
fibrocondroide.

Grupo 11l

En este grupo fue posible observar inmunorreactividad evidente en los remanentes

cartilaginosos y en el tejido conectivo que prolifero desde las dreas de transicion,
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MMP-3
Grupo 1

En este grupo la inmunorreactividad fue evidente, localizada de forma difusa entre las
areas acelulares, alrededor de grupos de clones celulares y algunos condrocitos aislados de
los remanentes cartilaginosos. También se observd marcada inmunorreactividad en el tejido
conectivo fibroso, concentrandose alrededor de células de aspecto fibrocondroide.

Grupo 11

Los remanentes de cartilago presentaron inmunorreactividad evidente, distribuida de
manera difusa en toda su extension, Fue muy notoria la inmunorreactividad presentada en
el tejido conectivo fibroso, en este tejido fue posible observar nuevamente céluias de tipo
fibrocondroide.

Grupo 111

La marcada inmunorreactividad presentada por este grupo estuvo distribuida de manera
difusa dentro de los remanentes cartilaginosos y en las édreas de tejido comectivo. Se
observd especial marcaje alrededor de las clasicas células fibrocondroides caracteristicas de

este tejido fibroso.
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Figura 15. Marcaje con anticuerpo anti S-100. a) y b) inmunorreac-
tividad en bandas de células fibrocondroides, Grupo III (x40).
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TIMP-1

Grupo I

El grupo I no presenté inmunorreactividad.

Grupo 11

En la mitad de las muestras no se encontrd inmunorreactividad mientras que en la otra
mitad fue escasa y muy difusa.

Grupo 111

Se presenté inmunotreactividad difusa en toda la extension de las muestras. Tan solo en

un espécimen no se observéd inmunorreactividad.

Marcaje con Fluorocromos (Fig 17)

En general, Ia observacion de las muestras marcadas con fluorocromos de los seis
grupos mostrd el mismo patrén de distribucion de los marcajes, confirmando la adecuada
incorporacion de la porcién ésea del injerto. Se encontrd una distribucion centripeta de los
marcajes, de acuerdo a la secuencia de administracion de los mismos. En la mayor parte de
las muestras, el marcaje con alizerina, inyectada en los animales donantes, habia
desaparecido casi por completo, aunque permanecia en pequefias zonas centrales o de
Jocalizacion subcondral, siempre rodeado por marcaje verde y amarillo. La secuencia de las
marcas se mantuvo en toda la extension del cilindro, siendo el color predominante el verde,
aunque, en general la secuencia de colores permanecié distribuida de manera semejante en

todos los grupos.
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Figura 17. Integracion 6sea del aloinjerto osteocondral. a) b) y d) restos de
alizerina en el hueso trasplantado. c) y e) Corte del cilindro trasplantado en
un animal fallecido al mes de la intervencién. Se aprecian restos de alizeri-
na en el hueso subcondral (*) y falta de penetracion de la médula dsea en el
injerto.



Concentracion de glicosaminoglicanos (Liquido sinovial)

El liquido sinovial fue evaluado por medio de un estudio espectrofotométrico y los
resultados obtenidos, comparados en si mediante el test estadistico correspondiente,
mostraron que las concentraciones de glicosaminoglicanos fueron mayores en los corderos
del Grupo III. Dichos valores presentaron diferencias muy significativas (p< 0,002) con
respecto al grupo control.

En los demas grupos, aunque todos ellos presentaron concentraciones mas elevadas que

el liquido sinovial normal, no se presentaron diferencias significativas (Fig. 18).

Media
(ng/mi)

Grupo | Grupo |l Grupo lll Grupo Control

Fig. 18. Concentracion de glicosaminoglicanos en liquido sinovial
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Como animal de experimentacion se eligid el cordero (Ovis aries), de 4-6 meses de
edad y con un peso comprendido entre los 20-30 Kg, debido a su docilidad y el hecho de
que como animal de rebafio, su interaccidn con otros animales de su misma especie es
adecuada, permite que sea estabulado en un habitaculo comun y aunando a la facilidad de
su manejo. Ademas, a esta edad, el cordero presenta una madurez musculo-esquelética
apropiada y representa un buen modelo experimental dentro de la escala filogenética y su
condicion de cuadripedos brinda una mejor opcidén de carga frente a otras especies
filogenéticamente inferiores como los conejos y cobayas @HE

El cartilago de la zona distal del fémur en el cordero es de espesor inferior al humano
pero lo suficientemente grueso c¢como para ser estudiado  histoldgica e
histomorfométricamente. El hueso del cordero en la extremidad distal del fémur es una
combinacién de hueso reticular y laminar, con una vasta vascularizacién que ayuda a la
integracion de la porcion osea del injerto siendo un modelo adecuado para evaluar el
proceso reparativo de las lesiones cartilaginosas.

Patofisiologia y mecanismos reparativos del cartilago articular

El proceso reparativo del cartilago articular consiste en el reemplazo de la matriz
extracelular y las células, dafiadas o perdidas, por nuevo tejido. Los cambios
histopatolégicos del cartilago varfan de acuerdo con el tipo de lesion, Por ejemplo, si la
lesién se relaciona con un mecanismo de contacto persistente en una zona de la
articulacién, se observa, siguiendo el baremo de Outerbridge ¥, un reblandecimiento
temprano de cartilago (Grado 1); fibrilacion en el defecto articular (Grado 1I); fisuras o
grietas en la lesion (Grado 111) hasta llegar a la exposicion del hueso subcondral (Grado
V).

