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1. DEFINICION Y CARACTERISTICAS DEL CARTILAGO

1.1. EL CARTILAGO Y SUS VARIEDADES

El cartilago es una variedad de tejido conjuntivo que
esta presente en numerosas localizaciones del cuerpo. Se
clasifica segun su estructura histolégica, en tres variantes en
el organismo: el cartilago elastico (CE), el fibrocartilago (FC)
y el cartilago hialino (CH). En la fase embrionaria existe una
cuarta variedad, el cartilago epiteloideo, que deriva del
mesénquima y que madurara hacia las otras tres variantes
en funcién de su topografia y su exigencia funcional*®*93281,

En los mamiferos, el CE se encuentra en el pabellon
auricular, la trompa auditiva, la pared del conducto auditivo
externo, la epiglotis o en la laringe.

El FC forma parte de los discos intervertebrales, se
localiza en ciertos cartilagos articulares, en la sinfisis
pubiana, en el ligamento redondo de la cabeza femoral y en
las zonas de insercién tendinosa de algunos huesos.

La variante hialina es la forma predominante de
cartilago y se relaciona con el sistema esquelético, donde se
sitla en las fisis de crecimiento 6seas y en las superficies
epifisarias libres de los huesos, formando parte de las
articulaciones®®. En el adulto, también se halla en los
extremos anteriores de las costillas, en los anillos traqueales
y en la laringe. Es la primera de las variantes que
encontramos en el embrion madurando a partir del cartilago

epiteloideo. El cartilago hialino constituye en estos
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momentos preferentemente, el esqueleto embrionario,
formando piezas cartilaginosas que posteriormente pasaran
a ser de cardcter 6seo. Pero incluso en estas situaciones,
esta variedad de cartilago persiste a nivel de las superficies

articulares.

1.2. EL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular (CA) se presenta como un tejido
consistente, ligeramente depresible y elastico, de superficie
notablemente lisa a simple vista. En el joven se caracteriza
por un reflejo blancoazulado, mientras que en las personas
de edad avanzada éste es blancoamarillento.

En la periferia de la articulacion, se prolonga en una
zona de transicion con la capa fibrosa de la capsula sinovial
y el periostio epifisario.

La extension de cartilago en la articulacion depende
de la amplitud de los movimientos de cada una de ellas. Asi,
articulaciones con importantes arcos de movilidad como la
gleno-humeral o la coxo-femoral, disponen de superficies
cartilaginosas amplias.

A su vez, para desempeniar la funcién de transmision
de las fuerzas de compresion hacia el hueso subcondral, el
espesor de cada uno de los cartilagos articulares es
variable, siendo mayor en las articulaciones de carga. Por
ejemplo, éste oscila entre los 0,5 mm en la cavidad

glenoidea de las falanges, hasta los 4 mm en la superficie
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articular de las mesetas tibiales. Asimismo, las
articulaciones mas congruentes disponen de un cartilago de
menor  espesor que las  articulaciones  menos
congruentes?®. Igualmente, podemos encontrar areas de
diferente grosor de cartilago en una misma articulacion. En
los condilos de las cabezas de los metacarpianos
observamos esta misma situacién; la zona mas palmar de
las mismas esta dotada de mayor espesor cartilaginoso
puesto que las cargas que soporta la articulacion son
mayores en flexion. En las cabezas de los metatarsianos, se
da la situacion contraria: al ser las cargas mayores en
extensién, encontramos mayor espesor cartilaginoso en la
zona dorsal de las mismas.

También se han demostrado pequefias diferencias
entre el espesor del cartilago masculino y del femenino,
siendo mayor el de los varones®®.

Por otra parte el CA, al igual que todas las variantes
de cartilago, es avascular, careciendo ademas de linfaticos
y nervios. Estas tres caracteristicas afadidas a la
hipocelularidad de este tejido (contiene aproximadamente
100x10° células/cm® de media en el espesor completo del
CA maduro*'), hacen que su respuesta ante las agresiones
externas o al proceso involutivo determinado por la edad

sea limitada.
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2. EMBRIOLOGIA DEL CARTILAGO ARTICULAR

El tejido cartilaginoso deriva del mesénquima, desde
células precursoras indiferenciadas se produce un proceso
de proliferacion y diferenciacion que dara lugar al cartilago
en todas sus variantes.

Asi, en las zonas del embrion donde se formara mas
adelante el cartilago, las células mesenquimales retraen
primero sus prolongaciones y se acumulan en densos
agregados llamados tejido procondral o centros de
condrificacion. A medida que las células crecen y se
diferencian hacia condroblastos, segregan a su alrededor
una matriz extracelular (MEC) metacromatica.

Progresivamente, al aumentar el material intersticial,
las células se separan unas de otras en cavidades cerradas
o lagunas, también llamadas condroceles, y poco a poco
asumen las caracteristicas citolégicas de las células
cartilaginosas maduras o condrocitos. El tejido conjuntivo
gue rodea a estos cartilagos recién formados se denomina
pericondrio y perdurard, salvo en algunas localizaciones
especificas como en la superficie del CA. En él se ubican los
vasos sanguineos que nutriran por difusion al tejido condral.

El crecimiento continuado del cartilago se realiza por
dos mecanismos diferentes:

- la divisibn mitotica de los condrocitos junto con la

secrecion de matriz nueva entre las células hijas, da lugar a
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un crecimiento del cartilago desde dentro, denominado
crecimiento intersticial o por intususcepcion. Los grupos
celulares resultantes de este proceso de divisibn se
denominan condronas 0 grupos isogénicos. Segun la
posicion espacial de sus células, las condronas reciben el
nombre de lineales, cuando forman una fila, y de coronarias
cuando tienen una organizacién esférica

- a lo largo de la vida embrionaria, las células
indiferenciadas de la capa interna o condrogénica del
pericondrio se van diferenciando constantemente a
condrocitos, segregan en torno a ellas matriz y de este
modo van afiadiendo nuevas células y matriz sobre la
superficie de la masa del cartilago: se trata del crecimiento

aposicional.

3. ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LAS DIFERENTES
VARIEDADES DE CARTILAGO

3.1. CARTILAGO ELASTICO

Macroscopicamente el CE es de color amarillo y mas
opaco Yy elastico que el CH. Sus células tienen una forma
redondeada, estan rodeadas por capsulas y se distribuyen
aisladas o en grupos isogénicos de dos a cuatro células
dispuestas linealmente. La matriz condral contiene, junto a
fibras de colageno tipo I, numerosas fibras ramificadas de

elastina que forman una red muy densa. En sus aspectos
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fundamentales, estd formado como el CH pero ademas
posee redes de fibras elasticas que rodean las condronas,

atraviesan la matriz interterritorial y establecen contacto con

fibras elasticas en el pericondrio®’® (Figura 1).

Figura 1: microscopia 6ptica de una muestra de cartilago elastico, tefiido con

orceina, en la que se observan condrocitos dispuestos en condronas lineales y
rodeados por MEC rica en elastina (aumentos originales 60x).

Si tomamos como ejemplo el cartilago del I6bulo de la
oreja, el CE se caracteriza por una transicién gradual de los
condrocitos: desde numerosos pequefios estratos de células
orientadas paralelamente a la superficie del cartilago hasta
zonas con células mas gruesas y en menor cuantia,

dispuestas perpendiculares a la superficie cartilaginosa en
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las zonas mas profundas. Las zonas periféricas de la MEC
presentan mayor cantidad de colageno que las zonas mas
centrales. La presencia de uno u otro tipo de colageno
dependera de la funcion de cada una de las zonas del CE:
la presencia de colageno tipo Il se relaciona con la rigidez

del tejido en el que asienta®®.

3.2. FIBROCARTILAGO

Sus células cartilaginosas encapsuladas estan
aisladas o en parejas y a veces alineadas en cadenas entre
los haces de fibras colagenas gruesas de tipo | que se
asocian a una pequefia proporcion de otras mas finas, de
tipo Il, y habituales en el cartilago. La sustancia fundamental
es apenas apreciable, con excepcion de la inmediata
vecindad de las células (Figura 2).

El FC tiene una estrecha relacion con el tejido
conjuntivo de las capsulas y de los ligamentos articulares.
Es una forma transicional gradual entre el cartilago y el
tejido conjuntivo denso. En este sentido, tomando el ejemplo
del menisco, existe una intima relacibn entre sus
caracteristicas, su estructura histolégica y la funcidon de
proteccion que realiza. La baja permeabilidad de su MEC es
indispensable para disipar la energia y absorber la presién
ejercida sobre el CA™®.
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Figura 2: microscopia 6ptica de una muestra de fibrocartilago tefiido con HE,

en la que se observan condrocitos dispuestos en parejas o pequefias cadenas
entre haces gruesos de colagena (aumentos originales 40x).

3.3. CARTILAGO HIALINO

Se trata de la variante mas numerosa de este tipo de
tejido. Macroscépicamente es un cartilago blanco nacarado
gue presenta caracteristicas estructurales que lo diferencian
de las otras variedades de cartilago: sus condrocitos tienden
a formar pequefios grupos isogénicos frecuentemente
coronarios, y su matriz contiene fundamentalmente
colageno tipo Il (Figura 3).

Por lo que se refiere a los condrocitos, presentan un
nacleo redondo u oval que contiene uno o varios nucleolos;

su aparato de Golgi se encuentra bien desarrollado; el
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citoplasma que lo rodea contiene mitocondrias alargadas y
también cantidades variables de glucégeno. Cuando se esta
formando MEC en el cartilago en crecimiento o
regeneracion, el citoplasma se hace mas basofilo y el
aparato de Golgi se hace extraordinariamente grande y se
acompafia de vacuolas de tamafo variable, que en
ocasiones contienen granulos o filamentos. Unas vacuolas
parecidas se encuentran también en la superficie celular,

donde parecen estar descargando su contenido en la matriz

de alrededor®’.

Figura 3: detalle a microscopia 6ptica de una muestra de cartilago hialino. Los
condrocitos se disponen formando grupos isogénicos coronarios. La matriz
capsular (a) envuelve a cada grupo isogénico; ésta a su vez queda rodeada por
la matriz interterritorial (b) (tincion HE, aumentos originales 60x).
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La MEC del CH esta constituida por una importante
cuantia de proteoglicanos (PTGs) que se asocian al
coladgeno tipo Il. Estas moléculas colagénicas fibrosas estan
constituidas por un Uunico tipo de cadena al(ll). La
organizacion molecular de la MEC es iddénea para asegurar
las funciones del CH en las articulaciones: el armazon
fibrilar de colageno determina y mantiene la forma del tejido
y resiste a las fuerzas de traccion, mientras que los
agregados de PTGs que ocupan los intersticios
proporcionan un gel viscoso hidratado que absorbe las
fuerzas de compresion.

Desde el punto de vista de su localizacion respecto a
cada grupo isogénico de condrocitos, se distinguen dos
areas en la MEC: la matriz capsular o territorial es la que
rodea a cada grupo isogénico y la matriz intercapsular o

interterritorial se localiza entre los grupos celulares.

4. ESTRUCTURA HISTOLOGICA DEL CARTILAGO
ARTICULAR

El CA es una variante especial de CH, ya que
contiene los mismos componentes celulares y matriciales,
pero con un patron estructural diferente segun su topografia.
Desde la superficie hasta el hueso subcondral se distinguen

cuatro capas: una capa superficial o tangencial, una capa de
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transicion, una capa profunda o radiada y, por ultimo, una

capa calcificada (Figuras 4 y 5).

Lttt 1

Figura 4: estructura histologica del complejo osteocondral. Cartilago articular

tapizando la superficie libre y el tejido 6seo subyacente (tincion de HE, aumentos
originales 40x).

4.1. CAPA SUPERFICIAL O TANGENCIAL
Es una capa delgada, que ocupa el 3% del espesor
del CH. Los condrocitos estan separados unos de otros, son
aplanados y ovalados y con eje mayor horizontal respecto a
la superficie libre. Solamente poseen prolongaciones
celulares en la cara inferior y profunda. Las células mas
superficiales siempre estan separadas del borde libre del
28



cartilago por una fina capa de fibras de colageno de
disposicion horizontal.

En la MEC, las fibras colagénicas son finas y unidas
en haces paralelos entre si y con respecto a la superficie,
dejando poco espacio a la sustancia interfibrilar. En un plano
paralelo a la superficie, la mayoria de estas fibras se orienta
en el sentido de los movimientos articulares predominantes.

El colageno mas abundante es el de tipo Il, aunque
también se describen “colagenos menores” como el IX o el
Xl. En la capa mas superficial, aquella de fibras mas
horizontales, algunos autores como Peyron y Stanescu?®?
han comunicado la presencia de colageno de tipo I. Los
grandes PTGs, conocidos como agrecanos, se encuentran
en escasa proporcion, apareciendo también PTGs pequefios

(decorina, biglicanos, fiboromodulina) y glucoproteinas (GPs).

4.2. CAPA DE TRANSICION O INTERMEDIA

Ocupa cerca del 5% del espesor del CH. Los
condrocitos que la forman son mas redondeados y tienen
prolongaciones celulares en todo su contorno. Aparecen
aislados y sin comunicacion visible entre si.

En la MEC las fibras colagenas son finas cerca de las
células y mas gruesas lejos de ellas. La mayoria de estas
fibras adoptan una direccion oblicua respecto a la superficie

del cartilago. Su sustancia interfibrilar es rica en PTGs.
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4.3. CAPA PROFUNDA O RADIADA

Constituye la capa de mayor espesor, significa el 90%
del CA. Sus condrocitos son voluminosos, redondeados y
sus organulos intracelulares desarrollados indican un
anabolismo activo, sobre todo en la parte superior de esta
capa.

Algunas células se agrupan en pares, sin que se
observen imagenes de mitosis. En su parte baja, ciertos
condrocitos se alinean en hileras verticales y radiadas,
disposicion que se relaciona con la participacion de esta
porcion del CA en el crecimiento del ndcleo fisario de
crecimiento 6seo. En ella, destaca la presencia de colageno
tipo 1l y de un alto contenido en PTGs.

En esta capa se describen las formaciones que
estructuran la MEC: las condronas lineales. Cada condrona
esta formada por varios condrocitos, cada uno de ellos
unido desde su superficie a un glicocalix pericelular envuelto
por una cépsula fibrilar pericelular®®®.

Cada célula o grupo de células esta rodeado de cerca
por una especie de cesto de fibras. En el caso de un grupo
celular, el cesto emite tabiques que aislan mas o menos
cada célula. Este dispositivo se prolonga a menudo en un
trazo fibroso, a veces mas claro en su parte central (se
denomina por eso “chimenea”) y permite describir en la

MEC, tres zonas:
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a) la zona pericelular inmediatamente adyacente al
condrocito

b) la zona territorial que incluye sobre todo el cesto
fibroso

c) la zona interterritorial mas alejada de las condronas.

4.4. CAPA CALCIFICADA

Ocupa el 2-3% del grosor del CA. Se caracteriza por
la presencia de depdsitos de hidroxiapatita (HA) y de
acumulos célcicos pegados a las fibras colagenas, que a su
vez, estan agrupadas en haces gruesos predominantemente
de disposicion vertical.

Sus condrocitos adoptan una disposicion en
columnas también verticales, entre las fibras. A su
alrededor, aparecen fibras de colageno tipo X, caracteristico
de la zona hipertréfica del cartilago.

El limite entre la capa profunda y la capa calcificada
estd marcado por un frente de calcificacion o tidemark, linea
ondulada en la que cesan las precipitaciones calcicas. Este
frente tendria una tendencia a progresar hacia la parte mas
superficial del CA, que seria frenada por una actividad
inhibidora permanente de los condrocitos de la porcion
inferior de la capa profunda o radiada®®?.

Por su parte, la zona de union entre la capa
calcificada y el hueso subcondral tiene un perfil muy

irregular con numerosas interdigitaciones. Esta disposicion
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contribuye a la solidez entre el cartilago y el hueso, ya que
no hay ningun sistema fibroso que pase de uno a otro. La
linea de unidn entre ambas zonas, esta perforada por
algunos canales vasculares que dan paso a capilares
provenientes de las cavidades de la médula Osea
subyacente (Figura 5).

Cartilago articular

Digfisis

Epifisis

Figura 5: esquema del complejo osteocondral con sus diferentes zonas o

capas en relacion con un hueso largo. A) Capa superficial o tangencial. B) Capa
de transicion o intermedia. C) Capa profunda o radiada. D) Capa calcificada.
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5. BIOQUIMICA DEL CARTILAGO ARTICULAR

El CA es un tejido conjuntivo especializado con
relativamente pocas células en una MEC abundante (los
condrocitos ocupan menos del 3% del volumen total del
tejido). Estos condrocitos desempefian un papel
fundamental en la formacion y conservacion de la MEC. A
Su vez, ésta asegura las cualidades mecanicas del tejido y
también interviene en el estado de diferenciacion y actividad
del cartilago.

La composicion quimica del CA varia de una a otra
articulacion, en distintas zonas de una misma articulacion
(con independencia de que se trate 0 no de una zona de
carga) y de acuerdo con la edad. Asimismo, esta
composicion es diferente entre las diferentes capas del CA,
al igual que lo es entre los compartimentos pericelular,
territorial e interterritorial del mismo. Asi, por ejemplo, el
contenido de colageno es mayor en la superficie, menor en
la zona media, para incrementarse de nuevo en la zona
profunda.

La composicion bioquimica media aproximada del CA
normal del adulto, es la siguiente: 66-79% de agua, 48-62%
de colageno, 14-23% de glicosaminoglicanos (GAGSs), 8-
15% de proteinas y menos del 1% de los siguientes
componentes: hialuronato, acido sialico, lipidos, lisozima y

glucoproteinas™’.
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5.1. PROTEOGLICANOS
Los PTGs son proteinas con una columna vertebral o
eje de la que irradian, en una configuracién parecida a un
cepillo limpia-tubos, los GAGs. Los principales GAGs de la
matriz cartilaginosa son el condroitin sulfato (CS) y el
queratan sulfato (QS). En un extremo de la proteina axial
hay un segmento polipeptidico relativamente libre de
cadenas laterales de GAGs, llamada zona de union con el
acido hialuronico (AH). Las moléculas de PTGs estan unidas
a este extremo por medio de una proteina de enlace (PE) a
moléculas muy largas de AH. Los complejos de PTGs asi
constituidos, ocupan los intersticios de la red de fibrillas
colagenas.
El CA contiene varias clases de PTGs:
a) PTGs grandes o agrecanos (AGs), que forman
agregados por asociacion con el AH
b) PTGs grandes menos caracterizados, que no se
asocian al AH
c) Varias poblaciones de PTGs pequeiios: la decorina
(se denomina asi porque “decora” las fibras de colageno a
las cuales se asocia), el biglican, el lumican y la
fibromodulina
d) Los PTGs asociados a la membrana de los

condrocitos o que forman parte de la misma

34



e) Fragmentos de PTGs grandes que se acumulan con el
paso de los afios en la matriz y que permanecen unidos al
AH.

5.1.1. GRANDES PTGs O AGRECANOS

Los AGs son moléculas de gran tamafo, que se
hallan en el CA en forma de enormes agregados. Alrededor
del 80-90% de su masa la conforman los carbohidratos,
principalmente cadenas de CS pero también QS vy
oligosacaridos, unidos a la proteina central.

La regidn N-terminal de la proteina contiene dos
dominios globulares G1 y G2 separados por un segmento
alargado IGD (interglobular domain). La region alargada
mas extensa sirve de enganche a las cadenas de CS y a la
mayoria de las cadenas de QS, culminando en un dominio
globular carboxiterminal G3.

Las cadenas de CS estan formadas por unidades de
disacaridos que se repiten. Contienen un solo tipo de acido
urénico, el acido glucurénico y un residuo de N-acetil-
galactosamina. El QS esta formado por unidades repetidas
de N-acetil-lactosamina. El contenido de los AGs en QS
aumenta con la edad y alcanza entre el 20% y el 25% de los
GAGs en el CA del adulto.

En cuanto a la localizacién del QS en los AGs, éste
se encuentra sobre todo en la region rica en QS de la

proteina central. Hay una cantidad reducida de cadenas de
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QS, diseminada en la region rica en CS y hasta en las
regiones G1y G2.

Los oligosacaridos unidos a la proteina central son de
dos tipos: los que estan unidos por el nitrégeno y los que lo

estan por el oxigeno.

5.1.2. PEQUENOS PROTEOGLICANOS

Se describen cuatro pequefios proteoglicanos o
SLRPs (de small leucine-rich repeat proteoglycans): la
decorina, el biglican, la fioromodulina y el lumican.

La decorina y el biglican pueden ser clasificados
también como PTGs dermatan sulfato, mientras que la
fioromodulina y el lumican son PTGs queratan sulfato.

La funcion de estos pequefios PTGs depende de su
proteina central y de sus cadenas de GAGs. Asi, su proteina
central permite a los SLRPs interactuar con el colageno
fibrilar para formar el armazon del tejido. Ademas, limitan el
acceso de las colagenasas a los sitios de division de cada
una de las moléculas de colageno. Mientras que la
interaccién de la decorina, la fiboromodulina y el lumican con
las moléculas de colageno esta universalmente aceptada,
no sucede lo mismo en el caso del biglican. In vitro, la
interaccion del biglican depende de las condiciones de su
entorno. La fibromodulina y el lumican interactian con la
misma region de la molécula de colageno, que es distinta de

la que utiliza la decorina.
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Aparte de las interacciones con el colageno, estos
pequefios PTGs interaccionan con muchas otras
macromoléculas, que incluyen los colagenos tipos VI, XIl y
XIV; la fibronectina y la elastina; y factores de crecimiento
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento tisular (TGF) beta y el factor de necrosis tisular
(TNF) alfa. Asimismo, las cadenas de GAGs también
interaccionan con numerosos factores de crecimiento,
permitiendo a los SLRPs proporcionar un lugar para el
acumulo de éstos en la matriz MEC del CA. De esta
manera, los pequefios PTGs ayudan a modular el
metabolismo de los condrocitos regulando el acceso de los

factores de crecimiento a las células.

5.2. ACIDO HIALURONICO O HIALURONAN

El AH (su sal sddica o hialuronan) es el constituyente
principal del liquido sinovial (LS) y le confiere la mayoria de
sus propiedades. Es un polisacarido lineal formado por diez
mil a doce mil dobletes de acido glucurénico y de N-acetil-
glucosamina. Caracteristicamente, sus moléculas adoptan
un doble comportamiento viscoso y elastico.

Los condrocitos disponen de receptores de
membrana CD44 para hialuronan; de esta relacion, entre
otros factores, parece que dependen los procesos

anabdlicos y catabolicos del CA*?8,
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Los mamiferos poseen tres genes de hialuronan
sintetasa (HAS), denominados HAS 1, HAS 2 y HAS 3, cada
uno de los cuales reside en una localizacion cromosémica
diferente. Una vez sintetizado, el hialuronan se deposita
directamente en el espacio extracelular, y se sitia como una
capa alrededor de los condrocitos.

Mientras que cada una de las tres HASs produce
hialuronan de idéntica composicién, existen diferencias en la
longitud de la cadena del producto y en la facilidad con que
se desprende de la superficie celular.

La concentraciéon y tamafio del hialuronan en el LS,
disminuye con el paso de los afios (un promedio de 3,8
mg/ml en el adulto joven y de 2,5 mg/ml en la persona de
edad avanzada). La disminucion de su tamafio depende
mas de la degradacion que de la menor sintesis, siendo las
hialuronidasas o los radicales libres sus principales
causantes®?,

En este orden de ideas, el hialuronan parece ser
esencial en la lubrificacibn del deslizamiento de la
membrana sinovial sobre si misma o sobre el cartilago. En
el contacto entre dos cartilagos, se conoce la existencia in
vivo de una capa de hialuronan altamente concentrado.
Ademas del efecto de proteccion mecéanica del cartilago,
esta capa también podria conformar una matriz de

mantenimiento de compuestos glucoproteicos y/o

38



formaciones lipidicas microlaminares con accion lubrificante

propia.

5.3. PROTEINAS DE ENLACE Y PROTEINAS NO
COLAGENAS

Las proteinas de enlace (PEs) o link proteins tienen
una estructura analoga a la de la region G1 de los
agrecanos; dispone de los dominios A, B1 y B2. EI dominio
A es el responsable de la interaccidon con a region G1 de los
AGs, mientras que el dominio B interactua con el AH.

