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RESUMEN (en espafiol)

El cartilago articular s un tejido gue parmite la trasmisién de fuerzas y &l movimiento, y
para ells presenta unas caracteristicas entre las que destacan la baja gelularidad y la
ausencia de aporte sanguineo, de terminaciones nerviosas y de drenaje linfatico. Sin
embargo, estas caracteristicas son a la vez una limitacién crucial para la reparacién de
les dafios. En consecuencia, se han ido desarrollando en los dltimes afios diferentes
terapias que tratan de mejorar la baja capacidad de regeneracién que tiene el cartilago.

Teniendo en cuenta las limitaciones que presenta la artroplastia de rodilla, se han
desarrcllade diferentes técnicas gquirdrgicas menos agresivas para tratar las
afectaciones del cartilago adn incipientas. Los métodos reparativos (perforacioneas y
microfracturas) ayudan a la formacidn del nuevo tejide fibrocartilaginose facilitando el
acceso de los vasos y las células progenitoras capaces de producir la condrogénesis
mediante la perforacién del hueso subcondral mecanicaments. Los métodos
reconstructivos tratan de llenar el defecto con tejidoe autdlogo o aleinjertos {injertos
csteocondrales, mosaicoplastia o aleinjertes). Por dltimo, los métodos regenerativoes
aprovechan técnicas de bioingenieria (injerto de condrocitos autdlogos, de células
madre mesenguimales o de matrices celulares) para desarrollar un tejide de cartilago
hialino que sustituya al dafiado. Sin embargo, ninguna de estas técnicas ha resuelic los
principales problemas que surgen a la hora de tratar este tipo de lesiones, y el
tratamients definitive de la lesiones del cartilage articular esta adn por venir.

Las técnicas regenerativas basadas en la biocingenieria tisular son probablements las
que mas esperanzas estan creando a la hora de solucionar el problema del dafio
articular. En &l caso del cartilago articular, las células utilizadas son células madre
mesenguimales. Pero dado gue su aporte por si solas produce un tejido
fibrocartilagineso sin las propiedades mecanicas y funcionales del cartilago hialine, su
uso combinade con matrices busca conseguir un tejide de mejor calidad. Sin embargo,
&l uso y disefio de matrices para la reparacidn del cartilage da lugar a la aparicidn de
ciros problemas de dificil solucién. 51 a esto le sumamos el hecho de gque los resultados
clinicos no demuastran una avidencia superior de mejores resultades al compararla con
otras técnicas reparativas, hay autores gque sugleren gue el uso de las matrices
complica ain mas la bdsgqueda de un tratamiento para la reparacién articular.

Con el fin de sortear estos problemas, se han desarrollado técnicas gque buscan
promowver la formacién de un neacartilage resistente sin necesidad de implantar una
matriz exdgena. En esta linea, &l uso de dcido hialurdnico, factores de crecimiento de
origen plaguetario y de células madre mesengquimales aplicados en forma de inyeccidn
intraarticular es un campo actual de estudic. Las principales ventajas de estos
tratamientos es la facilidad para su aplicacidn, su bajo coste v la ausencia comorbilidad
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an su obtencidn.

Dadas las evidencias que hacen pensar que la aplicacién intraarticular por separado de
factores de crecimientos de origen plaguetaric, dcide hialurénico y células madre de
origen mesenguimal tiene un efecto beneficioso an el tratamiento de la patologia del
cartilage articular, el propdsito de nuestro astudio es tratar de dilucidar si la aplicacidn
intraarticular combinada de estas sustancias puede taner un afecto sinédrgico, v en
consecuencia mejorar la capacidad regenerativa del propio cartilago lesionado.
Asimismo, nos propusimos comeo objetive secundario estudiar el efecto que producia la
aplicacién de estas sustancias individualmente vy en diferentes combinaciones sobre el
cartilago lesionado exparimentalmentea.

Para ello disefamos un estudio experimental con 24 conejos de la raza Nueva Zelanda a
les que se les realizarian dos lesicnes osteoccondrales experimentales en cada rodilla y
postericrmente se les aplicarian las diferentes combinaciones de tratamientos gque
queriamos estudiar. La edad de los conejos en el momentos de la intervencidn fue de 24
semanas para evitar gue la inmadurez esquelética interfiriera en la reparacién del defecto
cartilagineso. El tiempo de seguimientos de las lesiones fue de 2 v 4 semanas, dividides
an dos grupos de 12 conejos cada umno.

Las lesiones del grupo contral, al gque no se le aplicd ninguna sustancia, presentaran en
nuestre estudio la reaccidn cicatricial esperable an aste tipo de lesiones dal cartilago
articular. La aplicacién por separado de acido hialurénico y plasma rice en plaguetas
produjo una mejora de las caracteristicas morfoldgicas del cartilago de reparacidn, ¥ umn
aumento de su capacidad de regeneracidn. La aplicacién combinada de dcido
hialurénico y plasma rico en plaguetas tuvo un efecto sindrgico en la regenaracién
osteccondral al acelerar y mejorar el procesc reparativo, siendo el gua mejor resultado
glabal presenté al compararle con el grupe control y con el resto de los grupos
estudiados. Asimismo, cbservamos que para que la regeneracién cartilaginesa fuera
mas eficaz y completa, era indispensable que antes se restableciera correctamente la
argquitectura del hueso subcondral, de tal forma que los grupos Que mostraron mejor
respuesta reparadora presentaron un restablecimiento de la arquitectura del huesoc
subcondral mas temprana y de mejor calidad morfolédgica. La aplicacién intraarticular de
células madre mesenguimales de origen adiposo, sin soporte matricial o depdsito
directo en la cavidad lesionada, no produjo un efecto acelerador en la reparacidn de las
lesiones osteccondrales. ¥ finalmente, la aplicacién combinada de dacido hialurénico,
células madre y plasma rico en plaguetas ne produjo un efecto sinérgico a la hera de
promowver la reparacién de las lesiones osteocondrales.
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RESUMEN {en Inglés)

Articular cartilage is the smooth glistening white and remarkably durable tissue that
covers the articulating bone surfaces in our joints and supports the movement of them
by greatly reducing friction between bones and distributing stress. Unfortunately, when
cartilage is damaged due te injury or disease, it has a limited capacity to heal. Adult
articular cartilage contains no blood supply, neural network or lymphatic drainage. As a
result, partial-thickness defects that do not reach the subchondral bone stimulate only a
transient induction of ehendrocyte replication and matrix preduction in the area adjacent
to the wound. An inflammatory response that is typical of wound healing in other tissuas
is only cbserved in full-thickness defecis that penetrate the subchondral bone. In this
case, the defect is exposed to bone marrow and cells are recruited to fill the defect with
new tissua. However, complete restoration of the hyaline articular cartilage and the
subchondral bone to a normal status is rarely seen, and, te date, no treatment has bean
shown to be predictable in this regard. Therefore, there is considerable interest in the
development of technigues to regenerate or reconstruct damaged articular cartilage.

Total joint arthroplasty is the gold standard treatment in case of severe affectation of
articular cartilage. However, the important aggression of this treatment and the limited
life of the implants, make necessary the development of new therapies. Different surgical
technigues have been developed to treat the early articular lesions. All of them have the
aim of extend the period without the need of an arthroplasty surgery. Currently, there are
three general strategies for restoration of the joint surface: enhancemant of the intrinsic
healing capacity of cartilage by osteccondral stimulation, replacement of the damaged
articular cartilage with psteochondral plugs maosaicplasty) or an astegchondral
transplant and regeneration of the articular cartilage surface with the growth of new
cartilage. Howeaver, no treatment has shown definitive success.

Movel approaches using adipose derived masanchymal stem cells as an alternative cell
source to patient derived chondrocytes are currently on trial. Massanghymal stam caells
have shown significant potential for ghondeogenasis in animal moedels and have been
used in several studies for pstegchondral lesions repair combined with scaffolds.
Howewver, the use of scaffolds adds new and important questions to its clinical
application and makes more complicated to carry out a definitive sclution.

Platelet-rich plasma (PRP) is emerging as a biological therapy for the treatment of
cartilage injuries and for intra-articular application to address knee pain. Basie science
studies indicate that PRP stimulates cell proliferation and the production of cartilage
matrix by chondrocytes and bone marrow derived mesanchymal stromal cells and
increases the production of hyaluronic acid by synoviocytes. In preclinical animal modal
studies, PRP slows the progression of asteoarthritis, but there are mixed results after the
use of PRP to facilitate the repair of chondral or asteachondral defects. Clinical studies
indicate that PRP-bone marrow derived stromal cell constructs aid in the repair of

chondral defects.

Exogencus hyaluronic acid (HA) has analgesic, chondroprotective, and disease-
modifying effects. ¥iscosupplaments of HA are useful in the treatment of ostecarthritis in
conjunction with cther methods of conservative treatment. Recent researches have
shown that HA plays an important role in chondrogenesis and promotes cartilage
reparation.

Given the evidences that mesenguimal adipose derived stem cells, platelet rich plasma
and hyaluronic acid can help to the repair of the getlegchopdral lesions, we performed a
research to elucidate if the intra-articular application of a combination of these three
products could improve the result by synergy.
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An experimental research was developed with 24 Mew Zealand rabbits, widely used to
develop and evaluate tissue-engineering technigues for the reconstruction of damaged
human articular cartilage. The animals were divided in two groups depending on the time
of the sacrifice, 2 and 4 weeks. An experimental lesion was done in the sondiles of the
knee and, after that, a different combination of HA, PRP and mesenguimal stem cells was
left in the articular cavity. After the sacrifice, the histological preparations were analyzed
to determine the degree of reparation.

Compared all the groups, those that have been treated with PRP had the best results in
terms of reconstruction of the articular cartilage surface. Moreover, the PRP and HA
group had the best global results. The new cartilage formed had cartilage hyaline
appearance, with plenty of chondrocytes with a basophilie paricallylar matriz organized
in the typlcal orientation of the articular cartilage. This new tissue formed was avascaluar
and had a relative maduyrity, and the basal Jlayer was in contact with a tidemark and new
subecondral bone. The lateral edges of the new tissue had a correct integration. In relation
to the group where mesenguimal stem cells, HA and PRP were added in conjunction, the
combination had not symergic effects

ER. DIRECTOR DEL DEPARTAMENTCO DE CIRUGIA ¥ ESPECIALIDADEE MEDICT-QUIRURGICAS
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1.1

BIOLOGIA'Y BIOMECANICA
DEL CARTILAGO ARTICULAR

1.1.1 INTRODUCCION

Todos los movimientos que los
animales vertebrados pueden desarrollar,
son posibles gracias al disefio que tienen
las articulaciones sinoviales. Las articula-
ciones sinoviales son estructuras anato-
micas cuya funcion depende de distintos
tejidos conectivos: huesos, ligamentos,
tendones, sinoviales y cartilago articular.
De todos esos tejidos, el cartilago articular
es el tejido con mayor grado de superespe-
cializacién en cuanto a propiedades bio-
mecanicas, pues a lo largo de la evolucion
ha tenido que centrarse en dos tareas an-
tagonicas como son, por un lado, permitir
con el deslizamiento de los huesos para
provocar movimiento, y por otro, ser ex-
tremadamente resistente para poder tras-
mitir las fuerzas que se provocan durante
las diferentes actividades fisicas. Para ello,
su estructura presenta una capa superficial

lubrificada que permite el deslizamiento
con un minimo rozamiento, y una estruc-
tura subyacente tremendamente resistente
que actda como un colchén deformable que
distribuye y atenda los picos de fuerza produ-
cidos durante las distintas actividades fisicas.

Para conseguir esta superespe-
cializacion, el cartilago articular presenta
una composicion y una estructura histo-
légica comun a todas las especies. En ella
destaca una organizacion estratificada
compuesta por pocos elementos celulares,
abundantes fibras, entre las que destaca
una proteina denominada colageno, y una
matriz extracelular que lo engloba todo
dando volumen y consistencia al tejido.

El cartilago articular es, desde el
punto de vista histolégico una variedad
del tejido conectivo junto con otros tipos
de cartilago como son el cartilago eldstico
y el fibrocartilago.
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1.1.2 EL CARTILAGO Y
SUS VARIEDADES

El cartilago pertenece al grupo
histologico del tejido conectivo, que es un
tejido ampliamente distribuido por el or-
ganismo y una de cuyas funciénes es la
estructural. Dentro del tejido conectivo,
en funcién de su composicion, distingui-
mos tres tipos de cartilago: hialino, elas-
tico y fibrocartilago. En la fase embriona-
ria, existe una cuarta variedad, el cartilago
epiteloide, que deriva del mesénquima, y
que madura hacia las otras tres variantes
en funcién de su topografia y de las exi-
gencias funcionales (V012),

El cartilago hialino es el mas co-
mun de los cartilagos. La mayoria de los
huesos del esqueleto axial y todos los hue-
sos del esqueleto apendicular se forman
a partir de la osificacion de un molde de
cartilago hialino durante el desarrollo em-
brionario. En el adulto, el cartilago hiali-
no se encuentra presente en la superficies
articulares de los huesos, denominandose
también cartilago articular?.

El cartilago elastico y el fibrocar-
tilago presentan predominancia de fibras
elasticas y colageno tipo I respectivamente
en su composicion, hallindose en aquellas
regiones que necesiten elasticidad o gran
resistencia a la traccion.

Todas estas variantes de cartilago
tienen en comun una estructura histologi-
ca general formada por células embebidas
en una matriz extracelular.

1.1.3 ESTRUCTURA
HISTOLOGICA
GENERAL DEL
CARTILAGO

Los elementos celulares que for-
man el cartilago pueden ser de tres tipos:
condrocitos, condroblastos y condroclas-
tos.

Los condrocitos son células muy
especializadas en la produccién y el man-
tenimiento de la matriz extracelular. Re-
presentan en torno al 10% del volumen
tisular total, con variaciones dependiendo
del tipo de cartilago y de la localizacion
del mismo. Al conjunto formado por el
condrocito y la zona de matriz extracelu-
lar que lo rodea, se le denomina condrona,
y constituye la unidad anatémica, y fun-
cional del cartilago. La forma, el tamafoy,
probablemente, la actividad metabolica de
los condrocitos es diferente en cada uno
de los estratos del cartilago, si bien todos
contienen las organelas necesarias para
sintetizar cada uno de los componentes
de la matriz extracelular. Tienen forma
redondeada u ovalada. Contienen un Re-
ticulo Endoplasmico Rugoso abundante
y Complejos de Golgi bien desarrollados.
La superficie celular presenta cortas mi-
crovellosidades. El nucleo de estas células

es redondeado u oval y contiene de uno a
varios nucléolos.

Los condroblastos son células
alargadas, fusiformes, con gran desarrollo
de las organelas citoplasmaticos y con ac-
tiva funcién secretora. Se los encuentra en
los cartilagos en formacién de los fetos y
animales jovenes, y en la capa interna del
pericondrio de los cartilagos adultos. Son
los precursores de los condrocitos.



Los condroclastos son células
que aparecen durante la histogénesis del
cartilago. Son gigantes y multinucleadas.

Tienen funcién fagocitica, siendo las en-
cargadas de destruir las células y la sus-
tancia intercelular durante la condrogéne-
sis.

Toda la masa de cartilago que no
son células, esta constituido por la matriz

extracelular cartilaginosa (MEC). Su com-
posicion varia entre los diferentes tipos de
cartilago y entre los estratos y zonas articu-
lares en el caso del cartilago articular(9.
Diversos estudios biologicos y mecanicos
han demostrado que la organizacion zonal
tiene importancia funcional’9%”). Ademas,
sufre remodelacion constantemente por la
accion de diferentes factores anabdlicos
y catabolicos. La MEC esta formada por
agua (entre el 60 y el 80% del peso total) y
macromoléculas de las que las mas impor-
tantes son el colageno y los proteoglicanos.
Las macromoléculas estructurales (colage-
no, proteoglicanos y proteinas no colage-
nas) representan el 20-40% del peso total.
Su funcidn es dar resistencia y cohesion al
tejido, asi como retener agua.

1.1.4 EL CARTILAGO
ARTICULAR

Como ya hemos comentado an-
teriormente, el cartilago articular es una
variante del cartilago hialino. El cartilago
articular se encuentra recubriendo todos
los huesos en aquellas zonas donde for-
man parte de una articulacion, cubriendo
la superficie susceptible de friccion duran-
te el movimiento articular. Se trata de un
tejido consistente, ligeramente depresible
y elastico que presenta una superficie lisa y

de color blanco amarillento. Es avascular y
su nutricion se lleva a cabo por difusion de
los metabolitos desde los vasos sanguineos
que lo rodean.

