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PREFACIO

Stendo hey el 6 de agosto de 2005, a las 10am de una mafiana de guardia B, me encueniro en
la residencia del séptimo piso del Institute Nacional de Rehabilitacion, festejando mi
cumpleafios nimero veintiocho. Me dispongo para escribir ante una hoja en blanco, quiero
aterrizar, analizar y concluir un trabajo hecho por todo un equipo de profesionales, maestros
mios y compafieros, en relacidén con la reparacion de lesiones osteocondrales en un modelo

experimental usando ingenieria de tejidos.

Tengo que recordar que, fue quizis hace 6 o 7 afios, al regresar de una jornada laboral intensa
propia de un Médico Interno, descansaba viendo la televisién -pasando de canal en canal-,
cuando me detuve un momento en uno de la cadena Discovery. Ahi escuché, por primera
vez, hablar de vna téenica para reparar lesiones de cartilago de un modo tnico e innovador
mediante el implante de condrocitos. Para mi todo parecia ficcibn, algo inalcanzable, una
realidad propia de un primer mundo. Sin embargo, escuché con atencién y de ahi nacié una
inquietund que nunca iba a poder olvidar. Como v nifio delante de un gran misterio, asi me
encontré. Algo mas que una curiosidad enorme acababa de surgir en lo mas adentro de mi

pensamiento, de mi inteligencia y de mi terca voluntad.

Grata fue mi sorpresa, cuando un aiic después, durante mi Servicio Social de Medicina, tuve
oportunidad de ir a la Jornada Nacional de la Sociedad Mexicana de Ortopedia, celebrada en
Ledn, Guanajuato. Ahi también, como por azares del destino, escuché una conferencia, que
tampoco he podido olvidar, era el Dr. Clemente Ibarra, reconocido Ortopedista egresado del
antiguo Instituto Nacional de Ortopedia, acababa de regresar de una estancia muy fructifera
de més de 4 afios haciendo la subespecialidad en Ariroscopia y Medicina del Deporte, en
Harvard y Nueva York. En dicha conferencia, el Dr. [barra habld del implante de condrocitos
como una realidad compleja pero alcanzable. Fue gracias a mi mejor tutor, mi padre, el Dr.
Enrique Villalobos Garduiio, actual Presidente de la Sociedad Mexicana de Ortopedia, que
pude conocer al Dr. Tharra, Mi padre me presentd con él y yo aproveché para comentarle mi
deseo de estudiar Ortopedia. Cortésmente me dio su tarjeta invitindome a que lo visitara en

mis préximas vacaciones para que conociera su lugar de trabajo, el recién estrenado -en ese

entonces-, Centro Nacional de Rehabilitacidn.




Y asi fue come lo hice, las siguientes vacaciones que tuve durante el servicio social, una ver
que ya habia realizado el Examen Nacional de Residencias, acudi al CNR a visitar al Dr.
Tharra. En esta ocasion coincidio que justo el dia que lo visité, él se disponia a hacer la primer
cirugia experimental que se realizaba en ¢l bioterio de este nuevo hospital, me invitd a que lo
acompaiiara ¥ ahi estuve presente. Estos eran los primeros pasos de un proyecto para

reparacion de cartilago mediante cirugia experimental en animales.

Después de aproximadamente seis meses, una vez aceptado como Residente de Ortopedia de
este magno hospital, comencé este proyecto de tesis. En un principio, inicié siendo encargado
solamente de la cuestion quinirgica del proyecto. Conforme fue pasando el tiempo, quizis en
forma sutil o no tanto, me fui sintiendo mds integrado como parte de todo el proyecto. Todo
esto gracias a la orientacion, total apoyo y apertura que tuvieron los Doctores Tbarra y

Velasquillo.

Por lo tanto, esta tesis es un proyecto que se ha ido gestando desde hace 4 afios, los mismos
que dura la Especialidad en Ortopedia. Ha sido un trabajo que se fue perfeccionando, en
donde fui aprendiendo, y en el que, en todo momento, busqué tener todas las fuentes a mi
alcance para desarrollarlo de la mejor manera: conocer el problema de lesiones condrales, y
conocer las opciones de tratamiento ya existentes a nivel mundial y en mi pais. Con esto,
perseguia el comprender plenamente la propuesta de solucién que daba a este problema
complejo mi tutor el Dr. Ibarra, para poder entonces ejecutarlo y finalmente analizar los

resultados.

Durante esta carrera, con este mismo afén, tuve oportunidad de presentar los avances de este
proyecto para asesoria tutorial al Dr. Lars Peterson, creador de la técnica de implante de
condrocitos, en ot Congreso de la FIFA en Canctin, al Dr. Tom Minas, encargado del estudio
multicéntrico de Carticel en Estados Unidos, durante una rotacion de 2 meses que realicé en
Boston, ¥ con el Dr. Couceire, Jefe y Fundador del Banco de Tejides que cultiva los
condrocitos que se comercializan en todo Espafia y parte de Furopa, durante una visita en

Santiago de Compostela. Sus criticas, experimentados consejos y animos dados, forman parte

de este trabajo también.




Es para mi una sefial de certeza de que se va por el camine correcio, el que en este momento
que estoy por concluir este proyecto, que en un prineipio se vislumbraba como una técnica
inalcanzable para la realidad de México, ya se cuente con un cuartc de cultive para
condrocitos de humano en la zona blanca de quirdfane de mi hospital, ahora recién
reconocido como  Instituio Nacional de Rehabilitacién. Contamos ya con un protocola
aceptado por CONACYT para empezar el implante de condrocitos en humanos. En mi pais,
en la ciudad de Monterrey con el Dr. Eduardo Alvarez Lozano, ya se realizé el primer
implante de condrocitos en una lesion condral en tobillo, hace 4 meses. Y hace 2 meses, el

Dr. Iiigo Pavlovich, de Sonora, realizo el primer implante de condrocitos en una rodilla.

Esta historia es algo que senti debia escribir, pues es, en resumidas cuentas, Jo que me llevo a
estar aqui, concluyendo un proyecto que a continuacion pongo a su consideracidn, con el
inico afin de que sirva como un pequefic paso méis en la bisqueda de un tratamiento
efectivo y accesible para las lesiones condrales en el paciente mexicano, Ademas, de poder
dar a conocer nuestros resultados en foros internacionales, como se hard en el Congreso de la
Tissue Enginneering Socicty International, a celebrarse en Beijing-China en octubre
proxime, donde ya fue aceptado este trabajo. Del mismo modo, se buscard hacerlo en el
Congreso de la International Cartilage Repair Society, a celebrarse en enero del proximo aiio,
en San Antonio, donde ya fue enviado este trabajo. Con esta labor de difusidn se quiers
colaborar en el esfuerzo mundialmente realizado para combatic las discapacitantes
consecuencias de la lesion del cartilage articular. Todo lo anterior dentro  del marco

internacional de la declarada Década del Hueso y la Articulacion., 2000-2010.

Enrique Villalobos Cérdeva.
Autor de la Tesis.




L ANTECEDENTES

El canilago articular se conoce por tener una pobre capacidad de curacién después de una
lesion. Desde 1743, fue descrito de la siguiente manera por Sir William Hunter: “.. una vez
violado...el defecto del cartilago articular...no cura”. Se ha documentado que las lesiones
trauméticas agudas al cartilage articular predisponen al desarrollo precoz de osteoartritis

(OA), también denominada artrosis o enfermedad articular degenerativa[1,2].

Se reporta una incidencia de nuevas lesiones condrales que afectan cerca de | millon de
individuos anualmente, siendo un estimado dei 5 al 10% de todas las hemartrosis [3,4).
Hallazgos de lesiones de alto grado se encuentran en casi dos tercios de todas las artroscopias
de rodilla realizadas en pacientes sintomiaticos [3]. E! condilo medial femaral es la
localizacion méds comvin para encontrar una lesién grado 1V (32%) [5]. Bittar [6] reporta una

incidencia del 23% de lesiones osteocondrales en reconstrucciones de LCA.

La ostecartritis (QA} constituye en la actualidad un grave problema de salud piblica con un
costo econdmico y social elevadisime. Se le considera la segunda causa de discapacidad en
los Estados Unidos de América. Se estima ademas que 68% de los adultos mayores de 55
afios de edad presentan evidencias radiogrificas de OA y que la poblacién de 65 aflos ¢ més
en los Estados Unidos -¢l 22% de su poblacién total-, padecen de algin tipo de OA, es decir,
que 43 millones de personas o una de cada & personas padecen la enfermedad. Se estima que
la estadistica se incremente a 59.4 millones de personas que para el afio 2020 tengan OA. El

costo anual de esta enfermedad se estimaba para el afioc 2000 en 95 billones de délares[7].

En México, no existen datos epidemioldgicos sobre la incidencia e impacto econdémico y
social de lesiones articulares y osteoartritis. Sin embargo, podemos considerar que todos los
adultos mayores de 50 aiios son sujetos de riesgo a padecer algin tipo de enfermedad

articular degenerativa.

Las lesiones trauméaticas en las articulaciones pueden ocasionar lesiones de diferente tipo y
grado en €] cartilago articular. El cartilago articular adulto tiene una capacidad muy limitada
de reparacién espontinea[8-10], por lo que consecueniemente se pierde. Diferentes hipdtesis
hen sido postuladas sobre ¢l por qué las lesiones de espesor parcial del cartilago articular no

sanan, y la fisiopatologia de la reparacion de lesiones osteocondrales, donde se forma tejido
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cicalrizante, de una calidad menor denominado fibrocartilago. En el caso de las lesiones
condrales de espesor parcial, se podria explicar por qué no se forma este tejido de
cicatrizacion (fibrocartilago), ya que su naturaleza avascular funciona come una barrera
nalural donde no se activa la angiogénesis, misma que juega un papel fundamental en el
proceso de cicatrizacion. La superficie del cartilago lesionada se encuentra aislada de los
elementos provenientes de la médula ésea que en condiciones nommales participan en el
procese de reparacién de otros tejidos {macréfagos, células endoteliales, células
mesenquimatosas, etc) [11-13]. Por otra parte, se ha demostrado que el dermatan sulfato y
ofTos proteoglicanos tienen propiedades antiadhesivas que limitan la capacidad de reparacién
del cartilago en la superficie de la lesion[14-16]. También se ha demostrado que el liquido
sinovial tiene propiedades que inhiben la proliferacién de los condrocitos in vitro[17,18).No
obstante, aiin no estd clara la fisiopatogenia que juegan los diversos mecanismos de
inhibicidn de la reparacion dek cartilago por la presencia de liquido sinovial y algunos de los

componentes de la matriz extracelular en la zona de 1a lesién in vivo.

En el caso de las lesiones osteocondrales, donde si existe una comunicacion enire el hueso
subcondral con sus nuirientes al defecto cartilaginoso, se forma un tejido cicatrizal del tipo
de fibrocartflago, el cual es de menor calidad comparado al cantilago normal, evelucionando

finalmente al desgaste articular [19}.

La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario de investigacién que combina los
conocimientos de diferentes 4reas de la ingenieria, la biologia celular y molecular [20]). Una
de las técnicas empleadas y originalmente descrita por Langer, combina la utilizacion de
maleriales sintéticos biocompatibles y biodegradables como estructuras de sostén o
transportadores de células aisladas de tejidos especificos, con la finalidad de regenerar tejidos
que puedan ser empleados para reparar, reconstruir 0 remplazar la estructura o funcion de

tejidos y érganos lesionados o ausentes [21,22].

Vacanti y colaboradores describieron la formacién de cartilago mediante el empleo de
condrocitos inmaduros sembrados en suturas de dcido poliglicolico deshebradas e
implantadas n el espacio subcutineo de ratones atimicos[23]. Mas tarde, describieron la
reparacion de defectos articulares creados experimentalmente en la rodilla de conejos
utilizando condrocitos autéloges y estructuras de acido poliglicélico. Técnicas similares se

han utilizado para la generacién experimental de diferentes tejidos misculo esqueléticos,
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tales como cartilago, hueso y estructuras compuestas de cartilago y hueso, tendones,
ligamento y menisco [24,25]. La utilizacion de bioreactores también se ha descrito para
intentar formar por completo el tejido in viro antes de implantarlo con resultados

prometedores [21].

En estudios previos reportados por Iharra y Cols., entre otros, se describe la formacion de

cartilago, meniscos, ligamentos y hueso, empleando técnicas de ingenieria de tejidos[26-29].

El potencial para la aplicacion de diferentes técnicas de ingenieria de tejidos en el campo de
la Ortopedia es incalculable. Actualmente se realizan estudios clinicos multicéntricos para
evaluar ia utilidad de estructuras de coligena empleadas para substitucién parcial de
meniscos, asi como el uso de factores de crecimiento (prc;tcina morfogenética de hueso

BMP) para mejorar la consolidacion 6sea en las fusiones vertebrales de columna {20].

Se han utilizado diferentes modelos experimentales desde ratones atimicos, conejos, cerdos,
borregos, cabras, cerdos y caballos, todos ellos con sus respectivas ventajas y desventajas.
Nosotros hemos elegido para este estudio el cerdo [30] por diferentes razones. Una es su
similitud biolégica y anatémica con el ser humano, s facilidad de manejo ¥ debido a que el
espesor del cartilago articular en sus articulaciones facilita la toma y el implante quirirgico

de tos polimeros y células,

I. GENERALIDADES

Anatomia del Cartilago Articular

El cartilago articular es el tejido especiatizado que cubre los finales de una articulacién
diartroidea. Tiene una estructura altamente estable de colégeno que contiene agua a alta

presion, que es atralda por el proteoglicanc predominante, agrecan. Este tejido es aneural.