Las PEs del CA desempeiian diversas funciones en
los agregados de PTGs. Por su capacidad para interactuar
tanto con el AH como con el dominio G1 de los AGs,
estabiliza los agregados de PTGs, previniendo su
disociacion en condiciones fisioloégicas. En segundo lugar,
participan en el fendbmeno denominado de *“agregacion
diferida™ los AGs de nueva sintesis tienen una escasa
capacidad para interactuar con el AH y requieren cambios
en la conformacién de su dominio G1 mediados por las PEs,
para promover la formacion de agregados. En tercer lugar,
junto con el dominio G1 de los AGs, las PEs forman una
superficie proteica que recubre la superficie del AH. De esta
manera, protegen al AH de degradarse bajo la accién, entre
otros, de las hialuronidasas y de los radicales libres.
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Ademas de las PEs, se describen varias
glucoproteinas no colagenas en el CA. Entre ellas, destacan
las siguientes:

a) la proteina COMP o cartilage oligomeric matrix protein
se localiza sobre todo alrededor de los condrocitos. Se
especula sobre su posible accion antiangiogénica en el CA

b) la condrocalcina es un polipéptido carboxiterminal de
coladgeno tipo Il. Se une a los cristales de HA. Aunque esta
presente en varios tipos de cartilagos, es mas abundante en
el CA

c) la ancorina Il es una proteina que se sitla en la
superficie de los condrocitos. Es homadloga con las proteinas
intracelulares que fijan el calcio el hueso. Se fija sobre el
colageno tipo Il, participando en las interacciones entre los
condrocitos y la MEC. Se le supone un papel como
mecanorreceptor en el CA

d) la PARP o proline arginine rich protein es poco
abundante en el CA. Su funcion es desconocida

e) la fibronectina presente en el CA, se sabe diferente de
la detectable en el plasma sanguineo

f) la tenascina ha sido identificada Unicamente en el

cartilago embrionario.

5.4. COLAGENOS
Los colagenos se definen como macromoléculas

estructurales de la MEC, que en su conformacion, incluyen
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uno o varios dominios con una forma caracteristica en triple
hélice.

Se describen varios tipos de colageno, numerados
con cifras romanas segun el orden de su descubrimiento
(del tipo | al tipo XVI). EI CA contiene diversos tipos de
colageno. Entre ellos, el principal es el colageno tipo Il, que
se encuentra en todos los CH (en menor proporcion en los
otros tipos de cartilago), en el ndcleo pulposo del disco
intervertebral, en el cuerpo vitreo del ojo, en el estroma
embrionario de la cornea y en varios érganos del embrion.

Aunque el tipo Il es el colageno principal del CH en
general, y por lo tanto del CA, el colageno tipo XI también
esta presente en el mismo. La cantidad de colageno tipo IX
en el CA disminuye con la edad; porcentualmente, el
cartilago fetal posee el 10% de colageno tipo IX mientras
qgue el CA del adulto estd compuesto por el 1% de este
colageno.

A diferencia del colageno tipo Il (colageno fibrilar), el
tipo I1X (al igual que los tipos Xll y XIV) pertenece a un grupo
de colagenos denominado FACIT (de fibril associated
collagen with interrupted triple-helices). Los diferentes
miembros de este grupo podrian competir por los mismos
sitios en la superficie de las fibrillas tipo Il, confiriéndoles
otras propiedades.

El colageno tipo Xl pertenece al grupo de colagenos

fibrilares y es un componente cuantitativamente menor del
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CA (relacion 1/30 con el colageno tipo Il). Las finas fibrillas
de colageno tipo Xl formarian el centro de las fibras de
colageno tipo Il.

El colageno tipo VI se encuentra en pequefias
cantidades en el CA. La distribucion predominante de este
colageno alrededor de los condrocitos, sugiere que pueda
tener una funcién de union de las estructuras circundantes a
las células cartilaginosas.

El colageno tipo X (colageno de cadena corta, al igual
que el colageno tipo VIII) es sintetizado por las células
hipertréficas en la zona de calcificacion del cartilago de
crecimiento, en zonas de osificacion secundaria, en el callo
0seo de fractura, en los osteofitos y en las zonas de
reparacion del cartilago artrésico. En el CA articular normal
se encuentra en la zona calcificada. El tamafio de la
molécula es aproximadamente la mitad del de los colagenos
fibrilares. En la microscopia electronica, el colageno tipo X
puede aparecer en dos formas: como una trama de
filamentos alrededor de los condrocitos (Figura 6) o
formando parte de la MEC, asociado a las fibras de
colageno de los tipos Il, IX y XI.

El colageno tipo Il esta presente en el CA normal y
en el degenerativo. Se localiza unido al colageno tipo Il
como un componente menor pero habitual. En el cartilago
artrésico, este colageno tiende a concentrarse en la capa

superficial y en la parte superior de las capas intermedias,
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siendo sintetizado por los condrocitos en ausencia de
expresion del colageno tipo | y sobre todo cuando la MEC se
encuentra dafiada™.

El colageno tipo | estd presente sobre todo en el
hueso. En el CA lo hace en su superficie y en escasa

cantidad.

Figura 6: microscopia electronica de un condrocito rodeado de fibras de

colageno (aumentos originales 2500x).

6. FISIOLOGIA DEL CARTILAGO ARTICULAR

El CA cumple dos funciones distintas. Por una parte,

transmite las cargas mecénicas de un segmento del
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miembro al siguiente, amortiguandolas en el tiempo y en el
espacio. Por otra parte, permite el deslizamiento entre dos
superficies articulares en condiciones 6ptimas, durante la

carga.

6.1. CARGAS

El CA es un tejido semiduro depresible por efecto de
la compresion, que recupera su forma inicial
inmediatamente después de cesar dicha fuerza. Estas
propiedades dependen de sus principales componentes
bioquimicos: PTGs, AH, GAGs y agua.

En un primer momento, las cargas moderadas
aplicadas sobre el CA, provocan una deformidad reversible
sobre éste, sin dafio tisular. Si se ejerce una carga
considerable, la organizacion del entramado fibroso del
cartilago se rompe y promueve la hiperhidratacion de los
PTGs, iniciando la primera etapa de la degradacion del
tejido.

La resistencia del CA a la compresion esta
condicionada por su permeabilidad (y por lo tanto, por su
concentracion en PTGs), que regula el desplazamiento de
los fluidos de una zona a otra. Asi, cuanto mas elevada es la
concentracion de PTGs, la permeabilidad es mas débil y el
tejido cartilaginoso mas resistente a la compresiéon. Parece
pues légico que la tolerancia a las cargas del CA dependa

fundamentalmente de la hidrofilia de los PTGs y que la
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destruccion enzimatica de los PTGs acreciente la
deformabilidad del CA.

6.2. DESLIZAMIENTO - LUBRIFICACION

El escaso coeficiente de friccion (relacion entre la
fuerza necesaria para desplazar una sobre otra dos
superficies en contacto y la fuerza que se aplica a esas
superficies entre si) de las articulaciones, depende en gran
medida, de las caracteristicas fisicas tanto del LS como del
CA.

El LS proviene de la membrana sinovial. Esta
formado por un trasudado plasmatico originado en los
capilares fenestrados de la sinovial. No contiene mas que
pequefias moléculas de plasma, a las que se afiaden AH y
algunas GPs secretadas por las células sinoviales,
principalmente los sinoviocitos B.

Entre las GPs del LS, se ha aislado una lubricina que
se adhiere sobre cada una de las superficies cartilaginosas
opuestas. Las mantiene aisladas entre ellas gracias a una
fuerza de repulsién intermolecular reciproca, capaz de
resistir a altas presiones: es el mecanismo de la lubrificacion
limite*®2,

Por dltimo, en la capacidad de deslizamiento articular
intervienen algunas caracteristicas del cartilago mismo. Este
es poroso para el agua y los solutos de bajo peso molecular.

Expulsados de las regiones sometidas a una carga, emigran
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hacia zonas vecinas y trasudan hacia la superficie por
debajo y por delante del area de presion. Por detras de la
misma, se reabsorben. Este proceso se denomina

lubrificacién rezumante.

7. METABOLISMO DEL CARTILAGO ARTICULAR

7.1. METABOLISMO ENERGETICO

El CA es el Unico tejido conectivo avascular en el que
el aporte de glucosa y de oxigeno esta significativamente
disminuido. La glucosa es un importante recurso metabdlico
para la diferenciacion de los condrocitos durante el
crecimiento post-natal y para la homeostasis del CA del
adulto. Se trata de un precursor estructural para la sintesis
de los GAGs de la MEC. Las concentraciones de glucosa en
el CA pueden oscilar dependiendo de la edad, de la
actividad fisica o de algunas variantes endocrinoldgicas.

Los condrocitos son células glucoliticas (metabolizan
la glucosa en lactato por glucdlisis anaerobia) y estan
capacitados para ajustar el metabolismo celular segun las
concentraciones de glucosa y de oxigeno en la MEC (la
concentracion de oxigeno en la superficie del CA, en
condiciones normales, oscila entre 20 y 80 mmHg). En
consecuencia, tienen la capacidad de sobrevivir en
condiciones de bajas presiones de oxigeno y déficit de

nutrientes. Asi, pueden expresar diferentes isoformas de la
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familia GLUT/SLC2A de transportadores de glucosa segun
la presion de oxigeno, el metabolismo hormonal o la
presencia de citoquinas pro-inflamatorias®?.

No obstante, con el oxigeno del que dispongan, las
células cartilaginosas también pueden utilizar la via
oxidativa para producir energia, gracias fundamentalmente a
sus deshidrogenasas mitocondriales.

Una tercera via utilizada por los condrocitos para
degradar la glucosa es la via de los pentosafosfatos.

Asimismo, en estudios in vitro se ha demostrado que
el CA requiere aminoacidos para su crecimiento y como
fuente de energia. Es el caso de la glutamina, considerada
necesaria como donante de grupos amino para la sintesis
de los GAGs**.

7.2. METABOLISMO DE LOS PROTEOGLICANOS Y
DEL COLAGENO

La sintesis de los agrecanos comprende varias
etapas: la formacion de la proteina central, de los dos tipos
de oligosacaridos, de las cadenas de CS y de su secuencia
de enlace con la proteina, y del QS. Después de la
separacion por clivaje de un pequefio péptido sefal, el
precursor de la proteina central se sitia en el reticulo
endoplasmico rugoso y es sustituido por los oligosacaridos
ricos en manosa y unidos por un nitrégeno. El precursor de

la proteina central pasa entonces a los compartimentos del
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aparato de Golgi, donde se completa, mediante adicion de
oligosacaridos O-ligados y de cadenas de QS y CS.

En la polimerizacion de los CS intervienen una serie
de intermediarios uridindifosfato (UDP) producidos a partir
de la glucosa por dos vias metabdlicas. La primera se
encarga de la conversion de la glucosa-1-fosfato en
uridindifosfato-N-acetil-galactosamina. La segunda via
metabdlica transforma la glucosa-1-fosfato en UDP-glucosa
que, a su vez, puede transformarse en UDP-acido
glucurénico, UDP-galactosa o UDP-xilosa. Una serie de seis
glucosiltransferasas, concretamente la xilosiltransferasa, las
galactosiltransferasas | y Il, la glucuroniltransferasa |, la N-
acetilgalactosamil-transferasa y la glucuroniltransferasa I,
interviene en la construccion de cadenas de condroitina y de
su segmento de enlace con la proteina central.

Los datos mas interesantes sobre la sintesis y el
catabolismo de estas moléculas de PTGs se han obtenido a
partir de muestras de CA en condiciones de equilibrio
metabdlico (la sintesis y secrecién de las moléculas por los
condrocitos se igualan con el catabolismo y las pérdidas, lo
gue hace que le contenido en PTGs del tejido permanezca
constante). Tales procesos en el CA normal en estado de
equilibrio, estan regulados por los condrocitos; sin embargo,
esta homeostasis puede romperse por la intervencién de

diversos factores mecanicos o bioquimicos.
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En esos estudios, se ha demostrado que la primera
etapa del catabolismo de los agregados de PTGs se hace
por medio del clivaje de los agrecanos ubicados en el
dominio que une las regiones globulares G1 y G2 de la parte
aminoterminal de la proteina central. El lugar concreto del
clivaje se sitla entre un residuo glutamato y un residuo
alanina. Esta actividad catabdlica se le atribuye a la enzima
agrecanasa. Otras proteinas, incluidas las metaloproteasas,
actuan en la region interglobular G1 y G2, y cortan la
proteina en distintos sitios, produciendo péptidos con
secuencias N-terminales diferentes. Esta situacion hace
pensar que, en condiciones normales, su papel en el
catabolismo de los PTGs es reducido o nulo y que la

agrecanasa es la enzima principal en estos procesos.

7.3. FACTORES BIOMECANICOS

Las cargas aplicadas sobre las articulaciones y los
movimientos de las mismas, estan relacionadas con el
metabolismo del CA. Esta relacion se ha podido comprobar
tanto in vivo como in vitro. Little y colaboradores
demostraron que el ejercicio agotador en caballos,
condicionaba una alteracion en la sintesis de PTGs en las
zonas de elevado stress de contacto en las articulaciones de
las patas del animal. Estas anomalias metabdlicas
persistian incluso dieciséis semanas después de cesar el

ejercicio, pudiendo tener efectos deletéreos en las
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propiedades biomecéanicas del tejido cartilaginoso™’.
Asimismo, la inmovilizacion completa de un miembro
provoca adelgazamiento del CA, disminucion de su
contenido en PTGs y disminucién del contenido en agua del
tejido cartilaginoso. La reanudacion del apoyo normal del
miembro y de los ejercicios moderados, llevan al
restablecimiento del contenido en PTGs**,

Igualmente, estudios in vitro con discos de cartilago
en cultivo sometidos a fuerzas mecanicas, han demostrado
que la sintesis de GAGs y la incorporacion de aminoacidos
al CA, son estimuladas por fuerzas intermitentes de

compresiont3®276,

8. LESIONES DEL CARTILAGO ARTICULAR

8.1. ETIOLOGIA

Las lesiones del CA se producen habitualmente por
alguno de los siguientes mecanismos 2%
- Traumatismo articular
- Degeneracion articular cronica (sobrecarga mecanica)
- Anomalias del hueso subcondral (necrosis avascular,

osteocondritis disecante).

Las lesiones traumaticas se establecen mediante un
impacto directo o merced a la aplicacion de fuerzas de
cizallamiento sobre la superficie articular durante un

mecanismo de accion indirecto. Esta segunda situacion se
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produce, por ejemplo, en algunas lesiones agudas del
ligamento cruzado anterior de la rodilla, durante las cuales,
se describen fuerzas de cizallamiento entre la zona posterior
de la meseta tibial y el condilo femoral externo, sobre el que
se ocasiona una contusion osea.

Las lesiones degenerativas del CA pueden
desencadenarse sin factores predisponentes, acompafando
al proceso involutivo fisioldgico del resto de los tejidos del
organismo. Sin embargo, se conocen diferentes situaciones
que favorecen la degeneracion del CA. Entre estas ultimas,
destacan la extirpacion quirargica de tejido meniscal
(fundamentalmente en la rodilla) o las alteraciones en la
alineacion de las extremidades (una deformidad en varo o
en valgo de la rodilla constituye el inicio de una
degeneracion del compartimento interno o del externo de la
misma, respectivamente).

Teniendo en cuenta que el hueso subcondral
constituye el soporte estructural del CA, la alteracion de la
integridad del primero desencadena, en muchos casos, un
colapso del segundo. En el caso en que ambas situaciones
se produzcan en gran parte de la superficie de la
articulacion, puede verse alterada con el tiempo la integridad
estructural de la misma, condicionando asi un proceso

degenerativo articular.
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8.2. CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS

Las lesiones del CA se describen segun los
siguientes pardmetros: localizacién, grado, tamafio y
morfologia.

Las fuerzas reactivas que se producen sobre el CA
(de compresion o de cizallamiento) son diferentes segun el
area de la articulacién que se considere. En este sentido,
dependiendo de la situacion (entre otros factores) de la
lesion cartilaginosa desencadenada, se establecen los
criterios o indicaciones para su tratamiento. En general, las
lesiones situadas en las denominadas zonas de carga de las
articulaciones de las extremidades inferiores, requieren
técnicas para su tratamiento que permitan obtener cartilago
hyaline-like e incluso CH.

Para establecer el grado de las lesiones condrales,
cualquier clasificacion al respecto considera como criterio
basico, la profundidad de las mismas. Asi, se distinguen las
afectaciones condrales (en el espesor del cartilago) de las
osteocondrales (que abarcan todo el espesor cartilaginoso y
en mayor o menor medida el hueso subcondral) (Figura 7).
Esta valoracion, hoy en dia, suele realizarse mediante
técnicas artroscopicas. Aunque actualmente se sigue
avanzando en el diagndstico preciso del grado de estas
lesiones mediante resonancia nuclear magnética 2%,

habitualmente se establece segun la clasificacion original de
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Outerbridge o utilizando la mas reciente de la International
Cartilage Repair Society (ICRS) (Figura 8).

A
cartilago
articular
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§3 subcondral
=
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% 7 y g, 9 subcondral

FIGURA 7: tipos de lesiones segun la profundidad de las mismas. En el
esquema superior (A), se aprecia una lesién cartilaginosa de espesor parcial. En
el esquema inferior (B), aparece una lesién cartilaginosa de espesor total, con

afectacion del hueso subcondral (modificado de Redman SN et al.).
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completa con
exposicién del hueso

subcondral

ICRS

Cartilago intacto

Lesién superficial

(fisuras o grietas)

Lesion de menos de la
mitad del espesor del
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con extension al hueso

subcondral

Figura 8: esquema para la clasificacion de las lesiones del cartilago articular

(modificado de Williams RJ et al.).
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Igualmente gracias a las técnicas artroscopicas, se
lleva a cabo la medicion del tamafio del defecto cartilaginoso
en milimetros cuadrados. En este caso, la superposicién de
ciertos instrumentos sobre la lesidn, nos permite calcular la
dimensién o extension de ésta.

Por ultimo, para caracterizar completamente estas
lesiones, se analiza su morfologia. Podemos detectar desde
lesiones con aspecto de fisura condral (normalmente
relacionadas con traumatismos) hasta afectaciones de
morfologia menos lineal y con bordes irregulares

(habitualmente en procesos degenerativos).

9. EPIDEMIOLOGIA DE LAS LESIONES CONDRALES

La prevalencia tanto de las lesiones cartilaginosas
degenerativas como de las traumaticas se considera
elevada. Respecto a las lesiones degenerativas, ésta varia
segun el método utilizado para su valoracion. La mayoria de
los estudios epidemiolégicos basan sus resultados en los
analisis radiologicos de las articulaciones. Hunter considera
que alrededor del 6% de los adultos de treinta 0 mas afos
de edad presentan signos degenerativos en las radiografias
simples de rodilla®. Arden afirma que la osteoartritis es la
enfermedad articular mas frecuente en el mundo y que el
80% de la poblacion mayor de setenta y cinco afos,

presenta cambios degenerativos articulares radiologicos. En
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Estados Unidos significa la segunda causa de limitacion
laboral tras la cardiopatia isquémica, en varones mayores
de cincuenta afios’. Desde el punto de vista econémico, el
impacto que supone esta enfermedad en este pais es de
aproximadamente sesenta billones de délares al afio®.

Por su parte, las lesiones cartilaginosas post-
traumaticas o por patologias de hueso subcondral (como en
el caso de la osteocondritis disecante o de la osteonecrosis)
se detectan en mas del 10-12% de la poblacion .
Widuchowski en un estudio de mas de cinco mil artroscopias
de rodilla, encuentra lesiones cartilaginosas en el 57% de
los casos. De éstos, aproximadamente el 5% corresponden
a lesiones grado 3 y 4 de Outerbridge, y las zonas mas
afectadas son el condilo femoral medial y la rétula %2,

La alta prevalencia de las lesiones cartilaginosas asi
como los continuos estudios sobre su tratamiento, quedan
reflejados en el gran volumen de publicaciones relacionadas
con el tema. El buscador bibliografico Pubmed selecciona
casi tres mil articulos entre los afios 1963 y 2009 con los
criterios de busqueda “articular cartilage injuries and
treatment” y veinticuatro mil articulos entre los afios 1947 y
2009, con los criterios de busqueda “osteoarhritis and
treatment”.

Sea cual fuere la etiologia de la afectacion
cartilaginosa, el CA dispone de mecanismos propios de

reparacion gue unicamente son efectivos en un porcentaje

56



reducido de los casos dependiendo de factores como la
edad de la persona (en personas mas jovenes la

probabilidad de reparacién espontanea es mayor) 2%, |

a
articulacion afectada (las lesiones en articulaciones de carga
normalmente son reparadas de forma espontanea por un
tejido fibrocartilaginoso menos apto para soportar cargas y
con mas opciones de degenerar, respecto a articulaciones
no sometidas a carga)'®’. Asi, la mayoria de las lesiones
condrales con expresion clinica, necesitan procedimientos
quirargicos de reparaciobn, como expondremos mas

adelante.

10. MECANISMOS BIOLOGICOS DE REPARACION DE
LAS LESIONES DEL CARTILAGO ARTICULAR

El CA posee una capacidad de reparacion y/o de
regeneracion muy limitada, debido en gran parte, a su
condicion de tejido avascular. Las células progenitoras de la
sangre o de la médula 6sea, e incluso los propios
condrocitos, encuentran dificultades para migrar hacia las
zonas dafiadas®®’. Ciertas lesiones por encima de un
tamafo critico disponen de una reducida capacidad de
curacion intrinseca. Algunos trabajos experimentales han
demostrado que las lesiones condrales u osteocondrales
pueden tener capacidad de curacion espontanea. Namba

confirma esta hipétesis creando pequefias lesiones
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subcondrales en fetos de cordero*. Shapiro obtiene una
reparacion parcial intrinseca de defectos de espesor
completo y tamafio menor de 3 mm en conejos®**. Sin
embargo, defectos osteocondrales de tamafio mayor de 6
mm en un modelo experimental en cabras, raramente
tienden a la curacion espontanea e incluso evolucionan
hacia una degeneracién del CA mas alla de la lesion inicial,
segUn los resultados obtenidos por Jackson'®.

En las lesiones cartilaginosas superficiales, los
condrocitos pueden activarse y proliferar para remodelar la
superficie. Se obtiene habitualmente un tejido cartilaginoso
cicatricial mixto con fibrocartilago y cartilago hialino. En las
lesiones condrales de espesor parcial, los defectos no llegan
a afectar al hueso subcondral. La reparacion es de mala
calidad y la escasa proliferaciéon de condrocitos no suele
ocupar las areas dafiadas™.

Los defectos osteocondrales o algunos condrales de
espesor completo, afectan al hueso subcondral. La
capacidad de reparacion intrinseca del tejido es mucho
mayor en estos casos. La zona del defecto se rellena de
sangre (hematoma) procedente del lecho subcondral,
formandose un coagulo de fibrina junto con plaquetas y
células sanguineas de las series roja y blanca. Este coagulo
sanguineo puede rellenar defectos menores 2-3 mm de
diametro, pero en los de mayor tamafo, el hueco no queda

121

completamente ocupado Las células pluripotenciales
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mesenquimales, procedentes tanto de la circulacion como
de la médula 6sea subcondral, invaden el coagulo de fibrina
y pueden iniciar la reparacién Osea y cartilaginosa. El
coagulo de fibrina se transforma progresivamente en tejido
fibroblastico con condrocitos. En este neotejido, el colageno
que predomina inicialmente es el de tipo I, creandose un
fibrocartilago. La proporcion de colageno de tipo Il aumenta
a continuacién durante unos veinticuatro meses, hasta llegar
a predominar. En este momento el cartilago que se obtiene
es parecido al CH, sin llegar a reproducir todas sus
caracteristicas, puesto que siempre persiste cierto contenido
en colageno tipo I. Transcurridos estos veinticuatro meses,

el tejido cartilaginoso reparativo empieza a degradarse®®’.

11. TECNICAS QUIRURGICAS PARA LA REPARACION
DEL CARTILAGO ARTICULAR

El objetivo del tratamiento de las lesiones del CA es
doble. Por un lado se pretende hacer disminuir o
desaparecer los sintomas que producen, y por otro, prevenir
una posible evolucidon hacia la degeneracion de la zona
lesionada y/o de las adyacentes.

Estas lesiones pueden dividirse en dos grupos, segun
asienten en una o en ambas superficies cartilaginosas de la
articulacion. Los casos en los que se afecta una Unica

superficie articular, suelen producirse a consecuencia de un
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traumatismo o de una distrofia en el contexto de una
osteocondritis. Sin  embargo, las lesiones de tipo
degenerativo habitualmente asientan en ambas superficies
articulares, conformando las llamadas “lesiones en espejo”.
El tratamiento de estas lesiones esta en constante
evolucion en los dltimos afos. En este sentido, las técnicas
para su reparacion se han clasificado en dos grupos: las que
consiguen una cicatrizacién de la lesion a expensas de un
FC o de un cartilago mixto (fundamentalmente FC con
escasa presencia de CH) o “técnicas paliativas” y las que se
denominan “regenerativas”, ya que pretenden conseguir una

reparacion con cartilago de tipo hialino.