El espesor del cartilago articular
muestra considerables variaciones entre
las diferentes especies. Incluso dentro del
mismo animal, el grosor del mismo varia
entre las diferentes articulaciones, incluso
entre las diferentes dreas de una misma
articulacion. Asimismo, las articulaciones
mds congruentes disponen de un cartila-
go de menor espesor que las articulacio-
nes menos congruentes. Existen estudios
que confirman que existen diferentes es-
timulos externos que pueden modificar el
grosor y el desarrollo del cartilago articu-
lar"®, tales como la inmovilizacion™y las
cargas® a las que se ve sometido.

1.1.5 DESARROLLO
EMBRIONARIO DEL
CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago se desarrolla a par-
tir del mesénquima, en la 5* semana de
vida fetal, cuando las células comienzan
a formar acumulos densos denominados
centros de condrificacion. Estas células,
llamadas condroblastos, a medida que se
diferencian, empiezan a crecer y a produ-
cir una matriz extracelular metacromati-
ca. Con el paso de los dias, los condroblas-
tos se quedan aislados individualmente
en unas cavidades inmersas en la matriz,
que se denominan lagunas o condroplas-
mas, y poco a poco, van adquiriendo las
propiedades definitivas de los condrocitos
maduros.
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A partir del mesénquima tam-
bién se desarrolla el pericondrio, que es
una envoltura de tejido conectivo que ro-
deara al tejido cartilaginoso. El crecimien-
to del cartilago se efectia de dos maneras:
crecimiento intersticial, en donde el cen-
tro de condrificacion se hace por medio
de divisiones mitéticas de las células ya
diferenciadas (este tipo de crecimiento
se produce solo en el cartilago joven), y
crecimiento aposicional, que se produce
por diferenciacién de las células mesen-
quimiticas a condrocitos. Durante toda la
vida fetal (y a velocidad mas reducida en
el periodo de la infancia y la pubertad), se
produce crecimiento aposicional constan-
te desde el pericondrio, con aumento del
tamarfio de la masa del cartilago.

1.1.6 ESTRUCTURA
HISTOLOGICA DEL
CARTILAGO ARTICULAR

La estructura histoldgica del car-
tilago articular se caracteriza por presen-
tar cuatro zonas morfoldgicamente dife-
rentes:

Zona superficial: también
llamada zona de deslizamiento, es la
capa mas fina y superficial del carti-
lago. En su superficie existe una capa

proporcion relativamente alta de co-
lageno frente a proteoglicanos, y un
mayor contenido de agua y fibronec-
tina en comparaciéon con otras zo-
nas. Las fibras de colageno de la zona
también se orientan para formar una
delgada capa paralela a la superficie
articular®®_ Las fibras proporcio-
nan a la zona superficial una extre-
mada rigidez a las fuerzas de tension,
que puede llegar a ser varias veces el
modulo de compresion del tejido. La
capa superficial contribuye enorme-
mente a la capacidad de sustentacion
de las cargas por el cartilago, al evi-
tar la pérdida de liquido intersticial
manteniendo el liquido presurizado.
La gran resistencia en tensién de esta
capa también sirve para proteger el
tejido subyacente de las fuerzas de
indentacion.

- s ‘ &.

Cartilago articular. Se observan las distintas capas
del cartilago, asi como el hueso subcondral y la “tidemark” o
linea limitante. Obsérvese asimismo la disposicion variable
de los condrocitos y la matriz extracelular del cartilago. No-
tese la disposicion del tejido conectivo y los vasos sanguineos
dispuestos entre las trabéculas el hueso subcondral

conocida como lamina splendens,
acelular y compuesta fundamental-
mente por haces planos de fibrillas
de colageno dispuestas al azar apa-
rentemente®V??@) En  otra capa
inmediatamente inferior a ésta, se
encuentran condrocitos aplanados y
con aspecto fusiforme que se orien-
tan de manera paralela a la superfi-
cie articular, y que estan intercalados
entre fibras de colageno apretadas.
Sintetizan una matriz que tiene una

Zona de transicion: tiene las
propiedades a medio camino entre la
zona radial y la zona superficial. Los
condrocitos son de pequefo tamafo



y tienen una forma esférica. Presen-
tan mas reticulo endoplasmaitico,
complejo de Golgi y mitocondrias,
y algun filamento intracitoplasma-
tico, lo que indica una elevacion de
la funciéon de sintesis de la matriz
Bioquimicamente, la zona de tran-
sicién tiene un mayor contenido de
proteoglicanos y un porcentaje me-
nor de agua y colageno que la zona
superficial. Sus fibras estan orienta-
das formando arcos que recuerdan a
la disposicion de los de las catedrales
goticas.

Zona radial: ocupa el 95%
del volumen del cartilago articular.
Esta capa contiene las fibras cola-
genas de mayor didmetro, la mayor
concentracion de proteoglicanos y
la concentracién de agua mas baja,
lo que proporciona al cartilago sus
propiedades ante las fuerzas de com-
presion. Las fibras de coldgeno de la
zona radial profunda muestran una
disposiciéon perpendicular al hueso
subcondral. Estas fibras proporcio-
nan un anclaje al cartilago calcifica-
do subyacente y a las capas de hueso
subcondral. Las células de la zona
radial son las mds grandes de todas
y las mds activas en cuanto a la sin-
tesis. Los condrocitos en esta zona
a menudo se orientan en un patrén
columnar perpendicular a la super-
ficie articular encuentran rodeadas
de una matriz cartilaginosa incrus-
tada de cristales de hidroxiapatita.
La franja de la marea (tidemark) es
una linea ondulada y eosindfila que
marca la transicion entre la zona pro-
funda y la zona calcificada, estando el
grosor de la misma en relacion direc-
ta con las cargas que tiene que sopor-
tar el cartilago®®.

El tejido subarticular mi-
neralizado que se extiende desde la
linea de marea hasta el inicio de la
médula dsea se conoce como hueso
subcondral. Sus funciones principa-
les consisten en dar soporte al cartila-
go articular, absorber y distribuir las
cargas mecdnicas que éste le trasmite
y nutrir las capas profundas del car-
tilago hialino, especialmente durante
el crecimiento®. Incluye al menos
tres estructuras mineralizadas bien
diferenciadas que desde la superfi-
cie a la profundidad son: el cartilago
calcificado, un hueso subcondral que
recuerda la cortical de los huesos, y el
hueso subcondral trabecular. El car-
tilago calcificado, junto con el hueso
cortical subcondral, son conocidos
como la placa subcondral®. El es-
pesor del hueso subcondral varia en
funcion de la especie animal, la edad,
la masa corporal, la localizacién y
el tipo de articulaciéon. Se encuen-
tra muy vascularizado, aunque la
mayoria de los vasos no alcanzan el
cartilago calcificado, y excepto en la
enfermedad, ninguno penetra en el
cartilago hialino®@®60,

1.1.7 BIOQUIMICA DEL

CARTILAGO ARTICULAR

La bioquimica del cartilago arti-

cular tiene su origen en las moléculas que
lo contienen, las cuales son principalmen-
te colageno, proteoglicanos, glicoprotei-
nas y proteasas.

Coldgeno: el colageno es la
proteina mas ubicua y abundante
del mundo animal, constituyendo
alrededor de un tercio del total de
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las proteinas corporales®). Aparece
practicamente en todos los tejidos,
pero su presencia es mas numerosa
en los tejidos conjuntivos fibrosos.
En el caso del cartilago, es una trama
fibrilar que le aporta su resistencia a
la tension®®?. Se encuentra muy con-
centrada en la zona tangencial super-
ficial, aunque su distribucion es mas
uniforme en el resto del cartilago. Se
trata de una proteina formada por
tres cadenas polipeptidicas (cadenas
alfa) que conforman una hélice levo-
gira mediante puentes de hidrégeno.
En cada una de las tres cadenas hay
una secuencia tripeptidica caracte-
ristica (gly-x-y). Los aminodcidos
prolina e hidroxiprolina son los mas
frecuentes, conteniendo también hi-
droxiprolina, hidroxilixina e hidroxi-
lisina glicosilada. En cada molécula
de colageno, las tres cadenas alfa se
enroscan entre si formando una es-
tructura de soga que se estabiliza por
puentes de hidrégeno gracias a la gli-
cina. Por otra parte, la hidroxilisina
participa en la formacion del ensam-
blaje fibrilar del colageno a través de
uniones covalentes. Su sintesis ocu-
rre a partir del procolageno fabrica-
do por los condrocitos. Las cadenas
alfa pasan al Reticulo Endoplasma-
tico Rugoso y al Aparato de Golgi,
donde se lleva a cabo la glicosilaciéon
de algunos radicales para formar la
triple hélice. Finalmente, mediante
vesiculas de secrecion, el colageno
es expulsado a la matriz extracelular.

Existen diferentes tipos de
colageno dependiendo de los ami-
noacidos x-y de cada cadena alfa, ha-
biéndose establecido diversos tipos
y familias de coldgeno dependiendo
de sus propiedades fisicoquimicas®?.

Cada uno de ellos es una especie di-
ferente desde el punto de vista gené-
tico, presumiblemente desarrollada
para cumplir funciones mecanicas
especificas de la matriz extracelu-
lar®®V,

En el cartilago articular hay
varios tipos de colageno®¥®%, siendo
el mas frecuente es el tipo II, el cual
esta formado por tres cadenas alfa
iguales entre si. Representa el 90-95
% del total, aunque también contiene
los tipos I, V, VI, IX, X y XI. En gene-
ral, la funcién principal del colageno
en el cartilago articular es proporcio-
nal al tejido sus propiedades tensiles
e inmovilizar los proteoglicanos de
la MEC, aunque los diferentes tipos
de coldgeno presentes en el cartilago
articular parece ser que tienen fun-
ciones especificas en funcién de su
diferente estructura tridimensional.

Proteoglicanos: son macro-
moléculas complejas que estan for-
madas por un nucleo proteico con
varios dominios globulares, al que se
unen largas cadenas de polisacaridos
denominados glicosaminoglicanos.
Estos, estan formados por una cade-
na larga, no ramificada, de unidades
repetidas de polisacaridos. El 80-
90% de los proteoglicanos del carti-
lago son grandes26, y se denominan
agrecanos debido a sus propiedades
de agregacion. Estan formados por
un centro proteico con 3 dominios
globulares (G1, G2 y G3) al que se
adhieren cadenas de condroitin sul-
fato y queratan sulfato. El extremo
N-terminal del dominio G1 se une al
hialuronato a través de una proteina
de unidén especifica. Los principales
agrecanos son el condroitin sulfato



en sus distintas isoformas (princi-
palmente el condroitin-6-sulfato), el
queratan sulfato y el dermatan sulfa-
to.

El 4cido hialurénico es un
glicosaminoglicano, pero se dife-
rencia de los demas en que no esta
sulfatado, no esta ramificado y no
posee proteina central. Esto hace que
se unan a €l los otros proteoglicanos,
formando grandes macromoléculas
que permanecen inmovilizadas den-
tro de la matriz del cartilago.

Existen otros proteoglica-
nos de menor tamaio en el cartilago
articular, como son el biglicano, la
decorina y la fibromodulina. Actiian
interactuando con el colageno II, or-
ganizando y estabilizando el entra-
mado.

La sintesis de los proteo-
glicanos se realiza en los condrocitos,
en un proceso similar al del colage-
no.

Glicoproteinas: algunas son
transductores transmembrana, ac-
tuando como receptores para molé-
culas de adhesion, factores de cre-
cimiento o interleucinas. Otras son
extracelulares y tienen funciones de
uniéon y ensamblaje entre los dife-
rentes componentes de la MEC y los
condrocitos. En general, todas estdn
constituidas por una base proteica a
la que se unen algunos mono o oli-
gosacaridos. Las principales glico-
proteinas estructurales son la ancori-
na CII, la fibronectina, la laminina y,
sobre todo, las integrinas 4.

La ancorina CII se en-
cuentra en la superficie del condro-
cito, y tiene la capacidad de ligar el

colageno para anclar las células a las
fibras de la matriz ©7.

La fibronectina también
se encuentra en la superficie de los
condrocitos, y tiene afinidad para
unirse a la fibrina, el colageno II, la
heparina y el 4cido hialurénico®®.

Otras proteinas del mis-
mo tipo son la laminina y la proteina
oligomérica del cartilago, esta ultima
presente directamente en la matriz
extracelular cerca del condrocito®.

Proteasas: son una serie de
enzimas responsables de la degra-
daciéon y renovaciéon permanente
del tejido cartilaginoso. Actuian tan-
to en condiciones fisioldgicas como
patoldgicas. Existen tres grupos
principales de proteasas: metalopro-
teasas, serinaproteasas y captesinas.
La metaloproteasas son las que mas
importancia tienen para el meta-
bolismo del cartilago, pues son las
encargadas de degradar proteoglica-
nos, glicoproteinas y algunos tipos
de coldgeno™. De forma general,
las proteasas pueden ser sintetizadas
por los condrocitos, o bien fuera del
tejido cartilaginoso. Primariamente,
llegan a la matriz extracelular como
proenzimas, necesitando de activa-
cién para poder ejercer su accion.
Tras su activacion, las proteasas son
bloqueadas de forma irreversible por
factores sintetizados por el propio
condrocito que reciben el nombre de
TIMPs (Inhibidores Tisulares de las
Metaloproteasas)“). En condiciones
fisiolégicas, los niveles de estos in-
hibidores han de estar elevados en el
cartilago articular®?.
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1.1.8 METABOLISMO DEL
CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular, de forma
global, presenta una baja actividad meta-
bdlica debido a su escasa celularidad. Sin
embargo, los condrocitos presentan una
actividad metabdlica importante al ser los
encargados de mantener la homeostasis
de todo el tejido. Para llevar a cabo estas
funciones, estan sometidos a una serie de
estimulos inhibidores o activadores que
han de llegar junto con los nutrientes a
la superficie de la membrana celular para
producir una respuesta en la célula.

La llegada de los nutrientes y de
las moléculas de mediacion de respuestas
se realiza a partir del liquido sinovial y
también por difusion desde el estrato 6seo
subyacente®”. Tantas dificultades para
el trasporte de nutrientes y oxigeno a las
células, hacen que el metabolismo de los
condrocitos sea basicamente anaerobio.

El paso de los nutrientes a tra-
vés de la matriz extracelular depende de
la concentracion, composicion y organi-
zacién de los proteoglicanos grandes, asi
como del tamafio y composicion y la carga
eléctrica de las moléculas que deben di-
fundir. Ademas de la difusion, existe otro
mecanismo que contribuye a la llegada de
nutrientes. Se trata de la conveccion, que
es el flujo del liquido intersticial a través
de la matriz porosa cuando el cartilago se
somete a carga.

Los condrocitos son células glu-
coliticas (metabolizan la glucosa en lac-
tato mediante glicolisis anaerobia). Estan
capacitados para ajustar el metabolismo
celular segun las concentraciones de glu-
cosa y de oxigeno en la matriz extracelu-

lar. En consecuencia, tienen la capacidad
se sobrevivir en condiciones de baja pre-
sién de oxigeno y déficit de nutrientes. Asi
pueden expresar diferentes isoformas de la
familia GLUT/SLCA de transportadores
de glucosa segun la presion de oxigeno, el
metabolismo hormonal o la presencia de
citoquinas proinflamatorias®.

Sin embargo, los condrocitos
también pueden usar la via oxidativa aero-
bia para producir energia, llevada a cabo
en las mitocondrias presentes en su cito-
plasma. Por ultimo, existe una tercera via
para obtener energia a partir de la glucosa,
la via de los pentosafosfatos. En esta via se
sintetizan, a partir de la glucosa, la ribosa
(necesaria para la sintesis de nucleo6tidos)
y NADPH (coenzima propio del metabo-
lismo anaerdbico) Aparte de glucosa, los
condrocitos también requieren aminodci-
dos para su metabolismo. Es el caso de la
glutamina, que es necesaria como donante
de grupos amino para la sintesis de Glico-
sasminoglicanos™.

1.1.9 FISIOLOGIA DEL
CARTILAGO ARTICULAR

Se puede considerar que el papel
primordial del cartilago articular es la in-
terposicion entre dos estructuras resisten-
tes, con el objetivo de disipar las fuerzas
que pasan a través de una articulacion. Y
en la mayoria de los casos, tendra ademas
la funcién afiadida de contribuir al movi-
miento eficiente de dicha articulacion. Y
mientras realiza estds atribuciones, el car-
tilago humano estard sometido a cargas
que sobrepasan en cinco veces el peso cor-
poral durante la realizacién de actividades
normales de la vida diaria. Para poder
soportar estas cargas, presenta unas pro-
piedades mecanicas especiales.