En la mayoria de las articulaciones, el cartilago es sblo 2 a 3 mm de grueso, en algunas
localizaciones soporta 150 a 600 libras por pulgada cuadrada. Puede estar pegado al hueso
sin separarse por toda la vida [19),
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Embriologia:

Las células que estan destinadas para formar canilago comienzan su desarrollo 8§ semanas
antes de la pestacion. A las 8 semanas de gestacion, €] cartilago articular es heterogéneo.
Después del desamrollo del centro epifiseal de osificacién, hay una placa de crecimiento
relativamente pequefia que se desarrolla en la superficie 6sea con divisién de condrocitos.
Esta placa permite la expansion en tamafio ¥ forma de la futura arquitectura dsea del adulto
{19].

Blomecdnica

El cartilago articular adulio en promedio experimenta fuerzas de 2 MPa en la cadera, rodilla
y tobillo. La lesion de menisco o cruzado anterior puede incrementar las fuerzas articulares a
& MPa, y esto puede producir degeneracion artritica al paso de los meses y afios. El cartilago
articular es viscoeldstico, anisotrépico, lo que significa que las propiedades del material
intrinseco dependen de la orientacion de la matriz y composicidn, asi como la direccién en

que ¢l cartilago es apoyado o solicitado [19,31].

Histologia del Carillago

Estructura del cartilago articular normal o cartilago hialino:

El carlilago articular adulto estd compuesto por capas: superficial, transicional, prefunda o
radial y calcificada. Cada una de estas zonas tiene una orientacidn especifica de los
condrocitos y una respuesta fisiologica diferente a la fuerza mecinica. La composicién de la
matriz del cartilago y su orientaci6n estructural permite al cartilago articular convertir las

fuerzas de compresidn en fuerzas tensiles hacia la superficie 6sea.

La zona superficial s¢ compone de condrocitos que eslan elongados y orientados a traves de
fibras de coligena delgadas paralelas a la superficie articular. La alta integridad tensil del
cartilago articular estd producido por las fibras horizontalmente dirigidas asi como la

estructura de superficie delgada de colagena llamada lamina splendes. La hidratacion s alta

en esta zona y el contenido de proteoglicanos es menor que en oiras zonas.




La zona transicional contiene condrocitos que son redondos en apariencia. Las fibras de
coldgena son mds largas y se organizan en un patrén entrecruzado. La conceniracion de
proteoglicanos es Ja mayor, y comesponde con una disminucion en la hidratacion de esta

Zona.

En la zona profundz los condrocitos son también redondos pero estin agrupados en un patron
columnar. La colagena estd también orientada en un patron columnar y es perpendicular a la

placa inferior inmediata de hueso subcondral,

La zona de cartilago calcificado contiene algunos condrocitos, Ia matriz tiene sales de apatita
¢on una orientacion que se une directamente con ¢l hueso inferior. La zona profunda y la
calcificada estin separadas por lz interfase mineralizada, llamada “tidemark” o “zona de

marea”; se cree que €sta actia como una barrera a la penelracion vascular.

La matriz que rodea los altamente espaciados condrocitos estd compuesta por 3 zonas. La
matriz pericelular, pegada a la célula, es alta en colagena tipo IV, y ticne relativamente, alta
actividad metabélica. La matriz territorial inmediatamente adyacente a la matriz pericelular,
presenta menor actividad metabolica, sin embargo es la primera en degenerarse en caso de
osteoartrosis. La matriz interterritorial es mas estable y es la iiltima en mostrar una respuesta

ante la osteoartrosis [19,31-32].

Nutricion del cartilago:

No se sabe exactamente cdmo el condrocito obtiene su nuiricidn para alimentar su
metabolismo anacrobio y aerobio. La perfusion de la matriz y los condrocitos ocurre a través
del movimiento del liquido sinovial que con la carga acompaiia la movilidad de la
articulacion. Debido al tamafic de poro tan pequeiio en la zona superficial (alrededor de 507),
puede tomar 10scgundos hasta varias horas para la difusién molecular al interior del
cartilago, dependiendo de la estructura, lamafio, carge y peso de la molécula. Algunos
factores de crecimiento (interleucina-1) parecen moverse libremente a fravés de la matriz

cartilaginosa [31].
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Compaosicion de la matriz:

Enire un 65 y 80% de! peso himedo del cartilago articular normal es agua. Mas del 70% del
peso seca del cartilago es colagena. El coligeno es una macromolécula estructural que se
encuentra entre los componentes principales de la matriz extracelular (TABLA 1). Todos los
miembros de la familia del coligeno tienen una estructura caracteristica de triple hélice que
puede constituir la mayoria de la longitud de la molécula o puede ser interrumpida por uno o
més dominios no helicoidales. El coldgenc tipo II es mis del 95% del contenido total de
colageno del cartilago hialino. Las fibras de coldgena crean una malla que atrapa al agrecan
y provee la fuerza tensil del cartilago. También se encuentra colagena tipo V, V1, Xy XJ en
la matriz, estando los tipos V, IX y X1 asociados con las fibras de coligeno tipo II, mientras

que las del tipe VI es una coligena pericelular no fibrilar.

El agrecan constituye el 80 a 90% de todos los proteoglicanos en el cartilago articular. Se
compone de cadenas exiremadamente hidrofilicas de glucosaminoglicancs. Otros 2

importantes proteoglicanos son €l biglicana y el decorin [19,31]-

TABLA 1. Tipos de coligene

Tipo [ Tejide | Forma polimérica

Clase 1 (triple hélice de 300nm)

Tipo 1 Eill:;cz)cartilago, piel, Fibrilla con bandas
Tipe IT Cantilago, disco Fibnlla con bandas
Tipe I Piel, vasos sanguineos Fibrilla con bandas
Tipe V Con tipo I Fibrilla con bandas
Tipo IX Con tipo I1 Fibrilia con bandas
Clase 2 {membranas basales)

Tipo IV Lémina basal Red tridimensional
Tipo VII Membrana basal epitelial | Fibrilla de anclaje
Tipo VI eM“Z':tzf;" izl Desconocida
Clase 3 {cadena corta)

Tipo VI Diseminada Microfilamentos
Tipo IX Cartilago (con el tipo IT) | Enlaces cruzados
Tipo X Cartilago hipertrofico Desconocida
Tipo XII Tendon Desconocida
Tipo XIIT Células endoteliales Pesconocida




Compaosicion del fibrocartilago:

Cuando la lesién condral llega a estar en comunicacién con médula ésea de hueso
subcondral, se lleva a cabo una reparacion a través de la formacién de un tejido de
cicatrizacién, formado por fibrillas de coligeno densamente agrupadas y fibroblastos
dispersos, en donde el coligeno tipo T es la macromolécula predominante, lfamado

fibrocartilago.

Este tejido de reparacion no cuenta con la composicidn, estructura y propiedades tinicas de la
matriz del cartilago articular. Por fanto, después de producirse la mayoria de las lesiones
condrales, las células responsables de [a reparacién no producen las macromoléculas propias
del cartilago hialino en cantidades suficientes para crear una matriz extracelular fuerte y
cohesiva, y fallan al organizar las moléculas para crear una estructura de matriz semejante al

cartilago articular, lo cual, a latgo plazo da un fallo en la reparacién de la lesion condral [32].

Tinciones Del Cartilago

Tincion con hematoxilina y ensina (FHvE):

La tincion con hematoxilina y eocsina se utiliza para evaluar la morfologia celular y la
estruciura de la matriz extracelular. La hematoxilina da un tinte azuloso o morado al nicleo,
ciertas regiones del citoplasma, y a los glucosamingoglicanos de 1a matrz. Por oiro lado, la

eosina tifie de color rojo-resado a las fibras de coligena [33].

Tincion tricrémica de Masson:

Da un color azul a la coligena de la matriz extracelular del cartilago articular. En cuanto a los
condrocitos, los niicleos se tifien de color azul oscuro, mientras que el citoplasma lo hace de
color rojo.

Tincion con safranina-0:

Es un indicador til del contenido de proteoglicanos en la matriz extracelular del cartilago

articular. Tifie de color rojo-anaranjado a los mismos [33].




Desdiferenciacion y rediferenciacidn durante el cultive de condrocitos

La propagacion de lineas celulares requiere que el nimero de células se imcremente
contimamente, las condiciones de las técnicas de cultivo se han ido seleccionando a través
del tiempo para promover una méxima proliferacién celular. Lo que se  busca con estas
condiciones, normalmente, es la desdiferenciacion fenotipica de los condrocitos, dado que el

condrocito diferenciado tiene una capacidad de crecimiento muy limitada.

La desdiferenciacién es el proceso mediante el cual células maduras revierten su estado de
diferenciacién y adquieren cierta “pluripotencialidad™ y alta capacidad de multiplicacién
[34], pero, por otro lado, en el caso de los condrocitos, pierden o disminuyen su capacidad de
produccion de colagena tipo IT y agrecan [35].

La rediferenciacion es el proceso mediante el cual, las células que se desdiferenciaron
previamente para su multiplicacion en el cultivo, vuelven a tomar sus caracieristicas propias
de células maduras con fenotipo de condrocitos. Este proceso puede estar promovido por
varios factores como son la alta densidad celular [36], una baja tension de oxigeno [37], ¥ la
colocacién de las células cultivadas en un medio tridimensional, como es el caso de la
agarosa, el alginato[36], o polimeros sintéticos bioabsorbibles como el icido poliglicdlico ¥
polilictico que se ha visto promueve la rediferenciacion de los condrocitos [35], v el
polimero biodegradable de dcido hialurénico HYAFF-11 [38]. Por otro lado, la capacidad de
rediferenciacién puede afectarse negativamente por un tiempo prolongado del cultivo en
monocapa de los condrocitos [26, 39]. A su vez, se cree gue el nivel de estabilidad del
fenotipo de los condrocitos contribuye al mantenimiento de las capacidades condrogénicas y

potenctal de rediferenciacion del mismo [40].

También se ha visto que los condrocitos tienen una capacidad de transdiferenciarse en otras

clulas mesenquimatosas, como las de tipo celular osteogénico y adipogénico. {41].

Lesiones condrales aisladas vs osteoartrosis

Los eventos traumiticos sencillos tienden a producir lesiones limitadas a un érea
determinada, y se asocian frecuentemente con una lesién o evento especifico. Del otro lado,

las condiciones que se desarrollan lentamentz y no estin asociadas con trauma




probablemente afecten una mayor area de la articulacién. Estos cambios se asocian con
cambios bioquimicos a largo plazo que afectan una cantidad mayor de cartilago alrededor del
sitio afectado, evolucionando a osteoartrosis. Los condrocitos articulares son generalments
capaces de mantener el cartilago a través de toda la vida reemplazando las pérdidas o matriz
dafiada con material frescamente sintetizado. La actividad sintética estd muy bien regulada y
aumenta rapidamente por amriba de sus niveles basales en respuesta a la lesiém de cartilago,

sugiriendo un mecanismo de control de daiios [19].
Cuadre clinico

Las lesiones condrales sintométicas de la redilla en el joven atleta siguen siendo uno de los

mayores retos en la terapedtica oriopédica. .

La presentacidn clinica de lesiones condrales pasan de lesiones advertidas accidentalmente a

lesiones dramiticas que ocasiona gran discapacidad.

Es importante una buena anamnesis, una historia clinica completa, descartando antecedentes
traumaticos, lesiones concomitantes en un pasado (meniscos-ligamentos-luxacion de patela)
¥y ratamientos previos utilizados, aclarando si hubo o no mejoria con estos. La hemartrosis se
encuentra virtualmente en todas las heridas agudas que crean una lesidn condral de espesor
total. Otros posibles escenarios son los sintomas de cuerpos libres que se relacionan

frecuentemente con una lesién condral de espesor total.

El dolor es frecuentemente empeorado por la actividad, la inflamacién es intermitente y
relacionada con la actividad en casos cronicos. La presencia de dolor es el resultado de la

pérdida de la funcién del cartilago articular de “colchén”, dado que se expone el hueso

subcondral al aumento de presion, y las fibras nerviosas en esta region son estimuladas.
A la exploracion fisica, si se detecta un cuerpo libre debemos pensar en lesién condral de

primera intencion, el dolor puede ser pobremente localizado y puede haber crepitacion. Se

debe evaluar la alineacion de miembros pélvicos clinicamente y radiogrificamente [19).
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Evaluacion radiogrdfica:

Son de wilidad las radiografias AP con apoyo, lateral, axiales, la proyeccion Rosenberg [42]
© (de tunel), y ¢l cje mechnico bipoddlico para detectar problemas de mal alinescion.

Miemtras que las radiografiss son de utilidad para detcciar lesiones osteocondrales, la
resomancia  magnética serd necesarin para detectar lesiones condrales, existiendo ya
protocodos de secuencias [43] que favorecen la visualizacion de lesiones condrales pudiendo
medir su extensin y profundidad hacia hueso subcondral, para asi lener entonces un
diagndstico preoperatorio, asi como adecuados controles postoperatorios.