Si el defecto es causado por una lesion penetrante, una lesion aguda por abrasién, o un
traumatismo contuso, la reaccion del cartilago es diferente.

Como es sabido, la reparacion de las lesiones tisulares del sistema musculo-esquelético
empieza con el fendmeno de la inflamacion que fomenta un aumento del riego sanguineo
en la zona lesionada, con la migracién de células mesenquimales que proliferan, se
diferencian y organizan para, finalmente, reparar el tejido lesionado. Debido a que el

cartilago articular adulto es un tejido avascular, las lesiones en este tejide no comienzan
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con el proceso inflamatorio. El cartilago carece de esta compleja cascada de eventos, a
través de los cuales las células lesionadas ayudadas por otras células propias del proceso
inflamatorio, como las plaquetas y los mediadores quimiotacticos liberados por éstas
fomentan la migracién de células mesenquimatosas indiferenciadas que colonizaran el
codgulo de fibrina para proliferar y diferenciarse hacia el nuevo tejido.

El mecanismo de reparacion involucrado depende de si la lesion se restringe al cartilago
articular o se extiende hasta el hueso subcondral. Las laceraciones y abrasiones, causadas
por algin objeto punzante o cortante, limitadas al cartilago articular no curan
completamente, a diferencia de las que llegan hasta el hueso subcondral (©998116152) iy
respuesta a una lesion los condrocitos proliferan e incrementan la sintesis de matriz que €s
insuficiente y fallan en su intento de restaurarla, incluso si el defecto es pequefio ),

Por la baja densidad celular y la falta de capacidad de los condrocitos para migrar hacia
el defecto, la reparacion requiere un considerable esfuerzo proliferativo, en un tejido ya
comprometido por falta de tiego sanguineo. Cuando la lesion se extiende hasta el hueso
subcondral, las células de la médula 6sea y los vasos sanguineos tienen acceso al defecto
por lo que algunas lesiones se reparan aunque el resultado difiere del cartilago articular
normal @, Experimentalmente, en la mitad de las lesiones no se mantiene la integridad
del tejido mas alla de 6 meses, después de los cuales se empieza a presentar fibrilacion del
cartilago, fisuras, y cambios degenerativos. Esto se explica porque el tejido de reparacion es
un tejido cicatrizal, en el cual la macromolécula predominante de la matriz es el coldgeno
tipo 1 que no estd diseflado para oponerse a las solicitaciones a compresién, indispensable
para cumplir adecuadamente las funciones del cartilago articular.

Las células que se encargan de la reparacion no son capaces de producir las
macromoléculas caracteristicas del cartilago articular en cantidad suficiente para crear una
matriz extracelular fuerte y cohesiva y fallan al organizar las moléculas que desarrollan la
estructura normal de la matriz del cartilago.

Existen estudios que describen como el tamafio de la lesion condral influye
directamente en la reparacidén (112) Jesiones menores de 1 mm de didmetro curan con mucha

facilidad mientras que lesiones de 3 mm de didmetro son més complicadas de reparar

6179 (yiroy factor prondstico del éxito en la reparacion es cuando el defecto del cartilago
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contacta con otra superficie articular, Se ha comprobado que los defectos osteocondrales
que articulan con el cartilago de la superficie opuesta presentan una pobre curacion en
comparacién con los que no articulan 7%,

También el movimiento es usado para la rehabilitacion del defecto. La inmovilizacién
no favorece la regeneracidn del cartilago, mientras que el movimiento pasivo es beneficioso
U8I9135139)  En clinica, la utilizacién de una maquina de movimiento continuo pasivo
{(MCP), después de la cirugia, 6-8 horas al dia, junto con carga parcial y un régimen de
ejercicios isométricos, parece mejorar la curacion de defectos cartilaginosos después de
tratamientos como el debridamiento, microfracturas y perforaciones en el defecto ", Sin
embargo, hay estudios que sugieren que la resistencia del tejido de reparacion no depende
de la carga y el movimiento >*,

La reparacién de las lesiones articulares mejora cuando la lesion se extiende hacia
hueso subcondral, gracias a que la matriz 6sea contiene factores de crecimiento y
diferenciacién que estimulan la reparacién del cartilago !*°78015016%),

Las células cartilaginosas difieren en su actividad metabdlica segin la zona donde
ocurra la lesion. Las células de la zona superficial tangencial son aplanadas y tienen una

U337 mientras que las de la zona calcificada estén

minima actividad metabblica
degeneradas o muertas. La orientacidon de las fibras de colageno en las diferentes zonas
también es de interés, cerca de la superficie, las fibras de colageno son paralelas a la
superficie articular, mientras que en la zona de transicidn, se encuentran orientadas

verticalmente >

, en la zona radial se disponen perpendiculares a la superficie articular y
en la zona de transicion tienen una disposicion arciforme.

Una lesion profunda produce un combinado de células en el interior del cartilago
ademas de penetrar células de la membrana sinovial.