Las propiedades mecdnicas del
cartilago articular dependen de la compo-
sicion y de la organizacion estructural de
la matriz extracelular. Al igual que la ma-
yoria de los tejidos biologicos, el cartilago
muestra un comportamiento anisotropico,
lo que significa que las propiedades meca-
nicas dependen de la fuerza aplicada, de
la direccién y de la orientacién. La mayor
parte de este comportamiento se atribuye
a su naturaleza bifasica: el cartilago esta
compuesto por una zona porosa permea-
ble (proteoglicanos y colageno) y el relle-
no de los poros por liquido intersticial. Las
propiedades del cartilago se relacionan
con el movimiento del liquido a través
de esa red de poros. Esto se conoce como
permeabilidad o capacidad de fluir el agua
a través del cartilago cuando se aplica un
gradiente de presion. Los experimentos de
permeabilidad han demostrado que existe
una relacion directa entre la permeabili-
dad y el contenido de agua, y una relacién
inversa entre la permeabilidad y el conte-
nido de proteoglicanos®®.

Otra propiedad mecanica carac-
teristica del cartilago es la viscoelasticidad
o capacidad del cartilago para deformarse
cuando se aplica una carga constante en
relacion al tiempo que actua la carga. Los
mecanismos responsables de esta propie-
dad pueden ser dependientes o indepen-
dientes del flujo. En el primer caso es el
movimiento del flujo intersticial de agua

y la presurizacion de éste el que permite y
determina la cantidad de viscoelasticidad
En el segundo caso es la propia arquitec-
tura del entramado de colageno la que
influye en la viscoelasticidad mediante el
estiramiento de sus fibras al aplicar una
carga™.

En cuanto a las propiedades me-
canicas de cartilago relacionadas con la
capacidad de deslizamiento, este posee un
escaso coeficiente de friccion (relacion en-
tre la fuerza necesaria para desplazar una
sobre otra dos superficies y la fuerza apli-
cada). Ese bajo coeficiente viene dado por
las caracteristicas del liquido sinovial, pre-
sente en la cavidad articular, y por la pro-
pia porosidad del cartilago articular para el
agua y los solutos de bajo peso molecular.
Al ser expulsados de las regiones someti-
das a una carga, se desplazan a hacia zonas
vecinas y trasudan hacia la superficie por
debajo y por delante del area de presion,
mientras que por detras de la misma, se
reabsorben. Este proceso se denomina lu-
bricacion rezumante. Por ultimo, sefialar
que en el liquido sinovial se ha aislado una
lubricina®® que se adhiere a cada una de
las superficies articulares opuestas, man-
teniéndolas separadas entre ellas gracias
a una fuerza de repulsion intermolecular
reciproca, capaz de resistir altas presiones:
es el mecanismo de lubricacion limite.
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1.2

LESION, CICATRIZACION Y
REPARACION DEL
CARTILAGO ARTICULAR

1.2.1 INTRODUCCION

El proceso de destruccion del
cartilago articular esta originado por una
desequilibrio de la homeostasis del mis-
mo. En condiciones normales, las rutas
anabolicas y catabolicas que dirigen la sin-
tesis y el mantenimiento de la MEC se en-
cuentran en equilibrio. La ruptura de este
equilibrio debido a alteraciones de origen
genético, mecanico o bioquimico conduce
hacia un proceso de destruccion que lleva
siempre asociada la induccion de factores
de inflamacién que desempenan un papel

central dentro del mismo proceso destruc-
tivoUIENGENE2)(63)

Los procesos que pueden alterar
el equilibrio del cartilago sano son muy
numerosos, pero en todos los casos existe
un mecanismo inicial que compromete la
estructura de la MEC, las células o ambos.
Este dafio puede ocurrir de manera lenta
y progresiva o, por el contario, ocurrir de
forma aguda. El primer caso viene dado
por el desgaste que conlleva su uso, y es el
que ocurre en la artrosis. El segundo caso
suele ser consecuencia de traumatismos
articulares. Existe un tercer tipo de lesio-
nes del cartilago articular en el que la cau-
sa hay que buscarla en el hueso subcondral
(necrosis avascular y osteocondritis dise-
cante)®?,



1.2.2 EL DANO DEL
CARTILAGO ARTICULAR
ASOCIADO AL
DESGASTE: LA ARTROSIS

Este tipo de dafo articular pue-
de ocurrir sin factores predisponentes,
simplemente como parte del proceso fi-
sioldgico involutivo que ocurre en todos
los tejidos de los organismos con el en-
vejecimiento. Sin embargo, hay factores
predisponentes externos que pueden ace-
lerar este proceso, tales como las ausencia
de meniscos o las desalineaciones axiales,
que provocaran sobrecarga del cartilago
articular y desgaste precoz del mismo; e
internos de tipo genético *°.

El desgaste mecanico provoca la
pérdida de pequenas particulas desde las
superficies articulares y ocurre en cual-
quier articulacidn, sea cual sea su locali-
zacion. Este desgaste viene dado por un
componente mecanico, a través de meca-
nismos de desgaste interfacial y de fatiga,
y por el impacto de la carga. Sin embargo,
también existe un proceso de base biold-
gica.

El desgaste interfacial esta cau-
sado por el contacto de las superficies de
soporte entre si, a través de dos mecanis-
mos: la abrasion y la adhesion. Hay datos
que sugieren que este desgaste ocurre en
articulaciones con un cartilago dafado o
patoldgico.

El desgaste por fatiga es el resul-
tado de la acumulacion de presiones repe-
tidas que se traducen en un daio micros-
copico. Esta fatiga puede aparecer tanto
por la aplicacion breve de cargas elevadas,
como por la aplicacion prolongada de car-
gas ligeras. Con la aplicacion de cargas el

liquido de la MEC se encuentra en un flujo
continuo de entrada y salida del cartilago
articular. Dado que las moléculas estruc-
turales estan sometidas constantemente a
la presidn, el dano por presion puede pro-
ducirse en los componentes de la matriz
debido a la acumulacién de estas presio-
nes. Otro posible mecanismo de lesion de
la matriz es secundario al arrastre de los
proteoglucanos ocasionado por el flujo
repetido de liquido tisular a través de la
MEC(SI)(SZ).

Por otra parte, el papel del hueso
subcondral durante el proceso artrosico ha
captado la atencién de los investigadores
durante los ultimos afios al poder tratarse
de una llave para desarrollar nuevas estra-
tegias terapéuticas para tratar la artrosis.
Desde hace tiempo se sabe que en las fases
iniciales de la artrosis el hueso subcondral
sufre una remodelacion, especialmente en
aquellas areas donde aparece el dano del
cartilago, apareciendo una proliferacion
6sea con un aumento de grosor de esas
areas subcondrales.

Ademas, aparecen otros proce-
sos patologicos tales como microedemas,
microgrietas y microsangrados®®. Un es-
tudio reciente en animales de experimen-
tacion pone de relevancia que el hueso
subcondral se va volviendo fragil antes de
que aparezca la degeneracion establecida
del cartilago®”. Por tanto, una vez que la
osteoartritis es visible no hay duda de que
el hueso subcondral ha jugado ya un papel
importante. Numerosas investigaciones
actuales que tratan de entender como es
exactamente esta relacion, pues su conoci-
miento podria abrir nuevas vias diagnos-
ticas y terapéuticas para la artrosis.
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1.2.3 EI DANO DEL
CARTILAGO ARTICULAR
ASOCIADO A
LESIONES TRAUMATICAS

Son aquellas lesiones que apa-
recen a consecuencia de traumatismos
articulares. Segun el grado de afectacion
del tejido, se pueden clasificar como mi-
croscdpicas, fisuras condrales o fracturas
osteocondrales.

Las lesiones microscopicas pue-
den ser causadas por un unico y leve
impacto, o por reiteraciéon de impactos
minimos. El dafo microscopico de los
condrocitos y de la matriz extracelular,
provoca disminuciéon de los proteoglica-
nos y aumenta la rigidez y permeabilidad
condral. Si el traumatismo no se repite de
manera continuada, los condrocitos pue-
den ser capaces de reparar la lesion al ser
ésta de poca importancia. No se puede
diagnosticar en la practica clinica.

Las fisuras condrales son produ-
cidas por traumatismos de mayor energia.
Se afecta macroscopicamente el cartila-
go en forma de fisura o fragmento libre
condral, pero la lesion no afecta al hueso
subcondral. La ausencia de un sistema
vascular limita la respuesta inflamatoria y
reparadora del cartilago, asi como la emi-
gracion de nuevas células pluripotenciales
o fagociticas hasta el area de la cicatriza-
cidn. Ademas los condrocitos estan atrapa-
dos en una densa red de coldgeno y proteo-
glicanos, que restringe su capacidad para
migrar desde el cartilago sano adyacente
hasta la zona lesionada®®.

Las fracturas osteocondrales
ocasionan la alteracion de todas las ca-
pas del cartilago articular, con penetra-

cion hasta el hueso subcondral. En este
caso, se afectan los vasos presentes en el
hueso subcondral, y en consecuencia ha-
bra sangrado, activindose una respuesta
inflamatoria. Las plaquetas presentes en el
coagulo liberan mediadores vasoactivos y
factores de crecimiento que contribuyen a
que se desencadenen los procesos de repa-
racion®0,

1.2.4 LA OSTEOCONDRITIS
DISECANTE

Se trata de una lesion localizada
del cartilago articular que afecta a la su-
perficie articular y se acompainia de la se-
paracion de un fragmento de cartilago y
hueso subcondral. Se presenta con mas
frecuencia en las articulaciones de carga,
como son la rodilla y el tobillo®. Existen
diferentes teorias para tratar de explicar
el origen, pero ninguna ha sido aceptada
de forma universal. Asi, se ha hablado de
la posible implicacién de traumatismos
repetidos o fendmenos isquémicos por
defectos estructurales del hueso subcon-
dral. Algunos autores han propuesto que
la osteocondritis disecante en pacientes
jovenes es consecuencia de anormalidades
de la osificacion. En todo caso, numerosos
estudios han documentado la existencia
de una predisposicion genética a la hora
de padecer este trastorno®,

La historia natural de este tras-
torno depende la edad del paciente en el
momento de la aparicion. Las lesiones que
aparecen en nifios, en los que las fisis ain
permanecen abiertas, generalmente con-
solidan sin consecuencias. Pero aquellas
lesiones que aparecen en la vida adulta,
raramente consolidan sin tratamiento
quirurgico. En el caso de que la lesién no



cure, probablemente progresara hacia una
artrosis establecida, y si ocurre en la su-
perficie de carga, apareceran lesiones es-
pejo en la superficie articular contraria.

La osteocondritis disecante debe
de ser reparada siempre que sea posible,
pero siempre teniendo en cuenta que las
lesiones estables en adolescentes con la
fisis abierta pueden curar con tratamien-
to no quirdrgico®. En el caso de que no
sea este el caso, las lesiones estables y no
desplazadas pueden ser tratadas con per-
foraciones con el objetivo de estimular la
consolidacion de la porcién dsea. Si la le-
sion es inestable o esta desplazada, es me-
jor tratarla mediante fijacién con tornillos
de compresion. Pueden utilizarse para ello
tanto tornillos reabsorbibles como metali-
cos, pero siempre han de quedar enterra-
dos en el cartilago articular con el fin de
no danar la superficie articular de la mese-
ta tibial. La exéresis del fragmento sin re-
paracion da buen resultado a corto plazo
en cuanto a disminucién del dolor, pero
tiene altas tasas de artrosis a medio-largo
plazo, por lo que debe de reservarse para
lesiones muy pequenas o para cuando no
es posible aplicar ninguna de las técnicas
antes descritas.

1.2.5 LA RESPUESTA
CICATRICIAL

Uno de los factores mas cruciales
que determina el tipo de respuesta que se
pone en marcha tras una lesion del carti-
lago articular es la profundidad de la mis-
ma®. Las lesiones de grosor parcial ge-
neralizadas habitualmente se encuentran
en las artritis inflamatorias, y provocan la
muerte superficial de condrocitos y la dis-
minucion de los proteoglicanos. Siempre

que no exista una destrucciéon pronuncia-
da de la matriz estructural, los condrocitos
pueden dividirse y acelerar la velocidad de
sintesis, de forma que se restablezcan los
proteoglicanos. En la artritis destructiva,
al ser la agresion continua, la reparacion es
incompleta. Sin embargo, a pesar de esta
lesién permanente, los condrocitos siguen
dividiéndose y producen coldgeno y pro-
teoglicanos a velocidades mayores.

En las lesiones superficiales y
localizadas, los condrocitos del area ad-
yacente mueren y se crea un defecto cu-
neiforme en la matriz. Muchas veces se
ve proliferar a los condrocitos de las areas
vecinas que no han muerto, y formar con-
glomerados celulares. Sin embargo, estos
no emigran hacia el defecto. En estos ti-
pos de lesién no se observa una respues-
ta inflamatoria. El aumento de la matriz
sintetizada es transitorio, y normalmente
no basta para llenar el defecto. Diversos
trabajos han demostrado que las lesiones
aisladas de grosor parcial no muestran
una cicatrizacion apreciable con el tiem-
po pero, no obstante, parecen estables
y rara vez progresan hasta una artrosis.

Si la lesion es de espesor comple-
to, la irrigacién vascular del hueso sub-
condral accede al foco de lesién. En con-
secuencia, se desencadena una respuesta
inflamatoria y participan las células madre
de la médula y las de la matriz 6sea. Estos
defectos se llenan en principio con un cod-
gulo de fibrina y permiten la infiltracién
por células mesenquimatosas indiferen-
ciadas de la médula. Estas células acaban
diferenciandose siguiendo la linea de con-
droblastos, La porcion mas profunda de la
lesion se reconstruye con hueso y se resta-
blece la lamina subcondral. Sin embargo,
el defecto se llena de fibrocartilago, cuyas
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propiedades biomecanicas son inferiores a
las del cartilago articular. Este tejido tie-
ne una concentraciéon mayor de colage-
no tipo I, y menos proteoglicanos que el
cartilago articular, y no se regeneran las
capas de colageno tangenciales de la zona
superficial. Los estudios a largo plazo han
demostrado que este cartilago sufre un
proceso de fibrilacién y degeneracion®®.

Pero, aparte de la profundidad
de la lesion, existen otros factores que
también pueden modular la respuesta
reparadora del cartilago ante la lesion. El
movimiento pasivo continuo aumenta la
capacidad de cicatrizaciéon de los defec-
tos de cartilago de grosor completo, con
alguna mejora de las cualidades morfold-
gicas e histoquimicas del nuevo cartilago
formado. Los condrocitos procedentes de
animales con un esqueleto inmaduro tam-
bién han exhibido una mayor capacidad
de proliferacion y sintesis de proteoglica-
nos. Y por altimo, los defectos menores de
3 mm parece ser que tienen mayores posi-
bilidades de cicatrizacion”.

1.2.6 EPIDEMIOLOGIA DE
LAS LESIONES
CONDRALES

Las patologias del cartilago ar-
ticular tienen una amplia repercusiéon en
la poblacién mundial tanto por su alta
prevalencia como por la merma de la ca-
lidad de vida que suponen. En el caso de
las lesiones degenerativas, se considera
que la osteoartrosis es la enfermedad ar-
ticular mds comun en Estados Unidos,
afectando a veintisiete millones de perso-
nas®®. En el caso de la rodilla, se estima
que afecta al 10% de los hombres y al 13%

de las mujeres por encima de los sesen-
ta afios®. También en Estados Unidos, la
patologia artrdsica es la segunda causa de
limitacién laboral en mayores de cincuen-
ta afos tras la cardiopatia isquémica™, y
desde el punto de vista econémico, supone
un coste anual en este pais de unos sesen-
ta billones de ddlares al aino”". En el caso
de las lesiones osteocondrales, pueden lle-
gar a encontrase hasta en un 10-12% de
la poblacion”, con la gravedad anadida
que suele afectar a personas jovenes y que
muchas de estas lesiones desembocan en
artrosis.

Ademis, dada la estrecha rela-
cion que existe entre la patologia del car-
tilago y el incremento de la esperanza de
vida y de la obesidad, el nimero de gente
afectada por esta patologia tiende a au-
mentar continuamente.

Por otra parte, las lesiones carti-
laginosas postraumdticas o por patologia
del hueso subcondral (como en el caso de
la osteocondritis disecante o la osteone-
crosis) se detectan en mas del 10-20 % de
la poblacién. Widuchowsky, en un estudio
de mas de cinco mil artroscopias de rodi-
lla, encuentra lesiones cartilaginosas en el
57% de los casos”.

La alta prevalencia de las lesio-
nes cartilaginosas, asi como los multiples
estudios sobre sus causas y tratamientos,
quedan reflejados en el ingente niimero
de publicaciones relacionadas con el tema.
Si hacemos una busqueda bibliografica en
PUBMED bajo los criterios de busqueda
“articular cartilage injuries” nos saldran
4851 resultados desde 1948 hasta la actua-
lidad.