11.1. TECNICAS PALIATIVAS

11.1.1. LAVADO ARTICULAR
El mecanismo de accion del lavado articular (LA) en
el contexto de una lesion cartilaginosa permanece incierto.

Algunos autores®*"®3

asignan a esta técnica un papel de
“eliminacién mecénica” de las citoquinas (interleuquina (IL) 1
y TNF a, fundamentalmente) y de las metaloproteasas de la
articulacion, asi como de los productos de degradacion del
CA, de los pequefios fragmentos cartilaginosos libres o de
los cristales de pirofosfato de calcio que irritan la membrana
sinovial. En las fases precoces de la degeneracion articular,

la eliminacion de dichas enzimas permite a los condrocitos
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regular sus actividades biologicas. Otros mecanismos como
la distensién capsular se han propuesto para explicar el
efecto beneficioso sintomatico del LA. La renovacion del
liguido sinovial podria mejorar la elasticidad del CH
cambiando las relaciones entre los PTGs y el sodio y asi,
favorecer un aumento de la permeabilidad del CA*. En
cualquier caso, en las situaciones en las que desaparece el
CA y queda expuesto el hueso subcondral, el beneficio de
esta técnica es minimo (se establece que el tiempo de
mejoria es desde algun mes hasta un afo).

Técnicamente, el LA puede realizarse de dos
maneras. En las articulaciones de facil acceso como la
rodilla, el hombro, el codo o el tobillo, puede utilizarse el
“lavado con aguja” bajo anestesia local®. Para ello, se utiliza
un sistema de introduccién de suero fisiologico estéril por
una aguja colocada en un punto de la articulaciéon y otro
sistema de aspiracion continua por una segunda aguja,
situada en un punto articular diferente. En todas las
articulaciones, podemos recurrir al LA artroscopico. Aunque
pueda realizarse bajo anestesia local, suele utilizarse por su
comodidad la anestesia loco-regional. Este tipo de LA
permite ademas realizar gestos quirdrgicos asociados como
una condrectomia de los flaps cartilaginosos inestables, una
meniscectomia o una sinovectomia.

Los gestos asociados al LA sobre el tejido

cartilaginoso (como por ejemplo, las condroplastias o los
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desbridamientos cartilaginosos) pueden realizarse
mecanicamente (fresa motorizada, pinzas artroscopicas,...)
o mediante radiofrecuencia (RF). La RF para el tratamiento
de las lesiones condrales adquiere importancia a finales de
los noventa®™. Autores como Vangsness o Yetkinler
describen dos tipos de RF: la térmica y la ablativa®®>?%. En
el primer caso se utiliza RF monopolar y en el segundo RF
bipolar. Se consigue una retraccion del tejido articular sobre
el que se aplica, intensidad y temperatura dependiente (se
objetivan dafos en el condrocito a partir de 45° C).

En definitiva, la utilizacion conjunta de los
procedimientos mecanicos y de RF para el desbridamiento
cartilaginoso, es la que aporta mejores resultados. La
eliminacion del cartilago fibrilado o desestructurado puede
realizarse en gran parte con una fresa 0 un sinoviotomo
motorizados, utilizando la RF para regularizar los bordes de

la lesion condral o para lesiones mas superficiales.

11.1.2. ESTIMULO OSTEOCONDRAL
El objetivo de las diferentes técnicas de estimulo
osteocondral es conseguir una reparacion fibrocartilaginosa
de la lesion exponiendo el hueso subcondral. Las células
mesenquimatosas indiferenciadas se multiplican y pueden,
en funcién de factores locales y de factores mecanicos,
diferenciarse en tejido cartilaginoso o tejido 0seo. Sin

embargo, el cartilago generado es FC constituido de
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colageno tipo Il fragil, y por lo tanto, diferente del CH
fisiologico. Estas técnicas se describieron inicialmente para
el tratamiento de las pérdidas de sustancia cartilaginosas
post-traumaticas; posteriormente, se han utilizado para

tratar las condropatias degenerativas.

a) Perforaciones del hueso subcondral (Pridie)

Pridie describe en 1956 su técnica de perforacion del
hueso subcondral utilizando una aguja de Kirschner. Estas
perforaciones se llevan a cabo bajo vision artroscépica de
forma motorizada, una vez delimitada la lesion cartilaginosa.
Algunos autores como Gudas’®, plantean esta técnica hasta
que se establezcan las indicaciones definitivas de los
tratamientos con injertos osteocondrales. Se describen
dificultades para su realizaciéon ya que la incidencia de la
aguja debe de ser perpendicular al plano de la lesion. Por
ello, para alcanzar algunas zonas posteriores de los
condilos femorales o de las superficies tibiales, algunas
areas de la cabeza femoral o de la superficie articular del
astragalo, se han tenido que disefiar instrumentales
especiales. En superficies articulares como la de la rotula,
por su extension y por su dificil accesibilidad, es dificil
utilizar esta técnica.

Los resultados obtenidos con la técnica de Pridie en
animales®, demuestran que el estimulo del hueso

subcondral logra generar un tejido cartilaginoso en el que
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predomina el colageno tipo | durante las tres primeras
semanas; a partir de la sexta a la octava semana, el
coldgeno tipo Il adquiere progresivamente importancia y
sigue aumentando hasta aproximadamente el afio. Sin
embargo, el colageno tipo | se mantiene formando parte del
tejido reparativo incluso mas alla del afo, por lo que éste
practicamente nunca se parece al cartilago articular normal.

La profundidad de las perforaciones es otro punto
controvertido en la literatura. En este sentido, se demuestra
que el estimulo de la generacion de tejido cartilaginoso
reparativo Unicamente se consigue si las perforaciones son
superficiales manteniendo intacta la cortical®'°.

Aungue es una técnica que actualmente se sigue
utilizando con frecuencia, las perforaciones de Pridie estan
siendo sustituidas cada vez con mas por las

microfracturas®*.

b) Artroplastia de abrasion

Esta técnica es defendida desde 1979 por

Johnson!!?113,

Consiste en realizar perforaciones
equidistantes de escasa profundidad en el hueso subcondral
expuesto, con una fresa motorizada y bajo vision
artroscopica (Figura 9). El sangrado resultante forma un
coagulo en la zona, invadido progresivamente por células
mesenquimales pluripotenciales y condrocitos. El tejido que

se obtiene es también un FC con un porcentaje bajo en
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colageno de tipo Il. Este autor plantea la técnica como
paliativa en el tratamiento de las lesiones degenerativas del
CA. Mediante second look artroscépico, confirma la
presencia de fibrocartilago en la zona tratada durante los
siguientes aflos a la cirugia. No obstante, plantea la
necesidad de asociarla a procedimientos de ingenieria
genética para conseguir una mejor calidad del tejido

reparativo.

Figura 9: vision de los orificios equidistantes realizados con fresa motorizada y
distribuidos en el lecho de la lesion condral durante la artroplastia de abrasion.
Véase como se representa el sangrado desde el hueso subcondral (tomado de
Djian P, Versier G).
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Diferentes estudios demuestran que la artroplastia de
abrasion es un tratamiento valido en las lesiones condrales
degenerativas, desde el momento en que acelera el proceso
de reparacion del CA. Sin embargo, los resultados se
mantienen en un plazo aproximado de cinco afos tras la
cirugia®®®. Otros autores como Menche, demuestran que el
tejido de reparacion que se consigue con esta técnica tiene
una vida media menor que el obtenido con las técnicas de

perforacién del hueso subcondral*™.

c) Microfracturas

Se trata de un procedimiento descrito por Steadman
en 1994?*2 Se inicia delimitando los bordes de la lesién
condral mediante una cucharilla o fresa motorizada llegando
en profundidad hasta el hueso subcondral. La lamina
subcondral debe de ser perforada cada 2-3 mm
consiguiendo una profundidad de 3-4 mm. Las perforaciones
se realizan con un punzén para intentar evitar cualquier
lesion térmica del hueso subcondral (Figura 10). Las
tunelizaciones realizadas en este ultimo, permiten la llegada
de células madre mesenquimales, factores de crecimiento y
otras proteinas desde la médula Osea, para iniciar la
formacién del tejido cicatricial**®. El tratamiento rehabilitador
(descarga de la extremidad con movilizacion activa y pasiva
precoces) de la articulacion es fundamental, ya que

promueve la aparicion de un entorno alrededor de la lesion,
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gue también favorece la diferenciaciéon de las células
mesenquimales pluripotenciales a células cartilage-like.

Los resultados obtenidos son en general buenos, con
un mantenimiento de la mejoria clinica del 75% de los
pacientes a los siete aflos de evolucion. Desde el punto de
vista histologico, las biopsias del tejido de reparacion
demuestran la presencia de una mezcla de FC y CH, con

condrocitos viables.

FIGURA 10: técnica de microfracturas mediante artroscopia. En la imagen de

la derecha se aprecia el detalle de la misma con los orificios y el sangrado desde
el fondo procedente del hueso subcondral (tomado de Djian P, Versier G).
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Existen varios criterios conocidos que favorecen una
reparacion cartilaginosa satisfactoria: indice de masa
corporal bajo, edad menor de treinta aflos en el momento de
la cirugia y tiempo de evolucion de los sintomas menor de

veinte meses!’®,

11.2. TECNICAS DE REPARACION Y/O DE
REGENERACION CARTILAGINOSA

11.2.1. ALOINJERTOS OSTEOCONDRALES

La primera indicacibn de los aloinjertos
osteocondrales (ALOs) se remonta a principios del siglo XX.
La técnica consistia en la extraccion de un fragmento
osteocondral de cadaver y su colocacion en el lecho
sangrante de la lesion cartilaginosa del receptor. En la
actualidad, los ALOs se utilizan habitualmente incluso en
injertos mas pequeiios que antes o en forma de
mosaicoplastia. Sin embargo, el hecho de que en
numerosas ocasiones el ALO se congele tras su extraccion
del donante, hace que la viabilidad de los condrocitos sea
menor. Williams demuestra efectividad tanto desde el punto
de vista estructural como funcional en la reconstruccion de
defectos condrales u osteocondrales, utlizando ALOs
mantenidos en hipotermia (sin congelacion) entre diecisiete

286

y veintiddés dias tras su explante“™. Por su parte, Kim

considera que la muerte celular programada o apoptosis
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estd implicada en gran medida en la muerte de los
condrocitos en relacién con los ALOs™?,

Se trata de un procedimiento con humerosas ventajas
entre las que destacan la ausencia de morbilidad en la zona
donante, los tiempos quirdrgicos menores, la disponibilidad
de tejido en casos de lesiones cartilaginosas amplias y la
ausencia de reacciones inmunolégicas clinicamente
significativas. Por el contrario, también presenta
inconvenientes: riesgo de transmision de enfermedades,
necesidad de realizar una artrotomia en muchos casos,
incremento de los costes y tiempo de incorporacion del
injerto a la zona receptora mayor que en los autoinjertos?®.

Desde el punto de vista clinico, los mejores
resultados se obtienen con los aloinjertos de pequefio
tamafio en lesiones post-traumaticas y utilizando injertos
microvasculares de peroné en transplantes osteocondrales

para reconstrucciones masivas®.

11.2.2. AUTOINJERTOS OSTEOCONDRALES

Yamashita publica en 1985 el primer caso de injerto
autélogo osteocondral en una rodilla humana®®*. Se trata de
un caso de osteocondritis disecante en zona de carga del
condilo femoral medial de una rodilla. El injerto se extrae del
mismo condilo femoral en una zona exenta de cargas. A los

seis meses de la intervencion, el aspecto macroscopico del
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cartilago es normal y no se detectan signos histologicos de
degeneracion.

Hangody a principios de los afios noventa, desarrolla
esta técnica utilizando el sistema de mosaicoplastia®’. Los
buenos resultados clinicos obtenidos a largo plazo hacen
que esta técnica sea una alternativa a considerar para el
tratamiento de lesiones pequefas y medianas, condrales u
osteocondrales, en zonas de carga de las articulaciones®®.

El tamafio ideal del defecto a tratar oscila entre 1y 4
cm?, ya que zonas de mayor tamafio pueden asociarse con
una mayor morbilidad sobre la zona donante. Igualmente se
establece la edad de cincuenta afios como limite superior
para la realizacion de este procedimiento. Para conseguir un
resultado optimo es aconsejable corregir cualquier anomalia
asociada en la articulacion (alineacibn an6mala de la
extremidad, inestabilidades o lesiones de otras estructuras
de la articulacion tratada). Las infecciones, los tumores y las
artropatias reumaticas constituyen contraindicaciones para
el empleo de esta técnica.

Desde el punto de vista histologico, a las ocho
semanas de evolucion se mantienen las caracteristicas del
CH transplantado y la integracion de éste con el cartilago
circundante, asi como la formaciéon de hueso esponjoso con
FC en la superficie articular de la zona donante®.

Entre los inconvenientes que se le atribuyen a la

utilizacion de este procedimiento se describe la morbilidad
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sobre la zona donante, que no esta relacionada ni con el
namero de cilindros obtenidos ni con el tamafo de éstos.
Sin embargo, se considera que los buenos resultados
clinicos dependen de un indice de masa corporal del

paciente bajo®°.

Cilindros osteocondrales
_ extraidos de zonas articulares
no sometidas a carga

Cilindros osteocondrales
implantados en la Zona
del defecto canilaginoso
con afectacion del hueso
subcondral

cartilago
articular

FIGURA 11: fases del autoinjerto osteocondral mediante mosaicoplastia. El
procedimiento suele realizarse por via artroscopica, cuando el tamafio del
defecto condral es pequefio y afecta a zonas articulares accesibles. Cuando la
lesibn es amplia y/o asienta en una zona de la articulaciéon de dificil acceso
artroscopico, la mosaicoplastia se realiza mediante artrotomia (modificado de
Redman S.N. et al.).

En la realizacion de esta técnica se diferencian varias
fases. Inicialmente, se desbrida la lesién cartilaginosa para
delimitar sus bordes. A continuacién, se mide el area de

defecto condral a rellenar. Se extraen los injertos
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osteocondrales necesarios de una zona de la articulacion
gue no soporte carga, decidiendo el diametro de cada uno
de ellos. Preparamos el lecho donde introduciremos cada
cilindro osteocondral. El didmetro del lecho cilindrico creado
suele ser un milimetro menor respecto al del injerto extraido,
para asegurar la estabilidad del implante una vez colocado.
En las zonas entre cada uno de los cilindros, suelen
realizarse microfracturas con el objetivo de conseguir la
formacion de un FC entre las superficies del CH de cada

uno de los implantes (Figura 11).

11.2.3. INJERTOS DE PERIOSTIO

El injerto periéstico es una técnica conocida desde
1940 (Figura 12). El periostio reune las tres caracteristicas
esenciales requeridas en la ingenieria tisular (IT) del CA: es
una fuente de células, actta como un scaffold reteniendo o
liberando a estas células y origina numerosos factores de
crecimiento locales que regulan a los condrocitos para la
condrogénesis. Entre estos factores de crecimiento
destacan los siguientes: beta-1, insuline-like 1, factor 5 de
diferenciacion, proteina morfogenéticas 6sea (BMP) 2,
integrinas, y los receptores para dichas moléculas™®.

Estas posibilidades reparativas del periostio quedan
contrarrestadas por varios inconvenientes: la posibilidad de
calcificacion del cartilago a medio plazo a consecuencia

probablemente, del colageno tipo X; la rapida disminucion
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de la densidad de células progenitoras en la zona con la
edad*®; el potencial artrégeno (disminucién del nimero de
células y de los PTGs del cartilago) de las suturas aplicadas
para unir el periostio al CA como demuestra Hunziker, que
propone como alternativa los adhesivos biolégicos'®. Estas
complicaciones inherentes a la técnica han hecho que

algunos autores como Minas la hayan abandonado®”’.

FIGURA 12: técnica quirdrgica del injerto de periostio. Una vez delimitada la
lesion cartilaginosa, extraemos periostio de igual forma y tamafio de una zona
proxima a la articulacion (en el caso de las lesiones de la rodilla, el periostio
suele tomarse de la cara anterior de la tibia) (A). Finalmente se sutura el tejido
obtenido a los bordes de la lesién condral (B) (tomado de Djian P, Versier G).
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11.2.4. INJERTOS DE PERICONDRIO

Homminga introduce en 1990 el injerto de pericondrio
en la practica clinica. En 1989, utiliza esta técnica en un
estudio experimental en conejos. Crea una lesion condral en
la rodilla del animal que cubre con pericondrio costal y
mantiene con adhesivo de fibrina. Obtiene CH macroscopica
e histolégicamente, en la mayoria de los conejos™.

Al igual que en el caso de los injertos peridsticos, en
los de pericondrio también existe el riesgo de osificacion
endocondral que puede desarrollarse desde el primer mes
de postoperatorio, ademas de las posibilidades de
delaminacion del cartilago, de arrancamiento del implante o
de crecimiento de un tejido conjuntivo en lugar de CH.

Desde el punto de vista clinico, Bruns obtiene
resultados satisfactorios a largo plazo e histolégicamente
confirma en todos los casos biopsiados cartilago hyaline-
like. Para mejorar estos datos, propone una correccion
sistematica de las alteraciones articulares asociadas
(inestabilidades, desaxaciones,...). Este autor describe el
fendbmeno de “flujo de cartilago” en los injertos de
pericondrio, consistente en un salto de las fibras de
colageno hacia el centro de los defectos cartilaginosos,
reduccion de la metacromasia, formaciones celulares en
grupos y reduccién de la densidad celular®®. Se trataria de
un fendmeno mecanico inducido desde los bordes

cartilaginosos de la lesion, que contribuye escasamente a la
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reduccion del tamafio de los grandes defectos

osteocondrales.

11.2.5. CULTIVO DE CONDROCITOS

El implante de condrocitos autélogos (ACI) se ha
desarrollado desde 1987. Brittberg en 1994 publica los
primeros resultados de esta técnica (primera generacion de
ACI) en veintitrés pacientes, con datos satisfactorios tanto
clinica como histolégicamente (obtiene CH)®®.

La intervencion se desarrolla en tres fases. En la
primera, habitualmente mediante artroscopia, se establecen
las caracteristicas de la lesion cartilaginosa a tratar, se
confirma la indicacion y se toma una muestra de cartilago
sano (150-300 mg) de zonas no sometidas a cargas. En un
segundo tiempo de laboratorio, los condrocitos de la
muestra son separados de su MEC por digestion
enzimatica. Estos condrocitos son inestables desde el punto
de vista fenotipico y se diferenciaran tomando el aspecto de
fibroblastos capaces de sintetizar fibras de colageno tipos | y
lll, y PTGs. Por altimo, en una nueva cirugia por lo general
mediante artrotomia, se regularizan los bordes de la lesién y
se expone la superficie subcondral de la misma. Se extrae
un injerto de periostio de la misma extremidad intervenida y
se sutura a los bordes de la lesion de la manera mas

estanca posible. Se sellan estos bordes con adhesivo de
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fibrina y se inyectan los condrocitos cultivados bajo el injerto
periostico (Figura 13).

El TGF-B producido por los condrocitos implantados,
estimularia las células condrogénicas del periostio de
cobertura para iniciar una condrogénesis peridstica que
junto con la MEC sintetizada por los condrocitos, formarian
el nuevo tejido cartilaginoso'®. Estas mismas células
controlarian la composicion y estructura de la MEC gracias
al mantenimiento del balance entre las actividades
anabdlicas y catabélicas®.

La supervivencia de la gran mayoria de los
condrocitos implantados en el lecho de la lesién se estima
en cuatro semanas, tiempo al final del cual se puede
detectar tejido regenerativo similar al CH en el defecto
osteocondral'’®.

Este procedimiento tiene ciertos inconvenientes como
son: la posible fuga de los condrocitos del interior de los
defectos condrales, a través de la zona de union entre el
injerto de periostio y el CA al que se sutura; la
desdiferenciacion del fenotipo celular; la distribucién
desigual de las células en el seno de la lesién en la que se
depositan; el riesgo de complicaciones del propio implante
periostico (inestabilidad con posible desprendimiento del
injerto o hipertrofia del mismo) y la necesidad de suturar sus

bordes al del CA sano®.
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FIGURA 13: técnica de ACI. Esquema general de la técnica (imagen
superior). Detalle de las fases (imagen inferior): A) Desbridamiento del defecto
cartilaginoso; B) Preparacion del defecto cartilaginoso; C) Extraccion y sutura del
fragmento de periostio a los bordes de la lesion condral; D) Sellado de los
bordes con adhesivo de fibrina; E) Implante de los condrocitos que quedan

alojados en el area del defecto (modificado de Marlovits S et al.).
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Para evitar estas contrariedades, se plantea una
segunda generacion de ACI, que utiliza una membrana de
coldgeno bicapa en lugar del fragmento de periostio para
sellar la lesion condral (Figura 14). Respecto a la primera
generacion de ACI, con esta modificacion se evitan las
complicaciones atribuibles al periostio implantado y se
simplifica el procedimiento quirdrgico, disminuyendo su
morbilidad. Sin embargo, sigue siendo necesaria la sutura
de la membrana de colageno a los bordes del CA intacto, lo
gue supone un inconveniente, como hemos mencionado

anteriormente.

Figura 14: técnica de la segunda generacion de ACI. La introduccion de los

condrocitos en el lecho de la lesién se sigue realizando una vez colocado el
tejido de recubrimiento del defecto condral (tomado de Marlovits S et al.).
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Los sucesivos avances tecnolégicos han llevado a la
tercera generacion de ACI, en la que se utilizan
biomateriales sembrados de condrocitos como
transportadores y scaffolds como estructuras para el
crecimiento celular. Asi mediante ingenieria tisular, se
combina el soporte tridimensional biocompatible, con los
condrocitos cultivados para conseguir un neotejido
cartilaginoso funcional (en terminologia anglosajona es el
método denominado MACI o matrix-induced autologous
chondrocyte implantation). Tras desbridar la lesién
cartilaginosa, el biomaterial con las ceélulas incluidas, se
coloca perfectamente adaptado al defecto condral, sin
necesidad de suturas en los bordes de la lesion ni de,

incluso, utilizar adhesivos de fibrina (Figura 15).

FIGURA 15: ACI de tercera generaciéon. Nétese la ausencia de sutura del

material introducido en el interior de la lesién condral. El tejido implantado rellena
la totalidad del defecto cartilaginoso (tomado de Marlovits S et al.).
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Tras los primeros resultados publicados por Brittberg
y con la experiencia de mas de veinte mil casos en todo el

mundo?’?

, el ACl se considera una opcién terapéutica de
primera eleccién en pacientes con elevados requerimientos
funcionales y con lesiones de gran tamafio (mayores de 2
cm?), y en los casos de fracasos de las técnicas de estimulo
subcondral en lesiones de cualquier tamafio*’®. En la rodilla,
los mejores resultados se logran en las lesiones post-
traumaticas y en la osteocondritis disecante, incluso en el
deportista joven'”®. En cualquier caso, el éxito de este
procedimiento, al igual que el de los anteriormente
expuestos, pasa por la correccion de las alteraciones
articulares o de los ejes de carga, asociadas a la lesion

cartilaginosa®®.

11.2.6. SCAFFOLDS

A pesar de los resultados prometedores obtenidos
con las técnicas expuestas anteriormente, no se deben
menospreciar algunas de las complicaciones o
inconvenientes que se les atribuyen (el volumen de tejido de
reparacion necesario, la morbilidad de la zona donante o la
dificultad para cubrir exactamente el area lesionada de
cartilago).

La ingenieria tisular de los compuestos sintetizados in
vitro, estd encaminada a evitar estas limitaciones. Los

scaffolds o matrices macroporosas de biomateriales
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proporcionan a las células condrogénicas un alojamiento
temporal en el que sobreviven, se multiplican, y producen
MEC para constituir el cartilago regenerado. Estos
biomateriales actian como un vehiculo de transferencia
celular y por lo tanto, deben de ser biocompatibles con el
tejido primitivo sobre el que se produzca la lesion (y por
ende, con el tejido de alrededor de la zona en la que se
implante la matriz biosintética).