El tejido cartilaginoso no posee terminaciones nerviosas; el dolor asociado con las
lesiones degenerativas proviene de los tejidos cercanos, consecuencia de la tension al cual
esta sometido el hueso subcondral o el tejido sinovial, el cual frecuentemente se encuentra
inflamado, de los ligamentos y la capsula articular, que se tensan y estiran por la

inestabilidad o de los tendones y musculos, proximos a la articulacion, que suelen presentar

espasmos,



En la osteocondritis disecante, la patofisiologia es diferente. La lesion puede variar
desde una forma leve, afectando a una pequefia parte de la articulacion, a formas mas
graves, que alteran una porciéon mayor, con una necrosis extendida. En la rodilla, el
fragmento femoral es referido como a que esta disecado del hueso, de ahi el nombre de
osteocondritis disecante. Esta patologia es propia de la cara lateral del condilo medial,
aunque puede encontrarse en otras articulaciones del cuerpo. El paciente puede estar
asintomatico durante la fase avascular y aparecer un dolor leve durante la fase de
revascularizacion ¢+,

Si la diseccidén es mds completa, el fragmento y el cartilago suprayacente pueden
perderse parcialmente y cuando el fragmento se desprende, la articulacién se bloquea. La
necrosis avascular secundaria es otra forma de lesidn avascular del hueso subcondral
asociada con la anemia de células falciformes o enfermedad de Gaucher, con el
alcoholismo crénico, las altas dosis de esteroides, particularmente en pacientes con
transplante renal, y con la enfermedad de Caisson, por descompresién o enfermedad del
buzo. También hay causas de origen traumdtico como la luxacion de cadera, las fracturas
del cuello femoral o las fracturas-luxacion del astragalo.

El colapso del hueso subcondral propio de la artrosis usualmente no ocurre en los
primeros dos afios después del inicio de la lesion avascular. El inicio de la sintomatologia
esta caracterizado por el dolor progresivo de la articulacion después de una lesidn menor.
La radiologia muestra esclerosis en parches del hueso subcondral y muestra un colapso
subcondral, manifestado por el signo crescente, por debajo de la superficie articular. El
hueso avascular es eventualmente remodelado, pero se pierde la congruencia articular que
ocasiona el desarrollo de la artrosis.

Nuestro trabajo propone el uso de aloinjertos osteocondrales criopreservados como
alternativa en el tratamiento de lesiones articulares focalizadas. El objetivo es producir con
un trasplante de aloinjerto osteocondral criopreservado, superficies articulares de cartilago
hialino capaces de soportar las solicitaciones de carga corporal. Se han obtenido resultados

favorables con el uso de autoinjertos osteocondrales obtenidos en zonas de descarga ((’4’103),

{6

derivando Ia carga en el preoperatorio inmediato ©“”.Con esta técnica se ha producido de 60

% a 80 % de cartilago hialino y entre 20 % y 40 % de fibrocartilago en el lugar receptor.
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Posibilidades terapeuticas de las lesiones del cartilago
Los procedimientos propuestos actualmente pueden demorar la degeneracidn articular
pero no evitarla @7 Cuando la lesion osteocondral es pequefia, menor de 2 cm de
diametro con bordes cartilaginosos firmes, técnicas como las que estimulan a la médula
Osea con perforaciones, microfracturas o artroplastias de abrasion pueden ser de ayuda para
rellenar el defecto con un tejido fibroso, que a diferencia de la superficie convexa normal
del condilo femoral, el tejido resultante suele tener una superficie cdncava, al rellenarse el
defecto, la lesion permanece silente inicialmente.
Clasificacion de técnicas terapéuticas
1. Lavado y Abrasién
2. Estimulacidén de medula 6sea
Perforaciones
Microfracturas
3. Osteotomias
4. Injertos
Periostio / Pericondrio
Mosaicoplastia
Implante sintéticos
Injertos osteocondrales
5. Ingenieria tisular
Implantacion de condrocitos autdlogos
Factores de crecimiento
Terapia génica
6. Artroplastias
1.- Lavados y abrasion articular
Una de las técnicas de tratamiento basicas es el lavado articular para remover de la
articulacion, por via artroscOpica, los cuerpos libres, los residuos articulares y los
mediadores de la inflamacion presentes en el liquido articular. Se observa mejoria en la

sintomatologia del paciente . El lavado puede proveer un alivio temporal de la
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sintomatologia de hasta 3 afios, aunque los resultados clinicos obtenidos son insuficientes
en atletas o en pacientes activos.

La abrasion es una debridacion del defecto articular que llega a los bordes de tejido
normal de forma que el colageno expuesto se une al coagulo de fibrina. El hueso
subcondral queda expuesto y superficialmente penetrado, formando un codgulo de sangre
sobre su superficie que se diferencia posteriormente en fibrocartilago e incrementa la
cantidad de colageno tipo 11, hasta 2 afios después de la intervencion.

2.- Técnicas de estimulacion de médula osea

Engloban varios procedimientos para estimular la reparacion del cartilago, intentando
utilizar células madre, capaces de diferenciarse en hueso y cartilago bajo la influencia de
los factores biolégicos y mecanicos. Para ello se perfora el hueso subcondral hasta alcanzar
la zona vascularizada, estimulando la formacién de un codgulo de fibrina que contiene las
células madre pluripotenciales que se diferencian y remodelan, produciendo un tejido
fibrocartilaginoso.