1.0

ESTADO ACTUAL DEL
TRATAMIENTO DE LAS
LESIONES CONDRALES

1.3.1 INTRODUCCION

En general, se recomienda que
antes de plantearse cualquier tipo de in-
tervencidn quirtrgica, se lleve a cabo un
tratamiento mediante terapia fisica segui-
do de un periodo de al menos tres meses
de modificacién de la actividad fisica y
pérdida de peso. Esto, es especialmente
importante para el caso de lesiones fe-
moropatelares. La terapia rehabilitadota
debe de incluir ejercicios centrados en el
fortalecimiento de la musculatura cuadri-
cipital.

En los pacientes ancianos, o
aquellos a los que previsiblemente en po-
cos afios se les va a implantar una protesis
de rodilla, la inyeccién intrarticular de es-

teroides o de viscosuplementadores puede
ser una opcidn.

La cirugia solamente se conside-
rard en el caso de lesiones de espesor com-
pleto en las que se haya llevado a cabo un
tratamiento ortopédico previo y no haya
habido una remision en la clinica doloro-
sa, o bien si existe una clinica de derrames
de repeticion o bloqueos articulares. En
todo caso, los pacientes deben de enten-
der que tras la cirugia también precisaran
rehabilitacion y que tardardn un tiempo
considerable en poder volver a sus acti-
vidades previas después de la reparacion
quirargica™.

Entre las contraindicaciones para
el tratamiento quirurgico se incluyen los

43



44

pacientes fumadores, la obesidad con un
indice de masa corporal mayor de 35 kg/
m?2 y las rodillas con problemas de alinea-
cion axial o con deficiencias meniscales.
Por otra parte, una disminucién mayor del
50% del espacio interarticular se considera
una contraindicacion, a excepcion de pa-
cientes muy jovenes con dolor de rodilla
intolerable refractario a tratamientos no
quirtrgicos.

A continuacion se describen las
diferentes técnicas quirurgicas que se em-
plean en el tratamiento de las lesiones os-
teocondrales.

1.3.2 TECNICAS
QUIRURGICAS
PALIATIVAS

1.3.2.1 Lavado articular

Consiste en realizar una limpieza
quiruargica del liquido articular mediante
la utilizacion de suero de lavado. General-
mente se lleva a cabo mediante la realiza-
cién de una artroscopia, en la que el liqui-
do articular es evacuado y sustituido por
la solucién salina de irrigacion. La elimi-
nacion del liquido articular permite eva-
cuar las citoquinas proinflamatorias (IL1,
TNE...) asi como los posibles fragmentos
libres de cartilago que tienen un papel
irritante”9777®), Logicamente, el efecto es
solo temporal, y la patologia subyacente
no se resuelve. Los pacientes mayores pue-
den beneficiarse temporalmente, pero los
mas jovenes no se benefician.

1.3.2.2 Desbridamiento

El desbridamiento artroscopico
esta dirigido a eliminar los sintomas me-
canicos, desde colgajos libres a cuerpos li-
bres y cartilago degenerado hasta sinovitis
hipertréfica y osteofitos que interfieren en
la funcion articular.

El alivio sintomatico inicialmen-
te es bueno, pero los resultados buenos
disminuyen progresivamente con el tiem-
po, pues no resuelve la causa subyacente
de la lesion™.

Para la realizacion del desbrida-
miento de la lesion puede realizarse me-
diante el uso de pinzas artroscdpicas, fresa
motorizada o bien mediante radiofrecuen-
cia. La radiofrecuencia para el tratamiento
de las lesiones condrales comienza a ge-
neralizarse a partir de los anos noventa®.
Autores como Vangness o Yetkinler des-
criben dos tipos: la térmica (monopolar)
y la ablativa (bipolar). Lo que se consigue
con ellas es la retraccion del tejido sobre el
que se aplica.

1.3.2.3 Estimulacién de la repa-
racion mediante el aporte de
células pluripotenciales mesen-
quimales vy fibroblastos proce-
dentes del hueso subcondral y
tfrabecular

Se trata de un conjunto de téc-
nicas que lo que buscan es la perforacion
del hueso subcondral del fondo de la le-
sién, para que los fibroblastos y las célu-
las mesenquimales presentes en €l tengan
acceso a la lesion condral. De esta forma
se originara un nuevo tejido que ocupara
le lesion. Pero este tejido de reparacion,
aunque al principio tiene una apariencia



condroide, con el tiempo degenerard en
fibrocartilago®V.

Las siguientes técnicas se inclu-
yen en este grupo: perforaciones multiples,
artroplastia de abrasion y microfracturas.
La técnica de Perforaciones Multiples fue
inicialmente introducida por Pridie en
1959, e Insall continuo aplicindola mads
adelante®. La realizacion de las perfora-
ciones se hace bajo visidén artroscopica,
utilizando una aguja de Kistchner y un
motor. Existe cierta limitacion para la uti-
lizacién de esta técnica en funcion de la lo-
calizacion de la lesion, pues la perforacion
ha de hacerse de forma perpendicular a la
placa dsea subcondral, lo cual puede ser
imposible en algunas localizaciones, tales
como son las zonas posteriores de los con-
dilos femorales o de las mesetas tibiales.
Los resultados obtenidos con esta técnica
en animales® demuestran que el estimulo
de hueso subcondral logra generar un te-
jido cartilaginoso en el que predomina el
cartilago I durante las tres primeras sema-
nas, siendo a partir de entonces el cartila-
go tipo II el que va cobrando importancia
progresivamente. Sin embargo, el cartilago
tipo I sigue persistiendo de forma créni-
ca en la lesion, por lo que practicamente
nunca es igual al cartilago articular nor-
mal. La profundidad de las lesiones es otro
punto controvertido en la literatura, pues
el estimulo de la reparacion solo se con-
sigue si las perforaciones son superficiales
manteniendo la cortical intacta®.

Aunque esta técnica aun se sigue
utilizando, actualmente es mas comun la
utilizacion de otras técnicas de perfora-
cion.

La Artroplastia de Abrasion fue
introducida por Jonson ®® que infor-
m6 de un indice de éxito del 77% a los dos
aflos de seguimiento. Implica el raspado
superficial del hueso subcondral con una
fresa mecanica bajo visén artroscopica,
eliminando de uno a dos milimetros de
la superficie dsea. El sangrado resultan-
te forma un coagulo que ocupa la lesion
y le aporta las células pluripotenciales. Se
consigue, al igual que en las perforaciones
de Pridie, un tejido fibrocartilaginoso de
menos calidad que el cartilago articular.
Sin embargo, algunos estudios propugnan
que los resultados se mantienen un plazo

aproximado de unos 5 afios tras la cirugia
(87)(88)

La técnica de Microfracturas fue
descrita por Steadman y Rodrigo® en
1994. Es una técnica similar a las perfora-
ciones de Pridie, pero con penetracion so-
lamente de la placa de hueso subcondral,
después del desbridamiento del defecto
hasta conseguir cartilago sano. Se practi-
can multiples microfracturas separadas de
tres a cuatro mm., permitiendo a las célu-
las mesenquimales invadir la lesién®”. Se
recomienda la no utilizacién de fresas o
motores para evitar la lesion térmica, por
lo que el instrumental consiste en pun-
zones de diferentes tamafios y curvaturas
para acceder a las diferentes localizaciones
e las que podemos encontrar las lesiones.
El movimiento pasivo de la articulacién en
descarga parece ayudar a la diferenciacion
del tejido de granulacion. El seguimiento
de la evolucion de las lesiones mostré a los
siete afios un indice de éxito de alrededor
del 75%¢V.
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1.3.3 TECNICAS
QUIRURGICAS
REGENERATIVAS

Son un conjunto de técnicas que
buscan que el defecto cartilaginosos se re-
llene con cartilago hialino, a diferencia de
las técnicas paliativas que buscan el relle-
no con fibrocartilago.

1.3.3.1 Aloinjertos osteocondrales

Su utilizacién se remonta a Lexer
en 19082, Se trata de la implantacion de
un injerto de donante en el lecho sangran-
te preparado en el receptor. Su utilizacién
tiene varios inconvenientes. En primer lu-
gar el riesgo de reacciones inmunolégicas
y de transmision de enfermedades todavia
no esta del todo eliminado. En segundo
lugar, la viabilidad celular del aloinjerto
osteocondral es solo de entre el 10 % y el
30%, lo que condiciona en gran manera
el éxito del trasplante. Sin embargo, pre-
senta numerosas ventajas, entre las que
destacan la ausencia de morbilidad en la
zona donante, la disminucion del tiempo
quirargico y la buena disponibilidad de
tejido en el caso de lesiones cartilaginosas
amplias. Desde el punto de vista clinico,
los mejores resultados se obtienen con los
aloinjertos de pequefio tamafio en lesio-
nes post-traumaticas y utilizando injertos
microvasculares de peroné en trasplantes
osteocondrales para reconstrucciones ma-
sivas ).

1.3.3.2 Autoinjertos osteocondrales

Matsusue fue el primero en in-
formar sobre injertos autélogos osteocon-
drales multiples, extraidos con forma ci-
lindrica de la cara lateral del fémur para

tratar lesiones osteocondrales®. Hangody
desarrolla esta técnica a principio de los
afos noventa utilizando el sistema de la
mosaicoplastia®.

La mosaicoplastia osteocondral
autéloga consiste en la obtencién de injer-
tos osteocondrales cilindricos de pequefio
tamafio (de 2,7 mm. a 8,5 mm. de didme-
tro) de la zona periférica de los condilos
femorales que soporta menos carga, a ni-
vel de la articulacion patelofemoral, y su
trasplante a un area defectuosa preparada
en las superficies de soporte de carga. Pue-
de realizarse como procedimiento abierto,
por miniartrotomia o por artroscopia.

Las ventajas que presenta la mo-
saicoplastia frente a otros procedimientos
es que la utilizaciéon de multiples injer-
tos de pequefio tamafio permite que una
mayor cantidad de tejido sea trasplanta-
do, preservando a la vez la integridad de
la zona donante. Ademds, su implante en
un patrén de mosaico permite un acopla-
miento mas efectivo a la superficie del de-
fect0(92)(96)(97)_

Los buenos resultados clinicos
obtenidos a largo plazo hacen que esta téc-
nica sea una alternativa a considerar para
el tratamiento de las lesiones pequenas y
medianas, condrales u osteocondrales, en
zonas de carga de las articulaciones ©®®. El
tamario ideal del defecto a tratar oscila en-
tre 1 y 4 cm. cuadrados, ya que zonas de
mayor tamafio pueden asociarse con una
mayor morbilidad sobre la zona donante.
Igualmente, se establece la edad de cin-
cuenta aflos como el limite superior para
la realizacion de este procedimiento. Para
conseguir un resultado 6ptimo es aconse-
jable corregir cualquier anomalia asociada
a la articulacion, tales como desalineacio-



nes axiales o inestabilidades. Las infeccio-
nes, los tumores y las artropatias reumati-
cas constituyen contraindicaciones para el
empleo de esta técnica.

Desde el punto de vista histold-
gico, a las ocho semanas de evolucion se
mantienen las caracteristicas del cartilago
hialino implantado y la integracién de éste
en el cartilago circundante®.

1.3.3.3 Injertos de periostio

El injerto de periostio es conoci-
do desde 1940. El periostio reune las tres
caracteristicas principales requeridas para
la ingenieria tisular del cartilago articular:
es una fuente de células, permite el man-
tenimiento in situ de las células aplicadas
a la lesion y es capaz de producir nume-
rosos factores de crecimiento locales que
regulan la condrogénesis de los condro-
citos. Entre estos factores de crecimiento
destacan: beta-1, insulina-like 1, factor 5
de diferenciacién y la proteina morfoge-
nética 6sea BMP 20%), Sin embargo, varios
inconvenientes han llevado a que esta téc-
nica haya caido en desuso. Por un lado la
posibilidad de calcificacién del cartilago
a medio plazo a consecuencia, probable-
mente del coldgeno X, y por otro la impor-
tante disminucién del nimero de células
en las zona donante dadora que aparece
con la edad. Asimismo, hay estudios que
corroboran el potencial artrégeno de las
suturas utilizadas para unir el parche de
periostio al cartilago circundante®V.

1.3.3.4 Injertos de pericondrio

Introducidos en la practica cli-
nica por Homminga en 1990 basandose
en estudios previos sobre lesiones expe-
rimentales creadas en rodillas de conejos,

que cubria con pericondrio costal, y man-
tenia adherido con fibrina®%?.

Aligual que en el caso de injertos
peridsticos, en los de pericondrio también
existe riesgo de osificacion endocondral
durante el primer mes postoperatorio,
ademas de posibilidades de delaminacion
del cartilago, de arrancamiento del im-
plante o de crecimiento de tejido conjun-
tivo en lugar de cartilago hialino. Desde el
punto de vista clinico, Bruns obtiene re-
sultados satisfactorios a largo plazo, e his-
tolégicamente confirma en todos los ca-
sos biopsiados el crecimiento de cartilago
tipo hialino"%). Para mejorar estos datos,
propone una correccion sistematica de las
alteraciones articulares asociadas (inesta-
bilidades, deaxaciones,...). Este autor des-
cribe el fenéomeno de “flujo de cartilago”
en los injertos de pericondrio, consistente
en un salto de las fibras de colageno hacia
el centro de los defectos cartilaginosos, re-
duccién de la metacromasia, formaciones
celulares en grupos y reduccién de la den-
sidad celular. Se trataria de un fenémeno
mecanico producido desde los bordes de
la lesién, que contribuye escasamente a
la reduccion de los grandes defectos os-
teocondrales.

1.3.3.5 Cultivo de condrocitos

En 1965 Smith"* consigui6 el
aislamiento y crecimiento de condrocitos
en un medio de cultivo por primera vez.
Fueron inyectados condrocitos epifisarios,
desarrollados en cultivos, en defectos de
la articulacién tibial en la rodilla del co-
nejo, pero no se produjo reparacion algu-
na. Hubo que esperar hasta 1982 para que
apareciera el primer resultado experimen-
tal exitoso con este tipo de técnica. En el
Hospital para Enfermedades Articulares
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de Nueva York demostraron la aparicion
de cartilago similar al hialino con un re-
lleno del 80% de la lesion en defectos crea-
dos experimentalmente en la rétula del
conejo. No se observd relleno en el grupo
control, en el que el defecto se traté con
recubrimiento peridstico, pero sin aporte
de células®1% Desde entonces multi-
ples estudios han reportado resultados sa-
tisfactorios con esta técnica.

La intervencion se desarrolla en
tres fases. En la primera, habitualmente
mediante artroscopia, se establecen las
caracteristicas de la lesion cartilaginosa a
tratar, se confirma la indicacion y se toma
una muestra de cartilago sano (150-300
mg.) de zonas no sometidas a cargas. En
un segundo tiempo de laboratorio, los
condrocitos de la muestra son separados
de su MEC por digestion enzimatica. Es-
tos condrocitos son inestables desde el
punto de vista fenotipico y se diferencia-
ran tomando el aspecto de fibroblastos ca-
paces de sintetizar fibras de coldgeno tipos
Iy I, y proteoglicanos. Por tltimo, en una
nueva cirugia por lo general mediante ar-
trotomia, se regularizan los bordes de la
lesion y se expone la superficie subcondral
de la misma. Se extrae un injerto de pe-
riostio de la misma extremidad interveni-
da y se sutura a los bordes de la lesion de
la manera mas estanca posible. Se sellan
estos bordes con adhesivo de fibrina y se
inyectan los condrocitos cultivados bajo
el injerto peridstico. El TGF-beta pro-
ducido por los condrocitos implantados,
estimularia las células condrogénicas del
periostio de cobertura para iniciar una
condrogénesis peridstica que, junto con la
MEC sintetizada por los condrocitos, for-
marian el nuevo tejido cartilaginoso®.
Estas mismas células controlarian la com-
posicion y estructura de la MEC gracias

al mantenimiento del balance entre las
actividades anabolicas y catabdlicas'.
La supervivencia de la gran mayoria de
los condrocitos implantados en el lecho
de la lesion se estima en cuatro semanas,
tiempo al final del cual se puede detectar
tejido regenerativo similar al cartilago hia-
lino en el defecto osteocondral 1. Este
procedimiento tiene ciertos inconvenien-
tes como son: la posible fuga de los con-
drocitos del interior de los defectos con-
drales, a través de la zona de unién entre
el injerto de periostio y el cartilago al que
se sutura; la desdiferenciacion del fenoti-
po celular; la distribucién desigual de las
células en el seno de la lesion en la que se
depositan; el riesgo de complicaciones del
propio implante peridstico (inestabilidad
con posible desprendimiento del injerto o
hipertrofia del mismo) y la necesidad de
suturar sus bordes al del CA sano °.