RMN que muestra ksion asteocondral en condilo femonal

Evalwacion artrescdpica:

La cvaluacion artroscopica esté considerada como el “gold standard” o estindar de oro, para
el dimgndstico y caracierizacion de lesiones condrales, pudiendo conocer asi su tamafo,
profundidad, apericncia de la superficie, consistencia del tejido y su localizacion precisa [19].
Owserbridge describe la primera clasificacion que califica Ia kesion condral [44]). La ICRS
tiene una de las escalas de clasificacion aceptadas universalmente con mayor utilidad practica
(FIGURA 1).
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Ademis es importante documentar la localizacién y tamaifio de la lesion de cartilago articular,

para lo que se sugiere el siguiente esquema (FIGURA 2).

FIGURA 2
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Métodos de tratamientn

Los méledos de tratamiento existentes en la actualidad los podemos clasificar de la siguiente

manera (TABLA 2).

TABLA 2.

CONSERVADOR

(sélo se recomienda en fase I-IT)

QUIRURGICO

| AINES
| | "~ Inhibidores COX-2
]_—_Ei{;}:'-i's}imﬁ =

Lavado y desbridamiento®
Fijacion *

~ Radiofrecuencia®

Acido Hialurénico

Estimulacion de las células
mesenquimatosas:

+ Perforacién y/o Microfracturas®

Condrohitin Sulfato

Reemplazo o sustitucion:
Aloinjertos frescos

Autoinjertos {mosaicoplastia)*

Bajar de peso

Aumentar iunn_muscu]nr

Evitar actividad traumdticn

" Gel de colagena intraarticular

|
| Terapia Fisica (Rehabilitacién)

Reconstruccion bioldgics
Implante de condrocitos autélogos
(ACH*

Polimeros (MACI)*:
1. Gel de Cotagena
2. PLA/PGA

*Se pueden realizar por artroscopia.




Tratamiento conservador:
Acido Hialurénico

Existe una gran polémica del manejo de la osteoantritis en fases avanzadas de la enfermedad,
donde sc ve comprometido mas del 50% del cartilago articular, siendo controversial el costo-
beneficio de los tratamientos no-quinirgicos. Previamente, se¢ han publicade favorables
resultados en el use de sustancias de viscosuplementacién como medidas terapéuticas contra
el dolor ya que tienen una cualidad de viscoelasticidad que es capaz de remplazar algunas de
las funciones del liquido sinovial. Entre los productos mds comunes se encuentra ¢l Hylan
G-F 20 (Synvisc®), Na Hialuronato (Hyalgan ®, Supartz ®) y Acido Hialurénico de alto
peso molecular (Orthonis®). Sin embargo, sigue en debate su eficacia come reparador o
regenerador de lesiones condrales. La naturaleza propia de esta entidad se caracteriza por la
degeneracion del cartilago articular y subsecuente presentacidn de cambios en el hueso
subcondral, por lo que la eficacia de estos métodos tiene que ser de acuerdo a su capacidad
de reparar y regenerar el cartilago hialino para poderse considerar como medida terapéutica
aceptable. El Colegio Americano de Reumatologia recomienda terapia intra-articular de
acido hialurénico para pacientes que no responden 2 analgésicos simples. En mm meta-
analisis, publicado recientemente, se concluyé que tiene minimo efecto, Hasta que existan
buenos resultados en el tralamiento de la lesién condral avanzada estos métodos se reservan
al mangjo preventive en combinacién con disminucion de la aclividad fisica, rehabilitacion

del tono muscular del cuadriceps y manejo de obesidad [45,46].
Glucosamina

Ya que el cartilago tiene en su matriz glicosaminoglicanos-proleoglicanos, se eatipula que
posiblemente la glucosamina oral detiene la degradacidn del cartilage articutar ¥ no sble
previene la progresion de la osteoartritis. En el analisis de maltiples estudios clinicos de
glucosamina oral en pacientes con osteoartritis s6lo se ha cbservado que es un agente
modificador de sintomas y que s6lo en investigacidn experimental se puede valorar su efecto
como modificador de la estructura del cartilago dafiado. Sin embargo, autores argumentan
que la razon de esto es pracias a que la glucosamina en América se maneja como suplemento

alimenticio y que por esa misma razén la concentracion y preparacion varia de acuerdo a su
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presentacion, en comparacién a Buropa donde se maneja un mismo glucosamino sulfato

como medicamento preescrito. Explicando su poca efectividad en nuestra poblacion.

Otros autores argumentan que los modelos experimentales en animales contradicen la
efectividad del uso de la glucosamina como remodelador. En estos modelos se seccionaban
ambos ligamentos cruzados y retiraban e! menisco medial completo, provocando una

osteoartritis seveta, siendo asi, realmente dudable sus resultados por la severidad de la lesion.

Por lo contrario, ya existen multiples modelos experimentales donde s¢ hacen medidas del
contenido de proteoglicanos, una macromolécula de la matriz que juega un papel muy
importante en la degradacién del coligeno tipo II, donde no se reportan resultados
significativos en la remodelacion con tratamiento oral de gluicosamina. Sin embargo,
recienlemente se publicaron resuliados en los que el uso combinado de hidrocloroguina y
glucosamina sinérgicamente, regeneran en un porcentaje minimo el cartllago hialino
lesionado en modelos experimentales. En general todavia no existen suficiente literaturs que
apoye la eficacia del tratamiento oral de glucosamina en lesiones condrales avanzadas [47-
50].

Tratamiento quirirgico:

Lavado y desbridamiento

Es una técnica que consiste en realizar una limpieza articular con el uso de rasurador. Se
realiza artroscOpicamente y se indica para defectos grado II-ILL, menores de 2cm?. No forma
cartilago hialino, se permite la carga total a las 4 semanas del postoperatorio, con resultados
malos a mds de 5 afios, se relaciona con dafio a células sanas, favoreciendo la evolucion a

0A. La aplicacion de esta técnica tiene un costo economico leve [51,52].

]




Dbt filirrmenis gon mausmdor

Filaciom

Se indica para lesiones condrales agudas, en donde es posible la fijacion con implantes del
fragmento condral lesionado o desprendido. Existen diversos métodos de fijacién como son
clavos, tomillos y dardos biodegradables, entre otros [52].

Fljcide con dardo. binde grodabls

Radiofrecaencia

Es una técnica que utiliza dispositivos de radiofrecuencia para tratar lesiones condrales. Se
realiza artroscépicamente, esté indicada en lesiones condrales grado [I-111, menores de 2cm?,
no forma cartllago hialino, se permite la carga total a las 4 semanas del postoperatorio, con
resultados malos a més de 5 anos. Se relaciona también con dafio a células sanas aledaflas y
evolucién a OA. Tiene un costo econdmico leve [52, 53].
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Liwn de rdinfrecusnicm

Estimulacitn de células mesenquimaiosas

Estas técnicas se basan en establecer una comunicacién entre la médula dsea y el defecto
condral, permitiendo asf la migracién de células mesenquimatosas hacia la lesion, las cuales
se encargan de reparar el mismo, Dentro de estas técnicas se encuentran las perforaciones y
microfracturas. Para estd iltima, se requiere de un microfracturador, es una técnica que se
puede realizar artroscdpicamente y se indica para lesiones grado IV, de menos de 4cm?,
forma fibrocartilago en la zona del defecto. Se prohibe la carga total por 8 semanas en el
postoperatorio, se reportan resultados buenos a excelentes a 3 afos en un 80% de los casos,
puede cursar con inflamacién y hemartrosis como complicaciones reversibles, y tiene un

costo econdmico leve [52, 54].

Adicraftnesurackn
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Reemplazo o sastitucién

Estas técnicas utilizan injertos osteocondrales para reparar la lesion, los cuales pueden ser
awtdlogos como en el caso de la mosaicoplastia o de caddver fresco.

Los injertos osteocondrales frescos, se colocan en forma abierta, se indican para lesiones
condrales grado |V, de mas de 2cm? o en defectos mayores unipolares, se prohibe la carga
total en ¢! postoperatorio por un periodo de 3-4 meses, se presenta cartilago hialino en la
zona implantada, con resultados reportados como buenos o excelentes a 5 afios en un 75% de
los casos, debiendo tener en cuenta como complicaciones los riesgos de infeccion, mala
alineamiento, colapso, anrofibrosis, y ademds se ha demostrado una viabilidad no mayor a 14
dias de los condrocitos en el injerto fresco de cadaver previo a su implantacion. El costo
econdmico es mayor, considerdndose moderado [52,55,56].

Lesion osteocondral en RMN, caso clinico conesta de Dr Bugbee

Ostcocondriliy Disecane, caso ciinko covtesia de Bughes




Toma de myerio de caddver fiso, caso clinico conesia de Dr Bughes.

Colocacitn del inrin de cadiver, caso clinice coriesis de Dr Bugbee.

En la mosaicoplastia se utilizan cilindros osteocondraies tomados del mismo paciente
{autoinjerto) de zonas consideradas como de no carga, para transportarlos a la zona
lesionada, realizando en la misma un defecto osteocondral para colocar los cilindros
previamente tomados. Esta técnica puede realizarse en forma abierta o artroscopica, estd
indicada en defectos grado 1V, de 24 cm? de didmetro, se prohibe la carga total en el
postoperatorio por 4 semanas, reportdndose presencia de cartilago hialino en un 80% del
tejido reparado, con resultados buenos a excelentes en un 78 a 92%, teniendo que considerar
como complicaciones el riesgo de hemartrosis, el dafto que sc esth haciendo a la zona

donadora, y no se recomienda usar en mayores de 50 afios dado que sus buenos resultados
bajan notablemente. Esta t&cnica tiene un costo econémico moderado dado que requiere de la
renta de equipo especializado para su colocacion [52, 56-58).




Reconstruccion biologica

Dentro de esta categoria, se encuentran las técnicas de mds reciente aparicion, como son el
Implante de Condrocitos autélogos (ACI) v el Implante de Condrocitos autélogos con uso de
matriz (MACI). Son técnicas basadas en el uso de la Ingenieria de Tejidos, para cultivar

condrocitos del mismo paciente e implantarlos en la zona del defecto condral [39].

El Implante de condrocitos autdlogos (ACI), es una cnica abierta, que utiliza un parche de
periostio tomado del mismo paciente, el cual se sutura en la zona del defecto y se vierten,
debajo del mismo, células condrales del mismo paciente, que fueron tomadas en una cirugla
previa y cultivadas para obtener millones de las mismas y poderlas asi implantar. Es una
técnica que debe realizarse en forma abierta, esta indicada en defectos grado IV de 1 hasta 16
cm? de extension, prohibiendo el apoyo de carga total por 4 meses en el postoperatorio, logra
formar cartilago hialino en el tejido reparado, con resultados buenos a excelentes a mds de 5
aifios en un 90% de los pacientes, y tiene como posibles complicaciones la hipertrofia del
parche de periostio, asi como [a pérdida de las células implantadas, su costo econdmico la

sit(la como una de las técnicas de reparacion condral mas caras [52, 56, 60-64].

Impiante de condrocitos aulokogos con pawche de periostio

El implame de condrocitos autdlogos con uso de matriz (MACI), consiste en el implante de
una matriz biodegradable la cual lleva los condrocitos previamente tomados y cultivados, la
cual se fija en el defecto condral, esto se puede realizar en forma abierta o artroscopica, esta
indicado en defectos grado 1V, de | a 16 cm? de tamaiio, y permite el apoyo total a los 4
meses del postoperatorio. Logra formar cartilago hialino, con resultados buenos a excelentes

a mas de 5 aiios en un 90% de los casos, teniendo como problemas la fijacion del implante,
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que en mucho de los casos es inestable, y es, igual que el anterior, de costo econdmico muy

elevado [52, 65].
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Pasas para el MACI

111, OBJETIVOS.

Evaluar morfolégica (macroscépica e histologica), por resonancia magnética nuclear v por
microscopia electronica de barrido ambiental, la reparacién de lesiones osteocondrales
creadas quirirgicamente en la rodilla de cerdos adultos utilizando el implante de estructuras
de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegradables sembradas con condrocitos
autdlogos aislados de una muestra de cartilago articular obtenida quirirgicamente de la
superficie articular del fémur distal de la rodilla contralateral, asi como de células de
periostio aisladas de una muestra de periostio obtenida del tercio proximal de la tibia del

mismo animal.
1V. HIPOTESIS

Las estructuras de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegradables sembradas con
condrocitos autdiogos y con células de periostio, empleadas para reparar defectos
osteocondrales creados quiriirgicamente en et condilo medial de la rodilla derecha de cerdos
mestizos adultos dardn lugar a la formacidn de cartilago articular con caracteristicas
morfelégicas y moleculares similares a las del cartilago articular normal. Ademas, el tejido

de reparacion se integrara de forma adecuada al cartilago articular en la periferia del defecto.
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Las estructuras de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegradables sembradas con
condrocitos autdiogos y con células de periostio, empleadas para reparar defectos
osteocondrales creados quiriirgicamente en et condilo medial de la rodilla derecha de cerdos
mestizos adultos dardn lugar a la formacidn de cartilago articular con caracteristicas
morfelégicas y moleculares similares a las del cartilago articular normal. Ademas, el tejido

de reparacion se integrara de forma adecuada al cartilago articular en la periferia del defecto.
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que en mucho de los casos es inestable, y es, igual que el anterior, de costo econdmico muy

elevado [52, 65].
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Pasas para el MACI

111, OBJETIVOS.