Algunas sustancias naturales son adecuadas como
transportadoras celulares en el andamiaje para la ingenieria
tisular del cartilago. Entre éstas, destacan la fibrina, la
agarosa, el alginato, el colageno, el quitosano o el acido

hialurénico®”3641,

Muchos de estos compuestos son
hidrogeles y se disefian como inyectables en su forma
liguida, mezclandose adecuadamente con las células
condrogénicas. Una vez inyectadas en la zona receptora,
estas sustancias tienden a rellenar cualquier defecto
cartilaginoso sea cual sea su forma y tamafio®'.

La fibrina es el componente mas abundante de los
coagulos sanguineos. Puede utilizarse como adherente para
otros cartilagos sintetizados mediante ingenieria tisular, en
el relleno de defectos condrales, como scaffold propiamente
dicho o como factor de crecimiento. Sus aplicaciones son
limitadas teniendo en cuenta sus menores propiedades
mecanicas, la posibilidad de provocar respuestas inmunes o

inflamatorias y las dificultades para atraer células
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huésped’®®!. La agarosa y el alginato poseen mejores
caracteristicas de resistencia mecéanica que la fibrina. Sin
embargo, no son lo suficientemente resistentes para
absorber las fuerzas de friccion durante la movilidad articular
en los animales de experimentacion grandes y el organismo
no las llega a reabsorber satisfactoriamente®™®.

Algunos componentes propios del CA como el
colageno, son los mas biocompatibles y los menos
inmunogénicos. Las esponjas de colageno se han utilizado
en numerosos estudios junto con condrocitos y células
madre mesenquimales para formar cartilago tanto in vitro
como in vivo®®"®. Sin embargo, el colageno Unicamente
puede extraerse de organismos vivos, lo que encarece su
utilizacion y conlleva un potencial riesgo de transmision de
enfermedades por priones, sobre todo en los colagenos de
origen bovino. Adema4s, los condrocitos humanos cultivados
en contacto con tantas proteinas de origen animal, pueden
expresar moléculas inductoras de una respuesta inmune,
poniendo asi en peligro la viabilidad del tejido implantado®®.
El AH es un componente del liquido sinovial de las
articulaciones y de la MEC del cartilago, que también se ha
utilizado para la ingenieria tisular del cartilago’. Otras
sustancias ajenas a los tejidos articulares como el
polisacarido quitosano, desencadenan una respuesta

inflamatoria tedricamente escasa. Se ha logrado sintetizar
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en forma de liquido inyectable que se transforma en gel a
temperatura corporal®.

Los scaffolds poliméricos sintéticos poseen las
ventajas de la fiabilidad del origen de los polimeros y de la
reproducibilidad de su sintesis mediante IT. Los polimeros
mas utilizados son los poli-a-hidroxi ésteres, especialmente
el acido polilactico (PLA) y el &cido poliglicélico (PGA).
Estan aprobados para su uso clinico y presentan mejores
caracteristicas mecanicas que las sustancias naturales, lo
que los hace mucho mas faciles para colocar en el defecto
cartilaginoso y mas resistentes a las fuerzas de friccion
durante los movimientos articulares. Los copolimeros de
estas dos sustancias consiguen disminuir la tasa de
degradacion del implante. Este hecho es importante, ya que
el tiempo de permanencia del polimero implantado debe de
ser suficiente para conseguir el objetivo del soporte
tridimensional y no ser excesivo para no alterar la
regeneracion tisular®,

Ademas del contenido del scaffold, el disefio de la
arquitectura del mismo puede condicionar su colonizacién
celular®. Teniendo en cuenta que la MEC del CA normal se
distribuye de forma poco homogénea, con los condrocitos
cerca de la unién osteocondral y las fibras de coldgeno a lo
largo de la superficie articular, la arquitectura del andamiaje
debera ser como la del tejido cartilaginoso para favorecer el

crecimiento de los condrocitos presembrados®.
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El éxito clinico de la mosaicoplastia con injertos
osteocondrales ha hecho que se plantee la idea de generar
compuestos osteocondrales bifasicos (hueso-cartilago)
mediante IT para la reparacion de lesiones osteocondrales.
La reparacion osteocondral presenta numerosas ventajas
respecto a la reparacion Unicamente cartilaginosa, entre las
que cabe destacar la estabilidad del implante durante los
movimientos articulares. EI componente 6seo del compuesto
osteocondral sintetizado constituye un soporte rigido para el
componente cartilaginoso, de manera que esta estructura
puede introducirse a presion o pressfit en el lecho de lesion.
Muchos estudios han utilizado fosfato tricalcico para
sintetizar el componente 6seo'*. Cuando las células de la
médula O0sea contactan con la fraccion Osea del implante
bifasico, se convierten en osteogénicas y favorecen la
integracion del implante al hueso huésped. Las mismas
circunstancias se dan en la interfase entre el cartilago
huésped v la fraccién cartilaginosa del scaffold %221

Los condrocitos u otras células de induccion
condrogénica presembrados en las matrices biosintéticas,
deben ser capaces de formar MEC para constituir el
neocartilago. Para facilitar la viabilidad celular de los
condrocitos en la estructura sintetizada, se han disefiado
biorreactores que aseguran factores fisicos, quimicos y
biolégicos en el entorno de los condrocitos?”®. Entre estos

factores destacan la friccion a consecuencia de la movilidad
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en la superficie articular, el estrés en compresion, la presion
de oxigeno, la fuerza hidrostatica y, por dultimo, la
estimulacién mecénica dinamica®’*2%%%°,

Las células madre mesenquimales (CMMs) de la
meédula 6sea pueden ejercer algunas de las funciones de las
células cartilaginosas en los casos de condrocitos autélogos
insuficientes. Para ello, se requieren una serie de factores
gue favorezcan que las primeras adquieran una actividad
condrogénica. Para promover esta condrogénesis se
afiaden diferentes citoquinas y factores de crecimiento a los
medios de cultivo celulares. Entre estas sustancias destacan
varias isoformas de TGF-B, la activina, la proteina
osteogénica 1, el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) 2,
el IGF-1, la prolactina, la IL 1-B, el Cyr-61, la hormona del
crecimiento, el factor de crecimiento y diferenciaciéon (GDF)
5, la BMP-2 y la BMP-4'°, Otros factores quimicos no
proteicos como las prostaglandinas D2 y F2 a'®; las
prostaglandinas E1 y E2"": la hormona tiroidea'; la 1.25
hidroxi-vitamina D*° el &cido ascorbico®™? la
dexametasona®’; el etanol***%; la estaurosporina®®?; el

dibutiril cAMP?821%: |3 concavalina A%

y, por ultimo, el
vanadato™'® han demostrado inducir la condrogénesis. Estos
compuestos quimicos son menos labiles y tiene una vida
media mayor que los factores proteicos, favoreciendo asi los

cultivos in vitro durante varias semanas.
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11.2.7. PROTEINA MORFOGENETICA OSEA
Las BMPs son factores de crecimiento multi-
funcionales pertenecientes a la superfamilia de los TGF-(.

Desde su descubrimiento por Urist en 1965%°

, numerosas
investigaciones han demostrado que se trata de moléculas
que inducen al genoma a iniciar la formacién de un area
morfogenética’. Las BMPs activan la osificacion
endocondral y la condrogénesis; tienen ademas la
posibilidad de estimular la diferenciacion de las células
mesenquimales en células de extirpe osteoblastico.
Respecto a su accion especifica sobre los condrocitos,
estas proteinas favorecen su maduracion y la sintesis de
colageno tipo Il y tipo X3 El efecto de las BMPs sobre la
condrogénesis parece estar mediado por los genes Sox 9y
Runx 2. La interaccion entre ambos determina si la
diferenciacion de los condrocitos de produce hacia la
formacion del CA o, por el contrario, hacia una maduracion
hipertréfica previa a la osificacién endocondral®. Sin
embargo, las sefiales que marcan la morfogénesis de las
articulaciones durante el desarrollo embrionario, no
solamente dependen de las BMPs sino también de las
proteinas morfogenéticas derivadas el cartilago (CDMPs).

Una vez formado el CA, su homeostasis requiere un
balance entre las sustancias anabdlicas como las BMPs y
las CDMPs vy las citoquinas catabdlicas como la IL-1, la IL-
17 y el TNF a**®.
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Las BMPs, a su vez, se dividen en tres subfamilias:
BMP-2 (o BMP-2a) y BMP-4 (0o BMP-2b); BMP-3 y BMP-3b
(o GDF-10); BMPs 5, 6, 7 (o proteina osteogénica 1) y 8 (o0
proteina osteogénica 2). Dentro de las CDMPs, se
distinguen tres tipos: CDMP-1 o GDF-5, CDMP-2 o0 GDF-6 y
CDMP-3 o GDF-7. Entre todas estas proteinas, las que se
han descrito como condrogénicas son la GDF-5, la GDF-6,
la BMP-2 y la BMP-4?*®, Las CDMPs 1 y 2 estimulan la
sintesis de agrecanos del cartilago. La BMP-2 favorece la
expresion condrogénica y en particular la del colageno tipo
11b*%®2 La BMP-4 contribuye al proceso de reparacién de
las lesiones cartilaginosas, estimulando la sintesis de
colageno tipo Il y agrecanos'’. Algunos autores como

Chubinskaya y Yamane**%%

, atribuyen a la BMP-7 la
capacidad de estimular a los condrocitos para la sintesis de
colageno tipo Il, con el consiguiente potencial reparador de
las lesiones condrales.

Estas propiedades de las distintas proteinas
morfogenéticas se han aplicado a la ingenieria tisular del
cartilago, sintetizandose por ejemplo scaffolds bifasicos con
BMP-2, que han demostrado potencial condrogénico en

ratas®%.

11.2.8. TERAPIA GENICA, CELULAS MADRE
Evans propone en 1995 la aplicacion de la

transferencia génica (TG) al CA para el tratamiento de los
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problemas degenerativos articulares®. La terapia génica es
una técnica basada en la alteracion de la informacién de los
genes celulares para que la célula afectada sintetice la
sustancia deseada'®® (Figura 16).
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FIGURA 16: esquema del mecanismo de transferencia génica para la sintesis

de factores de crecimiento (modificado de Martinek V).

La reparacion de las lesiones del CA puede
conseguirse utilizando moléculas reguladoras de las células
gue aumenten sus actividades reparativas, que disminuyan
sus actividades de degradacion o ambas posibilidades a la
vez. Algunas de estas moléculas son el IGF-1; el FGF-2; las
BMPs 2, 4y 7; y el antagonista para el receptor de la IL-1.
Se trata pues de transferir los genes que codifican estas
moléculas al CA®®. Asi por ejemplo, la administracién

combinada de un factor anabdlico como el IGF-1 con un
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inhibidor de la accion inflamatoria de las citoquinas (por
ejemplo la IL-1Ra) puede conseguir controlar la degradacion
de la MEC a la vez que restaura parcialmente la lesion de
éStago’lBB.

Para la transferencia del material genético al interior
de los condrocitos pueden utilizarse vectores virales o
vectores no virales. Los vectores virales como los retrovirus,
los adenovirus, los virus adeno asociados y los herpes virus,
se caracterizan por una mayor eficiencia en la transferencia
génica®®!. Los sistemas de TG no virales, como los
liposomas, el DNA puro o los ligandos de DNA, son en
general mas sencillos de sintetizar y tienen una toxicidad e
inmunogenicidad menores. Sin embargo, su eficacia es
menor por la baja tasa de infeccion celular que con su
utilizacién se consigue®.

La TG en el cartilago y en el hueso subcondral es
posible mediante un procedimiento tanto ex vivo como in
vivo. Los vectores pueden infectarse directamente en el
tejido (in vivo) o pueden extraerse las células cartilaginosas
lesionadas, manipularlas genéticamente in vitro y
reimplantarlas en el lugar de la lesién (ex vivo). Mientras que
el método directo es técnicamente menos exigente, la TG
indirecta es mas segura, ya que la manipulacion genética se
realiza en condiciones controladas fuera del organismo.

Diversos estudios in vitro demuestran que mediante

este método, los condrocitos son capaces de aumentar la

89



biosintesis de la MEC y de mantener el fenotipo
condrocitico, especialmente la sintesis de colageno tipo
19183154 "En |os estudios in vivo se depositan los genes en el
interior de la articulacibn mediante diferentes tipos de
células o de vectores y de manera directa (inyeccion intra-
articular) o indirecta (mediante matrices o scaffolds). Tomita
inyecta genes del antigeno SVT (SV 40 large T antigen) en
rodillas de ratas y demuestra mediante inmunohistoquimica
la expresion de éstos en los condrocitos, sin cambios
patolégicos en el cartilago®®. Mason utiliza vectores
retrovirales para introducir genes de la BMP-7 mediante
soportes tridimensionales en rodillas de conejos, obteniendo
regeneracién completa del CA®.

Sin embargo, la terapia génica no esta exenta de
riesgos. Mientras que es mayor el beneficio de su utilizacion
en el tratamiento de las distrofias musculares malignas
(entre otras enfermedades) respecto a los riesgos que el
mismo entrafia, algunos autores consideran que en el caso
del tratamiento de las lesiones del CA no son aceptables
estos riesgos (mutagénesis, malignizacion, toxicidad o
alteracion de la regulacion del crecimiento celular)
relacionados con la sobreexpresion de los factores de
crecimiento celulares®.

A pesar de los avances obtenidos en la reparacion de
las lesiones del CA mediante las técnicas de transferencia

de genes, los estudios actuales sobre la materia pretenden
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lograr sintetizar CA cuya estructura sea igual a la del CH y
que éste tenga una vida media alta. Para ello, se requieren
sistemas de vectores mas sofisticados que controlen la
expresion de los genes incorporados a las células

condrales®*,

En este sentido, se han descrito diferentes
elementos especificos reguladores del CA como por
ejemplo, los inductores de la proteina derivada del cartilago
sensible al 4cido retinoico (CD-RAP)?®°, del procolageno tipo
Il al (COL2A1)'393% g del gen de los agrecanos?®*2%4,

Asimismo, la utilizacion de células madre
mesenquimales constituye una alternativa para el
tratamiento de las lesiones del CA. Se trata de células
pluripotenciales con capacidad para reparar tejidos
mesenquimales como el hueso, los ligamentos, la grasa, el
musculo y el cartilago®”®. Estas células pueden obtenerse de
diferentes tejidos: de la médula 6sea®’, del hueso
trabecular®®®, del tejido adiposo™® o del periostio*®.

Para aprovechar el potencial de las células madre en
la ingenieria tisular del CA, se ha analizado el entorno ideal
para estimular la condrogénesis. Para ello, se han utilizado
factores de crecimiento como el TGF-1, el TGF-B2, el TGF-
B3 y la BMP-2**®. De éste andlisis surge la aplicacién de la
las CMMs para el tratamiento de defectos condrales de
espesor completo en humanos. Por ejemplo, Kuroda utiliza
scaffolds de colageno en los que aplica células madre

procedentes de la médula 6sea autdloga de la cresta iliaca.
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Aplicados en el lecho de la lesidbn condral de espesor
completo, obtiene histolégicamente FC***. Otros autores
como Wakitani, consiguen los mismos resultados con este
método en lesiones cartilaginosas del CA de la rétula®”. El
hecho de que en los primeros casos en los que se utiliza
esta técnica el tejido resultante sea FC, hace que sea
necesario recurrir a otros factores que junto con las CMMs,
logren obtener CH estable sin osificacion, fibrinogénesis o
inflamacion®?**. Con esta idea y para intentar conseguir un
tejido cartilaginoso reparativo de caracteristicas, estabilidad
y durabilidad suficientes, diferentes estudios utilizan la TG
aplicada a Ias CMMSB3'135’194'58'167'247.

En cualquier caso, en la actualidad, tanto en los
estudios in vitro como in vivo, no se ha logrado obtener CA
de reparacion de caracteristicas tanto histolégicas como
biomecanicas comparables al CH de la articulacién. Los
diferentes obstaculos existentes para lograr dicho objetivo
son principalmente la degradaciéon de MEC, la integracion o
la diferenciacion insuficientes de los condrocitos, la
inestabilidad de las células o tejidos transferidos y la relativa
eficacia de la transferencia génica de los diferentes factores
condrogénicos, anti-inflamatorios y anti-oxidativos. Como la
mayoria de estos factores tienen una vida media corta,
autores como Steinert plantean la posibilidad de administrar
de manera repetida estas sustancias en la articulacion o de

lograr vectores de TG mas sofisticados, que aseguren la
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reparacion integral de las lesiones cartilaginosas

articulares?*>2%,

12.- HIPOTESIS

El cartilago articular no posee mecanismos propios
de reparaciéon cuando resulta lesionado. Las alternativas de
tratamiento utilizadas hasta ahora no han permitido obtener
un tejido cartilaginoso de reparacidon de caracteristicas
iguales a las del cartilago intacto.

En el presente estudio planteamos una experiencia
basada en la siguiente hipétesis: tras producir una lesién en
la superficie del complejo articular osteocondral en un
modelo animal, las técnicas de ingenieria tisular nos van a
permitir obtener un neocartilago adecuado. Concretamente
utilizando andamiajes porosos tridimensionales bioestables
basados en acrilato de etilo, poliacrilato de etilo, acido
metacrilico y acrilato de hidroxietilo, éstos seran capaces de
inducir una respuesta bioldgica favorable que permita
alcanzar un complejo articular osteocondral satisfactorio

desde el punto de vista estructural y funcional.
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Objetivos

94



El cartilago articular se caracteriza por ser un tejido
avascular. Las vias de las que dispone para su alimentacion
son la absorcion de nutrientes desde el liquido sinovial y el
aporte celular a sus capas mas profundas desde la
vascularizacion del hueso subcondral. Por otra parte, es
conocida la escasa capacidad divisional de sus células.

En consecuencia, las lesiones cartilaginosas en sus
diferentes grados, tienen una escasa capacidad intrinseca
de regeneracion. Se han descrito en la literatura numerosas
técnicas para la reparacion de los defectos que en este
cartilago se producen, tanto de tipo post-traumatico como de
tipo degenerativo. Aunque cualquiera de ellos conlleva
ventajas e inconvenientes, la ingenieria tisular con
biomateriales en el tratamiento de las lesiones cartilaginosas
parece aumentar las primeras y minimizar los segundos.

Los objetivos que nos hemos planteado en el

presente trabajo son:

1. Comprobar que la ingenieria tisular con soportes
tridimensionales sintetizados con los biomateriales testados
en este estudio, es una técnica apropiada para el
tratamiento de las lesiones inducidas en la superficie del

complejo osteocondral.

2. Analizar la respuesta biolégica de los biomateriales mas

rigidos y/o hidréfobos.
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3. Estudiar la respuesta biolégica de los biomateriales mas

elasticos y/o hidrofilos.

4. Identificar entre los biomateriales utilizados, el que genera
un complejo osteocartilaginoso de  caracteristicas

estructurales mas parecidas al patron histolégico normal.

5. Conocer la influencia de la presiembra de condrocitos en
los andamiajes de los biomateriales empleados, sobre el
tipo y calidad de tejido regenerativo obtenido a los tres

meses de su implante.

6. Valorar la naturaleza del tejido resultante de la utilizacion

de matrices sin siembra de condrocitos previa.

7. Comprobar la estabilidad de los scaffolds utilizados,

dentro del defecto creado.
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Material y método
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1. MATERIAL

1.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Para la realizaciéon de este trabajo hemos utilizado
conejos. Los animales se han obtenido de la granja de
mejora genética San Bernardo de Tulebra. Hemos escogido
este animal de experimentacion, por los siguientes motivos:

- el crecimiento proporcional al del hombre

- la similitud de la anatomia de la rodilla con la humana

- el coste del animal respecto a otros animales de
experimentacion

- la facilidad para su estabulacion, por el espacio
relativamente reducido requerido y por los menores costes
para su mantenimiento

- el namero elevado de trabajos publicados sobre
regeneracion del cartilago articular en este animal, lo que
nos permite establecer paralelismos y comparaciones con
nuestro estudio.

El protocolo de estudio ha sido aprobado por el
Comité Etico de la Universidad de Valencia segun las leyes
86/609/EEC y 214/1997, y el decreto 164/1998 de la
Generalitat Valenciana.

Cada biomaterial o asociacion de biomateriales
valorados se ha testado en cuatro conejos.

De estos cuatro animales, dos corresponden a

muestras sin presiembra de condrocitos y dos lo hacen a
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muestras con presiembra de los mismos. El nimero total de
animales intervenidos es de dieciocho, pero dos han sido
descartados por exitus precoz (a los quince dias, por
patologia digestiva) que los invalida para el estudio de la
regeneracion cartilaginosa; sin embargo se ha analizado
igualmente la rodilla de dichos animales comprobando la
correcta posicion del scaffold en el area lesional labrada en

el cartilago articular.

1.1.1. RAZA

Una vez elegido el animal de experimentacion, hemos
decidido recurrir a la raza Neozelandesa por su facilidad de
obtencion, su manejabilidad durante las diferentes fases del
estudio experimental y su tamario.

Aunque el pelaje mas tipico de esta raza de conejo es
el blanco, también los hay de color rojizo o negro.

El conejo de raza New Zealand escogido para
nuestro estudio, se caracteriza por su pelaje suave blanco y
sus 0jos rojizos (Figura 17). La cabeza es redondeada vy el
cuello corto. El peso que alcanza un conejo adulto oscila
entre los 4000 y los 5000 g, con un tamafio medio de 60 cm
de largo. Su produccion es basicamente carnica, pero sus
caracteristicas lo hacen ideal para la cirugia experimental
del aparato locomotor. Se trata de una raza doécil a la vez
que fuerte, lo cual nos facilita su manejo tanto en el pre

como en el postoperatorio.
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Figura 17: conejo de raza New Zealand de tres meses de edad.

1.1.2. EDAD, PESO Y SEXO

Hemos escogido conejos machos de doce semanas
de edad y 1800 g de peso. El volumen de los animales nos
permite estabularlos en jaulas suficientemente amplias para
su crecimiento en condiciones, hasta el sacrificio. Por otra
parte, el tamafio relativamente reducido de los conejos a
esta edad, favorece su manejo tanto en la induccién
anestésica como durante la cirugia. Sin embargo, las
proporciones de la rodilla del animal son suficientes para
poder realizar la cirugia prevista sin riesgos considerables
(fracturas, imposibilidad para crear el defecto condral por

falta de espacio en el surco intercondileo femoral,...).
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1.2. QUIROFANO

Todas las cirugias se han llevado a cabo en el
quiréfano de la Unidad Central de Investigacion de la
Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de

Valencia.

1.3. INSTRUMENTAL QUIRURGICO

El instrumental quirdrgico elegido para realizar las
intervenciones es el de cirugia de la mano. Consideramos
que el tamafo de los componentes de este instrumental, es
proporcional al tamafio del campo quirdrgico sobre el que
vamos a trabajar. Hemos utilizado, tal como se muestra
(parcialmente) en las figuras 18 y 19, los siguientes
elementos:
- dos hojas de bisturi del nimero 11, una para la incision
cutdnea y otra para el resto de la disecciéon hasta el plano
articular

- dos pinzas de diseccion de Adson, con y sin dientes

dos pinzas de Allis, para traccion de los tejidos blandos

una tijera de diseccion de Metzembaum recta

dos separadores de Seen-Green pequefios

dos pinzas mosquito, una recta y otra curva para el
clampaje de los vasos
- un separador automatico de Alm para facilitar la vision de

la superficie articular
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- un instrumento de toma de biopsia de dermatologia o
punch de 3 mm de didmetro, para la creacion del defecto en
la superficie articular
-y un porta agujas de Mayo-Hegar para la sutura de la
artrotomia y de la incisién cutanea.

Ademas, tras el sacrificio de los animales, se utiliza
una sierra de marqueteria para la amputacion de la rodilla y
un instrumental de mosaicoplastia (trocar) de 10 mm de
diametro (Arthrex) para la obtencién mas sencilla del cilindro
ostecartilaginoso (en cuyo centro se halla el implante), que

procesamos para su posterior estudio histologico.

Figura 18: material utilizado para la cirugia, la posterior amputacién de la

extremidad y la obtencién del cilindro osteocartilaginoso, mediante el
instrumento que aparece a la izquierda de la imagen.
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Figura 19: detalle del punch utilizado para la creacion del defecto en la
superficie articular de la rodilla del conejo (A). El diametro del instrumento en su

extremo de corte es de 3 mm, segun se aprecia en la figura B.
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1.4. OBTENCION DE LOS CONDROCITOS

Como paso previo al estudio in vivo consistente en el
implante de los scaffolds (también denominados discos)
disefiados en las lesiones articulares creadas en los
conejos, sacrificamos un animal del que obtenemos
cartilago de la rodilla, para llevar a cabo un primer cultivo de
condrocitos.