Para evitar estas contrarieda-
des, se plantea una segunda generacion,
que utiliza una membrana de coldgeno
bicapa en lugar del fragmento de perios-
tio para sellar la lesion condral. Con esta
modificacion se evitan las complicaciones
atribuibles al periostio implantado y se
simplifica el procedimiento quirtrgico,
disminuyendo su morbilidad. Sin embar-
go, sigue siendo necesaria la sutura de la
membrana de coldgeno a los bordes del
cartilago articular intacto, lo que supone
un inconveniente, como hemos mencio-
nado anteriormente.

Los sucesivos avances tecnold-
gicos han llevado a la tercera generacién
de ACI, en la que se utilizan biomateriales
sembrados de condrocitos como trans-
portadores y andamios scaffolds como es-
tructuras para el crecimiento celular. Asi
mediante ingenieria tisular, se combina



el soporte tridimensional biocompatible,
con los condrocitos cultivados para conse-
guir un neotejido cartilaginoso funcional
(en terminologia anglosajona es el méto-
do denominado MACI o matrix-induced
autologous chondrocyte implantation).
Tras desbridar la lesion cartilaginosa, el
biomaterial con las células incluidas, se
coloca perfectamente adaptado al defecto
condral, sin necesidad de suturas en los
bordes de la lesion ni de, incluso, utilizar
adhesivos de fibrina.

1.3.3.6 Scaffolds

A pesar de los resultados pro-
metedores obtenidos con las técnicas ex-
puestas anteriormente, no se deben me-
nospreciar algunas de las complicaciones
o inconvenientes que se les atribuyen (el
volumen de tejido de reparacion necesa-
rio, la morbilidad de la zona donante o la
dificultad para cubrir exactamente el drea
lesionada de cartilago). La ingenieria ti-
sular de los compuestos sintetizados in
vitro, estd encaminada a evitar estas limi-
taciones. Los scaffolds, o matrices macro-
porosas de biomateriales, proporcionan a
las células condrogénicas un alojamiento
temporal en el que sobreviven, se multi-
plican, y producen MEC para constituir el
cartilago regenerado. Estos biomateriales
actian como un vehiculo de transferencia
celular y por lo tanto, deben de ser bio-
compatibles con el tejido primitivo sobre
el que se produzca la lesion (y por ende,
con el tejido de alrededor de la zona en la
que se implante la matriz biosintética)™!V.

El polimero natural mds am-
pliamente estudiado para las lesiones
condrales es el coldageno. Los condrocitos
proliferan en geles de coldgeno'?, y esta
demostrado que los condrocitos mantie-

nen su fenotipo mds tiempo con colage-
no II que con coldgeno I. Sin embargo, el
coldgeno unicamente puede extraerse de
organismos vivos, lo que encarece su pro-
duccién y conlleva un potencial riesgo de
transmision de enfermedades por priones.
Otro problema que presenta el coldgeno,
es que los condrocitos humanos cultiva-
dos en contacto con él pueden expresar
moléculas inductoras de respuesta inmu-
ne, provocando de esta manera la pérdida
completa del implante.

Otros scaffolds naturales utiliza-
dos son la azarosa, geles de fibrina, acido
hialurénico y el citosan. Muchos de estos
compuestos son hidrogeles y se disefian
como inyectables en su forma liquida,
mezclandose adecuadamente con las célu-
las condrogénicas. Una vez inyectadas en
la zona receptora, estas sustancias tienden
a rellenar cualquier defecto cartilaginoso
sea cual sea su forma y tamano'?.

Existen también polimeros sinté-
ticos cuya biocompatibilidad ha sido am-
pliamente estudiada'¥ y que eliminan
algunos de los problemas que aparecen
con los naturales. Estos son el acido poli
DL-lactico (PLA) y el acido poliglicdlico
(PGA). El PLA es menos cristalino y mas
estable que PGA, y se tiene mas experien-
cia en su uso en el campo de la cirugia or-
topédica. Sin embargo, los esfuerzos para
generar cartilago hialino con PLA han
sido infructuosos a causa de la baja sinte-
sis de GAG sulfatado y por la formacion
de fibras de colageno tipo I por las célu-
las cultivadas en él. Existe un copolimero
de PLA y PGA , el 4cido poli DL-lactico-
glicdlico (PLGA). Se trata de un polime-
ro ampliamente estudiado!¢17118) pero
ain no existen estudios que lo muestren
como claramente superior a todos los de-
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mas. Otros polimeros sintéticos en vias de
desarrollo para su aplicacion en los cul-
tivos de condrocitos son el Polietileno, el
oxido de Propileno y el Polipropileno fu-
marato!!'>120,

Por otra parte, el éxito clinico de
la mosaicoplastia con injertos osteocon-
drales ha hecho que se plantee la idea de
generar compuestos osteocondrales bifasi-
cos (hueso-cartilago) mediante ingenieria
tisular para la reparacion de lesiones os-
teocondrales. La reparacion osteocondral
presenta numerosas ventajas respecto a la
reparacion unicamente cartilaginosa, en-
tre las que cabe destacar la estabilidad del
implante durante los movimientos articu-
lares. El componente 6seo del compuesto
osteocondral sintetizado constituye un so-
porte rigido para el componente cartilagi-
noso, de manera que esta estructura puede
introducirse a presion o pressfit en el lecho
de lesién. Muchos estudios han utilizado
fosfato tricalcico para sintetizar el com-
ponente 6se0140. Cuando las células de
la médula 6sea contactan con la fraccién
6sea del implante bifasico, se convierten
en osteogénicas y favorecen la integracion
del implante al hueso huésped. Las mis-
mas circunstancias se dan en la interfase
entre el cartilago huésped y la fraccion
cartilaginosa del scaffold 12V0122),

Respecto al tipo celular que se eli-
ge para implantar en la lesion del cartilago
junto con su scaffold correspondiente, la
elecciéon mads obvia es el condrocito dife-
renciado, pues es capaz de producir MEC.
Dado que las subpoblaciones de condroci-
tos presentan diferencias dependiendo del
estrato en el que se encuentren, es impor-
tante tratar de mantener estas diferencias
en el implante>2%, Otro aspecto a tener
en cuenta es que dependiendo del estrato

en el que se encuentren, los condrocitos
responden a la produccién de GAGy ala
proliferacién de manera diferente ante las
mismas cargas mecanicas?.

Un problema que surge con la
utilizaciéon de condrocitos diferenciados
es que estos, con la edad, disminuyen de
manera importante en numero en las ca-
pas superficiales. Es por esta razén que
también se esté intentado reparar lesiones
de profundidad completa con células me-
senquimales de médula dsea, de musculo
y de periostio.

Dependiendo del tipo celular ele-
gido, varios factores de crecimiento han
sido estudiados para tratar de utilizar su
influencia en la regulacién del crecimien-
to celular y en la producciéon de MEC. El
TGF-beta se sabe que promueve la prolife-
racion y diferenciacion de células inmadu-
ras. Sin embargo, en el caso de los condro-
citos se ha visto que decrece la produccion
de PG y provoca el cambio de expresion
de coldgeno IT a I, ambos hechos signos de
desdiferenciacion?. Por otra parte, hay
estudios que demuestran que este factor
de crecimiento provoca el estimulo de la
produccién de ambos tipos de colageno
y de GAG bajo ciertas condiciones al ser
utilizado junto con PLG, aumentando asi
la formacién de MEC y de tejido cartilagi-
noso de mejores caracteristicas al compa-
rarlo con lesiones control sin tratamiento.
Por tanto, los resultados ante el uso de
TGEF-beta aun son contradictorios.

Las Proteinas Morfogenéticas
Oseas se ha observado que mantienen el
fenotipo de cartilago articular a la vez que
aceleran la formacién de hueso subcon-
dral y mejoran el aspecto de la superficie
articular formada"?”. Por ultimo, los Insu-



lin Growth Factors se cree que son favore-
cedores de que los condrocitos osteoartri-
ticos formen matriz extracelular?®.

Desde hace tiempo ya es sabido
que las fuerzas mecanicas aplicadas sobre
el cartilago contribuyen al mantenimien-
to del fenotipo, a regular la biosintesis
y a organizar la MEC en funcién de las
necesidades mecanicas"*"*?), La presion
hidrostatica sobre los condrocitos es uno
de los tipos de fuerzas mecénicas mas es-
tudiadas, y también ha sido empleada en
bioreactores para cultivo de tejidos. La
presion hidrostatica se ha demostrado
que altera la organizacion del citoesquele-
to, e induce la expresion de interleucina y
factor de necrosis tumoral . Smith ha de-
mostrado que un régimen intermitente de
cargas cada 4 horas durante 4 dias provoca

un incremento de nueve veces del ARNm
para colageno tipo II y un incremento de
20 veces para el ARNm de agrecanos'*".
Estos hallazgos han hecho que se hayan
disenado sistemas de perfusion para cul-
tivo de condrocitos que aplican de manera
intermitente una presion fisioldgica deter-
minada. De esta manera se consigue un
aumento del contenido de proteoglicanos
en el tejido cultivado, que conlleva un au-
mento correlativo del médulo compresivo
y la mejora en las caracteristicas mecani-
cas del modelo cultivado. Otros efectos
mecanicos que estan siendo estudiados
son la compresion vy el cultivo dentro de
un flujo turbulento con resultados varia-
bles en cuanto a estimulacién de la biosin-
tesis de nuevo tejido.
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1.4

NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL
TRATAMIENTO DE LAS

1.4.1 INTRODUCCION

Ademas del desarrollo y perfec-
cionamiento de las técnicas quirurgicas
explicadas anteriormente, existen nume-
rosas lineas de investigacion centradas en
encontrar tratamientos que sean menos
agresivos y mas efectivos a la hora de en-
frentarse a las lesiones osteocondrales. En
esta linea, encontramos tres grupos bien
diferenciados. El primero consiste en la
utilizacién de elementos celulares indife-
renciados que deriven hacia el tejido ce-
lular que necesitamos reparar, como es el
caso de las células troncales pluripoten-
ciales*?. El segundo grupo consiste en el

LESIONES OSTEOCONDRALES

aporte a la lesion de factores bioquimicos
que induzcan o potencien la capacidad au-
torregenadora del tejido lesionado, como
es el caso de los factores de crecimiento
de origen plaquetario™?. Y por ultimo
el tercer grupo, que consiste en aportar a
la lesion compuestos organicos sintéticos
presentes en el organismo sano, pero que
con el proceso de envejecimiento se van
perdiendo, como es el caso del acido hia-
lurénico™.



1.4.2 INGENERIA TISULAR:
APLICACION DE LAS
CELULAS TRONCALES
PLURIPOTENCIALES EN
CIRUGIA ORTOPEDICA.

La ingenieria tisular es un cam-
po interdisciplinar que aplica los princi-
pios de la ingenieria y de la biologia para
el desarrollo de sustitutos bioldgicos que
restauren, mantengan o mejoren la fun-
cién articular mediante la utilizacion de
células, combinadas con biomateriales o
con factores bioquimicos que mejoren
sus capacidades reparadoras(!39(130(137138)
Los criterios que se deben de seguir a la
hora de elegir entre los diferentes estirpes
celulares que se pueden utilizar, son que la
estirpe elegida pueda producir un nime-
ro suficiente de células y tejido para conse-
guir la reparacion completa, éstas puedan
diferenciarse y mantenerse con el fenoti-
po correspondiente y que, tanto las células
como los tejidos, adopten la organizacion
tridimensional necesaria y produzcan la
matriz extracelular3040),

Por ultimo, las células y los teji-
dos aportados deben de poder adaptarse
e integrarse a las demandas del tejido que
van a reparar, conseguir una integracion
completa y una vascularizacion adecuada
con el tejido local y, todo ello, sin provocar
un rechazo inmunoldgico™*V42),

Las células troncales pluripo-
tenciales se caracterizan por tres propie-
dades: autorrenovacion, capacidad de
desarrollarse en multiples lineas celulares
y potencial de proliferar sin limite®*?, lo
que las hacen unas excelentes candidatas
para su uso en la ingenieria tisular. Dentro
de las células troncales pluripotenciales se

incluyen células autdlogas, alogénicas y
xenogénicas. Cada una de estas categorias
se puede dividir dependiendo del estado
de diferenciacién celular. En primer lugar
estan las células indiferenciadas de origen
embrionario o umbilical, frente a aque-
llas células diferenciadas que caracterizan
a cada uno de los tejidos del organismo.
Entre ambos grupos, podemos incluir un
grupo intermedio de células sin diferen-
ciar conocido como células troncales del
adulto, que pueden dirigirse hacia distin-
tas lineas celulares 44,

1.4.2.1 Las celulas troncales del
adulto.

Las células troncales del adulto
tienen ventajas y son mas utilizadas que
las embrionarias pues no plantean ningu-
na barrera ética al encontrarse en muchos
lugares del organismo, ser relativamente
faciles de obtener, no dar lugar a proble-
mas inmunolégicos y al haber demostra-
do una efectividad superior a las células
embrionarias, sin observarse los tumores
de nueva apariciéon relacionados con el
uso de estas ultimas"*”.

Las células troncales del adulto
pueden obtenerse de reservorios del or-
ganismo como son el hueso trabecular, el
periostio, la membrana sinovial, el muscu-
lo, la dermis, la sangre, la médula dsea y el
tejido adiposo. Permanecen en el organis-
mo tras el nacimiento, disminuyendo los
reservorios con la edad.

1422 Las celulos troncales del
adulto derivado del tejido adiposo.

El descubrimiento de que era po-
sible la obtencién de células troncales des-
de el tejido adiposo del adulto supuso una
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revolucion, ya que podian ser asi obteni-
das en grandes cantidades y con un mini-
mo disconfort para el paciente, teniendo
unas caracteristicas fenotipicas y un po-
tencial de diferenciaciéon muy similares a
las células troncales adultas derivadas de
la médula 6sea*®).

El tejido adiposo posee la habi-
lidad de cambiar de volumen durante la
vida del individuo. Los cambios menores
son por hipertrofia celular, pero los cam-
bios mayores son mediados por hiperpla-
sia y aumento de la vascularizacion. Estos
cambios estdn mediados por una pobla-
cion de células troncales multipotenciales
con propiedades similares a las obtenidas
desde la médula dsea "7,

El tejido adiposo deriva de la
capa mesodérmica del embrién y tiene
desarrollo pre y postnatal. La formacion
de células adiposas en la especie humana
tiene lugar durante el segundo trimestre
de gestacion*®. Las células adiposas se
caracterizan por su aspecto fibroblastico,
con un abundante reticulo endoplasma-
tico, un alto indice nicleo/citoplasma, lo-
calizacion perinuclear de la mitocondria y
presencia de vacuolas lipidicas"*. Su dife-
renciacion celular proviene de las secuen-
cia  adipoblasto-preadipocito-adipocito
inmaduro-adipocito maduro. En el tejido
adiposo los precursores coexisten en con-
junto con células adiposas maduras, fibro-
blastos, células sanguineas, células endo-
teliales, pericitos y células mesenquimales
indiferenciadas*.

Las células troncales de origen
adiposo cumplen los criterios de Grim-
ble!*) para que las células troncales pue-
dan ser utilizadas con fines médicos, y
considerando la incidencia de obesidad

en la poblacion actual, esta es una fuente
abundante y accesible. El tejido adiposo
puede ser obtenido mediante lipoaspi-
racion en grandes cantidades y con un
riesgo minimo. La lipoaspiracion es el
tercer procedimiento realizado con ma-
yor frecuencia por los cirujanos plasti-
cos en Estados Unidos (ASPS), y con un
indice muy bajo de complicaciones"”.
Cada gramo de tejido adiposo contiene
aproximadamente 5000 células troncales
pluripotenciales, aproximadamente 500
veces mas que 1 g de médula dsea’*”). Otro
aspecto importante es que en la articula-
cion de la rodilla se encuentra un acumulo
graso prerrotuliano conocido como grasa
de Hoffa. Este reservorio graso es de fa-
cil abordaje durante la realizacién de una
artroscopia, con lo que durante el mismo
acto quirdrgico de exploracion de una le-
sidén osteocondral, es posible obtener una
muestra de tejido graso sin necesidad de
acudir a otra zona donante del organismo.

Las células troncales de origen
adiposo tienen la capacidad de diferen-
ciarse en células de origen mesodérmico,
como son los adipocitos"?, miocitos*?,
los osteocitos 40152053 v Jos condroci-
tos149059  proceso denominado diferen-
ciacién linaje-especifica. Dentro de estos
tipos celulares mesodérmicos, el proceso
de diferenciacion puede cambiar por so-
breexposicion a un factor de transcripcion
especifico. Este proceso es conocido como
transdiferenciacion*®. Sin embargo, cada
vez hay mas evidencia de que los células
troncales de origen adiposo también pue-
den diferenciarse en tejidos de origen
distinto como neuronas’®®, células pan-
credticas endocrinas"™”, hepatocitos*®,
células endoteliales"*, cardiomiocitos!*”
y células epiteliales®). A este proceso se le
denomina diferenciacion cruzada .