Hay controversia en el uso de este tipo de técnicas, pues las células pluripotenciales
liberadas de la médula ésea, se diferenciardn hacia tejido de reparacién y con un estimulo
adecuado, hacia cartilago. Sin embargo, también parece que el coagulo con las células
madre pluripotenciales, se desprende de la zona de la lesion al liberar el torniquete una vez
terminada la intervencion y el liquido sinovial no permite la coagulacion de 1a sangre.

a) Perforaciones del hueso subcondral

Es una variante de las técnicas de estimulacion de médula 6sea que consiste en realizar

- perforaciones en el hueso subcondral expuesto de tal manera que origina la formacion de un
codgulo de fibrina ©“?. El cartilago y el fibrocartilago de reparacion cubre los orificios
realizados. En la literatura se han reflejado buenos resultados con el uso de esta técnica
clasica (a 62 meses, 70,8 % excelentes resultados, 15,4 % buenos y 6,9 % malos) U82) gl
efecto positivo de las perforaciones también ha sido puesto en duda por muchos autores.

b) Microfracturas

Es una técnica de estimulacion de médula Osea, semejante a la anterior. El hueso
subcondral es expuesto y se realiza una cuidadosa abrasién mientras que el cartilago

dafiado es debridado hasta llegar al cartilago sano. El hueso subcondral es fracturado con
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pequefios punzones comunicando con la médula dsea, con la consiguientente formacion de
un coagulo,

3.-Técnicas de modificacion del eje de la extremidad:osteotomias

La mala alineacién de un hueso, produce una sobrecarga que predispone a lesiones
degenerativas focales de la superficie articular por lo que la correccién quirdrgica de las
deformidades, en varo y valgo, en combinacion con las técnicas de estimulacion de médula
bsea puede ser una indicacion,

4.-Técnicas de reparacion bioldgica:tratamiento con injerto autologo

aj Injertos de periostio y pericondrio

Son técnicas utilizadas para la reparacion de la superficie articular lesionada, que tienen
como objetivo producir cartilago hialino viable. Estos tejidos contienen células
mesenquimales indiferenciadas que pueden diferenciarse a cartilago y hueso segin las
circunstancias. Estudios realizados por varios autores han demostrado que el pericondrio
colocado sobre la lesidén articular estimula la formacion de cartilago articular G8128) g
fenotipo de las células trasplantadas y el manejo postoperatorio, en zonas de baja tensidn de
oxigeno, en presencia de liquido articular y sometidos a movimientos continuos pasivos
postoperatorios, pueden provocar la diferenciacion en cartilago.

Las zonas donadoras de pericondrio son limitadas v el cartilago hialino que se produce
suele degenerar en menos de un afio mientras que los injertos de periostio producen un
tejido, morfologica y bioguimicamente, muy similar al cartilago articular normal. Los
resultados clinicos a corto plazo son alentadores, aunque su evolucion a largo plazo no
parece solucionar el problema.

b) Injertos en mosaico (Mosaicoplastia)

(©449) en Hungria, en los

Esta técnica fue desarrollada y perfeccionada por Hangody
afios 90. Los primeros trabajos experimentales se realizaron en 1991 y las primeras
intervenciones clinicas en 1992,

Es un procedimiento Unico, en el cual autoinjertos osteocondrales cilindricos son
extraidos del sitio donante y transportados a nichos preparados en el sitio receptor. Los
lugares mas comunmente usados como donantes son, en orden de preferencia, el area

patelofemoral no sometida a carga, el area medial, lateral, el borde de la troclea femoral y

7g



la periferia de la escotadura intertroclear. Los orificios cilindricos son de una profundidad y
digmetro apropiados a los injertos tomados con lo que se restaura la curvatura original de la
articulacion.

Estudios experimentales han mostrado que para obtener buenos resultados debe de ser
reparado, al menos, el 70 % del defecto y a las 10 semanas, el area injertada contiene un
60-70 % de cartilago hialino y un 30-40 % de fibrocartilago. Resultados idénticos han sido
encontrados en biopsias realizadas en pacientes hasta 5 afios después de la intervencion,
pero el hecho de que el sitio donante no sea édrea de carga condiciona un cartilago incapaz
de cumplir con las propiedades mecénicas adecuadas.

¢) Implante sintético de la superficie articular

También se ha propuesto el uso de diversos materiales sintéticos para tratar los defectos
de la superficie articular, implantes de fibra de carbono, gel de polivinil-alcohol, redes de
titanio y aluminio, etc.

Los implantes de fibra de carbono, se han utilizado en el tratamiento de las lesiones
patelares, como la condromalacia, y de los céndilos femorales, como la osteocondritis
disecante. Este método fomenta el crecimiento dentro del implante de fibrocartilago y
aumenta su durabilidad, siendo bien tolerado. Las series publicadas, experimentales y
clinicas, no presentan resultados alentadores y aunque se trata de una técnica sencilla, su
durabilidad es desconocida hasta el momento.

d) Aloinjertos osteocondrales

La extraccién, procesamiento y preservacion de injertos ¢seos son un procedimiento
actualmente bien establecido. Los injertos de cartilago son una técnica poco utilizada por la
dificultad de mantener viables los condrocitos, aunque en la actualidad se han propuesto
técnicas de congelacion que mantienen la viabilidad de las células condrales %,