Evaluar morfolégica (macroscépica e histologica), por resonancia magnética nuclear v por
microscopia electronica de barrido ambiental, la reparacién de lesiones osteocondrales
creadas quirirgicamente en la rodilla de cerdos adultos utilizando el implante de estructuras
de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegradables sembradas con condrocitos
autdlogos aislados de una muestra de cartilago articular obtenida quirirgicamente de la
superficie articular del fémur distal de la rodilla contralateral, asi como de células de
periostio aisladas de una muestra de periostio obtenida del tercio proximal de la tibia del

mismo animal.
1V. HIPOTESIS

Las estructuras de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegradables sembradas con
condrocitos autdiogos y con células de periostio, empleadas para reparar defectos
osteocondrales creados quiriirgicamente en et condilo medial de la rodilla derecha de cerdos
mestizos adultos dardn lugar a la formacidn de cartilago articular con caracteristicas
morfelégicas y moleculares similares a las del cartilago articular normal. Ademas, el tejido

de reparacion se integrara de forma adecuada al cartilago articular en la periferia del defecto.
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V. MATERIAL Y METODOS
Animales de experimentacidn

Se utilizaron 8 cerdos jovenes hembras de 30 kg de peso, que se obtuvieron del Centro de
Enseflanza, Investigacion y Extension en Produccion Porcina de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UN.AM., en Jiloiepec, Edo. de México. Los animales se
mantuvieron en jeulas aisladas de 6 m’® durante 3 semanas con alimentacion a base de
alimento seco comprimido para cerdo ¥ agua a libre demanda. Los animales fueron bafiados,

desparasitados y una vez concluido el periodo de cuarentena, fueron incluidos en el estudio.

Polimeros y células

Se utilizaron estructuras de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegradables formadas a
partir de una malla de fibras de acido poliglictlico (PGA) de 5 mm de espesor ¥ con una
porosidad del 90% y de dcido polilactico. . Las fibras son de 15 micras de didmetro con una
distancia interfibrilar de hasta 150-200 micras. La malla de polimero fue cortada en discos de

10 mm de didmetro.

Dispositive de toma de biopsia osteocondral

Durante los procedimientos quirirgicos de toma de biopsia osteocondral, asi como en el
implante de polimero, los defectos osteocondrales fueron creados con el instrumental para
mosaicoplastia de Mytek®, el cual cuenta con un dispositivo para toma de cilindros

osteocondrales de 9mm de didmetro y de variable profundidad.

Equapo de mosaicoplastia de Mytek®
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Dispositive de fijacidn

Para ia fijacion de los polimeros de condrocitos y de células de periostio en el defecto
osteocondral, se wutilizé el equipo de reparacion meniscal Rapidlock® de J&J. Este
dispositivo consta de un sistema de anclaje y fijacion para lesiones meniscales. Sin embargo,

en este ¢aso se utilizd para el anclaje y fijacion de los polimeres en el defecto osteocondral.

Protocols a seguir y evaluaciones

Se realizaron los siguientes pasos:

I. A cerdos hembras, de 40kg, se les realizd obtencion de disco osteocondral de 9mm
de didgmetro y |1 cm de profundidad en el condilo medial, con el dispositivo de toma de
cilindros osteocondrales de Mytek®, Ademds, se realizé toma de rectingulo de
periostio en tibia proximal de 2xfcm., todo en su rodilla izquierda. Quedando la lesion

de disco osteocondral, como lesion control en la rodilla izquierda.

Toma de biopsia osteocondral

2. De esta muestra se aislaron condrocitos a partir del cantilago obtenido, mediante la

digestion en colagenasa del tejido. Se cultivaron v se expandieron in vitro en




condiciones convencionales de cultivo celular, hasta obtener ¢l niimero necesario de
células (> 10 millones de células en 6-8 semanas aproximadamente) para ser sembradas
en estructuras de polimeros sintéticos biocompatibles y  biodegradables

{3Dimensiones).

3. Se aislaron también células de periostio a partir de la muestra rectangular obtenida,
se cultivaron y expandieron in vitro en condiciones convencionales de cultivo celular
hasta obtener el nimero necesario de células (> 10 millones de células en 6-8 semanas
aproximadamente} para ser sembradas en estructuras de polimeros sintéticos

bioccompatibles ¥ biodegradables (3 Dimensiones).

Se hizo un seguimiento de los polimeros sembrados y una vez obtenido el nimero de
células de cartilago y periostio se sembraron por separado en polimeros de acido
potiglicolico (PGA) y 4cido polilactico (PLA). y se mantuvieron en cultivo con

movimientos rotatorios por 3 dias.

4, Posteriormente se impiantaron los 2 discos de polimero en un defecto osteocondral
creado en el condilo medial de la rodilla derecha del cerda, fijados con Rapidloc®,
quedando el disco con células de periostio en contacto con el hueso subcendral v el

disco con condrocitos hacia la superficie articular.




5. Se dejd al cerdo con movilidad y apoyo libre a tolerancia desde el postoperatorio

inmediato.

6. A los 3 meses se realizé el sacrificie del cerdo, para la evaluacidn de ambas rodillas.

7. 8e evalud el tejido de reparacion mediante resonancia magnética de la aniculacién,

utilizande la escala de evaluacién de Roberts [66]. (TABLA 3).

TABLA 3. Escala de Evaluacién de la reparacién de lesiones condrales por RMN

de Roberts.

CARACTERISTICAS DEL TEJIDO

CALIFICACION

Integridad de la superficie y contorno

1= normal o cercano a lo normal
0= anormal

Sefial de cartilago en la region del
injerto

1= normal o cercano a lo normal
0= anorraal

Grosor del tejido

1=normal o cercano a lo normal
(= anormal

Cambios en el hueso subcondral

1=nommnal o cercano a lo normal
0= anormal

Total maximo posible de puntos

4

8.8¢ evalud en forma macroscopica bajo vision directa utilizando la escala de

evaluacion de Brittberg [62]. ({TABLA 4).
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TABLA 4. Sistema de Evaluacién de Brittberg para evaluar la reparacién del

defecto cartilaginoso. (Evaluacién mixima 12 puntoes*)

Criterio

Puntos

Grado de
Teparacion
del defecio

En el nivel del cartilago de su alrededor.

75% de reparacion en la profundidad del defecto.

50% de reparacion en la profundidad del defecto.

25% de reparacion ¢n la profundidad del defecto.

0% de reparacion en la profundidad del defecto.

Integracion a
la zona del
borde

Integracidn completa con cartilago a su alrededor, con un
borde demarcado < a 1 mm.

o | S|

% del injerto integrado, % con un borde notable > 1mm de
ancho.

(')

Y2 del injerto integrado con cartilago a su alrededor, % con
un borde notable > Imm.

Sin contacto, hasta %4 de injerto integrado con cartilago a su
alrededor.

Aparniencia
macroschpica

Superficie lisa inlacta

Superficie fibrilada

Fisuras pequefias dispersas o grietas.

Fisuras varias pequeiias o pocas pero largas.

| Degeneracion total de la zona del injerto.

| 2 | |

Fara una clasificacidn come una apariencia “bioldgicamente oceplable” es necesaria ung evaiiaeldn minima
de 7 puntos, con af menos 3 puntos del primer grupo (grado de reparacion del defecio) y 2 puntos en los otros

grupos.

9. Se evalud histolégicamente el tejido formado ¥ sus células mediante microscopia de

luz con tinciones de hematoxilina vy eosina (H&E), Safranina y Mason, asi como

estudio de microscopia electronica de transmisidn y de barmrido. Se describio la

aparietcia histologica, basada en los criterios de celularidad, apariencia de la matriz,

estructura columnar del cartilago y apariencia bapo luz polarizada, clasificando al tejido

de reparacion de la signiente manera segin Brittherg y Peterson [62]:

o Similar a cartilago hialino.

o Cartilago fibroso.

o Cartilago mixto.

10. Se evalub también por microscopia electrénica de barrido ambiental.

kL]




Méitodos de cultivo

Se obtuvieron condrocitos de cartitago articular de cerdo adulto a partir de muestras de tejido
obtenidas quirirgicamente al crear un defecto circular de 9 mm de didmetro en el condilo
medial de la rodilla izquierda del cerdo. Asi como células de periostio obtenidas

quirdrgicamente del periostio de la tibia proximal del mismo cerdo.

Los fragmentos de tejido condral se colocaron en tubos cénicos de poliestireno de 50 cc de
capacidad con 20 cc de solucion de colagenasa al 3% preparada al disolver 30 mg colagenasa
clase I en polvo (Sigma, St Louis MO) en 100 cc de medio de cultivo M199 (Gibco, Grand
Island, NY) y esterilizarla con filtros de botella. El tejido en los tubos con colagenasa se
coloct en un agitador y se mantuvo en 5% de CO; , a 37 ° C, durante 4 horas. La solucién
después se filtrd a través de una maya de nylon estérit con poros de 0.5 mm de didmetro. La
nueva suspensién se centrifugd a 1500 rpm durante 12 minuwtos, se desechd el sobrante y se
resuspendié €l botdn de células en medio de cultiva M199 con antibidticos al 10%. Las
células se lavaron de esta forma 2 veces y finalmente se resuspendieren en medio de cultivo
completo (M199 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y wna solucidn de
antibidticos/antimicaticos al 1%) para ser sembradas en frascos de cultivo de poliestireno con
medio de cultivo completo, en 5% de CO,, a 37°C. Una vez que los condrocitos en cultive
llegaron a comfluencia, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo mediante
tratamiento con tripsina-EDTA al (.25% durante 5 minutos. El botén de células obtenido
después de lavado y centrifugado en2 ocasiones con solucién salina con amortiguador de
fosfates (PBS) al 10%, fue resuspendido en 10cc de medio de cultivo M199 para contar las
cétulas con un hemocilémetro previa preparacion con tincion de azul Tripan al 0.4%), para asi

detectar viabilidad celutar.

Una vez obtenido el niimero necesario de células con viabilidad > 80%, éstas fueron
resuspendidas en medio de cullivo completo para ser sembradas a una concentracién de 1.5
X 107 células / ml, directamente con una pipeta en las discos de polimero sintético

biocompatible y biodegradable.

Las estructuras polimero-células fueron mantenidas en cajas de cultive de polestirenc de 6
pozos con medio de cultivo M199 completo, suplementado con icido ascérbico 50

microgramos / ml, durante una semana en 5% de CO;, a 37° C, para permitir que las células
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se adhieran a las fibras de polimecro y comiencen a depositar matriz extracelular en las
estructuras de polimere. La adhesion de las células al polimero y su produccion de matriz

extracelular se valord bajo visidn directa con un microscopio invertido con contraste de fases.

Después de una semana en cultivo, las estructuras polimero-cétulas, fueron Hevadas en
condiciones estériles al quiréfano para ser implantadas quirirgicamente en los animales de
experimentacion, reparando con ellas los defectos en el cartilage articular creados
quirdrgicamente en |a zona de carga del condilo medial de la rodilla derecha de los cerdos a

partir de los cuales se aislaron 1as células originalmente.

Proceso de cultivo de células de periostio;

Los fragmentos de periostio s¢ colocaron sobre una caja de Petri por lhr a 37°C.
Posteriormente se agregd medio de cultivo hasta cubrir la biopsia. Se cambid el medio de
cultivo cada tercer dia y se dejaron hasta la confluencia, se retiré el tejido y se procedid a la

expansion de las células en medio M199,

Métodos quirdrgicos

Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos antes, durante y después de cada uno de los

eventos quinirgicos a los que fueron sometidos los cerdos:

Cuidados preoperatorios, intraoperatorios y medicamentos:

Todo el manejo, cuidados y segnimiento de los cerdos estuvo a cargo de los médicos
velerinarios del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

1. Ayuno: Los cerdos se mantuvieron en ayune durante 12 horas antes de la intervencidn

quirirgica.

2. Medicacion preanestésica: Sulfato de Atropina, 0.05 mg/Kg., IM.

3. Antibidticos profildcticos: Ampicilina o Amoxicilina, 20 mg/Kg., IM o SC.

4. Via intravenosa: / cefilica / el catéter venoso se colocd en condiciones asépticas y se

fij6 en posicién con cinta adhesiva y vendaje.
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5. Induccién anestésica; Hidroclorwro de Ketamina (100 mg/ml) combinade con
Diazepam (Valium) (5 mg/ml) a 50:50, IV hasta surtir efecto {(aproximadamente 1.0 ml/
10 Kg., por 1o regular).

6. Intubacién: Se introdujo el tubo endotraqueal con laringoscopio, se probo su colocacion

adecuada, se fijé a 1a cabeza y se inflé el manguita.

7. Preparacién del campo quinirgico: Las extremidades distales (cuartos traseros) se
cubrieron con un material impermeable y se suspendieron para prevenit contaminacién
de la regton quirirgica. La region quinirgica con mirgenes amplios (25 cm. o més de
ser posible) fue rasurada y lavada dos veces con solucién de Isodine espuma y
enjuagada con alcohol isopropilice al 70%. (El lavado quirirgico final se realizé en el

quirdfano por el cirujano).

#. Conduccidén anestésica y monitoreo: La conduccidén anestésica se realizd con
Isofluorano o Halotano inhalado. Monitoreo de EGC, pulse, frecuencia respiratoria y

profundidad de 1a anestesia se realizd continuamente por el personal veterinario.