La diferenciaciéon condrogéni-
ca de estas células se consigue mediante
la adicién de TGF-bl, BMP-4, BMP-6 y
BMP-712, Se describen diferencias en la
capacidad de diferenciacion de éstas fren-
te a las derivadas de médula osea, pero se
deberian sélo a un menor tiempo de cul-
tivo147),

Existen numerosas aplicaciones
clinicas de su uso en diferentes patologias.
Dentro de los primeros casos descritos se
encuentra su utilizacién para tratar gran-
des defectos de calota asociadas al uso de
fibrina y de una matriz biodegradable®?.
Se han utilizado también en la recons-
truccion de la mandibula en un paciente
sometido a hemimandibulectomia con
posterior reconstrucciéon con colgajo y
matriz 6sea con BMP-2, obteniéndose for-
macion de hueso a los 8 meses'*¥. Garcia-
Olmo"® ha publicado la utilizacion de
células troncales de origen adiposo para
el cierre de fistulas enterocutaneas en pa-
cientes con Enfermedad de Crohn, obte-
niendo un 75% de éxitos. También se han
utilizado con éxito en 1 paciente para el
cierre de una fistula traqueomediastinica
producida por radioterapia’*®. Rigotii'*”
ha descrito el uso la inyeccion de lipoas-
pirado purificado en tlceras cutaneas
secundarias a radioterapia. Finalmente,
cabe mencionar que se estan realizando
estudios clinicos para evaluar la respuesta
de las células troncales de origen adipo-
so en el tratamiento del infarto agudo de
miocardio, en la insuficiencia cardiaca®®
y en la reparacion de lesiones de musculo
esquelético traumaticas apreciandose una
aceleracion en el tiempo de reparaciéon y
un incremento de la fuerza contractil en
el nuevo tejido formado respecto al con-
trol"®).

1.4.3 APLICACION DE LOS
FACTORES DE
CRECIMIENTO DE
ORIGEN PLAUQETARIO
EN LA REGENERACION
DE LAS LESIONES DEL
CARTILAGO ARTICULAR

Los concentrados de sangre au-
tologa, entre los que se encuentra el plas-
ma rico en plaquetas, han ganado popula-
ridad creciente entre los profesionales de
la salud y entre los deportistas como re-
sultado de la atencién que le han prestado
los medios de comunicacion. Aparte de su
uso en cirugia ortopédica, el uso de estos
productos esta ampliamente documenta-
do en cirugia cardiovascular, maxilofacial
y pléstica y reparadora7007h072073)  E]
mercado del plasma rico en plaqueta se
calcul6 en 45 millones de dolares en 2009,
y se espera que crezca hasta los 120 millo-
nes en 2016174,

El organismo responde al dafo
tisular mediante un complejo mecanismo
de cicatrizacion en el que las plaquetas
tienen un papel importante. En primer
lugar, son las responsables de detener el
sangrado. Pero una vez que son activadas
por mediadores en el lugar del dafio co-
mienzan un proceso de degranulacion en
el que se liberan diferentes proteinas y fac-
tores de crecimiento que contribuyen a la
cicatrizacion de la lesion7>0176),

Para ello, las plaquetas contie-
nen un conjunto de granulos (llamados
granulos alfa) que estdn llenos de cito-
quinas (FGF-2, IGF-1), factores de creci-
miento (PDGF), TGF beta, VEGE, Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF) todos
ellos capaces tanto de incrementar la tasa
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de proliferacién de varios tipos celulares
como de influir en la sintesis de tejido y
en su remodelacion®?"7"), Estos granu-
los son liberados bajo la activacion de la
trombina, el coldgeno o por la destruccion
mecanica de la propia plaqueta.

Los productos de liberacion de
las plaquetas han sido estudiados y utiliza-
dos desde los anos setenta en el campo del
tratamiento de lesiones de hueso, musculo
y tendén. Los PRP son obtenidos a partir
de la sangre periférica del propio paciente,
que es centrifugada para obtener un con-
centrado de plaquetas, las cuales tras ser
activadas in vitro, son administradas en el
sitio de la lesion. Su uso se basa en premi-
sa de que aporte extra de factores de creci-
miento incrementard de manera substan-
cial el proceso de cicatrizaciéon natural”
77 Su obtencion se basa en la utilizacion
de un volumen de la fraccién plasmatica
concentrada de sangre autéloga del pro-
pio paciente, conocida como PRP (plasma
rico en plaquetas)!”.

Existen numerosos estudios que
demuestran resultados prometedores con
el empleo de PRP en el tratamiento de
secciones cronicas tendinosas median-
te inyecciones en estructuras tendinosas
del hombro, del tobillo y de la rodilla. Sin
embargo, cabe mencionar que muchos de
esos estudios utilizaron muestras peque-
fas"’®. También han sido ampliamente
utilizados los PRP en el campo de la in-
genieria tisular dsea, pero con resulta-
dos mas controvertidos. Asi, los estudios
de Marx"? y Oyama“® en el campo de
las reconstrucciones maxilofaciales mos-
traron un fuerte efecto de los PRP en la
formacion de hueso, mientras que los es-
tudios de Doriy Kassolis y Reynolds mos-
traron unos efectos débiles"s".

En el caso del cartilago articular,
los PRP poseen un impacto directo a la
hora de mejorar los problemas del cartila-
go articular mediante la inyeccién direc-
ta intrarticular en la rodilla del paciente.
Aunque esta aplicacion no ha sido inves-
tigada aun en profundidad, los resultados
preliminares que existen hasta la fecha son
prometedores. Asi, estudios como los de
Hildner"®V, que abarca el resultado del
tratamiento de 115 rodillas en 91 pacien-
tes, muestran una mejora en la funcién
articular de la rodilla con un disminucién
significativa del dolor, especialmente en
pacientes jovenes. Existen en esta misma
linea otros estudios que hablan de un be-
neficio terapéutico para esta y otras indi-
caciones!82(18),

El mecanismo de accién a la hora
de favorecer la reparacion de las lesiones
del cartilago articular, se cree que esta en
relacion con la capacidad de estimulacion
y diferenciacién que tienen los factores de
crecimiento plaquetarios sobre los condro-
citos"®. Sin embargo, los resultados acerca
de la influencia que tienen estas sustancias
sobre el incremento de la produccion de
matriz cartilaginosa son controvertidos.
Akeda"®?, a partir del uso de condrocitos
aislados porcinos estimulados con PRP
observo un aumento en la produccion de
proteoglicanos y de coldgeno, siendo este
ultimo predominantemente de tipo II. Se
estima que las diferencias entre los dife-
rentes estudios pueden venir dadas por las
diferentes condiciones de cultivo y de pre-
paracion de los PRP, siendo un factor clave
en las diferencias de preparacion el tipo de
activacion utilizado. Han ha demostrado
que la activacion con trombina elimina el
potencian osteoinductivo y condroinduc-
tivo de los PRP. Otros estudios posteriores
han corroborado estos resultados %V



1.4.4 UTILIZACION
TERAPEUTICA DE LAS
INFILTRACIONES
INTRAARTICULARES CON
ACIDO HIALURONICO

El acido hialurénico es un im-
portante componente de las matrices ex-
tracelulares corporales y esta presente
en unas concentraciones particularmen-
te altas en el cartilago y en el liquido si-
novial. El acido hialurénico endoégeno
proporciona viscoelasticidad al liquido
sinovial, fundamentalmente por sus pro-
piedades de lubricante y amortiguador, y
es esencial para la correcta estructura de
los proteoglicanos en el cartilago articular.
Constituye el eje central de varios agre-
gados de proteoglicanos necesarios para
la integridad funcional del cartilago y de
otras matrices extracelulares®. El 4cido
hialurénico es el maximo responsable de
las propiedades viscoelasticas del liquido
sinovial 18OUSNASA) v juega ademds un
papel clave en actividades bioldgicas tan

diversas como la proliferacion y la activi-
dad celular®0on,

Los mecanismos de accion de-
mostrados del acido hialurénico son los
siguientes:

Efectos sobre la inflamacion:

o Efecto neutralizador de ra-
dicales y superdxidos (éxido
nitrico)*¥

o Reduccion del derrame>01%)

o Modulacién de la actividad
celular®”

o Reduccion de la producciéon
de prostaglandina E2®

Efectos en la fisiopatologia artrésica:
o Estimulacién de la produc-
cion de AH enddgeno!*

» Reduccién de la degradacion

del marcador de cartilago®”
e Accion bioldgica sobre los
condrocitos humanos!*”
o Inhibicion de la apoptosis
del condrocito en pacientes
con artrosis %"

Los acidos hialurénicos sintéti-
cos comercializados actualmente se ob-
tienen a partir de dos procesos, ambos
aprobados por la Farmacopea Europea.
Por un lado pueden obtenerse a partir de
la extraccion y purificacion de la cresta de
gallo, y por otro, a partir de cultivos bac-
terianos de Estreptococos, mediante una
posterior purificaciéon del producto.
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4.1

LAS PATOLOGIAS DEL
CARTILAGO ARTICULAR

Las patologias del cartilago arti-
cular tienen una amplia repercusion en la
poblaciéon mundial tanto por su alta pre-
valencia como por la merma de la calidad
de vida que suponen. En el caso de las le-
siones degenerativas, se considera que la
osteoartrosis es la enfermedad articular
mads comun en Estados Unidos, afectando
a veintisiete millones de personas. En el
caso de la rodilla, se estima que afecta al
10% delos hombres y al 13% de las mujeres
por encima de los sesenta afios”. También
en Estados Unidos, la patologia artrésica
es la segunda causa de limitacion laboral
en mayores de cincuenta anos tras la car-
diopatia isquémica®, y desde el punto de
vista econdmico, supone un coste anual
en este pais de unos sesenta billones de
dolares al afo™. En el caso de las lesiones

osteocondrales, pueden llegar a encontra-
se hasta en un 10-12% de la poblacién®,
con la gravedad anadida que suele afectar
a personas jovenes y que muchas de estas
lesiones desembocan en artrosis.

Todas las lesiones del cartilago
articular tienen en comun la baja capaci-
dad que tiene el cartilago hialino para re-
parar el dafio una vez que la lesion se ha
establecido. El cartilago es un tejido supe-
respecializado en la trasmision de cargas,
y para ello, a lo largo de la evolucién, ha
ido perdiendo unas estructuras impres-
cindibles para su autorreparacién: vasos
sanguineos®. Sin aporte vascular, no es
posible que lleguen al lugar las moléculas
necesarias para iniciar y continuar el pro-
ceso de reparacion, y su baja celularidad
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tampoco contribuye a ello. Esta
es una de las principales limitaciones a la
que nos enfrentamos a la hora de intentar
poner solucidn a esta patologia.

Los tratamientos que existen ac-
tualmente o se pasan o se quedan cortos.
Asi, en el caso de la artrosis establecida
y sintomdtica el Unico tratamiento eficaz
es la cirugia protésica, consistente en sus-
tituir toda la superficie articular por una
artroplastia. Este tipo de cirugia es com-
plicada, tiene un alto coste socioecono-
mico” y presenta importantes riesgos y
contraindicaciones para los pacientes. En
el caso de las lesiones osteocondrales, los
diversos tratamientos quirdrgicos existen-
tes en forma de trasplante de condrocitos,
injertos o fijacion de lesiones han tenido
hasta la fecha un éxito limitado®.

En los ultimos afos, diversos es-
tudios se han orientado hacia el desarrollo
de técnicas que consigan mejores resulta-
dos en el tratamiento de las lesiones del
cartilago hialino sin necesidad de tener
que hacer intervencion quirurgica, con el
ahorro en coste para la sociedad y en ries-

gos para el paciente que esto supone® 19,
En esta linea, nuestro estudio propone la
infiltraciéon de una combinacién de facto-
res de crecimiento de origen plaquetario,
células madre de origen mesenquimal y
acido hialurénico en la cavidad articular
de la rodilla de un conejo al que previa-
mente le hemos hecho una lesiéon os-
teocondral experimental. Consideramos
que seria de gran interés determinar si el
aporte externo de células madre que se
puedan diferenciar hacia condrocito, jun-
to con los factores propios del plasma del
conejo enriquecidos y el acido hialuréni-
co, puede paliar la falta de aporte sangui-
neo al cartilago lesionado, y favorecer su
reparacion.

En caso de que asi sea, nos en-
contrarfamos ante un método sencillo y
relativamente barato que se podria aplicar
desde los primeros momentos en los que
aparece la lesion del cartilago, favorecien-
do la curacién de éste y evitando su pro-
gresion hacia la artrosis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cartilago articular se caracteri-
za por ser un tejido avascular. Los nutrien-
tes necesarios para su supervivencia le lle-
gan a través del liquido sinovial y desde
los vasos presentes en el hueso subcondral
subyacente. Por otra parte, la capacidad
divisional de las células que lo forman es
escasa.

En consecuencia, las lesiones
agudas o degenerativas del cartilago ar-
ticular tienen poca capacidad de rege-
neracioén y, en todo caso, el nuevo tejido
formado tiene una calidad inferior al ori-
ginal. Se han desarrollado numerosas téc-
nicas quirdrgicas que buscan aumentar la
capacidad de cura del cartilago y mejorar
la calidad del tejido cicatricial formado,
pero ninguna de ellas ha llegado a resolver
el problema por completo. La aplicacion
de sustancias intraarticulares tiene venta-
jas respecto a las técnicas quirtrgicas en
cuanto a coste y sencillez.

En el siguiente estudio plantea-
mos una experiencia basada en la siguiente

hipétesis: la capacidad reparativa del acido
hialurdnico, los factores de crecimiento de
origen plaquetario y las células madre me-
senquimales de origen adiposo se ve poten-
ciada cuando se usan de manera conjunta
en el tratamiento de las lesiones osteocon-
drales producidas artificialmente en la ro-
dilla de un animal de experimentacion.

Los objetivos que nos hemos
planteado en nuestro trabajo son:

Comprobar el efecto beneficioso
que tiene la aplicacion intraarticular ais-
lada de acido hialurénico, plasma rico en
plaquetas y células madre mesenquimales
de origen adiposo en una rodilla a la que
experimentalmente se le ha realizado una
lesion osteocondral de espesor completo.

Analizar si la aplicacion combi-
nada de estas sustancias tiene efecto sinér-
gico a la hora de promover la reparacién
del cartilago articular dafiado.
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EL ANIMAL DE
EXPERIMENTACION

El animal de experimentacion
elegido para nuestro estudio fue el conejo
blanco de la raza Nueva Zelanda. Se trata
de una raza creada en 1916 en California
por W.S. Preshaw. Inicialmente se us6 con
fines del comercio de pieles y de produc-
cién de carne dado la gran velocidad a la
que se desarrollaban y alcanzaban un buen
estado ponderal. Entres sus ancestros po-
siblemente se encuentren las razas Ango-
ra, Flemish Giant y el American White.
Para nuestro estudio elegimos 24 conejos
machos de 12 semanas de edad y 1800 g
de peso.

Morfolégicamente se caracteri-
zan por su color blanco, con un cuerpo re-
dondeado y una cabeza ancha con ojos de

color rosado. El animal adulto pesa entre 4
y 5 kilogramos. A diferencia de la gruesa
piel de sus cuerpos, las orejas presentan
una piel mds fina y un pelo mas corto, pu-
diendo localizarse facilmente en esta zona
vasos sanguineos superficiales.

Esta raza de conejo es especial-
mente adecuada para utilizar como animal
de laboratorio debido a su tamafo medio,
su docilidad y la facilidad de su manejo. Su
tamano, su fertilidad y sus habitos alimen-
ticios permiten la obtencion de muestras
estadisticamente satisfactorias, sin un cos-
te excesivo. Otra ventaja a tener en cuenta,
son las grandes venas a las que se tiene ac-
ceso en las orejas, que permiten que tanto
la obtencion de muestras de sangre, como
la administracion de medicacidn, sea mas
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sencilla que en otros animales de experi-
mentacion. En nuestro caso, otra ventaja
importante es que la anatomia de la rodilla
del conejo guarda bastante similitud con
la del humano. En una disecciéon previa
al inicio del estudio, comprobamos que el
fémur del conejo presentaba dos céndilos
de un tamano suficiente para realizar al
lesiones osteocondrales que precisébamos
hacer.