Los diferentes fragmentos de cartilago extirpados, se
lavan con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Life Technologies) suplementado [100 U de penicilina, 100
ug de estreptomicina (Biological Industries) y 0,4 % de
fungizona (Gibco)]. Los enzimas de digestién del cartilago
se preparan con este medio. Para el aislamiento de los
condrocitos, incubamos los fragmentos de cartilago con 0,5
mg/ml de hialuronidasa en un bafio de agitacién con agua a
37°C durante treinta minutos. A continuacion se retira la
hialuronidasa y se aflade 1 mg/ml de pronasa (Merck, VWR
International SL). Tras sesenta minutos de lavado en un
bafio de agitacion a 37°C, se lavan las piezas de cartilago
con DMEM suplementado. Una vez extraidas del medio,
continuamos la digestibn enzimatica de las piezas
afiadiendo 0,5 mg/ml de colagenasa-IA (Sigma-Aldrich) en
un bafo de agitacién con agua a 37°C durante una noche.
La suspension celular resultante se filtra con un filtro de
nylon de poro de 70um de tamafo (BD Biosciencies) para

eliminar los detritus celulares. Centrifugamos las células y

104



las lavamos con DMEM suplementado con suero bovino
fetal (SBF) al 10% (Invitrogen SA). Finalmente, las células
se depositan en frascos de cultivo tisular para el cultivo
inmediato de los condrocitos (Figura 20) 0 su conservacion

en nitrégeno liquido con DMEM que contiene un 20% de
SBF y un 10% de dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)
hasta su utilizacion.

Figura 20: frasco utilizado para el cultivo de condrocitos.

1.5. SINTESIS DE LOS SCAFFOLDS

La eleccion de los biomateriales y la sintesis a partir
de ellos de soportes macroporosos, se ha llevado a cabo
junto con el grupo de investigacion del Centro de
Biomateriales e Ingenieria Tisular de la Universidad
Politécnica de Valencia.
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Los scaffolds se obtienen a partir de redes
poliméricas de poliacrilato de etilo (PEA), o redes de
copolimeros de acrilato de etilo y acrilato de hidroxietilo (EA-
co-HEA), o copolimeros de acrilato de etilo y acido
metacrilico (EA-co-MAAc). Como monomeros, utilizamos el
acrilato de etilo (EA) (Aldrich, 99%) y el acrilato de
hidroxietilo (HEA) (Aldrich, 96%). EI dimetacrilato de
trietilenglicol (TrEGDMA) (Aldrich, 98% puro) se utiliza como
entrecruzador o cross-linker (crea enlaces permanentes
entre las cadenas de polimero para formar la red
tridimensional) y se emplea benzoina (Scharlau) como
iniciador fotosensible de la polimerizacion.

Estas matrices se han preparado en el Centro de
Biomateriales e Ingenieria Tisular utilizando una plantilla de
la estructura porosa (el negativo de la matriz) hecha a partir
de microesferas de polimetacrilato de metilo, PMMA
(Colacryl DP 300, Lucite International). El diametro medio de
las microesferas es de noventa micras. Se sintetizan las
plantillas bajo presion a temperaturas por encima de la
temperatura de transicion vitrea del PMMA, segun el
procedimiento descrito por Brigido'’. Introducimos las
microesferas en un molde formado por dos placas de cristal
separadas por un anillo de goma. El molde se coloca en una
prensa caliente a 170°C, temperatura a la que el
comportamiento del PMMA es el de una goma (deformable);

se aplica una presion suficiente para deformarlas y
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adherirlas unas a otras, creando una placa consistente de
aproximadamente 2 mm de espesor. Los puntos de
interconexién entre las microesferas forman las “gargantas
de los poros” en el scaffold; de esta manera, la
interconectividad entre los poros es controlada gracias a la
presion aplicada durante la formacién de la plantilla.

Las plantillas se sumergen en una disolucién de los
co-mondémeros en las proporciones adecuadas para obtener
la composicion deseada de la red polimérica, conteniendo
un 5% del entrecruzador TTEGDMA y un 1% de benzoina;
posteriormente se polimerizan bajo luz ultravioleta a
temperatura ambiente. Tras la polimerizacion, las plantillas
se disuelven con acetona durante aproximadamente 48
horas mediante un extractor de Soxhlet. En este punto,
introducimos los scaffolds en un recipiente de vidrio con
acetona y se cambia lentamente el disolvente por agua para
conseguir una contraccion uniforme de los soportes
macroporosos. Se cortan réplicas de los andamiajes de 3
mm de diametro por 1 mm de espesor (Figura 21), que se
lavan con una mezcla de agua/etanol durante 6 horas en un
extractor de Soxhlet. Finalmente, secamos los andamiajes a
vacio durante veinticuatro horas a temperatura ambiente y
posteriormente durante otras veinticuatro horas a 50°C.
Tanto las muestras utilizadas en los cultivos celulares como
las que se implantan en los animales, se esterilizan con una

dosis de 25 kGy de radiacion gamma.
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Figura 21: scaffold de 3 mm de diametro introducido en medio de cultivo.

Hemos preparado cuatro grupos de scaffolds: el
primero esta constituido por aquellos en cuya composicion
tenemos P(EA-co-MAAc) en proporcion 90/10; en el
segundo grupo los soportes estan compuestos por P(EA-co-
HEA) en porcentaje 90/10; la composicién quimica del tercer
grupo de matrices es P(EA-co-HEA) en igual proporcién
(50/50) y el ultimo tipo de andamiajes, los que constituyen el
grupo 4, contienen PEA puro (Tabla 1). Todos los discos
tienen el mismo didmetro y espesor. A cada grupo de
scaffolds le corresponde una serie quirdrgica con la misma

numeracion, como expondremos mas adelante.
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Grupo EA MAAC HEA PEA
1 90 10 - -
2 90 - 10 -
3 50 - 50 -
4 - - - 100

Tabla 1: composicién de los scaffolds por grupos. Las cifras detallan la

proporcion de cada monémero (o polimero en el caso del PEA) segun el grupo
de scaffolds que consideremos. En la casilla de los monémeros (o del polimero
PEA) que no forman parte de esta composicion, aparece un guion.

Respecto a su afinidad por el agua, el implante de
PEA es hidrofobo, los compuestos por P(EA-co-HEA) 90/10
y por P(EA-co-MAAc) 90/10 son levemente hidrofilicos y el
P(EA-co-HEA) 50/50 es un hidrogel cuyo contenido en agua
en equilibrio en inmersién en agua liquida es del 18.1 %%,

La porosidad de los scaffolds se valora a partir del
peso de las muestras secas respecto al de las muestras
cuyos poros se rellenan con agua. Para asegurarnos de que
el agua penetra en todos los poros (incluso en los discos
con polimeros mas hidrofébicos), la muestra seca se
introduce en un contenedor de cristal en el que se hace el
vacio y a continuacién se inyecta el agua®®. La fraccién de
volumen de poros en las matrices es de 0,75+0,03 en todas

las muestras implantadas.
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300pm

Figura 22: imagen de microscopia electronica de barrido de un scaffold de

estructura porosa (barra de aumentos 300 micras).

La morfologia de los andamiajes se examina con un
microscopio electronico de barrido criogénico (cryoSEM)
(JEOL JSM 5410) equipado con una criounidad (Oxford CT
1500). Utilizamos una tensién de aceleracién de 15 kV
(Figura 22).

1.6. INCORPORACION DE LOS CONDROCITOS A
LOS SCAFFOLDS

El procedimiento para generar los scaffolds con
condrocitos (CC) es el siguiente: colocamos los discos
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sintetizados en una placa de -cultivo enriquecido con
poliestireno (Nunc A/S) y los humedecemos con una
solucion salina balanceada de Hank’s (Sigma-Aldrich). Tras
retirar la solucion de Hank’s, les inyectamos la suspension

celular (10° células viables en 20 pl de medio) para que las

células ocupen su estructura porosa.

Figura 23: procesamiento de los scaffolds con presiembra de condrocitos.

Tras una hora de incubacion, los ponemos en un
recipiente nuevo, al que afiadimos medio de cultivo hasta
cubrir el material. Transcurridos tres dias, reemplazamos el
medio de cultivo por DMEM suplementado con 1% ITS (de
Insulin, Transferrin, Sodium selenite) (BD Biosciences) y 50
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ug/ml de ascorbico. Los scaffolds permanecen en este
nuevo medio durante tres dias (Figura 23), antes de ser

implantados en los conejos.

Biomaterial Serie Biomaterial Serie
EA90 MAAC10 S1-CC-1 EA90 MAAC10 S1-SC-1
EA90 MAAc10 S1-CC-2 EA90 MAAC10 S1-SC-2 *
EA90 HEA10 S2-CC-1 EA90 MAAC10 S1-SC-3
EA90 HEA10 S2-CC-2 EA90 HEA10 S2-SC-1
EA50 HEAS50 S3-CC-1 EA90 HEA10 S2-SC-2
EA50 HEA50 S3-CC-2 EA50 HEA50 S3-SC-1
PEA100 S4-CC-1 EA50 HEASO0 S3-SC-2
PEA100 S4-CC-2 PEA100 S4-SC-1
PEA100 S4-SC-2 *
PEA100 S4-SC-3

Tabla 2: distribucion de biomateriales en scaffolds con presiembra de

condrocitos (CC), segun la serie y el animal intervenido y sin presiembra de
condracitos (SC), segun la serie y el animal intervenido (* exitus).

Cada serie quirargica, de la 1 a la 4, esta constituida
por dos sub-series, segln se presiembren los soportes con
condrocitos (CC) o no se presiembren y se implanten
directamente en el animal (SC) (Tabla 2).
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2. METODO

2.1. ESTABULACION DE LOS ANIMALES

La estabulaciéon de los conejos se lleva a cabo segun
las directrices del Real Decreto 1201/2005 de 10 de Octubre
de 2005 sobre “Proteccion de animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos”.

Para la satisfactoria adaptacién de los animales a su
nuevo medio, previamente a la cirugia, se les estabula
durante setenta y dos horas en jaulas individuales de
dimensiones 2200 cm? de superficie del suelo por 40 cm de
altura, permitiéndoles desplazarse en su interior.

La alimentacion es a base de pienso especifico de
mantenimiento (Harlan) y agua, suministrados ad libitum.

Cada jaula queda identificada con el numero y la
serie del animal correspondiente. La misma identificacion se

hace constar en la cara interna de la oreja de cada conejo.

2.2. PREPARACION PREOPERATORIA

Media hora antes de la intervencién quirargica, se le
administra como sedacion a cada conejo, una dosis
intramuscular de ketamina (15 mg/kg) (Pfizer) vy
medetomidina (0,1 mg/kg) (Pfizer); y como profilaxis
antibidtica, cefazolina (20 mg/kg) (Normon) por la misma via
de administracion. Como medida de seguridad, se realiza

una venoclisis de la vena auricular, con infusién de suero
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fisiolégico de mantenimiento, que se retira al concluir la
intervencion.

Posteriormente, le rasuramos la rodilla derecha y se
pincela con una solucién de povidona yodada al 10%.

Colocamos al animal en decubito supino, sujetando
ambas patas posteriores con una cincha a la mesa de
quiréfano. La zona operatoria se envuelve con un pafio
perforado estéril, quedando ésta aislada del resto de la piel

del conejo y preparada para la cirugia (Figura 24).

LAY,

Figura 24: campo quirdrgico preparado para la intervencion. El animal esta

colocado en decubito supino con la rodilla en flexion para delimitar mejor los
contornos anatémicos del tendén cuadricipital, la rétula y el tenddn rotuliano.
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2.3. TECNICA ANESTESICA

Los procedimientos de anestesia son llevados a cabo
por el equipo de veterinarias de la Unidad Central de
Investigacion.

Tras la sedacion inicial, se realiza una anestesia
inhalatoria de mantenimiento con isofluorano (Abbott
Laboratories) al 1,5 % con mascarilla (Figura 25). Durante el
acto operatorio y por via intramuscular, se le administra al

animal el antiinflamatorio ketoprofen (1 mg/kg) (Sanofi-

Aventis).

Figura 25: aplicacién de una mascarilla al animal para la anestesia inhalatoria

de mantenimiento durante la intervencién quirdrgica.
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2.4. TECNICA QUIRURGICA

Todas las intervenciones son realizadas por el mismo
ciruyjano (F.F.B.) y el mismo ayudante (P.G.R.), bajo las
maximas condiciones de asepsia.

Con la rodilla en flexién, identificamos los contornos
anatomicos del tendon cuadricipital, de la rotula y del tenddn
rotuliano. Se lleva a cabo una incision parapatelar medial de
unos 20 mm de longitud, con los siguientes limites en el eje
craneo-caudal: 5 mm proximal al borde interno de la rétula y
la insercion del tendon rotuliano en la tibia. Con el transcurrir
de las cirugias, hemos logrado reducir el tamafio de la
incision a expensas de la zona distal (longitud total
aproximada de 17 mm).

Separado el fino tejido celular subcutaneo del animal,
se aprecia por transparencia la arteria geniculada supero-
medial. Al ser una fuente conocida de sangrado,
inicialmente procedimos a su clampaje con pinzas de
hemostasia. Posteriormente, hemos sustituido dicho gesto
quirdrgico y utilizamos un punto hemostatico con Dexon 3/0
(Braun Dexon), consiguiendo un resultado mas seguro y una
técnica mas limpia (Figura 26).

En este momento, se procede a la artrotomia medial
gue conseguimos sea mas larga que la incision cutanea,
separando hacia proximal y distal cada uno de los extremos
de la herida cutanea. Se produce de manera inconstante, un

pequefio sangrado venoso en la grasa de Hoffa que
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controlamos con una pinza de hemostasia mantenida
durante diez a quince segundos, retirandose posteriormente

para facilitar la vision de la superficie articular.

Figura 26: abordaje parapatelar medial. En el plano subcutaneo, se aprecia la
red venosa superficial. La arteria geniculada supero-medial es visible por
transparencia. La flecha indica el punto hemostatico que aplicamos de forma

preventiva para evitar el sangrado durante la operacion.

Una vez asegurada la hemostasia y con la rodilla en
extension, luxamos externamente el aparato extensor
mediante una presion suave en sentido medio-lateral.

En un punto central de confluencia de los ejes
craneo-caudal y latero-medial de la troclea femoral (Figura

117



27-A), utilizando un sistema de toma de biopsia de
dermatologia (punch) desechable de 3 mm de diametro y
mediante finos movimientos giratorios, creamos un defecto
condral con una profundidad hasta el inicio del plano
subcondral (Figura 27-B). Este defecto circular (Figura 27-C)
lo rellenamos con el scaffold correspondiente de las mismas
dimensiones (Figura 27-D), variando su naturaleza quimica
en cada una de las series.

Comprobamos la estabilidad del implante de dos
maneras:

- realizando una presidbn suave sobre los bordes del
mismo con la punta de una pinza mosquito

- y sometiendo a la rodilla a varios ciclos de flexo-
extension con el aparato extensor reducido y objetivando
gue el andamiaje permanece en su lecho al volver a luxar el
aparato extensor.

El cierre de la artrotomia se hace con una sutura
continua de Dexon 3/0 (Braun Dexon); previamente al
mismo, comprobamos la hemostasia del campo
(fundamentalmente de las arterias geniculadas y del plexo
venoso de la grasa de Hoffa). La sutura cutanea es
intradérmica y también con Dexon 3/0 (Braun Dexon). Por
altimo, para mejorar la asepsia de la herida, aplicamos
sobre la misma el apoésito adhesivo en aerosol Nobecutan
(Inibsa) (Figura 27-E).
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Figura 27: fases de la cirugia. Artrotomia medial, luxacién del aparato
extensor y localizacién del punto para realizar el defecto condral (A); realizacion
del defecto con punch mediante movimientos rotatorios (flechas) (B); defecto
condral de 3 mm de diametro (C); scaffold introducido en el defecto condral (D);

sutura intradérmica y limpieza del campo quirdrgico (E).

2.5. POSTOPERATORIO

Una vez finalizada la intervencidn quirlrgica,
colocamos al animal en un contenedor con una manta
eléctrica de calor y posteriormente es trasladado a su jaula.

Para asegurar la analgesia postoperatoria, pautamos
a cada animal meloxicam (0,3-0,6 mg/kg) (Boehringer
Ingelheim) cada veinticuatro horas, via oral, durante los tres

dias siguientes a la intervencion.
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Se cura la herida quirargica a diario hasta que el
crecimiento del pelo del animal lo impide, comprobando
posibles cambios del aspecto de Ila misma (signos

inflamatorios, dehiscencias de sutura,...).

2.6. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

El protocolo utilizado para el sacrificio de los animales
se inicia con la misma pauta de sedacién del preoperatorio
[ketamina (Pfizer) y medetomidina (Pfizer)], procediéndose
a la eutanasia con una sobredosis de 500 mg de tiopental
sédico intravenoso (Braun). Estos farmacos se administran

previa venoclisis de la vena auricular del conejo.

2.7. OBTENCION DE LAS PIEZAS

Para facilitar la obtencién de las piezas y su posterior
estudio histoldgico, desarticulamos la extremidad inferior
desde la cadera. Seccionamos el musculo cuadriceps,
rebatiendo a continuacion el aparato extensor en sentido
distal (Figura 28-A) o bien externamente sin seccion
muscular previa (Figura 28-B). De esta manera, queda bien
expuesta la superficie de la troclea femoral. Posteriormente,
mediante un trocar de mosaicoplastia de 10 mm de diametro
(Arthrex), creamos un cilindro perfecto en cuyo centro se
encuentra la zona del implante (Figura 29-A). Esta pieza
cilindrica (Figura 29-B), se introduce en formol tamponado al

10% para iniciar su procesado.
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Figura 28: aspecto de la rodilla del conejo a los 3 meses de la intervencion. El
aparato extensor se ha rebatido distalmente, para exponer la superficie articular
del fémur; rétula (r) y grasa de Hoffa (h) (A). En el interior del circulo se identifica
el implante integrado respecto al cartilago de alrededor (B).
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Figura 29: superficie articular en la que se ha marcado los limites del cilindro

con el instrumental de mosaicoplastia (flecha) (A). El cilindro osteocartilaginoso
es extraido para el inicio de su procesado histolégico (B).
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Tras la fijacion en formol durante cinco dias, se
introducen las muestras en una solucion decalcificante a
temperatura ambiente (Osteosoft, Merck) durante cinco
semanas. Transcurrido este tiempo, las muestras de tejido
osteocartilaginoso se incluyen en parafina y se realizan
secciones seriadas de 5-7 micras de espesor con microtomo

(Leica) (Figura 30), para su posterior estudio microscopico.

Figura 30: microtomo utilizado para las secciones de los bloques de parafina

en los que se han incluido las muestras de tejido osteocartilaginoso, para su
posterior estudio histolégico.
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2.8.- ESTUDIO HISTOLOGICO

El andlisis de la arquitectura general del complejo
osteoarticular lo llevamos a cabo mediante el estudio
microscoépico de las muestras procesadas, realizando cortes
seriados y tifiéndolas con tinciones basicas en el estudio
histolégico, como son la Hematoxilina-Eosina (HE), el
tricromico de Masson (TM), el Azul Alcian (AA) y con
técnicas especificas de inmunohistoquimica. Posteriormente
observamos dicho material al microscopio Optico (Leica DM
4000 B) y realizamos las series fotograficas oportunas
(cdmara fotogréfica Leica DFC 420) para constatar los
resultados obtenidos.

La tincion de HE nos permite apreciar el aspecto
normal del CA, con células alojadas en el interior de
lagunas, que son planas en superficie y paralelas al borde
libre, mientras que a mayor profundidad aparecen
redondeadas y dispuestas en hileras perpendiculares a la
superficie. Las lagunas estan rodeadas de matriz territorial
basofila (tefiida intensamente de color morado) de grosor
variable dependiendo de la actividad celular, mientras que la
matriz interterritorial es menos basofila (de coloracion mas
rosacea). En profundidad, esta tincibn nos ofrece la
posibilidad de observar el tejido 6seo esponjoso, con sus
células alojadas en pequefias lagunas que resaltan sobre la

matriz laminar, intensamente tefida de rosa. A su vez, nos
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permite comprobar la rica vascularizacion del tejido 0seo
mientras que los vasos estan ausentes en el cartilaginoso.

La tincion de TM (fucsina acida y azul de anilina) permite
destacar por un lado las regiones ricas en fibras de
colageno, como las matrices extracelulares cartilaginosa y
Osea (se tifien de color azulado), y por otro lado la presencia
de hematies de los vasos sanguineos del tejido 6seo (se
tifen intensamente de rojo).

Para el estudio histologico especifico de la matriz
cartilaginosa, utilizamos tanto la tincion de AA como la
inmunodeteccion de colageno tipo Il. Con la primera, la
matriz cartilaginosa se tifie de color azul celeste intenso,
mientras que el tejido 6seo se observa de color grisaceo y
los vasos sanguineos no destacan al adoptar un color
pardo-grisaceo. La segunda técnica pone de manifiesto,
mediante su marcaje especifico, la presencia de fibras de
colageno tipo Il (caracteristicas del tejido cartilaginoso y no
del tejido 0seo). Revelando dicha técnica con el sustrato
diaminobencidina (DAB), obtenemos una coloracién parda
oscura en la MEC, que contiene este tipo de fibras de
colageno.

La presencia de tejido 6seo se objetiva mediante la
inmunodeteccion de colageno tipo | (presente en el tejido
0seo y ausente en el CH) y de osteocalcina, proteina cuya
expresion esta restringida a células de extirpe osteoblastica.

La observacion microscopica de estos preparados, tras
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revelarlos con DAB, pone de manifiesto las areas de tejido
0seo, tefidas de color pardo oscuro.

El estudio microscopico de la proliferacion celular se
realiza gracias a la inmunodeteccion del antigeno Ki-67.
Este antigeno es una proteina nuclear expresada en las
células de la fase activa del ciclo celular (G1, S, G2 o M),
pero que estd ausente en las células en fase de reposo
(G0). Asi, con esta técnica se tifie intensamente de color
pardo el nucleo de las células que se encuentran en dichas
fases activas del ciclo celular.

El andlisis inmunohistolégico se utiliza para detectar
la sintesis de colageno tipos | y IlI, de osteocalcina y la
expresion del antigeno Ki-67 (marcador de proliferacion).
Para ello, introducimos los cortes histolégicos seriados
durante una hora a temperatura ambiente, en una dilucién al
1:1000 de anticuerpo para colageno tipo | (Sigma); 1 pg/ml
de anticuerpo para colageno tipo Il (Calbiochem);
osteocalcina (R&D Systems) y en una dilucion al 1:100 de
anticuerpo para Ki-67 (Dako Cytomation). Los complejos
antigeno-anticuerpo  se  detectan  colorimétricamente
utilizando HRP (Horseradish Peroxidase)-antigeno
secundario conjugado y DAB con cromogeno (Dako
Cytomation). Finalmente contrastamos los cortes con HE.

El estudio histolégico de los biomateriales en forma
de disco implantados en el complejo osteoarticular, se lleva

a cabo igualmente, analizando a microscopia o6ptica los
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cortes seriados de las muestras obtenidas. Estos,
generalmente se observan “en negativo”, de manera que la
red de polimeros aparece como espacios blancos méas o
menos interconectados, que no se colorean con las
tinciones utilizadas.

Por su parte, el tejido neoformado, que ha proliferado
e invadido los poros del disco, se tifile especificamente,
dependiendo tanto del colorante utilizado como del tejido

gue en cada caso se haya desarrollado a lo largo de los tres

meses que dura la experiencia (Figura 31).

[\ e R W g RS pseBa N See |
Figura 31: microscopia 6ptica (tincion HE, aumentos originales 5x) de una

muestra de la serie 4 sin presiembra de células.
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1. ESTUDIO HISTOLOGICO

1.1. SERIE 1

La composicion de los scaffolds utilizados en esta
serie es: EA (90%) y MAAc (10%). Esta combinacion de
biomateriales no da un resultado totalmente satisfactorio, ya
que, aunque se produce cierta proliferacion de neotejido
tanto en su interior como en las zonas periféricas,
encontramos amplias zonas de tejido fibroso alrededor de
los discos implantados (a modo de encapsulacion), sin que

exista un regenerado completo de la superficie articular.

1.1.1. PRESEMBRADO DE CONDROCITOS

La observacion microscopica de estas muestras,
evidencia que el disco implantado en el lecho de la lesion
condral estd completamente rodeado de tejido osteoarticular
(Figuras 32 y 34). En superficie, apreciamos CH de aspecto
mayoritariamente normal, aunque con ciertas zonas de
discontinuidad central en el cartilago y areas de fibrosis en
superficie. En las areas de transicion laterales y profunda
del implante, objetivamos tejido 0seo esponjoso de
caracteristicas normales.