9. Soluciones intravenosas: Se administrd solucion de Ringer Lactado estéril IV (a través
del catéter venoso) a una velocidad de 10-15 mI/Kg./hr, hasta que el animal despertara.

10. Temperatura corporal: Se utilizaron cobertores para cubrit al animal durante el
procedimiento quinirgico y en el postoperatorio, hasta que despertara. La temperatura

52 monitorizo con un termometro rectal.

Cuidados postoperatorios y medicarmentos:

1. Los cerdos fueron monitorizadas por personal veterinario hasta que despertaran.

2. Se administrd Oxymorfone (Numorfan) 0.03 mg/kg, o Buprenotfine (Buprenex) 0.01
mg/Kg. dosis tinica al momento del cierre de la herida quinirgica, y se adminisird
subsecuentemente a discrecion del personal veterinario si presentaban molestias o

inquietud excesivas en el animal una vez que estuviera completamente despierto.

»




3. Si los cerdos presentaban apetito y deambulacion normales después de la recuperacién
completa de la aneslesia, generalmente no se consideraba necesaria la analgesia
postoperatoria. Los animales fueron mantenidos en reposo en javla, con actividad

limitada durante los primeros 2 dias de postoperatorio.

4, Se administré Amoxicilina 20 mg/Kg. cada 12 hrs,, VO {(con los alimentos) durante los

primeros 7 dias del postoperatorio.

5. Los cerdos fueron vigilados y valorados para descartar dolor aparente en base a (1)
apetito, (2) ambulacidn, (3) carga de peso en la extremidad operada, (4) dolor a la
palpacién (evidenciado por defensa o vocalizacién) por el personal veterinanio, por lo
menos dos veces al dia. Estas 4 valoraciones fueron registradas 2 veces al dia en el

expediente del cerdo durante todo el periodo postoperatorio.

. Las suturas fueron retiradas a los 10 dias del postoperatorio. Los animales que
manifestaban cualquier tipo de molestia o enfermedad (anorexia, inflamacion excesiva
de [a region quinirgica o decaimiento, etc.) fueron examinados por el veterinario y se
realizaron los procedimientos diagndsticos y terapéuticos necesarios. El investigador
principal fue informade de cualquier incidente o complicacion, asi como de su manejo

terapéutico.

Se realizaron los siguientes procedimientos quirtirgicos:

Procedimiento de lesion condral, obtencién de tejido condral y periostio para cultivo.

1. Se coloct al cerdo en decibito dorsal, previa aplicacion de anestesia general. Se realizd

rasurade de rodilla izquierda.

2. Se realizd asepsia y antisepsia de rodilla izquierda. Se colocaron campos estériles.

3. Se realiz6 incisién sobre linea media a nivel de rodilla izquierda de 12 cm de longitud,

se disecd por planos, tejido celular subcutineo y fascia muscular.
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Se realizdo abordaje parapatelar medial en capsula articular. Se identificé condilo
medial.

Se realizd la toma de disco osteocondral de 9mm de didametro v 1 cm de profundidad en
zona de carga de céndilo medial con ¢l uso de extractor de cilindros de mosaicoplastia
de Mytck®, quedando esta lesion, como lesidn control.

Se entreg6 dicho cilindro osteocondral en forma aséptica a personal de laboratorio para
su digestién inmediata y cultivo celular.

Para la toma de biopsia de periostio, se prokongé la misma incisién longitudinal sobre

linea media.
Se disecd por planos, tejido celular subcutineo y fascia muscular.
Se identificd superficie medial de lercio proximal de tibia. Se tomé muestra rectangular

de periostio de | x 3cm, en el espacio comprendido entre la incersitn del tendén patelar

¥ la insercion de la pata de ganso, con el uso de bisturi y desperiostizador fino.

. Se cerrd cdpsula articular con puntos en cruz con vycril del 0. Se cerré fascia muscular

con surjete continuo con vycril del 0. Se afront6 tejido celular subcutineo con puntos
simples invertidos con vycri! del 0. Se cerré piel con puntos Sarnoff con dermalén del
2-0.
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11. Se quitd con agua el exceso de isodine y sangre. Se dejé la herida descubierta. Y se da

por terminado el procedimiento.

12. Cuatro a seis semanas después de la primera intervencién quinirgica se realizd la

segunda cirugia del estudio en la rodilla derecha de los animales (experimental).

Procedimiento de lesién experimental e implante de polimeros con condrocites y

células de periostio.

1. Se colocd al cerdo en decubito dorsal, previa aplicacion de anestesia general. Se
realizd rasurado de rodiila derecha.

2. Serealizd asepsia y antisepsia de la rodilla derecha del cerdo.

3.  Se realizd incision longitudinal sobre linea media de la rodilla derecha del cerdo, se
disecd por planos, tejido celular subcutdneo y fascia muscular. Se realizd abordaje de

la articulacion parapatelar medial.

4. Se identifico el céndilo medial, zona de carga, y se realizé defecto osteocondral de
9mm de didmetro y 1| cm. de profundidad, con el extractor de cilindros de
mosaicoplastia de Mytek®,

5. Se colocd en el Rapidloc®, en forma estéril, el polimero con condrocitos primero y

encima el polimero con células de penostio.

6.  Se realizé orificio con un clavo delgado en el centro de nuestro defecto, de Zom de
profundidad. Se colocé en dicho orificio la punta del Rapidloc®, con los polimeros
montados como una “brocheta”, en el orden descrito en el punto anterior, quedando el
polimero con células de periostio en contacto con el hueso subcondral y el polimero
con condrocitos en contacto con la superficie articular. Se dispard ¢l dispositivo del
Rapidloc®, deslizéndose posteriormente la sutara con su dispositivo de fijacion,
dejando este encima de los 2 polimeros, sin que sobresaliera de la superficie articular
v se verificd una adecuada estabilidad del implante. Se cortaron los cabos de la sutura

de fijacidn del Rapidloc, dejindolos Smm de largo.
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7.  Se cerrd capsula articular con puntos en cruz con vyerl del 0. Se cemo fascia
muscular con sutjete continuo con vyeril del 0. Se afrontd tejide celular subcutineo
con puntos simples invertidos con vyeril del 0. Se cerrd piel con puntos Sarmoff con

dermalén del 2-0.

B.  Se quitd con agua el exceso de isodine y sangre. Se dejo la herida descubierta. Y se

dio por terminado el procedimiento.

Procedimiento de sacrificio y toma de explante para su evaluacibn.

1. Se realizé sacrificio de animales con pistola de sacrificio, por parte de los médicos
veterinarios del servicio de Bioterio de nuestro hospital. Ademds se realizo

desarticulacidn de ambas extremidades inferiores, a nivel de la ingle.

2. Se colocaron ambas extremidades en tinas con hielos, y se llevaron de inmediato a toma
de Resonancia Magnética, en donde se realizé estudio empleando pulsos de frecuencia

especificos para valorar cartilago articular.

3. Posteriormente, se realizé incision longitudinal media extensa a nivel de la rodilla.

4. Se disecd por planos, tejido celular subcutdneo y fascia muscular. Se realizé abordaje
de la articulacion parapatelar medial, previo corte transversal de tenddn patelar y

subsecuente luxacion de patela.

5. Se expuso la articulaciéon completa, sin dafiar cartilago, meniscos o ligamentos. Se
procedio a tomar fotografias macroscopicas de la articulacion de la rodilla que
incluyeran la rodilla en su totalidad, la zona en estudio en céndilo medial, meniscos,
ligamentos y plataforma articular tibiat ipsilateral a la regién, para documentar la

presencia o no de lesiones asociadas.

6. Posteriormente se cortaron ligamentos cruzados y colaterales, se luxé rodilla para su

mejor exposicién y con ¢l use de mini sierra para toma de injerto de hueso-tendon-
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hueso, se corté en condilo medial, un fragmento osteocondral de forma rectangular, de
2x3cm y b.5cm de profundidad, que incluyera la zona de reparacion y tejido sano

adyacente.

7. Dicho fragmento se dividié con la mini sierra en 2 fragmentos similares, que incluyeran
lgjido de reparacion, tcjido sano a la periferia y zona de transicion. Se le tomaron
fotografias macroscopicas a esos frapmentos. Posteriormente se entregaron dichos
fragmentos a personal del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, que los recibieron
dentro del quiréfano de bioterio y se realizé la evaluacion de los mismos. De una de las
mitades se tomé una muestra en la zona de transicién enire el tejido normal vy el tejido
nuevo que se procesd para estudio de microscopia electrénica de transmision y de
barrido. La oira mitad fue procesada para realizar estudio histologico empleando
tinciones de hematoxilina y eosina (H&E), safranina-O, tricrémica de mason y azul

alciano.

B. Se colocaron las piezas y resto del cerdo, en bolsas amarillas, y personal de bioterio se

encargaron de su eliminacion.

Procesamiento de lus muestras para microscopia electronica de transmision y barride

1. Las células de los implantes se fijaron en ghutaraldehido al 2.5% (Merck) en buffer de
cacodilatos (0.2 M) (Merck) v se mantuvieron en el fijador durante 1 hora a

temnperatura ambiente.

2. Se realizaron dos lavados con buffer de cacodilatos cada uno de 5 minutos,

3. Se postfijaron en tetradxido de osmio (0sO4) (Merck) al 1% en buffer de cacodilatos,

durante 1 hora a temperatura ambiente.

4, Se decantd el postfijador y se realizaron 4 lavados con buffer de cacodilatos, de 5

minutos cada uno.

5. Todas las muestras fueron deshidratadas gradualmente con alcoholes al 50%, 60%,
T0%, 80%, 90%, 96% vy 100%, realizando cambios de 10 minutos cada uno.
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. Se infiltraron con 6xido de propileno (Merck) y resina Embed 812 (2Z:1) (Electron
Microscopy Science) durante una hora a temperatura ambiente. Después se realizd un
cambio de éxido de propileno v resina Embed 812 (1:1), Jos cuales se dejaron durante

24 horas a temperatura ambiente.

. Se incluyeron las muestras en resina Embed 812 dejando polimenizar dentro de una

estufa a 60°C durante 24 horas.

. Se cortaron con el ultramicrotomo Leica Ultracut UCT, cortes semifinos de 300 nm, los

cuales se tifieron con azul de toluidina al 0.5% (Merck).

. Se realizaron cortes finos, en el mismo equipo, con cuchilla de diamante Diatome de
45° (Electron Microscopy Science) y se recogieron en rejillas de cobre de 200 o 300
malla (Electron Microscopy Science), se contrastaron con acetato de vranilo al 2% y
citrato de plomo al 0.4% (Electrén Microscopy Science} durante 10 minutos en cada
contrastante (Reynolds, 1963).

10. Las observaciones de los cortes finos se realizaron en el microscopio elecronico de

transmision Tecnai 10 PHILIPS.

Tipo de estudio y andlisis estadistico

E! presente es un estndio expetimental, prospectivo, transversal.

Con los resultados obtenidos se realizé una estadistica descriptiva, las 3 variables que se

compararon fueron la evaluacion macroscopica segin la escala de Brittberg [62), evaluacion

histologica de Brittberg-Peterson [62] y evaluacién por resonancia magnética nuclear con la

escala de Roberts [66]. Por tener los resultados una distribucidn no normal, se utilizaron

pruebas no paramétricas. Para comparar las proporciones entre el grupo de casos ¥ controles

y las medidas de desenlace evaluadas se utilizé la Prueba de Fisher’s exacta.
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VL. RESULTADOS,

Se operaron 8 cerdos hembras, de ambas extremidades posteriores, dando un total de 16
rodillas operadas, 8 rodillas izquierdas de control y 8 rodillas derechas experimentales.
Fueron operados conforme se indica en material y métodos, sacrificados a los 4 meses. Se
describen a continuacion los resultados obtenidos al momento del sacrificio, valorando la
reparacidén macroscopica de acuerdo a la escala de Brittberg [62], por resonancia magnética
de acuerdo a la evaluacién de Robents[66], evaluacion histoldgica por Brttberg-Peterson
[62], ¥ en casos especificos se realizé la evaluacidn por Microscopia Electronica y analisis de

elementos. (TABLA 5)
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TABLA 5.

Evaluacion | Resonancia [
de Magnética
Microscopio | Anilisis de
Cerdo Rodilla Reparacion | de acumerdo | Histolégico *
electronico elementos
de acnerdo Roberts
Brittberg(*) 2002(*)
’ CONTROCL 2 0 B
"EXPERIM. O+ 0 B -
5 CONTROL 5 Q B
EXPERIM. g 2 A R el
CONTROL 0 0 B -
Composicidn
3 Condrocitos con de clementos
EXPERIM. 11+ 3 A similar a
abundante RER.
cartilago
hialino.
4 CONTROL 6 0 B
EXPERIM. 8 2 A
5 CONTROL. 6 2 B
EXPERIM. 8+ 2 A
6 CONTROL & 0 B =
EXPERIM. 3 A
CONTROL 6 2 B -
7 -
EXPERIM. 8+ 3 A Condrocitos con s
ghundante RER_
CONTROL 4 | B
8 -
EXPERIM. 9+ 3 A Eimbeulioel
abundame RER.

* Fralwacice Histoldgica: A-Higline, B-Fibrazo, C-Mixio

+ “bioldgicamente aceplable” es recesaria wna evaluacidn minima de 7 punios, con al menos 3 puitos del

primer grupo {grado de reparacitn del defecta) y 2 puntos en los olros grupos.