Principalmente existen dos des-
ventajas para el uso de este tipo de animal
en experimentacion. En primer lugar, la
mayor parte de las colonias constituyen

Conejo adulto de la raza Nueva Zelanda

depdsitos virtuales de diversas enfermeda-
des. Sin embargo, esto se ha ido superando
gracias al desarrollo de ejemplares sanos
mantenidos bajo condiciones especiales
en centros especializados en la cria espe-
cifica de animales de experimentacion.
La segunda desventaja importante es que
el conejo es muy sensible a los anestési-
cos, teniendo reacciones extremadamente
variables a la mayoria de los anestésicos
generales. Por ello, para la realizacion de
nuestro estudio se utilizé6 un protocolo
anestésico estricto adaptado a esta raza de
animal.




4.4

LUGAR DE ESTABULAMIENTO

Y DE REALIZACION DE LAS

INTERVENCIONES QUIRURGICAS

El estabulamiento y los cuidados
diarios de los animales de experimenta-
cion se llevo a cabo en las instalaciones
del Animalario de la Universidad de Ledn,
cumpliendo las directrices del Real Decre-
to 1201/2005 del 10 de Octubre de 2005
sobre “Proteccion de animales utilizados
en experimentacion y otros fines cienti-
ficos” Previamente a la cirugia se estabu-
laron a los animales durante 72 horas en
jaulas individuales de 2200 cm cuadrados
de superficie con el objetivo de aclimatar-
los a su nuevo medio ambiente antes de la
cirugia. La alimentacion se llevé a a cabo
con pienso especifico y agua. Cada animal
y cada jaula se identificaron debidamente.

El lugar elegido para las cirugias
fueron los quirdfanos del Hospital Clinico
Veterinario de Castilla y Leon, situado en
Leodn capital, perteneciente a la Universi-
dad de Ledn y a las Consejerias de Edu-

cacion y Agricultura de la Comunidad.
Este centro inicid su andadura en 2009,
y cuenta con aproximadamente 6000 me-
tros cuadrados dedicados a la asistencia
clinica veterinaria, la formacién de vete-
rinarios internos, el soporte permanente
de actividad docente y la colaboracién con
proyectos de investigacion que precisen de
animales de investigacion.

Para la realizacion de las inter-
venciones quirdrgicas se utilizaron dos
pinzas de diseccion tipo Adson con dien-
tes, dos separadores Senn Miller, una pin-
za de traccion tipo Koetcher, unas tijeras
de diseccion tipo Metzembaum, un bisturi
desechable del nimero 12, dos pinzas de
hemostasia tipo mosquito, un porta agu-
jas para la sutura de cierre y un punzén
quirargico de 3 mm de ancho por 3 mm
de profundidad para la realizacion de las
lesiones osteocondrales.
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HOSPITAL CUNICO VETERINAD)
DE CASTILLA Y LEON

Instalaciones del Hospital Clinico Veterinario de Castilla y Le6n.
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4.0

PLANIFICACION Y
EJECUCION QUIRURGICA

Cuarenta y cinco minutos antes
de la intervencién quirdrgica se sedd a
cada conejo con una dosis intramuscular
de 15 mg/Kg de peso de ketamina y otra
de 0,1 mg/Kg de medetomidina. Como
profilaxis antibidtica se utilizé cefazolina
intravenosa (20 mg/Kg de peso). La anes-
tesia utilizada fue de tipo inhalatorio me-
diante la administracion con mascarilla de
isofluorano al 1,5%.

Con el conejo sedado, se proce-
did a coger una via venosa periférica a ni-
vel auricular y a rasurar ambas rodillas y el
abdomen. Previamente a la intervencidn,
se realizaron tres lavados seriados de la
zona quirurgica alternando solucion jabo-
nosa yodada y alcohol de uso biosanitario.
Por ultimo, se pintd la zona quirurgica con

povidona yodada y se preparé un campo
estéril con pafos quirurgicos desechables.

La incisién quirdrgica se reali-
z6 la cara anterior de la rodilla del conejo
centrada sobre la rotula, prolongandola 2
cm distal y proximalmente. Mediante di-
seccion suave, se despegd el plano muscu-
lotendinso del tejido celular subcutaneo,
localizandose el musculo cuadriceps, el
tendon cuadriccipital y el tendén rotulia-
no. Para acceder a la articulacion se rea-
liz6 una artrotomia parapatelar externa,
luxdndose la rétula en direccion medial
para exponer los condilos femorales. Bajo
vision directa, se crearon los dos defec-
tos osteocondrales (uno en cada condilo)
utilizando el Puntch de biopsia y profun-
dizando hasta el plano 6seo subcondral..
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Una vez creados ambos defectos, se pro-
cedid a cerrar la artrotomia mediante su-
tura discontinua con un hilo reabsorvible
Dexon 0.Tras cerrar la capsula articular, se
procedio a infiltrar la cavidad articular con
las diferentes combinaciones de sustancias
estudiadas, seguin cual fuera el grupo que
estabamos operando. Para ello se utilizo
una jeringa desechable de 5 cc y una agu-
ja intramuscular. Para aproximar el tejido
subcutaneo se utilizé un hilo reabsorvible
Dexon 2/0, y para la piel se aplicaron gra-
pas. Como medida de asepsia, se aplicd a
la herida un apdsito en aerosol (Nobecu-
tan).

Aquellos conejos del grupo en el
que se les aplicaba céulas madre de origen
adiposo, precisaron dos semanas antes

una intervencion previa con el fin de ex-
traer el tejido adiposo a partir del cual cul-
tivar las células madre. Para ello se realizé
un incision en la zona inferoexterna del
abdomen. Tras seccionar la piel, se loca-
lizaron los depdsitos grasos abdominales
y se extrajo una muestra abundante de te-
jido graso para cultivo. El cierre de la piel
y el tejido subcutaneo se realizaron de un
modo similar al descrito anteriormente.

Durante postoperatorio inme-
diato el animal se mantuvo controlado
y bajo observacién en un drea al efecto.
Como analgesia utilizamos Meloxicam 0,5
mg/Kg cada veinticuatro horas durante los
primeros tres dias via oral. Se realizaron
curas diarias de la herida hasta la retirada
de grapas.

Incisidn cutdnea sobre la cara anterior de la rodilla



Aspecto macroscopico de la lesion osteocondral provocada en el condilo lateral

Cierre con puntos de sutura discontinua de la cavidad articular una vez realizadas las lesiones.

Infiltracién de la cavidad articular a través del tendén rotuliano con una aguja intramuscular
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4.4

OBTENCION DE LOS
FACTORES DE CRECIMIENTO

Para la obtencion de factores
de crecimiento de origen plaquetario en
nuestro estudio, se obtuvieron de cada
conejo 10 ml de sangre arterial al 10%
durante la preinducciéon anestésica. Esta
sangre se almacen6 en tubos con interior
estéril utilizando el citrato sédico como
anticoagulante. Posteriormente los tubos

se centrifugaron durante 10 minutos a
1500 rpm. Se obtuvo asi un sobrenadante
plaquetario de 3 ml al que se le afiadid 1
ml de cloruro célcico. Este concentrado
fue el que se administré bajo condiciones
estériles dentro del espacio articular de la
rodilla del conejo.




4.0

CULTIVO DE LAS
CELULAS MADRE

El tejido adiposo obtenido en la
intervencién abdominal, se preservéd en
solucion salina a temperatura ambiente
hasta su procesamiento. Para el aislamien-
to de las células madre mesenquimales en
él contenidas, se sometid a una minucio-
sa digestion mecanica seguida de una di-
gestion enzimatica con colagenasa tipo II
hasta la completa disgregacion del tejido.

La muestra digerida fue centrifu-
gada a 720 g durante 10 minutos y poste-
riormente se elimind el sobrenadante (que
contiene el componente lipidico) y se re-

cuper? el pellet, que compone la denomi-
nada fraccién del estroma vascular (FSV).

Las células obtenidas fueron
cuantificadas mediante el método azul
triptan y se sembraron en superficies
plasticas y fueron mantenidas en cultivo
durante 5-7 dias hasta alcanzar el estado
de preconfluencia, momento en el cual
fueron tripsinizadas para su posterior im-
plante en la cavidad articular de los ani-
males de experimentacion.
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4.0

DESCRIPCION DEL ACIDO
HIALURONICO UTILIZADO

El acido hialurénico que se uti-
liz6 en nuestro estudio es el principio ac-
tivo del HYALGAN (Biofarma), nombre
comercial de un medicamento aprobado
por la Agencia Espafiola del Medicamen-
to y comercializado en 39 paises para el
tratamiento de las afecciones del cartilago
articular.

HYALGAN es una solucion
acuosa tamponada, no pirogénica y estéril,

que contiene una fraccion de sal de sodio
del 4cido hialurénico de peso molecular
alto (entre 500.000 y 730.000 Daltons),
con un elevado grado de pureza y defini-
cién molecular. Hyalgan se presenta en je-
ringas precargadas monodosis con 2 ml de
solucion para uso inmediato mediante in-
yeccién intrarticular, que administramos
bajo estrictas condiciones de asepsia una
vez cerrada la articulacion.

. i yrry
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DISTRIBUCION DE
LOS GRUPOS

Se operaron un total de 24 conejos, a razén de 2 rodillas por cada animal, el total
fue de 48 rodillas, distribuidas de la siguiente manera.

AH [AH+|FC |FC+ [ AH+ |AR+FC Suero| ~
onftrol || TOTAL
CMM CMM| FC +CMM | +CMM
2semanas| 2 3 3 3 3 3 2 1 20
4 semanas| 3 2 3 2 3 3 3 3 22
TOTAL 5 5 6 5 6 6 5 4 42

AH: Acido Hialurénico
CMM: Células madre mesenquimales

FC: Plasma rico en plaquetas
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4.0

Para el sacrificio de los animales
se sigui6 un protocolo de sedacion similar
al utilizado enla preinduccion anestésica
con ketamina y medetomidina. Posterior-
mente se les administré 500 mg de tiopen-
tal sddico intravenoso para la eutanasia.

Tras el fallecimiento del animal,
realizamos una diseccién de la rodilla,

SACRIFICIO DE ANIMALES Y
OBTENCION DE LAS MUESTRAS

hasta dejar al descubierto todo el extremo
distal del fémur y la zona metafisaria. Con
una sierra metalica seccionamos a nivel de
la zona metafisaria y con ayuda del bisturi
desprendimos toda la epifisis femoral de
los tejidos blandos que la rodeaban. Los
bloques obtenidos fueron fijados en for-
mol al 10% hasta su posterior manipula-
cion.



4.9

PREPARACION Y ESTUDIO
HISTOLOGICO DE
LAS MUESTRAS

Las piezas de epifisis femoral de
los conejos fueron seccionadas para la
obtenciéon de rodajas perpendiculares a
la superficie articular que incluian el area
de lesion. Dichas rodajas fueron sumergi-
das en Biodec R (decalcificante comercial)
en el que permanecieron 12-16 horas, y
posteriormente fueron lavadas en agua
corriente, deshidratados en alcohol etilico
y aclarados con tolueno para su inclusion
en parafina. Los bloques de parafina con-
seguidos fueron seccionados a 10 micras
con un microtomo de parafina para la ob-
tencion de cortes histologicos. Los cortes
se tiferon con Hematoxilina/Eosina.

Las preparaciones fueron estu-
diadas y fotografiadas con un microsco-
pio NIKON Eclipse 90i. En las secciones
se valoraron, la estructura del cartilago
articular, la presencia de fisuras, esto es
la integracion del tejido neoformado en
el 4rea de lesion con las zonas vecinas, la
celularidad del tejido cartilaginoso desde
el punto de vista de la hipertrofia y la hi-
perplasia condrocitaria, las caracteristicas
de la matriz, fibrosa, hialina o tejido co-
nectivo. Asimismo, se valord la conducta
del hueso subcondral, en los referente a la
osteogénesis, la vascularizacion y los feno-
menos inflamatorios
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9.1

INTRODUCCION

La exposiciéon de los resultados
en el presente trabajo, se realizara descri-
biendo los hallazgos histoldgicos obteni-
dos en los distintos grupos comenzando
por el grupo control, es decir aquellos ani-
males a los que Ginicamente se les realizé la
intervencion quirurgica, y a continuaciéon
aquellos grupos a los que se les administrd
una sola sustancia, Acido hialurénico, Cé-
lulas madre, o Plasma enriquecido en pla-
quetas, y a continuacion aquellos grupos

en los que se administraron de forma com-
binada, Acido hialurénico mas plasma,
Acido hialurénico mas células, Plasma y
Células, y finalmente el grupo al que se le
administraron los tres compuestos Acido
Hialurénico mas Plasma mas Plasma en-
riquecido. En cada grupo, se comentaran
primero los hallazgos correspondientes a
la etapa temprana , dos semanas y a conti-
nuacioén los de cuatro semanas.

*Imagen: Cartilago articular. Se observan las distintas capas del cartilago, asi como el hueso subcon-

dral y la tidemark o linea limitante. Obsérvese asimismo la disposicion variable de los condrocitos y la matriz
extracelular del cartilago. Noétese la disposicion del tejido conectivo y los vasos sanguineos dispuestos entre las

trabéculas el hueso subcondral.
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GRUPO |

El grupo I corresponde a aque-
llos animales a los que Gnicamente se les
realizd la lesion quirdrgica y fueron sacri-
ficados a las dos y cuatro semanas de evo-
lucién.

A las dos semanas de
evolucion,, la panoramica(Fig.1) muestra
lalesion , con la superficie articular depri-
mida formando un crater (Fig.1), limita-
do lateralmente por cartilago articular de
apariencia histoldgica normal a este au-
mento, aunque presentando menor espe-
sor que el cartilago articular normal. Los
bordes laterales de la lesion, en superficie
muestran la transicion al cartilago normal,
estando constituidos por un cartilago hi-
pocelular con perdida de la arquitectura

citolégica. Este cartilago se incurva hacia
la profundidad formando la pared superfi-
cial de la lesion, presentando fisuras tanto
longitudinales como horizontales (Fig.1).
Ademas este cartilago asienta, no sobre
hueso, sino sobre distintas variedades de
tejido conectivo, englobando fragmentos
de cartilago y esquirlas de hueso (Fig.1).
Asimismo es frecuente la presencia de lu-
ces vasculares dilatadas(Fig.1). en la pro-
fundidad de la lesion existe una transicion
de tejido conectivo a hueso trabecular (en
origen subcondral) que presenta como ca-
racteristica el estar formado por trabecu-
las 6seas de menor grosor que las presen-
tes en circunstancias normales (Fig.1)



A mayor aumento (Fig.2), pode-
mos observar la desestructuracion del area
de lesion, la gran imbricacion de los restos
de cartilago y hueso con el tejido conectivo
adyacente, marcadamente celular(Fig.2).
Notese que la superficie articular de la le-
sién esta parcialmente revestida por len-
glietas de tejido conectivo(Fig.2).En el
centro y los bordes laterales se encuentra
fragmentos de tejido cartilaginoso que
presentan distintos grados de alteracion,
celular y de matriz, algunos de los cuales
estan relacionados con hueso trabecular
(Fig.2), y en ocasiones, fragmentos de te-
jido éseo rodeados por tejido conectivo

(Fig.2).

*1.-Panoramica del area de lesion con fragmentos de cartilago articular, restos de tejido 6seo y hueso
trabecular subcondral asociados a luces vasculares dilatadas.

**2.-Semipanoramica del area de lesion, donde se percibe la superficie deprimida, fragmentos de
cartilago celular, fragmentos de tejido 6seo, y de forma reactiva, zonas de cartilago inmaduro, tejido conectivo,

signos de neosintesis dsea y vasos sanguineos.
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El estudio detallado a mayor au-
mento (Fig. 3,4,5,6 y7) nos permite valo-
rar, en primer lugar los signos reactivos
como son el desarrollo y relleno de la cavi-
dad por tejido conectivo celular con abun-
dantes vasos(Fig.3), que engloba los frag-
mentos de cartilago resultantes de la lesion
(Fig.3) y focalmente la diferenciacién de
tejido conectivo en tejido cartilaginoso in-
maduro (Fig. 3 y 4) constituido por células
rodeadas de una matriz baséfila ( Fig.4).
en la superficie de la lesiéon, mas concre-
tamente en los bordes laterales, el tejido
conectivo ha proliferado recubriendo el
cartilago articular vecino (Fig.5).Este teji-
do conectivo presenta una mayor ordena-
cion de las células, dispuestas en paralelo
en las zonas mds superficiales, asi como un
mayor desarrollo del componente fibrilar
(Fig.5). En algunas zonas laterales, el carti-
lago articular presenta caracteristicas cito-
légicas normales (Fig.5). Los restos de te-
jido 6seo, desorganizados, se encuentran

rodeados por tejido conectivo y no pre-
sentan signos de actividad (Fig.6). En los
bordes de la lesién (Fig.7) el cartilago ar-
ticular presenta (Fig.7) desestructuracion
arquitectural consistente en pérdida de
las caracteristicas tintoriales de la matriz,
desorganizacién de la arquitectura celular
y alteracién en el nimero y disposicion de
los condrocitos, presentando ademas con-
dronas hipertréficas (Fig.7).