El estudio histologico pone de manifiesto que el
andamiaje se encuentra moderadamente invadido por tejido
neoformado rellenando sus cavidades porosas, con
predominio en las zonas central y superior del implante

(Figura 33). En dichos puntos, el tejido neoformado es

131



basoéfilo y de apariencia similar al CH. Sin embargo, en las
zonas periférica y profunda del disco, este tejido es mas

escaso y de caracter eosindfilo, y presenta importantes

similitudes con la MEC 6sea.

Figura 32: microscopia 6ptica de una muestra de la serie 1 con presiembra de
condrocitos tefiida con HE (aumentos originales 5x). El circulo contiene la zona
del scaffold cubierto en superficie por cartilago de caracteristicas normales (a),
con una zona de discontinuidad central (b). Apreciamos anidacion celular en la
zona superior del scaffold (c) y osteoclastos aislados en la zona inferior (d). La
integracion del scaffold es parcial, con escasa anidacion celular del mismo.
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La integracion del soporte tridimensional en el
complejo osteoarticular es satisfactoria en general,
observandose una muy buena continuidad entre el
neocartilago formado en el interior del disco implantado y el
cartilago de la superficie articular. La continuidad entre los
tejidos 6seos de las zonas laterales y basal o profunda es,

igualmente, muy satisfactoria.

D
o
B

-

Figura 33: microscopia 6ptica de la muestra anterior (tincion HE, aumentos

originales 60x), que corresponde a la zona superior del implante (area (c) de la
figura 32) ampliada, en la que se observa la anidacion celular (circulos).
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FIGURA 34: area (d) de la figura 32 ampliada (tincion HE, aumentos

originales 60x). La linea basofila (flecha) que sitia en la transicion entre el
scaffold en profundidad (a) y el hueso subcondral (b) y se corresponden con la

localizacion periférica de los osteoclastos.

1.1.2. SIN PRESIEMBRA DE CONDROCITOS

La localizacion en profundidad respecto a la
superficie articular del scaffold implantado es variable. En
una de las muestras, se obtiene una regeneracion completa
de la superficie articular. El implante esta situado a cierta
profundidad, por debajo de un CH de aspecto normal en
superficie, quedando el resto del disco rodeado de una
banda ancha de tejido 6seo de caracteristicas normales. Sin
embargo, en otra de las muestras de esta serie, se aprecia

una respuesta mas retardada, de manera que parte del
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borde superior del andamiaje esta en contacto con la
cavidad articular y por lo tanto sin recubrimiento de tejido
neoformado, mientras que el resto del borde superior del
mismo se encuentra recubierto de un tejido fibroso con
areas condrales, con un tejido de aspecto similar al sinovial
en superficie. El estudio microscépico de estas muestras,
revela que el neotejido formado en el interior de las matrices
macroporosas es sensiblemente mas escaso que el que se
obtiene en los implantes con el mismo biomaterial pero con

condrocitos presembrados (Figura 35-37).

— -

Figura 35: microscopia dptica de una muestra de la serie 1 sin presiembra de

condrocitos. Entre el disco implantado y el CA regenerado, observamos tejido
0seo (tincion HE, aumentos originales 5x).
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La zona central de las matrices contiene mas islotes
de tejido neoformado que la periférica. Este tejido presenta
aspecto cartilaginoso obteniéndose reaccion positiva para el
colageno tipo Il (marcador de la matriz condral). En las
zonas laterales a los implantes, la respuesta proliferativa es
menor; el tejido neoformado tiene caracteristicas del tejido

0seo, puesto que es mas eosinofilo e inmunorreactivo para

osteocalcina (marcador especifico de tejido 6seo).

Figura 36: microscopia 6ptica de la muestra anterior. El tejido neoformado en
el interior de los discos es escaso, siendo en la zona central algo mas abundante
y de aspecto cartilaginoso, mientras que en la zona periférica es mas escaso y
de aspecto 6seo (tincion HE, aumentos originales 60x).
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FIGURA 37: microscopia optica de la muestra de la figura 35. La integracion
de los scaffolds no ha sido del todo satisfactoria, ya que se observa una reaccién
fibrosa alrededor del disco, principalmente en las zonas de contacto con el tejido
6seo circundante, con presencia de macréfagos, dando un aspecto de
encapsulacion (tincion TM, aumentos originales 60x).

1.2. SERIE 2

Los scaffolds utilizados en esta serie estan
compuestos por un 90% de EA y un 10% de HEA. La
respuesta tisular a los implantes de esta serie es en general
satisfactoria, ya que la superficie de los mismos se recubre
totalmente por un tejido de aspecto condral. En su interior,
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se aprecia abundante neotejido tanto cartilaginoso como
0seo. La integracion resulta en general muy satisfactoria
(con mejores resultados para las muestras con presiembra
de condrocitos), a pesar de que se aprecian algunas zonas

de fibrosis.

1.2.1. PRESEMBRADO DE CONDROCITOS

La superficie de los implantes se halla completamente
tapizada de tejido cartilaginoso con estructura histolégica de
CH normal: células en superficie mas pequefias y paralelas
a la misma mientras que en profundidad, se alinean en
hileras perpendiculares al plano superficial con una matriz
intercelular mas abundante. Este neocartilago formado, se
extiende en profundidad hasta contactar con la zona central
del disco implantado, con el que presenta una perfecta
continuidad, no observandose ningun signo de rechazo. En
las zonas marginales de la superficie superior, asi como en
los laterales en la zona profunda del scaffold, se identifica
tejido 6seo esponjoso, constituido por trabéculas eosindfilas
rodeadas de osteoblastos (Figura 38).

En el interior de los andamiajes se observa
abundante tejido neoformado, cuyo aspecto es
mayoritariamente cartilaginoso, ocupando sobre todo la
zona superior y central de los mismos. El neotejido presente
en los laterales y en la base de los discos es mas escaso,

eosinofilo y de aspecto semejante al material osteoide.
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Esporadicamente, este tejido aparece en proximidad de
neovasos Yy de tejido de apariencia mesenquimal.

Respecto a la integracidon de los implantes, se
observa una perfecta transicion entre el neotejido proliferado

en su interior y el complejo osteoarticular circundante.

Figura 38: microscopia 6ptica de una muestra de la serie 2 con presembrado
de condrocitos en la que se aprecia una integracion y anidacion celular
satisfactorias del implante, rodeado en superficie de CH y en profundidad de
tejido 6seo, sin signos de rechazo o encapsulacion. Véase la continuidad del CH
en superficie con la zona superior del andamiaje (tincion HE, aumentos
originales 5x). Las éareas (a) y (b) se amplian en las figuras 39 y 40

respectivamente.
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Figura 39: microscopia 6ptica correspondiente a la imagen ampliada de la
zona (a) de la figura anterior. El aspecto histolégico del tejido que cubre el

implante es de cartilago hialino (tincién HE, aumentos originales 20x).

Asi, en el plano superficial se identifica tejido
cartilaginoso (Figura 39) y en las zonas laterales y en el
plano profundo, se aprecia tejido 6seo, sin signos de
encapsulacion ni rechazo en ningun punto (Figura 40). En
algunas areas de los bordes baso-laterales, se visualizan
vasos que proceden del tejido o6seo circundante
acompafiados de tejido de aspecto mesenquimal
probablemente proveniente de los mismos vasos, que irian

a regenerar la zona lesionada.
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FIGURA 40: microscopia 6ptica correspondiente al area (b) de la figura 38. El

tejido que rodea el implante en profundidad, es una neomatriz con
caracteristicas de tejido 6seo (tincion HE, aumentos originales 40x).

1.2.2. SIN PRESIEMBRA DE CONDROCITOS

En ausencia de células presembradas, los discos de

esta serie se localizan mas profundos en el complejo
osteoatrticular que los discos con presiembra de condrocitos.
La superficie articular se encuentra completamente
regenerada, presentando un CH de apariencia normal, del
gque emerge una banda ancha de tejido cartilaginoso que
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puede llegar a contactar con el disco subyacente (Figura
41).

FIGURA 41: microscopia 6ptica de una muestra de la serie 2 sin presiembra

de condrocitos tefiida con HE (aumentos originales 5x). El disco implantado
(area “a”) se encuentra a cierta distancia de la superficie articular recubierta de

CH (area “b"). El area (c) se sitla en la zona de transicién superior implante-

tejido circundante, mientras que el area (d) lo hace en la zona inferior de la
misma. Estas Ultimas areas se muestran ampliadas en las figuras 42 y 43.

La neomatriz formada en el interior de los scaffolds es
menos abundante que la de los discos presembrados con
condrocitos y no esta polarizada hacia la zona superficial y
central, sino que es mas abundante en la zona basal que en
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el resto del disco. La mayor parte de esta matriz presenta
caracteristicas estructurales y tintoriales similares al tejido
0seo con inmunoreactividad para la osteocalcina, aunque
también observamos algunos islotes con caracteristicas de
tejido cartilaginoso (Figura 42). Al estar los discos situados a
cierta profundidad respecto a la superficie, pueden incluso

contactar con el tejido hematopoyético de predominio graso

de la médula 6sea.

FIGURA 42: microscopia 6ptica de una muestra de la serie 2 sin presiembra
de condrocitos tefiida con técnica de inmunodeteccion para colageno tipo Il. Se
trata una visién ampliada de la zona superficial del implante (area “c” de la figura
41), en la que se aprecia tejido de aspecto condral (colageno tipo Il, aumentos
originales 60x).
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Los implantes se encuentran mayoritariamente
rodeados de tejido 6seo, sin practicamente zonas de
continuidad con el tejido condral, salvo en algun caso en el
gue se aprecia un area de cartilago en el borde apical, en

contacto con el cartilago de la superficie articular.

FIGURA 43: microscopia 6ptica ampliada del area de transicién implante-
tejido circundante en la zona basal (area “d” de la figura 41) (tincion HE,
aumentos originales 60x). Se observa reaccion fibrosa con presencia de
macrofagos alrededor de extensas zonas de los discos, los cuales estan
mayoritariamente rodeados de tejido 6seo.

La ausencia de contacto con zonas cartilaginosas

probablemente conlleva la reaccion fibrotica observada
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alrededor de extensas areas de estos soportes, con
elementos macrofagicos (Figura 43). Estos datos de la
microscopia Optica, nos permiten considerar que la
integracion de estos scaffolds con el tejido circundante no es

del todo satisfactoria.

1.3. SERIE 3

Los biomateriales utilizados para la sintesis de los
andamiajes de esta serie son el EA (50%) y el HEA (50%).
Los implantes de esta serie son los de maximo contenido en
HEA, lo que les confiere una gran hidrofilia. Esta
caracteristica conlleva por un lado la posibilidad de tefiirse
con los colorantes utilizados pero por otro lado, origina una
respuesta biolégica poco satisfactoria. Aunque la
regeneraciéon del CA en la superficie es, en general,
bastante satisfactoria, la proliferacion tisular en el interior de
los discos es practicamente nula. Ademas induce una
marcada reaccion fibrotica y de encapsulacion a su
alrededor, impidiendo la integracion de los mismos en el

complejo osteoarticular.

1.3.1. PRESEMBRADO DE CONDROCITOS
Los andamiajes se localizan bastante profundos
respecto a la superficie articular, en la que se observa CH
de caracteristicas histolégicas normales. En ocasiones,

podemos apreciar una hendidura desde la superficie
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articular en profundidad hasta las cercanias del scaffold,
gquedando por tanto interrumpida la continuidad de la
superficie articular (Figura 44). Por debajo del cartilago
superficial, existe una ancha banda de tejido Oseo

esponjoso en cuyo interior se alojan los discos implantados.

FIGURA 44: microscopia optica de una muestra de la serie 3 con presiembra
de condrocitos, en la que se aprecia una imagen lineal (flechas) que contacta
con el disco implantado desde la superficie, dividiendo al superficie cartilaginosa
y de tejido dseo circundante en dos areas (tinciéon HE, aumentos originales 5x).

El neotejido formado en el interior de los soportes es
muy escaso Y sin signos de polarizacion. Las caracteristicas
morfolégicas y tintoriales de esta neomatriz son dificiles de
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valorar por su escasez. En las zonas donde este tejido es
mas abundante (en la periferia, en cercania de los vasos),

aparece un tejido similar al 6seo.

FIGURA 45: microscopia éptica de una muestra de la serie 3 con presiembra
de condrocitos. El &rea oval incluye el scaffold rodeado de una capsula fibrosa,
signo de falta de integracion con el tejido circundante (tincion TM; aumentos
originales 5x). El detalle de la zona (a) se muestra en la figura 46.

Alrededor de los discos implantados, se producen
extensas areas de fibrosis que microscépicamente confieren

a la muestra un aspecto de encapsulacion (Figuras 45y 46).
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Asi, en este subgrupo, son muy escasas las zonas de

integracion entre el implante y el lecho de la lesion.

i

FIGURA 46: imagen ampliada del area (a) de la figura 45 correspondiente a la
parte profunda del implante, en la que llama la atencién la presencia de una
capsula fibrosa que lo rodea y osteoclastos (flechas) alrededor de zonas con
ausencia de anidacion celular (tincion HE, aumentos originales 40x).

1.3.2. SIN PRESIEMBRA DE CONDROCITOS

Los discos implantados se encuentran a cierta
profundidad de la superficie articular. En la superficie libre,
se constata CH de caracteristicas normales, que en
ocasiones, se invagina hacia el implante subyacente
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(Figuras 47 y 48). A su vez, en superficie presenta una zona
central de tejido fibroso de aspecto similar al tejido sinovial.

En profundidad, los andamiajes quedan rodeados de una

ancha banda de tejido 6seo.

FIGURA 47: muestra de la serie 3 sin presiembra de condrocitos. El disco se
encuentra a cierta profundidad completamente rodeado de abundante tejido
fibroso, que lo encapsula. El implante queda cubierto de CH (tincion HE,

aumentos originales 5x).

La observacion a microscopia Optica de estas

muestras, permite comprobar que la matriz neoformada en
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el interior de los scaffolds es practicamente inexistente.

Ademas el escaso tejido formado es fibroso.

FIGURA 48: microscopia 6ptica de una muestra de la serie 3 sin presiembra
de condrocitos. El cartilago hialino que recubre la superficie articular, presenta
en ocasiones discontinuidades o zonas fibrosas de morfologia similar al tejido
sinovial (tincién de HE, aumentos originales 10x).

Por su parte, la periferia de los discos queda
completamente aislada por tejido fibroso conteniendo
infiltrados mononucleares y una rica vascularizacion (Figura

49). Por lo tanto, podemos concluir que los soportes de este
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subgrupo presentan una integracién casi nula con el tejido

circundante.

FIGURA 49: imagen ampliada de la zona central del implante (serie 3 sin
presiembra de condrocitos), en la que la neomatriz formada es practicamente
inexistente. Las escasas areas de tejido que aparecen tienen un aspecto
fibrético, con infiltrados mononucleares y una rica vascularizacion (area en el
interior del circulo) (tincion TM, aumentos originales 40x).

1.4. SERIE 4
La respuesta bioldgica del tejido receptor a los
implantes de esta serie (compuestos en su totalidad por
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PEA) parece ser mas lenta que en las otras series
estudiadas, aunque es bastante satisfactoria. Por un lado, la
superficie articular no siempre esta completamente cubierta
de neocartilago, incluso con presencia de alguna zona de
fibrosis. Sin embargo, la proliferacién celular en el interior de
los andamiajes es muy buena, incluso en los que no se han
presembrado con condrocitos. La integracion al complejo
osteoarticular es desigual. Cuando las areas vecinas son
condrales, se dan criterios de integracion satisfactoria; sin
embargo, si estas zonas son 0seas aparecen interfases de

tejido fibroso.

1.4.1. PRESEMBRADO DE CONDROCITOS

Los scaffolds se hallan en cercania de la superficie
articular e incluso en contacto directo con ella, por lo que
parece que hay un retardo en la respuesta regenerativa
(Figura 50). En las zonas que aparecen cubiertas de CH,
éste presenta caracteristicas morfologicas normales,
continuando con el cartilago circundante con criterios de
integracion muy satisfactoria (Figura 51). Los discos
implantados quedan rodeados de tejido osteoarticular, de
manera que el CA envuelve aproximadamente la mitad
superior del disco, mientras que la mitad inferior y la base de
éste se ven circundados por tejido 6seo esponjoso.
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Todo el espesor de los implantes esta ocupado por
un abundante tejido neoformado, siendo mas cuantioso en
la zona central y polarizado hacia la superficie, donde
presenta un aspecto cartilaginoso. En las zonas basal y
lateral, la proliferacion del tejido es menos abundante,
aungue con caracteristicas de hueso y en cercania de

Vvasos.

FIGURA 50: microscopia 6ptica de una muestra de la serie 4 con presiembra
de condrocitos, en la que se aprecia el scaffold en superficie sin cobertura de CH
pero con una abundante anidacion celular (tincion HE, aumentos originales 5x).
Las areas (a) y (b) aparecen ampliadas en las figuras 51 y 52, respectivamente.

153



En general, existe una buena integracién del material
implantado en el complejo osteoarticular: el cartilago en
superficie presenta continuidad con el CA vecino, al igual
gue el tejido 6seo lo hace con los bordes laterales y

profundo del implante.

Figura 51: microscopia 6ptica que corresponde al area (a) de la figura 50, en
la que se observan zonas con neomatriz hialina, que parece penetrar en la parte
superior del andamiaje (tincién HE, aumentos originales 20x).

A pesar de ello, la transicion tejido implantado-lecho
receptor es heterogénea ya que, coincidiendo con zonas en
las que la neoformacion tisular es menor, se observa una

peor integracion con el entorno (presencia de éareas de
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fibrosis ricas en macréfagos junto con vasos que aportan
células mesenquimales) (Figura 52).

.

FIGURA 52: microscopia éptica que corresponde al area (b) de la figura 50.

En la transicion basal implante-lecho receptor, identificamos clastos y tejido
fibrético junto con vasos (tincion HE, aumentos originales 60x).

1.4.2. SIN PRESIEMBRA DE CONDROCITOS

Los implantes se sitian cercanos a la superficie
articular; su superficie queda en ocasiones completamente
tapizada por neocartilago hialino, mientras que, en otros
casos, prolifera tejido fibroso parecido al tejido sinovial, con
un tapizado parcial de la superficie. Lateralmente, los discos
contactan en su mitad superior con el CA, mientras que su
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mitad inferior y la zona basal lo hacen con tejido Oseo

esponjoso (Figura 53).

Figura 53: microscopia dptica de una muestra de la serie 4 sin presiembra de

condrocitos. El disco implantado esté cercano a la superficie articular, cubierto
de neocartilago de aspecto hialino (tincion HE, aumentos originales 5x).

La respuesta regenerativa en el interior de los
scaffolds se considera buena, aunque menor que en los
discos de esta serie con presiembra de condrocitos. El tejido
regenerado ocupa todo el disco. Presentando una alta
coincidencia con el tejido que lo rodea (Figura 54), el
neotejido es de aspecto cartilaginoso mayoritariamente en la
mitad superior (colageno tipo Il positivo) y de aspecto 6seo
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(osteocalcina positivo) en la mitad inferior, junto con vasos y
elementos macrofagicos.

La integracion del andamiaje con su entorno
osteoatrticular, se considera irregular: alternan zonas tanto
cartilaginosas como 6seas sin ningun signo de
encapsulacion fibrética, con zonas con menor proliferacién
de neotejido y con fibrosis acompafiante (sobre todo en la
transicion lateral y basal) (Figura 55).
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Figura 54: microscopia 6ptica de la serie 4 sin presiembra de condrocitos, que
representa la zona de transicion entre la profundidad del scaffold y el lecho de la
lesion creada. El andamiaje aparece anidado por células mesenquimales que se
han diferenciado y con morfologia que coincide en alto grado con el tejido que
las rodea (tincion Azul Alcian, aumentos originales 40x).
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FIGURA 55: muestra de la serie 4 sin presiembra de condrocitos. En la
transicion en superficie entre el implante y el tejido cartilaginoso circundante, no
existen signos de encapsulacion ni reaccion macrofagica (tincion HE, aumentos

originales 40x).

2. CONSIDERACIONES GENERALES

La mejor respuesta biologica entre los implantes
utilizados se produce en los animales de las series 2 (90%
EAy 10% HEA) y 4 (100% PEA). En estas dos series, no se
aprecian practicamente respuestas histolégicas de
encapsulacion o fibrosis alrededor del implante. La
integracion y proliferacion tanto del tejido cartilaginoso en
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superficie como del tejido 60seo esponjoso en los limites
laterales y profundo, permite deducir que los scaffolds
utilizados en estas series, son capaces de estimular el
crecimiento de un tejido u otro (cartilaginoso u 06seo)
dependiendo del que encuentran en la zona receptora.
Estos criterios favorables de proliferacion e integracion de
los tejidos respecto a los andamiajes utilizados, son aun
mas evidentes en las sub-series en las que se ha realizado
el presembrado de condrocitos.

En este sentido, entre las dos sub-series referidas, se
dan pequenas diferencias desde el punto de Vvista
histol6gico, que hacen que la mejor respuesta sea la del
grupo con presembrado de condrocitos de la serie 2. En
ésta, ademas de existir una continuidad casi perfecta entre
tejidos (cartilago con cartilago y hueso esponjoso con hueso
esponjoso), la estructura histolégica y la disposicion celular
obtenidas resultan practicamente iguales a las del tejido
receptor. En el grupo de animales de la serie 4 en los que se
han utilizado scaffolds con presembrado de condrocitos,
detectamos una integracion satisfactoria aunque menor y

mas heterogénea.

3. EVOLUCION POSTQUIRURGICA E INCIDENCIAS

No hemos tenido ningun caso de infeccion de la

herida quirurgica ni en el post-operatorio inmediato, ni en la
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evolucién a medio-largo plazo. Nos ha llamado la atencién
especialmente la cicatrizacion satisfactoria de la piel (Figura
56) y el crecimiento del pelaje ad integrum en la zona
intervenida: en todos los casos, al mes de la operacion,
practicamente no se aprecian signos de la cirugia previa
(Figura 57). Aunque se pueden producir lesiones por

mordedura del propio animal en la zona de la operacién, en

nuestro trabajo no se ha dado ningun caso.

FIGURA 56: aspecto de la zona intervenida a los diez dias de la cirugia. Las

flechas marcan los limites craneal y caudal de la cicatriz quirtrgica (se trata de
un animal de la serie 2).
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FIGURA 57: aspecto de la zona intervenida al mes de la cirugia. El pelaje es
de caracteristicas normales y recubre, practicamente en su totalidad la piel de la

rodilla operada (animal de la serie 2).

En lo que se refiere a la recuperacion funcional, la
movilidad general del animal y en particular de la extremidad
intervenida, destaca un patrén de marcha normal. Asimismo,
los animales logran realizar una extension activa de la rodilla
intervenida para ponerse en bipedestacion a las tres
semanas de evolucion (Figura 58).

Durante el periodo evolutivo de los animales
intervenidos, se produjeron dos exitus. El primero fue el de
un conejo de la serie | que fallecié a los seis dias de la
cirugia, a causa de un ileo paralitico. El segundo animal, de
la serie IV, murié al mes y medio de la intervencién por un
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cuadro de diarrea aguda. En ambos casos, el aspecto
macroscopico del implante en la rodilla ha sido muy
satisfactorio. El scaffold permanece en su posicion inicial y
no se observan signos degenerativos articulares alrededor
del mismo. Con motivo de estos exitus, se intervinieron dos

nuevos animales para completar numéricamente las series

motivo de estudio.

Figura 58: conejo de la serie 3 a las tres semanas de la intervencion.
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1. REPARACION DE LAS LESIONES CARTILAGINOSAS
MEDIANTE INGENIERIA TISULAR CON SCAFFOLDS

Para definir el proceso de curacion de las lesiones del
CA, se emplean en muchos casos indistintamente los
términos “reparacion” y “regeneracion”. Sin embargo,
existen diferencias conceptuales entre ambos. La reparaciéon
es la sustitucién del tejido lesionado o perdido por un nuevo
tejido sin la estructura, funcidon y composicion del original. La
regeneracion hace alusion a la formacion de un nuevo tejido
que reproduce la estructura, funcién y composicion del
inicial®®.