++ Se le colocs solo polimere con condrocites, no se coloca polimere con células de periostio sufrid

Jfractura osteocondral.
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Evaluacidn de reparacidn macroscdpica con Escala de Brittherg

Cerdo {. Se le coloco solamente polimero con condrocitos, no se colocé polimero con células
de periostio. Se encontré en la rodilla conirol 25% de reparacién en la profundidad del
defecto, sin integracion del injerto, con apariencia macroscopica con fisuras varias pequefas,
dando un total de 2 puntos. En la rodilla experimental se encontré 0% de reparacion en la
profundidad del defecto, sin integracién del injerto ¥ con degeneracion total de la zona del

injerto, con fractura osteocondral en la zona del injerto, dando un total de 0 puntos.

Frachurg osteocondral en rodilla experimental

Cerdo 2. En su redilla control se enconiré un 25% de reparacién en la profundidad del
defecto, % del injerto integrado y con fisuras varias pequeiias, dando un total de 5 puntos. En
la redilla experimental se encontré 75% de reparacidn en la profundidad de! defecto, % del

injerto integrado y con fisuras pequefias dispersas, dando un total de 8 puntos.

Resdilfa ¢agseaivhiental




Cerdo 3. En su rodilla control se encontré 0% de reparacién en ia profundidad del defecto,
sin integracion del injerto y degeneracion total de la zona del injerto, dando un totat de 0
puntos. En la rodilla experimental se encontré 100% de reparacién en la profundidad del
defecto, integracion completa con ¢l cartilago de su alrededor, con superficie fibrilada, dando
un total de 11 puntos, consideréndose “biolégicamente aceptable™.

Ttz mactmsigmiod de rodifly expertmonnl

Cerdo 4. En su rodilla control se encontrd 50% de reparacion en la profundidad del defecto,
% de integracion del injerto y pocas fisuras pero largas, dando un total de & puntos. En la
rodilla experimental se encontrd 50% de reparacion en la profundidad del defecto, % del
injerto integrado y superficie fibrilada, dando un total de 8 puntos.




Cerdo 5. En su rodilla control se encontré 50% de reparacion en la profundidad del defecto,
% del injerto integrado y pocas fisuras pero largas, dando un total de 6 puntos. En la rodilla
experimental se encontré 75% de reparacion en la profundidad del defecto, % del injerto
integrado y fisuras pequefias dispersas, dando un total de 8 puntos, considerandose
“biologicamente aceptable”.

Vinia macrowcopics nadills exparimeensl

Cerdo 6. En su rodilla control se encontré 50% de reparacidn en la profundidad del defecto,
% del injerto integrado y fisuras pocas pero largas, dando un total de 6 puntos. En la rodilla
experimental se enconird 50% de reparacién en la profundidad del defecto, % del injerto
integrado, superficie fibrilada, dando un total de 8 puntos.

Cerdo 7. En su rodilla control se encontrd 50% de reparacion en la profundidad del defecto,
% del injerto integrado y fisuras varias pequefias, dando un total de 6 puntos. En la rodilla
experimental se encontrd 75% de reparacién en la profundidad del defecto, con % del injerto
integrado, con fisuras pequefias dispersas, dando un total de 8 puntos, considerindose
“biolégicamente aceptable”.

Reparacitn de lesion control, con tejido reblandecido.




“erdo 8. En su rodilla control se encontrd 50% de reparacion en la profundidad del defecto,
¥z del injerto integrado con fisuras varias pequefias, dando un total de 4 puntos. En la rodilla
experimental se encontrd 75% de reparacion en la profundidad del defecto, con % del injerto
integrado, con superficie fibrilada, dando un total de 9 puntos, considerdndose

“biolégicamente aceptable™.

Raodilla expenmenel, con tejido cartilagineso duro

Evalugcidn de resonancia magnética con Escala de Roberts.

Cerdo I. En la rodilla control se encontrd integridad anormal de la seperficie y contorno,
seflal de cartilago en |a region del defecto anormal, grosor del tejido anormal, con cambics
anormales en el hueso subcondral, con un total de 0 puntos. En la rodilla experimentat se
encontré integridad anormal de la superficie y contorno, anormal seflal de cartilago en la
region del defecto, grosor del tejido anormal, con cambios anormales en el hueso subcondral,

con un total de 0 puntos.

Cerdo 2. En la rodilla control s¢ encontré integridad cercana a lo normal de la superficie y
contorno, seiial de cartilago en la region del defecto anormal, grosor del tejido anormal, con
cambios anormales en el hueso subcondral, con un totai de 1 punto. En la rodilla
experimental s¢ encontrd integridad cercano a lo normal de la superficie ¥ contomo, seiial de
cartilago cercano a lo normal en la regidn del cartilago, con grosor del tejido anormal y

cambios anormales en el hueso subcondral, con un tota!l de 2 puntos.

Cerdo 3. En la rodilla control se encontrd integridad anormal de la superficie y contorno,
sefial de cartilago en la region del defecto anormal, grosor del tejido anormal, con cambios
ancrmales en el hueso subcondral, con un total de 0 puntos. En la rodilla experimental se

encontro integridad normal de la superficie y contorno, sefial de cartilago normal en la region
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del injerto, grosor normal del tejido y cambios anormales en el hueso subcondral, con un
total de 3 puntos.

Core axial de rodilla ¢xpermental

Cone ) de rodilla experi

Cerdo 4. En la rodilla control se encontrd integridad anormal de la superficie y contomo,
sefial de cartilago en la region del defecto anormal, grosor del tejido anormal, con cambios
anormeles en el hueso subcondral, con un total de 0 puntos. En la rodilla experimental se
encontrd integridad anormal de la superficie y contomo, sefial de cartilago normal en la
regién del injerto, con grosor cercano a lo normal del tejido, con cambios anormales en el
hueso subcondral, con un total de 2 puntos.




Cexdo 4 sxpermental

Cerdo 5. En la rodilla control se encontré con integridad cercano a lo normal de la superficie
y contomo, con seflal de cartilago anormal en la region del injerto, grosor normal del tejido,
con cambios anormales en el hueso subcondral, con un total de 2 puntos. En la rodilla
experimental se encontrd con integridad cercano a lo normal de la superficie y contomo, con
sefial de cartilago casi normal en la region del injerto, grosor anormal del tejido, con cambios

anormales en ¢l hueso subcondral, con un total de 2 puntos.

Rodills control, corte sagit!

Riadilla empermmenianl, care sesisl




Cerdo 6. En la rodilla control se encontrd integridad anormal de la superficie ¥ contorno,
seffal de cartilago en la region del defecto anormal, grosor del tejido anormal, con cambios
ancrmales en el hueso subcondral, con un total de O puntos. En la rodilla experimental se
encontré con integridad cercano a lo normal de la superficic y contorno, con sefial de
cartilago casi normal en la region del injerto, grosor cercane a lo normal del tejido, con

cambios anormales en el hueso subcondral, con un total de 3 puntos.

Cerdo 7. En la rodilla control se encontrd integridad cercano a lo normal de la superficie y
contorno, con sefial de cartilago casi normal en la region del injerto, grosor anormal del
tejido, con cambios anormales en el hueso subcondral, con un total de 2 puntos. En la rodilla
experimental se encontré integridad normal de la superficie v contorno, sefal de cartilago
normal en la region del tnjerto, grosor normal del tejido y cambios anormales en ¢l hueso

subcondral, con un total de 3 puntos.

Cerdo 8. En la rodilla control se encontro integridad anormal de la superficie ¥ contoerno,
sefial de cartilago en la region del defecto anormal, grosor del tejido anormal, con cambios
anormales en el hueso subcondral, con un total de 0 puntos. En la redilla experimental se
encontré integridad normal de la superficie y contomo. sefial de cartilago normal en la regidn
del injerto, grosor normal del lejido y cambios anormales en el hueso subcondral, con un

total de 3 puntos.

Evaluacion histolégica segan Brittherg-Peterson.

Cerdo I. En la rodilla control se encontrd tejido fibroso. En la rodilla experimental se

encontrd tejido fibroso.

Cerde 2. En la rodilla control se enconird tejido fibroso. En la rodilla experimental se

encontraron zonas de cartilago hialino mezclado con zonas de fibrocartilago.

Bicpsia de control cen zhundanle rendo libroso
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Cerdo 3. En la rodilla control se encontrd tejido fibroso. En la rodilla experimental se
encontrd tejido similar a cartilago hialino, ademas se encontré presencia de método de
fijacion del polimero, rapidlock® en hueso subcondral, el cual produjo una zona de pliegue

en ¢! tejido cartilaginoso neoformado.

Biopsia de expenmental con presencia de rapidiock en huesa subcondral

S
W/

Biopsia de experimenial, canitago hialing con zona de pliegue




Cerdo 4. En la rodilla control s¢ encontré tejido fibroso. En Ia rodilla experimental se
encomraron zonas de cartilago hialino mezclado con zonas de fibrocartilago.

Cerdo 5. En la rodilla control se encontré tejido fibroso. En la rodilla experimental se
encoirtraron zonas de cartilago hialino mezclado con zonas de fibrocartilago.

Biapsin de experimantal con tejido minto

Cerdo 6. En Ila rodilla control se encontré tejido fibroso. En la rodilla experimental se
eficoniraron zonas de cartilago hialino mezclado con zonas de fibrocartilaga.

Cerdo 7. En la rodilla control se encontré tejido fibroso. En la rodilla experimental se
enconird tejido similar a cartflago hialino,

Biipeia de experimental con tjido similar & cartilago baaling con tincitn de Saffanim.




Cerdo 8. En Ia rodilla control se encontrd tejido fibroso. En la rodilla experimental se

encontro tejido similar a cartilago hialino.

Biopsia de experimemal con tepido similar a cartilago hialino
con tuncidn de Masson

Evaluacion por microscopia nica de transmision y barrido.

El Cerdo 3, 7 y 8, rodilla experimental, fueron evaluados por microscopia electrénica,

encontrandose presencia de condrocitos con abundante reticulo endopldsmico.

El Cerdo 3, rodilla experimental, fue evaluado mediante andlisis de elementos, encontrdndose
una composicion alta en fosforo y azufre, lo que nos habla de presencia de

glucosaminoglicanos propios del cartilago hialino.
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+ Presencia de niveles altos de P y S = glucosaminoglicanos.

Andlisis 0

En cuanto a la evaluacion histologica segiin Brittberg-Peterson [62], tomando en cuenta toda
la muestra, controles y experimentales, se formé cartilago hialino en un 18.75%, cartilago
fibroso en un 56.25% y cartilago mixto en vn 25%. El 100% de los que formaron cartilago
hialino pertenecicron al grupo experimental. El 88.89% de los que formaron cartilago fibroso
pertenecieron al grupo control, y el 15.11% al grupo experimental. El 30% de los que
formaron cartilago mixto pertenecieron al gntpo control y el otro 50% al grupo experimental.

De los controles, el 100% form¢ cartilago fibroso. Mientras que de los experimentales, el
37.50% formé cartilago hialino, 12.50% cartilago fibroso y en un 50% cartilago mixto.

EVALUACION HISTOLOGICA
GRUPO CONTROL

B Cartilago Fibroso
& Carlilagn Hinlino
& Canilago Miao




EVALUACION HISTOLOGICA

GRUPO EXPERIMENTAl.f
1250% W Cartilago
Fibroso
M Cartilage

Hialino
. aflo. . A

Se obtuvo una p=0.001, por lo que las diferencias en el tejido formado por cada grupo es
estadisticamente significativa. Existe una tendencia marcada del grupo control a formar
cartilago fibroso. Por otro lado, el grupo experimental presenta una tendencia a formar

cartilago mixto principalmente y cartilago hialino.

En cuanto a la evaluacion por RMN, tomando en cuenta la puntuacion de Roberts [66], v la
muestra completa de controles y experimentales, el 37.50% obtuvo una evaluacion de 0
puntos, el 6.25% obtuve L punto, el 31.25% obtuvo 2 puntos, el 25% obtuvo 3 puntos, y el
0% obtuvo los 4 puntos. Del total de los que obtuvieron 0 puntos, el 83.33% pertenecieron al
grupo control y el 16.67% pertenecieron al grupo experimental. De los que obtuvieron 1
punto, ef 100% pertenecieron al grupo control. De los que obtuvieron 2 puntos, ¢l 40%
pertenecieron al grupo control y el 60% al grupo experimental. De los que obtuvieron 3
puntos, el 0% pertenecieron al grupo control y el 100% pertenecieron al grupo experimental,

De los controles, el 62.50% obtuvieron 0 puntos, ¢t 12.50% obtuvieron | punto, el 25%

obtuvieron 2 puntos. De los experimentales, el 12.50% obtuvieron 0 puntos, el 37.50%

obtuvieron 2 puntos, y el 50% obtuvieron 3 puntos.

L




Evaluacién por RMM segan 1a Puntnacion en
la Escala de Roberts
Grupo Control

B0 Pumos
01 Punio
O 2 Puntos
M3 Puntos
M 4 Puntos

Evaluaciéon por RMM segin la Puntuacién en

la Escala de Roberts
Grupo Experimental

12.50%

50.00%

37, 50%

B0 Puntos
B 1 Punto

B2 Puntos
W3 Puntos
B 4 Puntos

Se obtuvo una p=0.050, lo que nos dice que existe una diferencia estadisticamente

significativa en el resuitado por puntos de la evaluacion de RMN de Roberts entre los

controles y los experimentales.