Como la capa calcificada no ofrece fijacidn al hueso subcondral, se propuso el
trasplante de la unidad osteocondral y el uso de aloinjertos osteocondrales tanto frescos
como criopreservados, para la reconstruccion de los defectos articulares por traumatismos,
artrosis u otras patologias como la osteocondritis disecante. También se han utilizado
aloinjertos masivos para la sustitucion de toda una superficie articular en la cirugia tumoral

y pequefios injertos osteocondrales para el tratamiento de lesiones localizadas.
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Los injertos masivos tienen una evolucion mas favorable que cuando se utilizan en las
lesiones focales, de tal manera que hacia las 6 semanas se observa la integracion en el
hueso receptor, pero la parte cartilaginosa degenera presentando deterioro, con fisuras,
fibrilacién y fibrosis, sustituyendo cartilago hialino por fibrocartilago de propiedades
mecéanicas inferiores. Esto demuestra la dificultad de conseguir un protocolo de
conservacion adecuado que permita tener una viabilidad aceptable.

97 estudiaron el efecto del almacenamiento de injertos osteocondrales

Wayne et al.,
durante 60 dias, a 4°C, concluyendo que largos periodos de almacenamiento no son
aconsejables para mantener la viabilidad de las células del cartilago, a menos que se
modifiguen las condiciones de preservacion.

En esa misma linea, Baver y Gross ©, vieron que los injertos osteocondrales frescos no
congelados, ofrecian més esperanza de viabilidad a los condrocitos que los congelados.

Sin embargo, la dificultad de contar con injertos frescos ha obligado a buscar la forma
de mantener la arquitectura microscopica de la superficie articular durante la congelacion.
Se ha propuesto que el mecanismo inmunologico puede ser la causa de la degeneracién del
cartilago y, una vez que se exponen los antigenos celulares del donante, la respuesta
inmune es estimulada alterando el cartilago por los agentes citotdxicos o por los linfocitos,
e indirectamente por mediadores de la inflamacion, de tal manera que después de 2-3
semanas el tejido empieza a degenerar ¥, Otros autores sefialan que la respuesta inmune
tiene poca importancia por lo que no es necesario administrar ningin tipo de
inmunosupresion.

Al igual que en la utilizacién de cualquier aloinjerto, existe riesgo de transmision de
enfermedades virales. Sin embargo, con el cumplimiento de los protocolos establecidos en
los bancos de hueso este riesgo queda muy reducido, descartando infecciones, neoplasias y
enfermedades degenerativas y una muestra de sangre que incluye sifilis, hepatitis B y C,

VIH y citomegalovirus %",

Ademds, los injertos deben tomarse y almacenarse en
condiciones de estricta esterilidad.

Un aloinjerto osteocondral estd indicado en pacientes jovenes con limitacion funcional
y una lesién localizada, artrosis postraumatica, defectos osteocondrales focales como la

osteocondritis disecante, siendo de mayor utilidad cuando el defecto es tnico y focal. La
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edad avanzada y las alteraciones en las funciones cognoscitivas son consideradas
contraindicaciones relativas ya que se ha visto en las series méas grandes, que una de las
causas principales de fracasos es el temprano apoyo de la extremidad. Sin embargo, una
gran ventaja de este método, es la posibilidad de disponer en cualquier momento de un
cartilago procedente de una zona de carga, del] tamaiio necesario.

S.-Ingenieria tisular del cartilago artficular

El principal factor que distingue las técnicas de ingenieria tisular de otras, es la
inclusién de células vivas dentro del tejido implantado. Las técnicas de ingenieria tisular
actualmente usadas en la reparacién de cartilago son:

a. Trasplante de condrocitos, solos o en combinacién con algun tipo de material
biocompatible;

b. Trasplante de una poblacién celular capaz de diferenciarse hacia condrocitos, células
pluripotenciales medulares, periostio o pericondrio;

¢. Implante de materiales con otros factores de crecimiento;

d. El uso de células como plataformas para la entrega de productos genéticos que
aumenten la reparacién, o genes modificados por ingenierfa genética.

Debido a las limitaciones de los tejidos donadores ya mencionados, se han propuesto
fuentes alternativas de material biologico para la reparacion. Una de ellas es la colocacion
de condrocitos autdlogos después de ser cultivados “in vitro”, una de las primeras
biotecnologias aplicadas a la cirugia ortopédica. Los estudios originales de esta técnica
fueron realizados en conejos con un 82 % de buenos resultados ©D,

La técnica indicada por Brittberg et al., 1994, " recoge cartilago de zonas expuestas a
minima carga, en la mitad superior del condilo femoral medial de la rodilla afectada.
Después de ser digerido con colagenasa, es filtrado y resuspendido en un medio de cultivo
suplementado con suero del paciente y las células estan listas para su implantacion después
de 14-21 dias.

En el momento de la implantacion el sitio de la lesion condral es escindido hasta
observar tejido cartilaginoso de apariencia normal. El defecto es cubierto con periostio,

obtenido de la cara medial de la tibia proximal, y suturado en el borde del defecto. Los

TQ



condrocitos cultivados son inyectados debajo del parche. Se recomiendan movimientos
activos y sin carga, 2-3 dias después de la intervencion.