Es conocido que el potencial intrinseco de reparacion
del CA es limitado (ver “Introduccion”). La regeneracion de
las lesiones que afectan a las capas superficiales del mismo
(de espesor parcial), depende en gran medida de la
capacidad de mitosis de los condrocitos. Si tenemos en
cuenta que éstos predominan en las capas del CA mas
proximas al hueso subcondral, las lesiones que no afecten a
dichas capas, aun tienen menor respuesta regenerativa. En
cambio, las lesiones que afectan a todas las capas del CA
(de espesor completo), requieren de la llegada de células
madre procedentes del hueso esponjoso subcondral para su
reparacion. Ademas, en este segundo grupo de lesiones, el

tejido de reparacion resultante es, en la mayoria de los
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casos, fibroso o fibrocartilaginoso y, por lo tanto,
biomecanicamente inadecuado™*.

Se han propuesto numerosas técnicas quirdrgicas
con el objetivo de mejorar la estructura histolégica del tejido
reparativo que genera el propio CA ante una lesiéon®. Las
técnicas de estimulo osteocondral (perforaciones del hueso
subcondral, artroplastia de abrasién y microfracturas) son
las primeras que se desarrollan para estimular la formacion
de una nueva superficie articular, y probablemente las mas
utilizadas en la actualidad®324220.113.243.244.297 = pFp |35
regiones con defectos condrales de espesor completo o con
lesiones degenerativas del CA con exposiciéon del hueso
subcondral, la penetracion de este ultimo lesiona los vasos
subcondrales, lo que conlleva la formacion de un coagulo de
fibrina en la superficie 6sea®'%>?%, Sj ésta no es sometida
a cargas mecdanicas excesivas, CMMs indiferenciadas
migran hacia el coagulo, proliferando y diferenciandose
hacia células con las caracteristicas morfologicas de los
condrocitos®*. En la mayoria de los casos, el tejido
reparativo que se genera en la superficie 6sea perforada es

fibrocartilaginoso®* %424,

Los estudios experimentales de
Metsaranta'’? demuestran que en el tejido reparativo de las
lesiones cartilaginosas de espesor completo se distinguen
dos areas. En la zona mas profunda del defecto condral, se
encuentran células procedentes del hueso subcondral con

niveles altos de colageno tipo | y mRNA de la osteonectina,
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produciendo importantes cantidades de sustancia osteoide.
En superficie, se detecta el coagulo de fibrina
diferenciandose hacia un mesénquima indiferenciado con
alto contenido en colageno tipo lll. Por lo tanto, el tejido
reparativo se convierte en fibrocartilaginoso, con escaso
namero de células sintetizando colageno tipo Il y por ende
sin un fenotipo de CH. Sin embargo, la extension del area
de tejido cartilaginoso formada y la calidad del mismo, varia
considerablemente entre los defectos condrales, aunque la
primera no suele superar el 75% del volumen total de la
lesién cartilaginosa®.

Los resultados clinicos de las técnicas de estimulo
osteocondral son variables, debido a la naturaleza
impredecible del tejido de reparacion que se forma, el
tamafo de la lesion, la edad y el nivel de actividad de cada
paciente. Johnson obtiene tejido fibrocartilaginoso de
reparacion viable a mas de seis afos tras condroplastias de
abrasion. Con ello, consigue una mejoria clinica del paciente
suficiente para retrasar varios afios una artroplastia total de
rodilla'*?. Para Steadman, los pacientes tratados mediante
microfracturas en lesiones cartilaginosas de rodilla, menores
de cuarenta y cinco afos, manifiestan una mejoria
estadisticamente significativa respecto al dolor y a la
funcionalidad tras la operaciéon®*. Segun Williams, con la
utilizacion de microfracturas en las lesiones cartilaginosas

de rodilla grado 1lI-1V de Outerbridge, se consiguen mejorias
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significativas del dolor durante el afio posterior a la
intervencion. Precisa que en muchos casos el nivel de
actividad del paciente disminuye respecto al anterior a la
cirugia, sobre todo en atletas de élite®®. Millett considera
que el resultado clinico de las microfracturas en las lesiones
cartilaginosas del hombro, depende del tamafio de las
mismas, siendo mejores los resultados en los casos de
lesiones de pequefio tamafio®’”.

Con la utilizacion de las técnicas de reparacion
cartilaginosa, se pretende obtener CH en las areas con
defectos cartilaginosos, y que éste se integre con el CA
indemne de alrededor para formar una superficie
mecénicamente funcional'®. Estos métodos no dependen
de la llegada de CMMs al lecho de la lesion y, en la mayoria
de los casos, logran obtener tejido de reparacion semejante
al CH o hyaline-like. Las técnicas de injertos osteocondrales
con tejidos autogénicos o alogénicos son de utilidad para el
tratamiento de lesiones condrales u osteocondrales amplias.
La utilizacion de aloinjertos evita fundamentalmente la
morbilidad en la zona donante de la articulacion. En
términos de muerte celular y estabilidad mecanica del
implante, los injertos frescos (autoinjertos) presentan
ventajas respecto a los congelados (aloinjertos). Los
primeros se utlizan fundamentalmente en lesiones de
pequefio tamafio, como en la osteocondritis disecante y las

lesiones post-traumaticas, mientras que los segundos estan
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mas indicados en rellenos de grandes defectos condrales o
en patologia articular tumoral®>?*"%8_ Sin embargo, estos
métodos de injertos osteocondrales, presentan limitaciones
como la dificultad para utilizarlos artroscOpicamente en
zonas poco accesibles de las articulaciones (meseta tibial
posterior y condilos femorales posteriores de la rodilla, por
ejemplo)®°.

Por otro lado, las técnicas de injerto de tejidos
blandos (pericondrio o periostio) pretenden aprovechar el
potencial condrogénico de sus células mesenquimales para
obtener un tejido cartilaginoso reparativo. Este tejido es
histol6gicamente mas parecido al CH que se obtiene con los
procedimientos de estimulo del hueso subcondral, sin que
existan diferencias entre el neotejido resultante del implante
de pericondrio o de periostio (cartilago hyaline-like)***?%,
Desde el punto de vista clinico, los mejores resultados con
la aplicacion de estos procedimientos, se obtienen cuando
no existen inestabilidades articulares ni malas alineaciones
de las extremidades, concomitantes con las lesiones
condrales™?. Por contra, se trata de cirugias que no son
técnicamente sencillas y a las que se asocian otros
inconvenientes como la cantidad limitada de tejido para
implantar, la posibilidad de calcificacion de los injertos
(fundamentalmente cuando utilizamos periostio), y el
potencial artrogeno de las suturas utilizadas para unirlos al

CA circundante a la lesion*’"*%%1%  Algunos autores como
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Seradge, consideran que el éxito de estos injertos también
depende de la edad de los pacientes. Asi, en los pacientes
mas jovenes las células indiferenciadas del implante y los
condrocitos poseen mayor capacidad de generar una nueva
superficie cartilaginosa®.

El ACI se ha utilizado desde 1987, con resultados
clinicos e histolégicos satisfactorios. En la mayoria de los
estudios experimentales y clinicos con grandes series en los
que se ha recurrido a esta técnica, el tejido que se obtiene
en el lugar de la lesion condral es CH o hyaline-
like3917820146.161 = Taniendo en cuenta que una de las
indicaciones para el empleo del ACI son las lesiones

condrales de tamafio superior a 2 cm? '’

, entre las ventajas
de esta técnica, destaca la posibilidad de obtener los
condrocitos necesarios segun la extension del defecto
condral a rellenar. Estas células condrales son viables en la
zona como minimo cuatro semanas después de su
aplicacion, jugando un papel fundamental en la
regeneracion cartilaginosa'’®. Para lograr contener los
condrocitos dentro del defecto cartilaginoso, es necesario
sellar la superficie del defecto con fragmentos de tejido
blando, siendo el periostio el que se utiliza con mayor
asiduidad. Este gesto técnico obliga en algunos casos a
llevar a cabo una cirugia abierta, con la morbilidad que ello
178,158

implica A esta desventaja, debemos de afadir la

posibilidad de una hipertrofia de la cobertura periéstica®**®,
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la distribucion irregular de los condrocitos implantados en el

d236, I

lecho lesional a causa de la fuerza de la graveda a

fuga de los condrocitos implantados por la zona de unidn

103 5 la artrofibrosis secundaria®!,

periostio-CA no dafado
Otro de los inconvenientes en relacion con esta técnica es el
hecho de que los condrocitos se desdiferencian rapidamente
durante su proliferacion en el cultivo. Se trata de un proceso
durante el cual los condrocitos cambian desde su apariencia
redondeada hacia un aspecto celular de contornos
irregulares (semejante a los fibroblastos o bien a las células
mesenquimales precondrogénicas). En consecuencia,
pierden su capacidad para expresar la MEC especifica del
CA compuesta por colageno tipo Il y agrecanos, para pasar
a producir MEC especifica del tejido fibroblastico y por lo
tanto, abundante en colageno tipo 1'*'%2 En este sentido,
para mantener el fenotipo de los condrocitos durante la fase
de expansion celular, se han utilizado diferentes factores de
crecimiento como el TGF-3, las BMPs, la activina A, la
proteina osteogénica 1, el factor de crecimiento fibroblastico
béasico o el IGF-11°2226189.78

Diferentes estudios han investigado las propiedades
condrogénicas tanto de las BMPs como de las CDMPs. La
homeostasis del CA es fundamental para el mantenimiento
de las funciones de las articulaciones. Para alcanzarla, debe
producirse un equilibrio entre los procesos anabdlicos

mediados por sustancias como las BMPs o las CDMPs y los
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catabdlicos, en los que intervienen citoquinas como la IL-1,
la IL-17 y el factor de necrosis tumoral a®'®. Las BMPs son
factores de crecimiento necesarios para la formacion de
cartilago durante el desarrollo del esqueleto en el
embrién®®. A su vez algunas de ellas, como la BMP-4,
pueden inducir la rediferenciacion o la desdiferenciacion de
los condrocitos tanto in vitro como in vivo, promoviendo la
reparacion del CA. Al igual que las BMPs, las CDMPs
(también conocidas como factores de crecimiento y
diferenciacion o GDF) pertenecen a la superfamilia de las
TGF-B, y pueden igualmente estimular la diferenciacion de
las CMMs a condrocitos>°. Li demuestra en sus estudios
que tanto la BMP-2 como la CDMP-2 aisladas o
combinadas, estimulan la sintesis de PTGs por los
condrocitos™*.

Aunque la aplicacion directa de estos factores de
crecimiento conlleva un efecto beneficioso en el proceso de
curacién de las lesiones cartilaginosas in vivo, su aplicaciéon
clinica queda limitada por el problema de su disponibilidad:
teniendo en cuenta la complejidad de la regeneracion del
CA, se requieren aportes continuos de sustancias
estimulantes para alcanzar los niveles ¢ptimos de formacién
de cartilago con caracteristicas histologicas semejantes al
CH'®3. Se han establecido diferentes sistemas, como por
ejemplo las matrices transportadoras, para asegurar el

aporte de factores de crecimiento estimulantes de la
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condrogénesis en el lugar de la lesién condral*®?. Sin
embargo, su efectividad y las posibilidades de aplicacion en
la clinica han sido limitadas. Por ello, se plantea la terapia
génica como la Unica alternativa actual para el
mantenimiento de los niveles necesarios de factores de
crecimiento en el lecho de la lesion®3%*,

Ninguno de los procedimientos quirargicos para el
tratamiento de los defectos cartilaginosos u
osteocartilaginosos revisados, ha demostrado una
superioridad de sus resultados histologicos y clinicos,
respecto a los alternativos.

Sin embargo, la aplicacién de la ingenieria tisular al
tratamiento de las lesiones cartilaginosas puede resolver
cada uno de los inconvenientes atribuidos a las técnicas
analizadas anteriormente. La IT se define como la aplicaciéon
de la ingenieria y de las ciencias de la vida para el
desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren,
mantengan o incrementen la funcién de un tejido. Aplicada
al CA, podemos crear un molde tridimensional con la forma
y tamafios deseados, compuesto de biomateriales
reabsorbibles, que permita transportar en su interior
condrocitos al igual que sustancias estimuladoras de la
condrogénesis. A su vez, debemos de asegurar la
estabilidad y durabilidad del implante durante el tiempo
suficiente para que se produzca una regeneracion

cartilaginosa, con las caracteristicas del CH, en la zona del
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defecto condral. Para que sean aplicables en IT del CA, la
arquitectura de estos moldes debe de imitar al maximo al
propio tejido cartilaginoso y permitir la anidacion, la
adhesiéon, la proliferacion y la diferenciacion de los
condrocitos. Ademas, con el objetivo de crear el entorno
idéneo para el crecimiento tanto de neotejido cartilaginoso
como de neotejido 6seo, se sintetizan los denominados
moldes bifasicos. De esta manera, los condrocitos serian
atraidos hacia la porcion cartilaginosa del molde, mientras
que las células osteogénicas lo harian hacia la fase 6sea del
mismo, diferenciandose hacia hueso trabecular®’.

Se le atribuyen mudltiples ventajas al empleo de
scaffolds en la regeneracion cartilaginosa, como por
ejemplo: se trata de una técnica menos invasiva ya que no
requiere la utilizacién de injertos de tejidos blandos como el
periostio; la distribucion de los condrocitos en su interior es
homogénea a la vez que se mantiene el fenotipo
condrocitico'®; el propio implante ejerce la funcién de
barrera ante una posible invasion del injerto por fibroblastos,
lo que generaria un tejido fibroso de reparacién®; por Gltimo,
una vez cumplida su misién, los biomateriales que lo
componen desaparecen y persiste Unicamente el
neotejido™!. Ademas, la mayoria de las técnicas de IT con
andamiajes aplicadas al CA, pueden realizarse sin
necesidad de utilizar un sellado del defecto con membranas

o periostio, e incluso, mediante cirugia artroscépica®®®.
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2. BIOMATERIALES UTILIZADOS EN INGENIERIA
TISULAR DEL CARTILAGO

Se han utilizado diversos materiales para la sintesis
de los scaffolds y su posterior aplicacion en el tratamiento
de los defectos cartilaginosos y osteocartilaginosos. Entre
estos distinguimos diferentes grupos: los polimeros
bioldgicos entre los que destacan el colageno, el hialuronan,
la fibrina, el alginato o el quitosano; los fosfatos calcicos
como la hidroxiapatita; los polimeros sintéticos como el PLA,
el PGA, la policaprolactona (PCL) o el acido polivinilico
(PVA); y otras sustancias menos utilizadas en el tratamiento
de las lesiones del CA, como la matriz 6sea desmineralizada
o los cristales bioactivos™®.

En este sentido, numerosos autores proponen

emplear el COlégen0271'229'73'156'67'296'241'36'203'129'299

puesto
que se trata de uno de los componentes mas abundantes de
la MEC de los tejidos conjuntivos, a los que les otorga
fuerza y estabilidad. Es una sustancia que se presenta como
gel, membrana, esponja o espuma. Pulkkinen realiza
estudios in vitro con coldgeno tipo Il recombinante y
concluye que durante su cultivo, el nimero de condrocitos y
la cantidad de MEC y de GAGs aumenta durante las cuatro
primeras semanas, mientras que los agrecanos y el
colageno tipo Il, lo hace unicamente durante los siete

208

primeros dias“". Willers utiliza soportes de colageno tipos |
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y Il presembrados con condrocitos (técnica MACI
desarrollada en la “Introduccién”) en un modelo
experimental con conejos. A la sexta semana del implante,
el defecto osteocondral contiene un tejido con arquitectura
semejante al CA. A las doce semanas, el tejido regenerativo
se mantiene aunque es mas fino y contiene menos PTGs. El
mismo autor demuestra que el neotejido obtenido no
depende de la densidad celular del injerto®?.

En otros estudios se utiliza el &cido hialurénico como
material para la sintesis de andamiajes®'?76:239.197186,77.149,114
El AH forma parte de la composicién de todos los tipos de
cartilagos. Su empleo se basa en que este polisacarido
natural es el componente mas abundante de la MEC del CA.
Al ejercer un papel fundamental en la homeostasis del CA,
esta molécula ha demostrado ser ideal para su aplicacién en
la ingenieria tisular del CA%**%%* Se |e atribuye un alto
grado de biocompatibilidad, pudiendo ser utilizada para
cultivo de condrocitos tridimensionalmente, reproduciendo
las mismas condiciones que in vivo. Asimismo, suele
reabsorberse completamente en unos tres meses desde su
aplicacion'®, sin generar respuesta inflamatoria. Desde el
punto de vista histolégico, diferentes estudios in vivo con
modelos animales demuestran que utilizando scaffolds de
AH sembrados con condrocitos se induce la formacion de
CA hyaline-like integrado con la superficie articular

circundante a la lesion®®"?%®, Brun lleva a cabo un estudio
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clinico mediante biopsias de las zonas de lesion
cartilaginosa en la rodilla, en las que dieciocho meses antes
se habian implantado soportes de AH presembrados con
condrocitos. Establece diferencias significativas entre los
hallazgos histologicos de los pacientes sintomaticos y
asintomaticos. Asi, en el primer grupo, el tejido de
reparacion es fundamentalmente FC o un tejido mixto FC-
CH. En el segundo grupo, encuentra CH en la mayoria de
los casos?.

Uno de los inconvenientes atribuibles a la aplicacion
de este polimero natural es la lentitud en generar tejido
cartilaginoso en su interior. A pesar de ello, se demuestra
que se logran obtener porcentajes importantes de
neocartilago hialino en estos andamiajes macroporosos, a
partir del afio y medio de su colocacién?’. Por otra parte,
para asegurar la estabilidad de estos implantes en el interior
de la lesidon cartilaginosa, algunos autores como Nehrer,
consideran optativo colocar adhesivo de fibrina en los limites
entre la matriz biosintética y el CA circundante®,

Algunos investigadores sugieren la opcion del
adhesivo de fibrina como componente Gnico del implante o
en combinacién con otros biomateriales'®267:198.96.16.49.55.227
La fibrina es una proteina implicada en la formacion de los
coagulos sanguineos. Este polimero natural se ha
convertido en un biomaterial atractivo en la IT del CA,

debido a sus altas biocompatibilidad y biodegradabilidad.
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Los resultados obtenidos en la literatura son dispares. Van
Susante en su estudio en el que crea un defecto 6seo en
cabras que rellena posteriormente con adhesivo de fibrina,
concluye que este biomaterial no ofrece un soporte
suficientemente resistente para los condrocitos, poniendo en
entredicho la estabilidad mecéanica del mismo®’. Asimismo,
la fibrina exdgena aplicada al CA, puede desencadenar una
respuesta inmune atribuible sobre todo a la citotoxicidad
celular, con la consiguiente degeneracién del implante®®.
Sin embargo, Dragoo logra resultados esperanzadores
incluyendo células madre derivadas del tejido adiposo en
scaffolds de adhesivo de fibrina, que coloca en defectos
6seos de la rodilla del conejo*. También Peretti comunica
buenos resultados utilizando un polimero de gel de adhesivo
de fibrina presembrado con condrocitos en ratas y cerdos.
La matriz cartilaginosa sintetizada en el lecho de la lesion
condral, es capaz de rellenar por completo este ultimo y
formar puentes de union con la superficie cartilaginosa de
alrededor. Visna logra resultados clinicos satisfactorios al
afio del implante de andamiajes de fibrina presembrados
con condrocitos en defectos condrales de rodillas®®®.

Otra de las alternativas propuestas para la
elaboracién de  soportes macroporosos es el
alginato®91:9226636.126 “ga jtjliza tanto en forma de scaffold
como en forma de gel en el tratamiento de las lesiones

cartilaginosas u osteocartilaginosas. En esta Ultima
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presentacion, ha demostrado ser un buen transportador en
el transplante de condrocitos: al alto indice de proliferacion
de condrocitos que con esta sustancia se obtiene, se afiade
su capacidad de mantenimiento del fenotipo celular®®?°®. Xu
analiza el comportamiento in vitro de las CMM introducidas
en scaffolds de gel de alginato y caracteriza la diferenciaciéon
a condrocitos de éstas y la expresion genética de las células
condrales. Los picos mas elevados de colageno tipo Il y tipo
VI, de Sox 4 (factor de transcripcion implicado en la sintesis
de colageno del CA) y de BMP-2 aparecen al sexto dia.
Entre el sexto y el décimo segundo dia, halla los niveles
mas altos de expresion genética de colageno tipo XI'y Sox 9
(factor de transcripcion igualmente implicado en la
produccion de colageno tipo Il y con un importante papel en
la estabilidad fenotipica de los condrocitos). Entre los dias
doce y dieciocho, la expresion genética que predomina es la
de matrilina 3 y condroadherina, entre otras. Finalmente, a
la tercera semana encuentra predominio de la expresion
genética de agrecanos; colageno tipo Il, tipo IX y tipo X;
osteocalcina; fiboromodulina; y fosfatasas alcalinas. Estos
hallazgos permitirian modular, segun los plazos, la sintesis
del tejido cartilaginoso deseado®.

La agarosa ofrece estas mismas posibilidades. Su
utilizacion como transportador en las técnicas de cultivos de

condrocitos, permite obtener un tejido de reparacion en las
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lesiones cartilaginosas rico en colageno tipo Il y en PTGs, y
con una arquitectura celular comparable a la del CH**.

Al igual que el alginato y la agarosa, el quitosano es
un polisacérido natural de origen no humano. Se obtiene
tanto mediante desacetilacién alcalina de la quitina* como
procedente de la cascara de algunos crustaceos?®. Ha sido
ampliamente utilizado en IT y en medicina regenerativa,
debido a su actividad biolégica, a sus excelentes
biocompatibilidad y biodegradabilidad, a sus propiedades
antibacterianas intrinsecas y a su baja toxicidad*>**. Aunque
los scaffolds de quitosano se han utilizado en la IT del
hueso®*®°, de los nervios periféricos'® o del higado'*°, su
empleo en la ingenieria del tejido cartilaginoso (puesto que
es muy similar a los GAGs del CA) es cada vez mas
frecuente, obteniéndose cartilago maduro a las ocho
semanas de su implantacion en lesiones condrales en
ratas*®’. En su forma de microesferas ha demostrado una
funcién importante en la distribucion y liberacion de factores
de crecimiento, como el TGF-f1'**?’. Sin embargo, la
literatura desvela la falta de experiencia con el uso de estos
tres biomateriales en humanos, e incluso existen estudios
experimentales in vitro como el de Li, que afirman que los
marcadores para colageno especifico del CA decrecen con
el tiempo en los implantes de quitosano®*®. En este mismo
sentido, Tan en sus estudios in vitro, demuestra que la

proliferacion celular se inhibe cuando aumenta la proporcion
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de quitosano en matrices mixtas colageno-quitosano®?.
Asimismo, Ragetly demuestra que la microestructura del
andamiaje de quitosano esta relacionada con su capacidad
de condrogénesis. Este autor, concluye que ésta es superior
en los modelos de microfiboras que en las esponjas
macroporosas®**.

Otras lineas de investigacién han propuesto emplear
otros componentes del CA para sintetizar scaffolds
utilizables en el tratamiento de los defectos condrales. Por
ejemplo, se ha testado el comportamiento de soportes a
base de células derivadas de la MEC, obteniéndose tejido
cartilaginoso hyaline-like™*.

Igualmente, algunas sustancias que componen
mayoritariamente otros tejidos como el 0seo, se han
empleado para la regeneracion de defectos cartilaginosos.
Es el caso de la hidroxiapatita (HA). Este fosfato calcico
reproduce las caracteristicas de biocompatibilidad vy
biodisponibilidad requeridas para su utilizacion en el
tratamiento de las lesiones condrales u osteocondrales. Asi
lo demuestran autores como Ito, que logra obtener cartilago
parecido al hialino y hueso subcondral, utilizando este
compuesto presembrado de condrocitos'®. No obstante,
esta sustancia es utilizada con mayor frecuencia y con
mejores resultados para la regeneracion del tejido 6seo que

para la del tejido cartilaginoso™.
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Existe cierta controversia en la literatura respecto a al
comportamiento de los implantes de fosfato tricalcico. Como
en el caso de la HA, algunos estudios que analizan el
comportamiento del primero logran bastante buenos
resultados en la regeneracion Osea, pero la regeneracion
cartilaginosa es Unicamente parcial y con una baja
durabilidad®>. Sin embargo, otros trabajos como el de Guo,
consideran a este compuesto como una alternativa a los
inconvenientes de los polimeros sintéticos, como son: la
acidez local por acumulo del biomaterial; la respuesta
inflamatoria local o sistémica que éstos producen durante su
degradacion in vivo; la alta hidrofobia que contribuye a su
degradacion en unas cuatro semanas, lo cual es insuficiente
para la formacion del tejido cartilaginoso de reparacion. Para
este dltimo autor, el fosfato tricalcico es una biocerdmica
con alta biodegradabilidad, y cuyas particulas se sitan en la
interfase entre el implante y el lecho 6seo receptor pero no
en la fraccién cartilaginosa del mismo®. Estos depésitos de
material ceramico podrian, a su vez, generar una respuesta
macrofagica desde el hueso subcondral, origen de fibrosis y
encapsulacion del implante.