En cuanto a la evaluacion por RMN. tomando en cuenta los criterios de bueno, regular o mal

resultado. Se dio & valor de mal resuliado a los que obtuvieron 0-1 punto en la escala de

Roberts [66], regular resultado a los que obtuvieron 2 puntos, v buen resultado a los que

obtuvieron 3-4 puntos. Tomando en cuenta toda la muestra de controles v experimentales,

tuvieron un mal resultado el 43.75%, un resultado regular el 31.25%. v un resultado bueno el

25%. De los que obtuvieron un resultado malo. el 85.71% pertenecieron al grupo control, v el

14.29% al grupo experimentat. De los que obtuvieron un resultado regular, el 40%
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pertenecieron al grupo control, y el 60% al grupo experimental. De los que obtuvieron un

resultado bueno, el 100% pertenecieron al grupo experimental.

De los controles, el 75% obtuvo un resultado malo, y el 25% un resultado regular, 0% un
resultado bueno. De los experimentales, el 12.50% obtuvo un resultado maio, el 37.50%
obiuvo un resultado regular y el 30% un resultado bueno.

Evaluacién segiin ¢l Criterio de Bueno-Regular-
Malo de Ia Escala de Roberts en RMN
Grupo Control

Evaluacién segin el Criterio de Bueno-Regular-
Malo de la Escals de Roberts en RMN
Grupo Experimental

12.50%

B Bueno
B Reguln
OMalo

Se obtuvo una p=0.024, lo que nos dice que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el resultado de RMN con los criterios de bueno-regular-malo entre ambos

ETupos.
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Se obtuvo una p=0.077 lo que nos habla de que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos en el estandar de resultado bioldgicamente aceptable.

En cuanto a la evaluacién por la escala de Brittberg [62], clasificando los resuliados como
buenos o malos. Se considerd buen resultado cuando se obtuvo una puntuacién mayor o igual
a 7 en la escala de evaluacion macroscépica de Brittberg, y mal resultado cuando se obtuvo
una puntuacién menor de 7. Tomando en cuenta toda la muestra, se obtuvo un buen resultado
en un 43.75%, y se¢ obtuvo un mal resultado en un 56.25%. De los que obtuvieron un buen
resuliado ¢t 100% pertenecieron al grupo experimental. De los que obtuvieron un mal
resultado el 88.89% pertenecieron al grupo control, y €l 11.11% pertenecieron al grupo
experimental.

De los controles, ei 100% obtuvoe un mal resultado. De los experimentales, el 87.50%

obtuvieron un buen resultado, y el 12.50% obtuvieron un mal resultado.

Evaluacién Macroscépica segiin ka Escala de Brittberg
en el Criterfo de Buen-Mal Resunltado
Grupo Controt

M Buen Resultado
[ Mal Resuliade

100.00%4




Evaluacién Maeroscopica segin la Escala de Brittberg
en el Criterio de Buen-Mal Resultado
Grupo Experimental

12.50%

M Buen Resuliado
A Mai Resultado

87.50%

Se obtuvo una p=0.001, lo que nos habla de que existe una diferencia estadisticamente
significativa en ¢l resultado bueno/malo basindonos en la escala de evaluacion de Brittberg,

entre ambos grupos.

En cuanto a la evaluacidn por la escala de Brittherg [62], clasificando los resultados
macroscopicos como biologicamente aceptables o inaceptables. Tomando en cuenta teda la
muestra, se obtuvo un resultado bioldgicamente aceptable en un 25%. y biolégicamente no
aceptable en un 75%. De los que obtuvieron un resullado biolégicamente aceptable, el 100%
pertenecieron al grupo experimental, 0% al grupo control, De los que obtuvieron un resultado
biolégicamente no aceptable. el 66.67% pertenecieron al grupo control v el 33.33%

pertenecieron al grupo experimental.
De los controles, el 100% obtuvieron un resultado bioldgicamente no aceptable. De los

experimentales, ¢l 30% obtuvieron un resultado biolagicamente aceptable, ¥ el otro 50% un

resuftado bioldgicamente no aceptable.
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Evaluaciéa Macroseopica segin la Escala de Brittberg
en ¢l Criterio de Biolégicamente Aceptable
Grupe Control

B No Aceptable
B Aceptable

100.00%

Evaluacién Macroscépica segin la Escala de Brittberg
en el Criterio de Bioldgicamente Aceptable
Grupo Experimental

S0, 0 5y 0%yl No Aceptable

B Aceptable

Y11, DISCUSION.

Las lesiones condrales pucden presentarse en sujetos jovenes, econdmicamente activos en
comparacion con la osteoartritis que se presenta principalmente en adultos mayores. La
lesion osteocondral es frecuentemente el resultado de trauma o necrosis avascular, como en
el caso de la osteocondritis disecante; se caracteriza por ser una lesion aguda que
normalmente no es diagnosticada por falta de agudeza clinica, falta de un conocimiento de
signos clinicos diagnosticos de lesién condral, asi como la carencia que se tiene en nuestro

medio de estudios de gabinete de alta definicion, como es el caso de la resonancia magnética
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Evaluaciéa Macroseopica segin la Escala de Brittberg
en ¢l Criterio de Biolégicamente Aceptable
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B No Aceptable
B Aceptable

100.00%

Evaluacién Macroscépica segin la Escala de Brittberg
en el Criterio de Bioldgicamente Aceptable
Grupo Experimental

S0, 0 5y 0%yl No Aceptable

B Aceptable

Y11, DISCUSION.

Las lesiones condrales pucden presentarse en sujetos jovenes, econdmicamente activos en
comparacion con la osteoartritis que se presenta principalmente en adultos mayores. La
lesion osteocondral es frecuentemente el resultado de trauma o necrosis avascular, como en
el caso de la osteocondritis disecante; se caracteriza por ser una lesion aguda que
normalmente no es diagnosticada por falta de agudeza clinica, falta de un conocimiento de
signos clinicos diagnosticos de lesién condral, asi como la carencia que se tiene en nuestro

medio de estudios de gabinete de alta definicion, como es el caso de la resonancia magnética
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con secuencias especificas para la visualizacion del cartilage de predominio en articulaciones
de carga como son la rodilla y el tobillo. Por lo anterior inferimos que existe en nuestro
medio un gran nimero de pacientes que suften una lesion condral, la cual puede no ser
diagnosticada oportunamente en la etapa aguda. Por tanto, segin la historia natural de la
enfermedad, una vez violada la integridad del tejido cartilaginoso, la lesién condral
evolucionard al aumento del area de lesidn tanto en didmetro como profundidad, hasta liegar
a la exposicién de hueso subcondral. Posteriormente se presentard dafio a las estructuras
aledafias como son meniscos, ligamentos y la superficie articular opuesta produciendo las
llarnadas lesiones en espejo, evolucionando finalmente con la aparicion y progresion de la

osteoartritis.

Después de haber hecho una biisqueda de las diferentes formas de tratar este tipo de lesiones,
se ofrece en este trabajo, una nueva alternativa, original, sencilla y reproducible para tratar
las lesiones condrales. Sin embargo, debemos recordar que no se tiene claro aun cual es la

mejor técnica para tratar las lesiones condrales,

Stein [51], publicé un estudio en donde se compard el uso de la condroplastia por rasurador y
el uso de la radiofrecuencia, sus resultados muestran que el electrocauterio como un
adyuvante de la condroplastia, ofrece poco beneficio en el tatamiento de las lesiones

condrales, y puede, de hecho, limitar un resultado exitoso.

Hunziker {67], encontrd que la remocion quinirgica de tejido de cartilage articular mediante
¢l uso de la condroplastia con rasurador, no solo falla en dar un efecto benéfico, lambién

deteriora el microambiente biolégico de los condrocitos.

Bentley [68], compard en un estudio aleatorizado la Mosaicoplastia Vs. el Implante de
Condrocitos Autdlogos, con 100 pacientes, con los siguientes valores promedio: lesiones
postraumiticas de 4.66cm? de tamaiio, 7 afios de sintomatologia, 1.5 procedimientos previos,
se les dio un tratamiento randomizado entre Mosaicoplastia y el Implante de Condrocitos
Autélogos, con un seguimiento de 19 meses, encontrando a la evaluacién clinica resultados
buenos o excelentes en un 88% en los pacientes con Implante de Condrocitos Autdlogos,
contra un 69% con el uso de la Mosaicoplastia. En una segunda vista artroscopica al afio,
encontrd reparaciones buenas o excelentes en un 82% de los pacientes con Implante de

Condrocitos Autdlogos, contra un 34% en pacientes con Mosaicoplastia. En nuestro trabajo,

65




obtuvimos en las rodillas experimentales a los 4 meses, reparaciones buenas en un 87.50% de
los casos, lo cual supera a la reparacion alcanzada con las técnicas de Implante de

Condrocitos Autdlogos (82%) y Mosaicoplastia (34%} reportada en este articulo.

Brittberg y Peterson [63] describicron que la primera generacién de las técnicas de
transplante de condrocitos autélogos requeran de la combinacién de 2 factores
condrogénicos: la suspension implantada de condrocitos y las células de periostio. Este
procedimiento liene ciertas desventajas, incluyendo la potencial migracién de las células de
los defectos, las desdiferenciacion del fenotipo celular dado que las células han crecido en
monocapa antes de la implantacién, la desigual distribucion de las células, y el riesgo
substancial de hipertrofia periosteal. La tecnologia del transplante de condrocitos autélogos
necesita mejorar, v hay ahora una investigacién sobre nuevos biomateriales que puedan fijar

las células al defecto y promover su proliferacidn y diferenciacién, entre los que destacan:

¢ Chondro-Gide (una membrana de coligena tipo I/ tipo III; Geisilich Biomaterials,
Pharma AG, Wolhausen Switzertand).

» Hyaluronan-based biodegradable polymer scaffold HYAFF-11 (Fida Advanced
Biopolymers, Abano Terme, [taly).

¢ Polyhydroxybutyrate (un parche usado para cirugia cardiaca).

# Ethisorb (Ethicon, Norderstedt, Germany}, un polimero con polyglactin 910/poly-p-

dioxanone, usado en borregos con defectos trocleares.

En nuestro trabajo, coincidimos con lo dicho en este articulo por Britibetg y Peterson, en el
sentido de que decidimos implementar una técnica de transplante de condrocitos autéloges de
segunda generacibn o con uso de polimero, en este caso con un polimero de 4cido
poliglicdlico y dcido polilactico. Consideramos que el implante de condrocitos autéloges de
primera generacion o con parche de periostio quedara pronto en desuso, por la potenciat

migracion de las células del defecto.

Chiang [69] recientemente publicod el uso de condrocitos en una matriz de coldgena con
parche de periostio en cerdos pequefios con buenos resultados a la valoracién inicial. Sin
embargo, las imagenes que presenta en sus resultados muestran una reparacién macroscopica

que alcanzaria una puntuacién menor a la obtenida en nuestras muesiras de rodillas




experimentales, segin 1a escala de Britiberg; esto quizds debido a que no utiliza a diferencia
de nosotros, un doble polimero, con células de periostic en uno de ellos, lo cual
consideramos fue determinantc para la obtencion de nuestros buemos resultados, y

caracteristico de nuestra técnica.

Rudert [70] utilizd polimeros diferentes con condrocitos para reparar defectos osteccondrales
creados en el condilo femoral de conejos. Encontraron una mejoria significativa en los
defectos osteocondrales a los cuales se les aplicé el polimero con condrocites en
comparacion a los defectos a los que no se les colocd ningiin polimero. En nuestro estudio
también encontramos una diferencia significativa en la calidad de la reparacién osteocondral
segin 1a escala de Brittberg, siendo buena la reparacion en un 87.50% de los casos cuando se
colocaron los polimeros con las células (rodillas experimentales), y un 0% de buena

reparacion, cuando no se colocd nada en el defecto osteocondral (rodillas control).

Solchaga [71] utiliz6 polimeros sintéticos ¥ biodegradables, que sembrados con condrocitos,
fueron utilizados para reparar defectos osteocondrales en congjos. Concluyeron que el grado
de degradacién del polimero es critico para la reparacion; Jos polimeros que se disclvieron
lentamente formaron cartilago mas grueso, pero con fisuras y retardaron la formacion de
hueso endocondral. En cambio los polimeros bioldgicos se degradaron mas ripido
permitiendo una rdpida formacién de tejido. En nuestro estudio utilizamos un polimero
sintético biodegradable, el cual en algunos casos provocd una minima reaccidn inflamatoria a
su alrededor, quedando vestigios del mismo encontrados en la evaluacion histologica a los 4
meses. En bodos los casos, la reparacion de hueso subcondral se encontraba ain en proceso,

caracterizado por la presencia de tejido fibroso con calcificaciones.

Schek [721, publicd recientemente el uso de dos polimeros; uno sembrado con condrocitos y
otro con fibroblastos, los cuales fueron implantados en ratones. Obtuvieron como resultado la
formacion de un tejido complejo osteocondral. En nuestro estudio fuvimos un resultado en
donde encontramos la formacién de un complejo osteccondral de caracteristicas semejantes a
las de tejido osteocondral sano, esto en el cerdo 3 experimental. Este tejido neoformado

presentd inclusive una interfase mineralizada o fide-mark entre el tgjido cartilaginoso y dseo.
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Escala de Evaluacidn de Técnicas de Reparacidn de Lesipnes Condrales de Villalobos E. y
Villalobas E. Jr.