Se han publicado resultados muy variados segun la patologia. Sin embargo, en términos
generales los resultados fueron buenos en un de 75 % de los pacientes, estableciendo una
relacién entre la morfologia del cartilago hialino y los buenos resultados. Se han propuesto
tres teorias para explicar los mecanismos de la reparacion con el trasplante de c€lulas
cultivadas 1) los condrocitos implantados repueblan el defecto y producen una nueva matriz
de cartilago. El parche de periostio funciona como un cierre hermético, que aisla las células
y permite que se incuben, diferencien y rellenen el defecto; 2) los factores de crecimiento
son capaces de estimular los condrocitos cultivados para que se dividan; y 3) el parche de
periostio estimula los condrocitos en el cartilago adyacente, en el hueso subcondral o en el
periostio, para entrar en el defecto y reparar el mismo.

Fsta técnica incorpora varios de los procedimientos descritos anteriormente, lavado,
abrasion injerto de periostio y transplante celular.

6.- Artroplastias

Antes de tomar la decision de realizar un reemplazo articular de rodilla, debe intentarse
el tratamiento médico y pensar en tratamientos alternativos, como son la osteotomia tibial,
reducir la actividad, la marcha asistida con baston o muletas y la fisioterapia. Sin embargo,
a pesar de esto la historia naturat de Ia artrosis es generalmente desfavorable.

Si la lesién progresa hacia la degeneracion articular se debe valorar la realizacion de un
reemplazo articular cuya finalidad es eliminar el dolor y restaurar la funcion articular,

Desde su concepcidn los disefios de las protesis han evolucionado, ofreciendo hoy una
gama muy amplia de posibilidades con buenos resultados a largo plazo. La artroplastia total
de rodilla estd indicada siempre y cuando el dolor y la limitacién funcional asi lo aconsejen.

Injertos osteocondrales

Los injertos analizados fueron de predominio fibrocartilaginoso, con una vida de los
condrocitos limitada, si bien la prevalencia del tejido cartilaginoso en los diferentes grupos
fue variable, lo cual puede estar relacionado directamente con el método de

criopreservacion,
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Al igual que Lexer, 1908, ®” otros autores han reportado que la complicacion mas
frecuente es la transformacion del cartilago trasplantado en fibrocartilago, tal vez debido a
la interaccién inmunoldgica.

Se han estudiado los injertos osteocondrales masivos, sin embargo las complicaciones
relacionadas con este tipo de técnica han sido muchas, como la incongruencia de las
superficies articulares, la necrosis del cartilago hialino y la morbilidad del sitio donante ©), |

Otro punto a tomar en consideracion es la respuesta inmunoldgica. Los aloinjertos
osteocondrales son inmunogénicos >3 debido al contenido de diferentes proteinas,
elementos medulares, matriz cartilaginosa y condrocitos.

Estudios de laboratorio han comprobado que aloinjertos serolégicamente compatibles
pueden ser mejor aceptados que aquellos que no lo son “7®. Sin embargo, los aloinjertos
0seos han sido utilizados durante décadas sin necesidad de estudiar la compatibilidad
serologica y en varios estudios se habla del privilegio inmunologico del cartilago @7,
Nuestro modelo presenta la ventaja, comprobada, de que la criopreservacion disminuye la
respuesta inmunoldgica, pero sin suprimirla del todo ©* aunque la criopreservacion tiene
otro factor a considerar, la citotoxicidad de los agentes crioprotectores utilizados también
disminuye la viabilidad de los condrocitos %%,

La porcion dsea de los aloinjertos osteocondrales actia como un entarimado por el que
los osteoblastos penetran desde los bordes, los cuales con el tiempo reemplazaran el hueso
muerto del aloinjerto con hueso vivo. Durante este tiempo, el hueso se puede reblandecer y
colapsarse o sufrir fractura por fatiga en las porciones de hueso no reemplazadas 7.

Otro factor observado en las piezas de nuestros corderos fue el colapso del injerto ya
que debido a la forma hemisférica del condilo femoral, no tienen proteccion y se sobrecarga
el cartilago que lo rodea, favoreciendo asi el desarrollo de la degeneracion cartilaginosa.
Para evitarlo diversos autores recomiendan una altura minima del injerto de 1 cm @7,

A pesar de la dificultad para mantener la viabilidad de la porcidn cartilaginosa del
injerto son muchas las publicaciones sobre el uso de aloinjertos en el tratamiento de las

¢ L4 + -
s O613213% » también en lesiones osteocondrales focalizadas “*%. Un punto

lesiones tumorale
importante en nuestro trabajo es la determinacién del método criopreservador mas

adecuado para conservar la mayor porcion cartilaginosa viable. Ademas de factores propios

en



del paciente hay que cuidar la técnica de extraccion, el instrumental utilizado para elio la
técnica quirirgica para el disefio del nicho receptor asi como para su implantacion.

Técnica

El disefio del cilindro es muy importante y el injerto debe quedar nivelado con el
cartilago que lo rodea, para evitar movimientos o la formacion de una interfaz entre el
tejido dseo del donante y del receptor y evitar también asi la necesidad de cualquier tipo de
fijacion haciendo que el injerto quede insertado a presidén. La presencia de cualquier
espacio, entre las porciones Oseas, o de un espacio o desnivel entre las superficies
cartilaginosas predispone al desarrollo de tejido conectivo fibroso que engloba la porcion
cartilaginosa y en muchos casos la sustituye casi por completo, y llega hasta la porcién
Osea.