Entre los polimeros sintéticos utilizados en la IT del
CA, cabe destacar el PLA. Al igual que en el caso de otros
biomateriales, los estudios que analizan el comportamiento
del PLA como soporte para la regeneracion del tejido

cartilaginoso, son controvertidos. Pulliainen compara
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histolégicamente el tejido reparativo espontaneo respecto al
gue resulta de la aplicacién de scaffolds de PLA aislado y
presembrados con condrocitos, en lesiones cartilaginosas
de rodillas de cerdos. En el segundo grupo, el tejido
reparativo es de peor calidad que en el primero®®.
Dounchis, utilizando un modelo experimental en conejos,
concluye que aparece una concentracion subdptima de
GAGs en la MEC del neocartilago, con una superficie
deprimida en la zona de la lesibn y una estructura
histologica diferente a la del CA normal®®. Otros autores
como Von Schroeder, demuestran que el neotejido que
aparece en los defectos condrales de conejos que se
rellenaron con una matriz de PLA, con y sin injerto
periostico, es menos rigido pero posee la misma
permeabilidad que el CA normal®’°. También Gong, en sus
trabajos con ratas, demuestra la presencia de colageno tipo
Il segregado por los condrocitos en el lugar donde
previamente habia implantado un soporte de PLA.

Con el objetivo de que el biomaterial implantado en la
lesion cartilaginosa permanezca durante el mayor tiempo
posible, para asi conseguir aprovechar al maximo sus
propiedades de estimulacion celular, se han utilizado
elementos no degradables como el PVA. Su utilizacion en la
IT del CA, viene determinada por su naturaleza
viscoelastica, su alto contenido en agua y su

biocompatibilidad. Ademas al poderse polimerizar con
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acrilamida, previene el colapso de los poros, disminuyendo
la pérdida de agua y aumentando la resistencia mecanica
del implante®®**,

El poliuretano biodegradable es otro de los
biomateriales que se ha experimentado para el tratamiento
de las lesiones condrales. El trabajo in vitro de Grad revela
gue los implantes de esta sustancia mantienen la adhesién
de los condrocitos a sus paredes y permiten que éstos
produzcan MEC. Sin embargo, numerosas moléculas de la
MEC difunden hacia el medio de cultivo y los condrocitos se
desdiferencian a medida que transcurre el tiempo’*.

Otras lineas de investigacidn pretenden sintetizar
scaffolds biodegradables que actien como vehiculos de
transporte y distribucidon celular y que, a su vez, tengan
propiedades estructurales y morfoldgicas similares a las de
la MEC del CA, para asi crear el entorno fisioldgico de los
condrocitos. En este sentido, la PCL ha demostrado ser un
excelente substrato biosintético para la anidacion de
condrocitos, manteniendo  las  caracteristicas  de
biodegradabilidad (por hidrélisis o mediante degradacion
enzimatica) y biocompatibilidad requeridas en la ingenieria
tisular del CAlgl’GG'104'37’44’142’287.

Algunos elastomeros biodegradables como el
polioctanediol citrato (también denominado POC), han sido
estudiados  experimentalmente, comprobandose que

constituyen un lecho poroso favorable para la adhesion de
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los condrocitos y la sintesis posterior de tejido
cartilaginoso™*®.

Diferentes trabajos proponen utilizar conjuntamente
varios polimeros para optimizar las propiedades individuales
de cada uno de ellos: son los denominados copolimeros.
Asi, por ejemplo, la asociacion PGA/PLA (también conocida
como PLGA), ha demostrado estimular la sintesis de PTGs
y la proliferacion, diferenciacion y maduracién de los
condrocitos, en comparacion con los andamiajes de
colageno”™. Aunque las matrices de fibrina, entre otras,
también promueven una distribucion homogénea de los
condrocitos en el seno del implante y la formacion de un
tejido de reparacion cartilaginoso, el scaffold de copolimero
aporta una mayor estabilidad biomecanica inicial del
implante y es més facil de manipular por el cirujano™’. Los
estudios experimentales en conejos y caballos han
comprobado la formacién de tejido cartilaginoso y una
buena integracion del neotejido con puentes de unién con el
cartilago y el hueso subcondral subyacente'?. Varios
estudios in vitro e in vivo, concluyen que esta union de
biomateriales aplicada en las lesiones cartilaginosas, induce
la formacion de tejido cartilaginoso de reparacion en
ausencia de signos de necrosis, apoptosis y reacciones
tisulares anormales’?'%3 por el contrario, Mercier detalla

gue cuando el tamafio de las microesferas que componen el
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implante de PLGA es grande, se producen signos de
necrosis en el centro de éste’’*.

Otras investigaciones experimentales, comparan el
comportamiento entre diferentes biomateriales. Griffon
compara el PLA y el quitosano presembrados con
condrocitos en un estudio in vitro y concluye que, tras
veintiocho dias de cultivo, apenas permanecen restos de
PLA mientras que el quitosano lo hace practicamente en su
totalidad. Mientras que las concentraciones de DNA y GAGs
son mayores en las muestras de PGA, las esponjas de
quitosano de poros grandes contienen mayor concentracion
de colageno tipo I, condrocitos y GAGs que las matrices
con poros pequefios’®. Freed confronta el PGA con el PLA y
demuestra que el porcentaje de proliferacion de condrocitos
y de GAGs especificos del CA es significativamente mas
importante en el primer biomaterial, mientras que ambos
polimeros han demostrado inducir la sintesis de PTGs igual
.73 En este sentido, el PLGA ha

demostrado estimular considerablemente la estabilidad de

que el colageno

las células osteoblasticas aumentando la expresion de las
integrinas a2, a5 y B1°%. Esta caracteristica hace que este
copolimero pueda ser ideal para la reparacion de lesiones
osteocondrales'®. Sin embargo, otros autores como
Zwingmann consideran que la diferenciacion de condrocitos
humanos en soportes de PGA es mayor que en los de

PLGA. La sintesis de agrecanos y la expresion genética del
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MRNA del colageno tipo Il es mas importante en el primer
grupo, con una diferencia estadisticamente significativa®*.
Otros inconvenientes atribuibles a cada uno de estos
polimeros, y por lo tanto al copolimero, es su rigidez. Esta
caracteristica actia pues como factor limitante para su
utilizacién en IT del CA™.

Caterson, por su parte, pretende aumentar la
estabilidad mecanica de los implantes de biomateriales.
Para lograrlo propone utilizar matrices macroporosas de
PLA-alginato en combinacién con TGF-B1, que proporciona
estabilidad al proceso de diferenciacion condrogénica de las
CMMs*. Han utiliza el mismo copolimero aunque en
combinacion con TGF-B3, para el tratamiento de defectos
osteocondrales en el conejo. El estudio histologico a los tres
meses del implante, confirma la presencia de tejido hyaline-
like, con expresién genética para GAGs y colageno tipo 11%°.
Marijnissen confirma la aplicabilidad de los polimeros
biodegradables en el tratamiento de los defectos
cartilaginosos, utilizando matriz 6sea y PLGA ambos con gel
de alginato. En el segundo grupo obtiene una mayor
homogeneidad estructural y un mayor numero de células
con positividad histolégica para colageno tipo 11**°. Jeong
utiliza un andamiaje hibrido de polioxanona-PVA-CMMs y
demuestra la formacion de un neocartilago con elevado
contenido en colageno tipo Il in vitro. In vivo, este mismo

copolimero es capaz de regenerar  defectos
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osteocondrales’®. Para Kobayashi, la utilizacién de un
hidrogel de PVA permite el tratamiento de lesiones
cartilaginosas (“hemiartroplastia”) en la cadera sin lesiones
6seas subyacentes™®.

La sintesis de moldes hibridos de PVA-PGA permite
simultanear las propiedades de durabilidad del PVA con las
de estimulo de la actividad condrocitica del PGA®*. Una
situacion parecida se pretende con la utilizacion de scaffolds
bifasicos de PGA-HA. Zhou utiliza este tipo de sustrato en el
que presiembra CMMs, para el tratamiento de defectos
osteocondrales creados en la rodilla del conejo. A los ocho
meses de su implantacién, el sustrato aparece incorporado
tanto al tejido cartilaginoso hialino en superficie como al
tejido O0seo subcondral en profundidad, sin que existan
evidencias histoldgicas de degeneracién tisular®®*.

Algunos estudios utilizan células de extirpe no
cartilaginosa sembradas en soportes de biomateriales para
regenerar lesiones condrales. Wei introduce células madre
derivadas de los adipocitos en implantes de fibrina-
condroitin sulfato. Esta asociacion de polimeros reproduce
con bastante exactitud la MEC del CA (el CS es una de los
componentes mas abundantes de la MEC), estimulando la
progresiva diferenciacion de las células adiposas en
condrocitos®’"?">% La facilidad de obtencién de este tipo

celular para su posterior conversion en tejido cartilaginoso
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mediante técnicas de IT, disminuiria la morbilidad del
procedimiento de reparacion de las lesiones cartilaginosas.
Otros polimeros naturales han sido asociados y
utilizados en la IT del CA. Yan utiliza experimentalmente un
copolimero de colageno-quitosano-CS presembrado con
condrocitos de rata e implantado en le tejido celular
subcutdneo de ésta. A los tres meses de su implante,
obtiene un tejido cartilaginoso homogéneo de caracteristicas
histologicas semejantes al CH. En la fase in vitro del trabajo,
demuestra que los condrocitos se adhieren al scaffold,
proliferan y segregan MEC que ocupa su estructura
porosa®®. Shi crea matrices de quitosano-colageno tipo Il y
verifica in vivo que los condrocitos en su interior mantienen

su fenotipo esférico y sintetizan colageno del mismo tipo 2%.
3. POLIACRILATO DE ETILO Y OTROS COPOLIMEROS

Considerando que existen ciertas controversias
respecto a la idoneidad de los biomateriales empleados en
IT para la regeneracion de las lesiones condrales, en el
presente estudio planteamos diferentes alternativas de
biomateriales que nos permitan evolucionar en los
planteamientos y alternativas en este campo.

Inicialmente, debemos tener en cuenta varias
evidencias cientificas que nos permitan analizar

convenientemente los resultados de nuestro trabajo. Los
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scaffolds implantados han estado en contacto con la sangre
procedente del lecho del defecto condral creado en la
superficie del surco intercondileo del conejo. Aunque no se
puede considerar qgue hayamos producido microfracturas en
el hueso subcondral, la creacion del defecto cartilaginoso
con el punch ha implicado, en todos los casos, un contacto
con éste. A pesar de ello, pensamos gue es el utensilio mas
preciso para realizar la lesién y la extraccién del disco de
CA, a la vez que conseguimos producir las menores
lesiones del cartilago circundante, como lo demuestra
Vizesi®®®. Por ello, cuando implantamos andamiajes en los
defectos creados en la superficie articular, éstos absorben
inmediatamente sangre procedente del hueso subcondral,
incluso en el caso del biomaterial mas hidréfobo de los
utilizados, el PEA, ya que el soporte tridimensional esta
embebido en tampén fosfato salino (PBS) antes de su
implante. De ahi que en todos los casos existan células
anidadas, tanto en los andamiajes presembrados como en
los casos en que éstos no se han sembrado previamente
con células condrales.

El comportamiento de los condrocitos procedentes de
la diferenciacién de las CMMs que invaden el scaffold y las
caracteristicas del tejido que de ellos deriva depende, en
gran medida, de las propiedades de la matriz macroporosa.
Se sabe que las células mesenquimales que invaden el

defecto condral cuando sobre este se realizan
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microfracturas, adquieren el fenotipo condrocitico y generan
un tejido fibrocartilaginoso de reparacion®®>2*°. Teniendo en
cuenta este dato, en el presente estudio nos proponemos
incorporar una esponja polimérica cuya funcion sea la de
modificar el estado de las cargas a las que se ven
sometidas las células que formarian el tejido cartilaginoso
de reparacion. Los resultados de nuestros experimentos
demuestran la importancia de la biomecéanica en el lugar del
defecto cartilaginoso durante el proceso de regeneracion,
respecto a la calidad del tejido que en él se produzca.
Cuando rellenamos el defecto cartilaginoso con un
andamiaje, las células que se encuentran en la superficie
cartilaginosa del surco intercondileo femoral, se ven
sometidas a fuerzas de estrés en compresion y reaccionan
produciendo MEC?"*. El neotejido que se genera tiene las
caracteristicas histologicas de CH, entre las que destacan
células aisladas en lagunas perpendiculares a la superficie
articular del condilo femoral, con una MEC tefiida con Azul
Alcian.

Mientras que la biomecédnica de la superficie
cartilaginosa depende en gran medida del moédulo de
elasticidad del CA, la capacidad de crecimiento de la
superficie condral regenerada depende de la deformabilidad
del scaffold. Por otra parte, una poblacion de CMMs invade
la estructura porosa del implante y se genera nueva MEC en

su interior, lo cual contribuye al incremento continuo del

190



modulo de elasticidad del complejo soporte-células.
Transcurridos tres meses, en muchas de las muestras
analizadas, observamos el disco de biomaterial implantado
en una posicion subcondral. Se trataria pues del resultado
de un competicion entre la capa superficial del cartilago
intentando deformar el andamiaje y el aumento de la
resistencia de éste. Este hecho puede explicar la diferente
localizacion de las matrices macroporosas dependiendo de
la elasticidad del biomaterial empleado en cada caso. De
esta forma, el PEA (polimero al 100% utilizado en la serie
4), que constituye el biomaterial mas rigido de los
examinados, parece bastante inalterado tras tres meses de
evolucion, si tenemos en cuenta la fina capa de CH que
sobre él se encuentra. Sin embargo, el hidrogel de
copolimero P(EA-co-HEA) a iguales concentraciones (50%)
testado en la serie 3, mas blando a consecuencia de su
hidrofilia, aparece completamente deformado y cercano al
hueso subcondral en profundidad. En este dltimo caso, no
solamente el implante se encuentra poco anidado por
células, sino que se ha producido una reaccién fibrosa a su
alrededor, remedando una reaccion de encapsulacion a
“cuerpo extraio”. Al igual que en nuestro estudio, Pérez
Olmedilla establece una relacion significativa entre la mayor
adhesion celular y la hidrofobia de los biomateriales®®. El
comportamiento de los implantes de las series 1 (P(EA-co-
MAAC) 90/10) y 2 (P(EA-co-HEA) 90/10) es intermedio, con
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una fina capa de CH cubriendo el implante, en la mayoria de
las muestras.

La respuesta biologica también depende de la
composicion de cada uno de los scaffolds. ElI copolimero
P(EA-co-MAAC), utilizado en la serie 1 de nuestro estudio,
contiene grupos acidos en la unidad monomeérica de MAAc
de la red polimérica. Estos grupos disociados en medio
acuoso, liberan cargas eléctricas negativas unidas a la
cadena polimérica. Esta caracteristica es propicia para el
cultivo in vitro de algunos tipos celulares como las células
epiteliales conjuntivales®, o los precursores neurales®®.
Aunque in vivo, la respuesta bioldgica a este copolimero no
ha sido del todo satisfactoria, hemos observado una ligera
colonizacion celular del implante, en parte rodeada de areas
de tejido fibrotico, tanto en la serie con presiembra de
condrocitos como en la serie en la que ésta no se llevaba a
cabo.

Por otro lado, el copolimero P(EA-co-HEA), utilizado
en las series 2 y 3 (con diferentes proporciones de cada
polimero), contiene grupos hidroxilo. Es conocido que la
presencia de estos grupos en cultivos celulares, ademas de
aumentar la capacidad de absorcion de agua, disminuye de
manera considerable la adhesion celular. Esta circunstancia
es asi, hasta el extremo que los copolimeros P(EA-co-HEA)
con una proporcion mayor del 20% de unidades de HEA,

inhiben la adhesiéon de células epiteliales, de células
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endoteliales umbilicales humanas o de fibroblastos®**°. En
los cultivos en monocapa de condrocitos con estos
copolimeros, el numero de células disminuye a medida que
se incrementa el contenido de HEA?®. Este extremo se
confirma en nuestro estudio in vivo, puesto que en la serie 3
(en la que utilizamos el copolimero con la mayor proporcion
de HEA, un 50%), apreciamos en la mayoria de muestras
qgue la formacién de neotejido es practicamente inexistente
en el interior del scaffold.

Los biomateriales de las series 2 (P(EA-co-HEA),
90/10) y 4 (PEA, 100%) han demostrado conseguir la mejor
respuesta en cuanto a formacion de neotejido. En el interior
de los implantes de estas series, los poros estan rellenos
mayoritariamente de células condrales aisladas en lagunas,
observandose en muchas ocasiones tejido de aspecto 6seo
en la base de los andamiajes. Asi, observamos un tejido que
en el area superior es predominantemente cartilaginoso y en
el area inferior es fundamentalmente 6seo, ocupando ambos
la totalidad del defecto condral creado tres meses antes. Es
interesante destacar la presencia de células proliferativas
inmunorreactivas al Ki67 tanto en las muestras
presembradas con condrocitos como en las no
presembradas. Esta observacion sugiere que la colonizacion
de los implantes de biomateriales se produce tanto a
expensas de las CMMs procedentes del hueso subcondral

como de los propios condrocitos incorporados durante la
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siembra de los soportes. No tenemos datos sobre la
adhesion celular a las paredes de los poros de los discos,
durante las primeras fases tras su implante en el defecto
condral de la rodilla del conejo.

El escaso numero de células que hemos encontrado
en el interior de los implantes de la serie 3 (P(EA-co-HEA),
50/50) podria deberse a la falta de adhesion celular, como
hemos expuesto anteriormente. Sin embargo, este hallazgo
también podria estar en relacion con el colapso de estos
implantes blandos a consecuencia de las fuerzas de
compresion craneo-caudales que ejerce sobre ellos el tejido
en crecimiento por encima. Para dilucidar esta incognita, se
deberian plantear nuevos estudios que analicen a mas corto
plazo, el comportamiento y la anidacion de estos implantes.

El comportamiento de los scaffolds presembrados
con condrocitos respecto a los no presembrados también ha
sido valorado en nuestro estudio. El tejido regenerativo
obtenido en ambos grupos ha presentado unas
caracteristicas  histolégicas semejantes. La principal
variacion que establecemos, es el mayor nimero de células
gue se diferencian en las estirpes condral y ésea hallado en
los especimenes a los que se les ha implantado andamiajes
presembrados. Asi pues, parece que estas células
presembradas son estables en el interior del disco
implantado y que no se produce muerte celular con la

evolucion. El aspecto histologico del tejido que ocupa el
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espacio del defecto cartilaginoso es semejante al CH, con
células aisladas en lagunas y una MEC con abundantes
fibras de colageno tipo Il y agrecanos, puestos en evidencia
por inmunohistoquimica para este tipo de colageno y la
tincion de Azul Alcian. Una pequefia proporcion de estas
células probablemente deriven de las CMMs que, llegando
desde el lecho subcondral, invaden el disco implantado,
como hemos planteado en el caso de los scaffolds no
presembrados con células. Pero el incremento de la
colonizacion celular de los andamiajes presembrados con
condrocitos, sugiere que los condrocitos obtenidos del
cultivo en monocapa, han sido capaces de originar in vivo
tejido hyaline-like en el interior de los implantes. Tampoco
hemos detectado diferencias significativas entre el tejido
regenerado en la superficie de los soportes con y sin
presiembra, lo que nos hace plantear que el mecanismo de
regeneracion debe de ser el mismo, y por tanto depende
mas de la naturaleza del biomaterial que de la presencia o
ausencia de condrocitos sembrados en el andamiaje.
Respecto a la respuesta bioldgica en relacion con los
biomateriales analizados en nuestro estudio, destacan los
buenos resultados obtenidos en la serie 4. Se trata de la
serie en la que hemos utilizado andamiajes de PEA al
100%. Ademas de la tendencia a producir CH en la
superficie por encima del implante y tejido 6seo en

profundidad, la transicion del neotejido con el tejido receptor
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es homogénea y sin signos de fibrosis ni encapsulacion.
Estos hallazgos que abogan sobre la capacidad
regenerativa del PEA, son asimilables a los obtenidos en
otros tejidos como el nervioso, tal y como plantea Martinez-
Ramos en su estudio sobre diferenciacion de células madre
neurales in vivo'®,

Otro punto de analisis destacable es el de la
estabilidad de los implantes una vez situados en el defecto
condral. En ninguna de nuestras series hemos objetivado
casos de separacion o movimiento anémalo de los scaffolds
respecto al lecho de la lesion condral en el que se
implantan. Durante la fase experimental y previamente al
cierre de la artrotomia, realizamos diferentes ciclos de flexo-
extension de la rodilla, comprobando que el andamiaje
permanece in situ. Otras series estudiadas en humanos,
plantean la necesidad de fijar los soportes macroporosos
mediante sistemas reabsorbibles, incluso utilizando técnicas
artroscopicas’”. Desde el punto de vista experimental,
Knecht compara la estabilidad de andamiajes compuestos
por distintos polimeros y estabilizados con diferentes
sistemas; concluye que el andamiaje de PGA es el mas
estable independientemente del sistema de estabilizacidon

utilizado?’.

Drobnic pone a prueba la estabilidad de
implantes  cartilaginosos de colageno en cadaver
concluyendo que no es factible prescindir de sistemas de

fijacion y que el sistema con mejor relacion riesgo-beneficio
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es el sellado con fibrina®™. Existen varias hip6tesis que
justificarian la estabilidad de los implantes en nuestro
estudio: el reducido tamafo del defecto condral y por lo
tanto del scaffold que lo ocupa; la correspondencia
practicamente exacta del continente respecto al contenido;
y, por ultimo, el hecho de que el defecto se haya producido
en la zona de la rodilla mas congruente en la posicién
habitual en flexion de la rodilla en el conejo (articulacion
femoro-patelar).

Analizados los resultados del presente trabajo, nos
planteamos en un futuro buscar nuevas perspectivas para la
obtencion de formatos de implantes inyectables vy
autoestables para su posible utilizacion clinica via
artroscopica, asi como comprobar in vivo el comportamiento
de nuestros biomateriales en zonas articulares de carga o
en defectos osteocondrales de mayor tamafo.

Respecto al presente modelo, estamos en la fase
evolutiva de la ampliacion del seguimiento a un afio, con el
mismo protocolo experimental y con los siguientes objetivos:
valorar el grado de viabilidad del tejido neoformado en el
lecho lesional, analizar la presencia de signos degenerativos
e incluso de metaplasias tanto en el implante como en el CA
circundante al mismo y comprobar la biocompatibilidad de
los biomateriales utilizados a medio-largo plazo.
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Conclusiones
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Analizados los resultados de nuestro estudio, podemos

establecer las siguientes conclusiones:

1. La ingenieria de tejidos utilizando soportes
tridimensionales o matrices de los biomateriales por
nosotros testados en este modelo experimental, es una
técnica apropiada para la regeneracion de lesiones

inducidas en la superficie del complejo osteocondral.

2. Los biomateriales mas rigidos y/o mas hidréfobos
presentan una respuesta biolégica mas adecuada tanto
respecto a su posicion definitiva dentro del complejo
osteocondral como respecto a las caracteristicas
histol6gicas del neotejido que generan.

3. Los andamiajes mas hidréfilos inducen la aparicion de
una capsula fibrosa con numerosos clastos alrededor, junto

con escasa o nula neoformacién celular en su interior.

4. Los andamiajes de polimeros de PEA puro o con alta
proporcién del mismo, inducen un complejo osteocondral
similar al original que lo circunda. Este complejo neoformado
estd constituido por un cartilago en superficie de
caracteristicas similares al cartilago hialino articular que lo
rodea, y en profundidad una zona semejante al hueso
subcondral del complejo osteoarticular original.
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5. La presiembra de condrocitos en los soportes favorece la
obtencion de un tejido de regeneracion de caracteristicas

muy parecidas al cartilago hialino articular.

6. La utilizacion de scaffolds sin siembra previa permite
obtener igualmente un neocartilago articular, sin diferencias
estructurales cualitativas respecto a la utilizacion de
andamiajes presembrados.

7. Las técnicas de regeneracion del cartilago articular en
defectos condrales inducidos de pequefio tamafo, con los
biomateriales testados, no requieren sistemas de fijacion
para asegurar su estabilidad en el modelo utilizado en el

presente estudio.
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