Para evaluar las diversas técnicas existentes en la actualidad decidimos utilizar la escala de
evaluacién de técnicas de reparacién de lesiones condrales de Villalobos (Tablas 6 y 6 bis),

encontrando los siguientes resultados (Tabla 7).




TABLA 6. Escala de Evaluacién de Téenicas de Reparacion de Lesion Condral
Villalohos E.; Villalobos E, Jr.

Criterios a Evaluar | Puntos

Formacion de cartilago

Hialino 2

Fibrocartilago 1

Tejido fibroso 0

Resultados buenos o excelentes a largo plaze 5-7a.

£0-100% 3*

60-80% 2

<60% 0
Uso de injerto

No 3

Autodlogo 2

Heterdlogo 1

Técnica

No invasiva 3

Artroscopia

Abierta 1

Tamaiio de defecto para reparar

>4cm? 3

2-dcm? 2

<Zcm? 1

Grado de lesion Outerbridge que repara
I-1v
I- 1
Carga Total

<1 meses 3

2-3 meses 2

>3 meses 1

Fallas

Ninguna (]

Reversible -1

Irreversible 2

Costo

1-2 Procedimiento Esténdar (evaluacidn artroscopica) 3

3-4 Procedimiento Estandar 2

>5 Procedimiento Estdndar 1
Total 25

* Se muliiplice pantgiox 2
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TABLA 6 bis.

Suma de puntos

Conclusion

Puntaje Maximo 25ptos Gold Standard
21-24 Muy buena
15-20 Aceptable, con indicacidn previsa
<15 Técnica no acepiable

TABLA 7. Resultados de Evaluacién de Técnicas de Reparacién de Lesiones Condrales

Puntaje | Técnica

Conclusidn

20 Microfractura

Aceptable con indicacidn precisa

19 Mosaicoplastia

Aceptable con indicacion precisa

17 ACI Aceptable con indicacion precisa
17 MACI Acepiable con indicacion precisa
15 10F Aceptable con indicacién precisa
14 Deshridamiento | No aceptable
14 Radiofrecuencia | No aceptable

A manera de ensayo, decidimos someter nuestra técnica a esta misma escala de valoracion.

Cabe mencionar que nuestra técnica es experimental, realizada en animales, y nuestros

resultados son a 4 meses, sin embargo consideramos que los resultados obtenidos con esta

escala de valoracién, pueden ser orientadores para el futuro éxito o ne de esta téenica, una

vez que se utilice en estudios clinicos controlados. La técnica de reparacién osteocondral

descrila en esta tesis, alcanz6 la siguiente puntuacidn (tabla 8):
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TABLA 8. Resultados de Evaluacién de Técnicas de Reparacion de Lesiones

Condrales para esta nueva técnica.

CRITERIOS RESULTADO PUNTOS
1 | Formacién de cartilago hialino Hialino 2
2 | Resultados buenos a larpo plazo 100% (2 4 meses) IJpx2=6
3 | Uso de Injerto Autélogo 2
4 | Técnica Abierta o Cerrada Abierta 1
3 | Tamartic del defecto que repara: lem? I
6 | Grado de lesién de Outerbridge que repara | [II-IV 2
7 | Tiempo para permitir carga total < 1 mes 3
8 | Fallas del procedimiento Reversible -1
9 | Costo 3 4 procedimiento 2

estandar
| Total 18

En esta evaluacién de nuestra técnica, podemos ver como alcanza 18 puntos, pudiéndose
considerar una técnica aceptable con indicacion precisa. Esta evaluacion sinia a nuestra
técnica por arba de la puntuacién alcanzada por técnicas de reparacion condral ya
reportadas previamente en la Hteratura como son el Implante de Condrocitos Autdlogos con
parche de periostio y con uso de matriz. Ademds nuestro procedimiento cuenta con la

posibilidad de realizarse en forma artroscopica, lo cual le daria aun una mayor puntuacion.

Este protocolo fue sometido también a la evaluacién de expertos en el tema a nivel mundial,

dando las siguientes observaciones:

Comentarios del Dr. Lars Peterson, Creador de la_Técnica de Implante de Condrocitos

Autélogos, Suecia,

Cuando se realiza cirugia experimental con técnicas de implante de condrocitos autdlogos, es
importante no reportar las primeras 10 cirugias realizadas, ya que este procedimiento
requiers de una curva de aprendizaje, y seria un sesgo tomar en cuenta estos primeros

resultados.
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Comentarios del Dr. Tom Minas, Jefe del Cartilage Repair Cenier, Harvard Mass., E. A,

. Los cerdos inmaduros se encuentran en crecimiento, y un defecto condral en ellos, el
mismo crecimiento fo puede hacer mayor o por el conlrario, repararse con mayor
facilidad. Es mejor tener cerdos pequefios maduros, aunque el costo de cada uno sea

mayor.

+  Es impontante no tener tantas variantes; ;Para qué poner condrocitos con células de

periostio? Considera que las células de periostio no son necesarias en este estudio.

* Igualmente en cuanio a la fijacidn considera que es una variable mas que no es
necesaria, nos recomienda el uso de press-fit, con polimeros que sean 1-2mm mas

grandes en su didmetro, que ¢l didmetro del defecto creado.

=  Nuestro mejor resultado, lo considera muy interesante, dade que no habia antes visto
la formacién de cartilago en zona de hueso subcondral. Sin embargo el no lo
consideraria tan buen resultado, en el sentido que la superficie articular es una unidad
osteocondral, que incluye cartilago y hueso subcondral; en cambio en nuesiro
resultado, se observa cartilago en la superficie, pero también en la zona de hueso

subcondral.

Comentarios del Dr. José Couceirg, Director_del Institute de Ortopedia y Banco de Tejidos

Musculoesqueléticos de fa Universidad de Santiage de Compostela, Espaiia

» Le parece buena idea el uso de polimero con condrocites en animales, como un paso

previo a utilizar la misma técnica en humanos.

e Pensaba que donde habia estado el polimero, a los 3 meses que se absorbe, se iba a
absorber o perder también el tejido formado, por lo cual, le sorprende que en la
histologia de los cerdos experimentales, a 4 meses, no se halla perdido ¢l tejido

neoformado.
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Debilidades del Presente Estudio

En cuanto a las debilidades del presente estudio, considero que algo importante es que a los
cerdos se les permitic una carga inmediata de peso después de las cirugias, lo cual pone en
alto riesgo 1a estabilidad del implante y su buena evolucidn, pero per ofra parte, esto hace a
s1 vez mas valioso los buenos resultados obtenidos, dado que se demostré asi 1a capacidad de
fijacion de nuestro dispositivo y la capacidad de condrogénesis de nuestras células

implantadas.

También es importants hacer notar, que existe un sesgo de tiempo de evolucidn entre las
lesiones consideradas como “controles” y las experimentales. Como pueden recordar, las
lesiones controles se realizaron en fa primer cirugia de toma de biopsia condmal, y no se
implantd en ellas ni siquiera polimero sin células, en cambio, las lesiones experimentales se
realizaron 2 meses después en la cirugia de implante de polimeto con células en la rodilla
contralateral a la control. Esto implica que al momento del sacrificio, la lesion control llevaba
2 meses mis de evolucion, que la lesidn expenmental, lo cual pudo afectar positiva o

negativamente los resultados obtenidos y la comparacién de resultados entre ambos grapos.

En base a los resultados consideramos que el tiempo de evolucidn para el sacrificio, que fue
de 4 meses, deberia ser mayor en tiempo, y que muy probablemente en los sigvientes meses
podrian haber cambios importantes en la evolucion de las lesiones controles y sobre todo
experimentales. Aunque cabe mencionar, que una lesidn control, que a los 4 meses ya es

fibrocartilage, seguramente no va a evolucionar a cartilago hialino en los meses posteriores.
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VIII. CONCLUSIONES,

Es importante idenlificar los factores de riesgo para este tipo de lesiones:
biomecanicos, hormonales, de medio ambiente ¥ dependientes de la actividad
laboral o deportiva, sobre todo depories de contacto, y asi tomar mayor
conciencia en la prevencion. Conductas preventivas de mayor importancia
(fisioldgicas, quinirgicas, terapia [isica a la recién apanicion y ortésicas) deberdn
ser abordadas desde el inicio de la aparicion de los sintomas para mejorar el

prondstico.

En cuanto a las técnicas de reparacion condral existentes en la actualidad para uso
en humanos, podemos concluir lo siguiente: Las microfracturas es en la
actualidad la técnica accesible ¥ con mejores resultados, para lesiones condrales
de primera intencién. La mosaicoplastia es una buena opcidn para la reparacion
condral de segunda intencion. El use de injerto osteocondral fresco heterdlogo es
cada vez mas limitado y serd superado en un futuro por la reparacién biolbgica
celular. El implante de condrocitos autdlogos y el implante de condrocitos
autélogos con uso de matriz, que se realiza en el exiranjero, continiian siendo de
muy alto costo para nuestro medio, lo que los hace inaccesibles para muchos
pacientes. El desbridamiento y radiofrecuencia, son en la achualidad, técnicas por
s solas, no aceptables en el manejo de las lesiones condrales. No se cuenta ain
con una técnica ideal o gold-standard, para la reparacin de lesiones condrales. Es
primordial trabajar en el desarrollo, perfeccionamiento y accesibilidad de nuevas

técnicas, que es lo que en este trabajo se realizo.

La técnica de reparacion condral presentada en este trabajo, es original, sencilla

de realizar, accesible y reproducible en nuestro medio.

El modelo porcino resulté ser un modelo excelente para reparacion condial, dado
que cuenta con wn facil abordaje a Ja zona de la rodilla, y con un ancho espesor de

cartilago que permite trabajar con el mismo.
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Fl dispositivo de fjacion aqui propuesto, llamado rapidlock®, es un excelente
método de fijacién, que en todos los casos mantuve al polimero fijado al defecto
condral, esto a pesar de que los cerdos tuvieron apoyo libre desde el

postoperatornio inmediato,

Consideramos a la Resonancia Magnética Nuclear como una excelente tchica no
invasiva de evaluacion de la reparacidén de lesiones condrales, especialmente
cuando se utilizan parimetros definidos como es la escala de valoracidn de

Roberts [66].

La evaluacién histologica realizada nos permitio diferenciar claramente entre la

formacién de fibrocartilago, cartilago hialino y cartilago mixto.

Observamos que las lesiones controles, en donde no se colocéd ningim polimero ni
células, solamente s¢ dejo el defecto osteocondral, tuvieron una reparacion del
defecto con tejido fibrocartilaginoso en todos los casos. Esto comprueba lo que
dice la literatura mundial, de que una lesi6n osteccondral s¢ reparara siempre con
tejido fibrocartilaginoso y sabemos ya que nunca esperaremos la formacion de

cartilago hialino en estos casos.

Sin embargo, en estas mismas lesiones control, s¢ observa que el defecto
osteocondral de 9mm de didmetro y de 1 cm de profundidad, al momento de la
evalvacion final, aproximadamente a los 6 meses de la lesién, se encontrd
reparado en mas de un 75% en todos los casos controles, por este tejido
fibrocartilaginoso. Lo cual nos hace considerar que las técnicas de reparacion
condral que realizan una comunicacién entre la lesidn y el hueso subcondral
lograrin una reparacién casi completa de la lesion, aunque con tejido tipo
fibrocartilago. Esto coloca a estas técnicas por encima de otras como son el
desbridamiento y la radiofrecuencia, en donde nunca se logrard una neoformacién

de tejido cartilaginoso, sea hialino o fibrocartilago.

La microscopia elecirénica de trasmision y barrido, nos permite visualizar la

microestructura de las células neoformadas, en este caso los condrocitos, ¥y
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logramos gracias a esta evaluacion wn alto nivel de evidencia de nuestros
resultados. El siguiente paso serad realizar una evalvacién molecular de estos

mismos resultados.

Revisando la literatura, y las imagenes reportadas n los articulos que hablan de
neoformacién de cartilage hialino en sus resultados experimentales. Mo
encontramos imagen tan demostrativa y similar a cartilago hialino, como la que
estamos reportando nosotros en este estudio, la cual fue obtenida de la evaluacion

histolégica de la lesion experimental del cerdo no. 3.

Sera necesario perfeccionar la 1écnica aqui presentada en todos sus niveles, toma
de biopsia, cultivo celular, implante del polimero y evaluaciones de la misma,
para asi poder aspirar a tener mejores resultados y mas consistencia en Jos mismos

para poder realizar este mismo procedimiento en humanos.

A su vez, consideramos que esta técnica de reparacion condral, realizada 100% en
nuestro hospital, por Médicos e Investigadores mexicanos, la convierten en una
técnica accesible en todos aspectos, para ser utilizada en un future en el paciente

mexicano promedio.

Ademas este tipo de técnicas de implante de condrocitos, que en este momento se
ulilizan para la reparacitn de lesiones condrales agudas, bisicamente traumaiticas,
se estin ya empezando a realizar estudios experimentales para su uso en pacicntes
con desgaste articular crénico [73], como es en el caso de la Osteoartritis.
Coniribuyendo de esta manera en la bisqueda de nuevas opciones para combatir
las discapacitantes consecuencias del desgaste articular, todo esto dentro del
marco de la mundialmente dectarada Década del Hueso y la Articulacion, 2000-
2010.
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