Un paciente joven con una lesidon solitaria, como la osteocondritis disecante, con un
cartilago que rodee a la lesién en buen estado y con ligamentos y meniscos intactos serfa el
candidato ideal para favorecerse de este método.

A pesar de que el cartilago articular cuenta apenas con unos milimetros de espesor
sorprende su resistencia a la compresioén, su capacidad resilente y de distribucién de cargas
evitando la concentracién de solicitaciones en el hueso subcondral. Unido a la capa
calcificada, el cartilago presenta una transicion entre el tejido dseo y el cartilaginoso que
consideramos de suma importancia i)ara el adecuado mantenimiento del aloinjerto
cartilaginoso.

Los buenos resultados obtenidos en la integracion con los injertos de hueso esponjoso
nos hace pensar que para obtener la integracion de un injerto condral éste debe estar unido
al hueso subcondral y epifisario.

El uso de los aloinjertos osteocondrales frescos ha sido apoyado con evidencias clinicas

L 2 .
(7343758 TT84124.130.090)  Qin embargo, de la misma manera que los

y experimentales
aloinjertos congelados no han demostrado su eficacia para sustituir una superficie articular
por otra de las mismas caracteristicas, en nuestra serie, la unién entre el tejido del huésped
y el injerto se observo completamente a los cinco meses, aunque una parte de las muestras
presentaron importante colapso y sustitucién por tejido conectivo. Esto se debid,

probablemente, a que no derivamos la carga de la extremidad operada y a que el



instrumental utilizado no permitié siempre que la porcion cartilaginosa del injerto quedara
nivelada con la superficie articular del huésped, quedando en ocasiones espacios entre
éstas.

En la actualidad se cuenta con una limitada informacién del metabolismo de los
condrocitos y de su funcién tisular.

Segiin Tomford et al., 1985, *” el resultado definitivo de la conservacion del cartilago
debe de ser determinado por su implantacién “in vivo™. .

Teniendo en cuenta los malos resultados de los protocolos de criopreservacion para
cartilago intacto usados actualmente, se pueden determinar los posibles factores de fracaso
y en términos generales pueden ser la falta de contacto entre las células cartilaginosas y el
agente crioprotector o la toxicidad del mismo.

Muldrew et al., 1990, 1?® atribuye la lesion crioinducida a la susceptibilidad propia del
tejido por frio y a la toxicidad del crioprotector.

Meryman et al., 1971, ¢ gugieren que los crioprotectores que penetran en la célula,
como el glicerol y el DMSO, ejercen un efecto benéfico por sus propiedades de cohesion
intramolecular. La difusién del agente crioprotector se puede definir en funcion al tiempo
de penetracion de éste a través del cartilago. Esto es considerado como un parametro
descriptivo, y no como una propiedad de alguna funcion fisiologica. El transporte de los
crioprotectores es completamente pasivo, estando determinado por los potenciales quimicos
propios del compuesto.

La difusion de los agentes crioprotectores corresponde a un movimiento microscopico
de particulas a través de un medio y estd en funcién del tiempo.

La diferencia entre las distintas sustancias se debe al coeficiente de autodifusion,
propiedad caracteristica de cada compuesto e influenciado por la temperatura. La
concentracion de los agentes influye también, aunque no de forma determinante, puesto que
se puede observar una penetracién semejante a concentraciones mayores. Un fragmento
osteocondral completo requerira mas tiempo para lograr la difusion completa.

Por esto, en dos de nuestros grupos hemos intentado mantener el aloinjerto congelado
todo el tiempo con DMSO para ver si a pesar del efecto tdxico sobre las capas superticiales

se mantenian las células en las capas profundas. Esto no ha sido asi. En el ambiente de
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congelacion, el DMSO como una molécula intracelular adicional, ejerce un efecto fisico
incrementando la concentracion de solutos intracelularmente y retiene agua dentro de la
célula, lo cual incrementa la viscosidad del liquido intracelular y retarda el movimiento de
moléculas de agua fuera de la célula, previniendo de esta manera la contraccion celular. Al
parecer, compuestos como el DMSO poseen una alta afinidad a los enlaces de hidrogeno, lo
cual favorece que el agua sea retenida dentro de la célula por un periodo de tiempo largo,
manteniendo el ambiente celular durante la congelacion ¥,

Se ha comprobado que los condrocitos mas afectados por el frio son los de la capa
intermedia “*" porque su estructura y funcién es diferente, son més lbiles al dafio por
congelacion y descongelacion, el agente crioprotector no se difunde de manera homogénea
a través del cartilago y su velocidad de penetracidn es insuficiente para atravesar
integramente su espesor.

Ante el uso de un agente crioprotector, se plantea el desconocimiento exacto del ritmo
de penetracidn en el tejido y su toxicidad en las células a proteger, ademas de la dificuitad
de obtener una temperatura uniforme de la pieza durante la congelacion. Por todo lo
anterior, la conservacion del cartilago articular intacto en la actualidad no es del todo
alentadora. Los mejores resultados en estos procedimientos reportan una vida del 50 % de
la poblacién inicial, y ain queda por demostrar si los condrocitos supervivientes son
capaces de realizar una funcidn correcta para mantener la estructura tisular, tanto por su
niimero como por su actividad metabolica especifica 7%,

El agente crioprotector usado en nuestro estudio fue el dimetilsulfoxido (DMSO o
Me,S0) muy utilizado en la literatura %7

Se ha observado una disminucion del efecto tdxico del DMSO si el tejido es expuesto
durante no mas de 90 min. a una concentracién de 10 % y una temperatura de 4 °C previo a
su congelacion, el motivo del uso de este agente crioprotector es que en la actualidad junto
con el glicerol son las sustancias mas usadas y con mejores resultados en todos los
protocolos de criopreservacion para tejido y células aisladas. Sin embargo, el glicerol tiene

mas efectos toxicos a la misma concentracién, con menor tiempo de exposicion . Como

va se ha mencionado la congelacién y la descongelacion de un tejido tiene un efecto sobre
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las células causando lesiones en las membranas, las mitocondrias, otros organelos
intracelulares y lisosomas 1199,

Son muchos los buenos resultados obtenidos con la conservacion exitosa de células
aisladas de todo tipo, sanguineas, espermatozoides y condrocitos. Estos ultimos después de
ser tratados con crioconservadores, al descongelarios son capaces de producir tejido
cartilaginoso “in vitro” ", Sin embargo, también es conocido que los protocolos usados
en la criopreservacion de células aisladas no son capaces de conseguir los mismos
resultados al intentar criopreservar piezas de cartilago intacto, lo que demuestra que la
criobiologia de un tejido aparentemente sencillo, como el cartilago, es mas complicado que
el de su célula base, el condrocito %%,

La compleja interaccidén entre las células v la matriz que las rodea hace que la
viabilidad tras la congelacion varie desde un 90 % en células aisladas ‘*” a un 30-50 % en

U6D fisto supone mas variables al plantear un protocolo de

el cartilago intacto
criopreservacion para conservar piezas de cartilago.

Consideramos que muchos aspectos de la criopreservacidn continian inexplorados
entre los cuales se encuentran:las concentraciones, temperaturas y tiempos de exposicidén
exactas para disminuir los efectos tdxicos de los crioconservadores, la temperatura ideal de
almacenaje del cartilago articular y la capacidad del cartilago para cumplir su funcidén una
vez implantado después de la congelacion.

Una opcién propuesta en la literatura y ampliamente explorada es el cultivo v
congelacion de condrocitos aislados para incrementar la supervivencia celular. Sin
embargo, la tasa de éxito en la reparacidon de los defectos articulares mediante el uso de
condrocitos aislados publicada en la literatura no excede el 40 % ©% y se trabaja para
aumentar la permanencia de los condrocitos en los defectos, mediante el uso de algin tipo
de matriz artificial como vehiculo, tal como la fibrina, el gel de coldgeno o la fibra de
carbono (71175193

En nuestro modelo y con nuestra idea, el problema es que la morfologia del cilindro no
coincide, en ocasiones, con la curvatura del condilo femoral, motivo por el cual en algunas
ocasiones entre la superficie articular del injerto y la del condilo receptor quedé un escalén.

Sin embargo, en todos los casos se consiguié que ambas superficies quedaran en contacto
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pues al ser el didgmetro del nicho igual que el del injerto permitié un encaje a presion,
evitando cualquier sistemna de fijacion para el injerto.

Evolucion y futuro

Los resultados no han sido todo lo halagiiefios que esperabamos. Hicimos seis grupos
de conservacién de aloinjertos intentando estudiar diferentes variables jugando con la
temperatura y el crioconservador. Llegados a este punto vemos que la temperatura y el tipo
de congelacion no mejoran la conservacion del cartilago y tampoco lo hace el poner un
criopreservador o no. Es mas, intentamos aunque no estd recomendado, por sus efectos
citotoxicos, mantener el DMSO durante toda la congelacion intentando mantener la
viabilidad de las cé€lulas mas profundas,

A la vista de nuestros resultados nos planteamos dos lineas de trabajo. Por un lado el
disefio de un instrumental adecuado que facilite la extraccion y colocacion de los cilindros
osteocondrales procurando dafiarlos lo menos posible y, por otro, estudiar nuevas maneras
de conservacion del cartilago, tal vez a temperaturas menos profundas y en medio de
cultivo.

También puede ser de interés cuidar el postoperatorio, aplicando descarga después de la
intervencion y, uno de los aspectos que mas nos atraen es la aplicacidén de técnicas propias
de bioingenieria o de la terapia génica que permitan introducir condrocitos cultivados en el
cartilago trasplantado o que estimulen, por medio de vectores adecuados, la actividad

celular del aloinjerto condral.
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CONCLUSIONES



Los protocolos de crioconservacién utilizados no brindan un método efectivo para
preservar adecuadamente el tejido cartilaginoso. No se han encontrado diferencias entre la
conservacion de injerto osteocondral a —80° C y a —186° C. Tampoco se han encontrado
diferencias entre utilizar criopreservadores (DMSO) y no utilizarlos. Asi mismo, la
inmersion durante un largo periodo de tiempo en DMSO no mantiene la viabilidad de los

condrocitos de las capas profundas del cartilago.

La técnica debe ser cuidadosa y delicada pues si no hay contacto entre el cartilago del

injerto y el cartilago receptor nunca se producird una unién entre ambos.
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