3.-Fragmentos de cartilago y cartilago inmaduro, asociados a restos de hueso en periodo de remodelacién,

asi como neosintesis 0sea.

4.-Cartilago poco diferenciado, hipercelular, en estrecha asociacién con tejido conectivo vascularizado.



5.-Detalle donde se observa la porcion superficial, articular del area de lesion. Nétese que el cartilago
se encuentra revestido por tejido conectivo vascularizado.

6.-Detalle de tejido conectivo de granulacion hipercelular y un fragmento de tejido dseo.

7.-Restos de cartilago mostrando la arquitectura alterada, tanto en la disposicion celular como en la
matriz cartilaginosa. Los condrocitos han proliferado de forma anarquica dando lugar a condronas hipercelula-
res, fendmeno frecuente en las lesiones de tipo artrdsico.
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El grupo de animales estudiado
a las cuatro semanas de la intervencién
presenta en general una lesion rellena en
su porcion superficial por tejido conectivo
moderadamente denso, hipercelular, bien
vascularizado (Fig. 8 y 9), el borde articu-
lar de la lesion se encuentra alineado con
el cartilago articular adyacente(Fig.8), sin
presentar depresion superficial que era la
norma en el subgrupo anterior. La profun-
didad de la lesion esta ocupada por hue-
so trabecular con signos de sintesis dsea
(Fig.8), que se continua con el hueso tra-
becular adyacente (Fig.8)

En la figura 9 se muestra, a mayor aumento una imagen representativa de
la superficie articular del area lesionada que esta constituida por tejido conectivo denso, ce-
lular con vasos sanguineos y una orientacion celular y fibrilar paralela a la superficie(Fig.9).
La superficie articular, se encuentra revestida por una capa celular simple que focalmente
recuerda al epitelio sinovial, y por encima del mismo se observa un exudado celular (Fig.9).

8.-Panoramica de la lesion, de borde no deprimido, constituida fundamentalmente por tejido conec-
tivo, cartilago en los bordes laterales y hueso neoformado en profundidad.

9.-A mayor aumento la porcion superficial de la lesidén se muestra constituida por tejido conectivo
vascularizado, més fibroso que el presente a las dos semanas, en la superficie articular se observa un discreto
exudado celular constituido por leucocitos y macrofagos.
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Los bordes laterales de la lesidn,
en contacto con el cartilago articular ad-
yacente (Fig. 10 y 11) muestran una bue-
na integracion del tejido conectivo con el
cartilago. En ocasiones, el tejido conecti-
vo se densifica adoptando una apariencia
similar al pericondrio del cartilago hia-
lino (Fig.10). En otros casos (Fig.11) , se
observan imagenes que parecen indicar
la transicion de tejido conectivo a tejido
cartilaginosos(Fig.11). A este aumento se
comprueba que el exudado que recubre la
superficie articular de la lesion esta cons-
tituido por células mononucleares y algin
leucocito (Fig.11).

En la profundidad del area lesio-
nada (Fig.8 y 12) se observa la transicién
de tejido conectivo a hueso trabecular
(Fig.12).1a cara del tejido éseo relacionada
con el tejido conectivo muestra fenéme-
nos activos de neoformacion dsea a partir
del tejido conectivo suprayacente (Fig.12).

10.-El borde lateral de la lesion estd formado por cartilago articular revestido por tejido conectivo.
11.-Detalle del borde lateral de la lesion formado por tejido cartilaginoso revestido por tejido conec-

tivo en la cara articular con un exudado superficial de células inflamatorias.
12.-La porcién profunda del 4rea lesionada esta formada por tejido conectivo moderadamente fibro-
so, bien vascularizado asociado a hueso en proceso de formacion.
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En algunos casos se encuentran
restos de tejido 6seo rodeados por tejido
cartilaginoso inmaduro (Fig.13) o cartila-
go fibrosos (Fig.13 y 14), asi como signos
de diferenciacion hacia tejido cartilagino-
so en la superficie articular(Fig.13).

En algunas zonas del borde de
la lesion existen intentos de restauracion
del cartilago articular aunque con pobre
diferenciacion arquitectural (Fig.15). Este
cartilago presenta algunas fisuras (Fig.15)
y esta parcialmente recubierto por tejido
conectivo (Fig.15).

13.-Panordmica que presenta distintos fragmentos 6seos resultantes del proceso de lesion.

14.-Detalle que ilustra un fragmento 6seo rodeado por tejido cartilaginoso inmaduro.

15.-Panordmica que muestra el borde lateral de la zona de lesion, con tejido conectivo celular super-
ficial que recubre al cartilago articula adyacente, que a su vez presenta alteraciones arquitecturales. La lesion
presenta en profundidad fragmentos dseos englobados en tejido conectivo, cartilago indiferenciado y hueso en
proceso de sintesis.



En resumen, los animales perte-
necientes a este grupo experimental pre-
sentan a las dos semanas una reaccién ci-
catricial formada fundamentalmente por
tejido conectivo, con restos de cartilago y
hueso postlesionales. A las cuatro sema-
nas, la reaccion evoluciona recubriendo la
superficie articular por tejido conectivo, y
en profundidad se observan signos de re-

generacion del hueso trabecular epifisario.
el cartilago de los bordes de la lesién no
presenta grandes signos de regeneracidn,
aunque se han observado focalmente al-
gunas areas de diferenciacion cartilagi-
nosa en el interior de la lesion. Existen el
cartilago articular signos de reaccién ar-
trdsica , representados por la existencia de
condronas hipertroficas.
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GRUPQO I

Este grupo experimental esta
constituido por aquellos animales , a los
que ademas de practicarse la intervencion
quirargica se les administré acido hialuro-
nico intrarticularmente.

La apariencia lesional precoz
(dos semanas) de los animales correspon-
dientes a este grupo se caracteriza por un
desarrollo anarquico y focal del tejido car-
tilaginoso articular (Fig.16 y 17), super-
ficie articular deprimida (Fig.16), cierta
preservacion del cartilago articular adya-
cente en los bordes de la lesion (Fig.16), y
en la profundidad, en general se presenta
desarrollo del hueso esponjoso con finas
trabéculas (Fig.16) y abundantes luces
vasculares dilatadas (Fig.16).




A mayor aumento, los focos de
cartilago articular existentes en la lesion
(Fig.17), presentaban una cierta preser-
vacion de la arquitectura del cartilago
(Fig.17), aunque la matriz no presenta
las caracteristicas tintoriales habituales
(Fig.17). en algunos casos se observé una
reaccion inflamatoria en la proximidad de
restos de tejido cartilaginoso y hueso sub-
condral (Fig.18).
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16.-Panoramica de la lesion con superficie parcialmente recubierta por tejido conectivo y cartilago.
El hueso subcondral muestra desorganizacion trabecular y abundantes luces vasculares dilatadas. El cartilago
no presenta relacion con el cartilago articular adyacente.

17.-Semipanoramica donde se observa el cartilago articular con escasa vitalidad celular superficial y

desorganizacion condrocitaria en profundidad. Los limites el tejido cartilaginoso son irregulares.

18.-La profundidad de la lesion presenta dreas de tejido conectivo pobremente diferenciado junto
con fragmentos de hueso en distintas etapas de reaccion, todo ello englobado en un tejido conectivo infiltrado
por numerosas células inflamatorias.
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A las cuatro semanas de la inter-
vencion, el aspecto general de la lesion ha
cambiado notablemente (Fig. 19,20,21,22
y 23). La imagen panoramica de la lesién
muestra una superficie articular levemen-
te deprimida tapizada por cartilago que
ocupa toda la extension danada, dando
por resultado un tejido cartilaginoso de
un espesor 5 a 6 veces superior al cartila-
go articular normal (Fig.19). este cartilago
se relaciona con fragmentos de tejido dseo
(Fig.19,21), que en general no se encuen-
tra muy desarrollado (Fig.21). El cartilago
neoformado recuerda al cartilago hialino
con zonas de cartilago pobremente dife-
renciado (Fig.19,21) y algunas areas que
parecen cartilago fibroso (Fig.20).

No hemos encontrado en general,
preservacion de la disposicion arquitectu-
ral del cartilago articular, los condrocitos,
aislados o en condronas, no presentan una
distribucién ordenada (Fig.20), y en oca-
siones se produce una transicion de este
cartilago al hueso vecino en formacién
(Fig.21). en los bordes de la lesion el car-
tilago neoformado se relaciona con tejido
conectivo y escasos restos de tejido dseo
(Fig.22), y es frecuente encontrar condro-
nas hiperplasicas, signo de sufrimiento
cartilaginoso en el cartilago articular de
los bordes de la lesion (Fig.22).




Focalmente y en relaciéon con
hueso subcondral se encontraron zonas
de cartilago en regeneracion, que reme-
da notablemente tanto citoldgica como
arquitecturalmente al cartilago articular
(Fig.22), pero la superficie de este, se en-
cuentra constituida por tejido conectivo
fibroso (Fig.22).

En resumen, este grupo trata-
do con acido hialurénico, presenta como

signo mas importante, a las dos semanas,
la escasez de proliferacion del cartilago,
mientras que a las cuatro semanas el car-
tilago se ha desarrollado notablemente,
superando en espesor al cartilago articular
normal. No obstante, la arquitectura carti-
laginosa articular, solo se ha evidenciado
cuando el cartilago estd en relaciéon con
hueso subcondral. Ademas existe poco
hueso subcondral neoformado.

19.-Panoramica del drea de la lesion donde se observa una gran proliferacion de tejido cartilaginoso
en diversas fases de maduracion y reaccion. El borde articular de la lesion estd constituido fundamentalmente
por tejido cartilaginoso con un poco de tejido conectivo en la regién central de la lesion. El espesor del tejido
cartilaginoso es varias veces superior al del cartilago articular normal. En la profundidad se observan fendme-

nos de neoformacion dsea.

20.-Detalle de distintas fases morfoldgicas de tejido cartilaginoso. En la profundidad esta constituido
por abundante matriz y condronas de celularidad normal. En la superficie se observan que el cartilago presenta
mas condrocitos y menos matriz, fenémeno que imita la disposicion en las capas superficiales del cartilago arti-
cular normal y en el borde libre (articular) se observa una pequena capa de tejido conectivo.

21.-Neoformacion endocondral del tejido 6seo en la vecindad del cartilago articular regenerado.

22.-Superficie de lesion que presenta cartilago hipertréfico y algunos fragmentos dseos englobados

en tejido conectivo.

23.-Condronas hipercelulares en la profundidad del cartilago regenerado.
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GRUPQO I

Los grupos experimentales a los
que se les administraron los componentes
celulares, reaccionan en las etapas tempra-
nas generando una reparacion de la lesion
a expensas de tejido conectivo con borde
articular deprimido (Fig.24) y a las cuatro
semanas se observa una pobre regenera-
cion del cartilago (Fig.30)

La imagen histologica del area le-
sional a las dos semanas, en general (Fig.
24,25,26 y 27) presenta una superficie ar-
ticular deprimida constituida por tejido
conectivo denso (Fig.24), rico en fibras
(Fig.25 y 26) y revestido articularmente
por una capa monocelular que recuerda a
la sinovial membranosa (Fig.26). El tejido

conectivo esta bien vascularizado (Fig.25y
26) y asienta sobre un armazoén de finas tra-
béculas dseas (Fig.24,25 y 26). En los bor-
des laterales este tejido conectivo se funde
con el cartilago articular, delgado y con
pequeiias fisuras superficiales (Fig.27).. en
algunos casos , el crater de la lesion se en-
cuentra ocupado por una mezcla de tejido
conectivo laxo vacuolado y tejido conec-
tivo denso, con algunas pequenas areas de
necrosis y pequenos fragmentos de tejido
6seo (Fig.28). el cartilago de los bordes de
esta lesion presenta pérdida de la organi-
zacion arquitectural y condronas hiperpla-
sicas osteoartrosicas (Fig. 28 y 29).



24.-Borde deprimido de la lesién constituido basicamente por tejido conectivo con fibras dispuestas
paralelamente a la superficie articular, con algtin vaso sanguineo en profundidad. El hueso subcondral presenta
fendémenos de sintesis.

25.-Semipanoramica que muestra el tejido conectivo y el hueso subyacente.

26.-Detalle de la porcién central del borde de lesién donde se muestra la disposicion de las fibras
destejido conectivo y un pequeno exudado celular que recubre el borde articular.
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27.-Borde de lesion que ilustra el cartilago articular vecino a la lesion con la superficie fisurada hori-
zontalmente y la pérdida de la disposicion arquitectural de los condrocitos. Se ilustra asimismo la pérdida de la
tidemark y la desorganizacion del hueso subcondral.

28.-Panoramica donde se muestra escasez de fenémenos regenerativos y un tejido conectivo edema-
toso ocupando el centro de la lesién englobando algunos fragmentos dseos, y mas superficialmente tejido de
granulacion escasamente celular.

29.-El cartilago del borde lateral de la lesion presenta fendmenos reactivos de tipo osteoartritico, como
son la pérdida de la arquitectura condrocitaria y las condronas hipertroficas.



El subgrupo de mayor duracion
experimental (Fig.30-36), presenta una
mayor riqueza de fendmenos regenera-
tivos cartilaginosos y dseos, aunque el
contorno articular de la lesion sigue estan-
do deprimido en relaciéon con los bordes
adyacentes, normales (Fig. 30 y 31). La
integracion del tejido cicatricial con los
bordes normales del cartilago adyacen-
te puede presentar fisuras, generalmente
perpendiculares a la superficie articular
(Fig.30). El tejido reparativo propiamente
dicho esta constituido por una mezcla en
grado variable de tejido conectivo fibroso
bastante denso (Fig. 31, 34 y35), cartilago

inmaduro (Fig.31,34 y 35) y restos 6seos
(Fig.31,32 y 33) con algunos fendmenos
de osificacion (Fig.32). Los bordes de le-
sién pueden estar constituidos por tejido
conectivo que reviste al cartilago vecino
(Fig.32), por cartilago fino con condronas
hiperplasicas (Fig.33), o por una mezcla
de tejido cartilaginoso inmaduro, tejido
conectivo que se continua con el cartila-
go articular(Fig.35) y un revestimiento de
tejido conectivo laxo. Finalmente, el teji-
do cartilaginoso inmaduro del borde de la
lesion puede encontrarse recubierto por
tejido conectivo denso(Fig.36)

30.-Panoramica de la lesion con superficie deprimida, donde se muestran abundantes restos de tejido
6seo, la relacion con el cartilago articular vecino y la formacién en superficie y profundidad de tejido cartilagi-

noso.

31.-Superficie articular del area lesionada revestida por tejido conectivo y tejido cartilaginoso inma-

duro entremezclado con abundantes restos de tejido dseo.
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32.-Borde lateral del drea de lesion. En la porcidn superior se ilustra el cartilago articular separado
por una fisura con sinequias del drea lesionada propiamente dicha. Obsérvese la disposicion arquitectural de los
condrocitos en el cartilago articular en contraste con la disposicion anarquica de los integrantes del cartilago
inmaduro, asociado a fragmentos dseos, del drea lesionada.

33.-Zona de relacion del cartilago del drea de lesion con el cartilago articular vecino que presenta

restos de la tidemar y del cartilago calcificado.
34.-En la profundidad de la lesion se observa cartilago inmaduro en relacién con tejido conectivo y
hueso subcondral.



En resumen el comportamiento
de este grupo experimental, desde el pun-
to de vista de la regeneracion histoldgica,
y en las etapas estudiadas, seria un inter-
medio entre el grupo de lesion tinicamen-
te, y el grupo al que se le administré acido
hialurénico, ya que existen a las cuatro
semanas signos de regeneracion del carti-
lago articular pero son escasos y desorga-
nizados.

35.-En otro caso de este grupo se observa la relacion del cartilago en el borde articular (porcién su-
perior) con el cartilago inmaduro de la lesion recubierto por tejido conectivo laxo con una formacion quistica.

36.-Detalle de la micrografia anterior que muestra la imbricacion del tejido conectivo superficial con
el cartilago subyacente
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GRUPO IV

A este grupo pertenecen los ani-
males a los que tras la intervencion se les
administré plasma autélogo enriquecido
con plaquetas.

El subgrupo, cuyos animales fue-
ron sacrificados a las dos semanas presen-
ta , en general, una mayor preservaciéon
del cartilago articular (Fig.37,38,39 y 40),
si bien en algunos casos este se presenta
mas adelgazado (Fig. 37 y 38) que el carti-
lago articular normal y con pérdida de la
arquitectura condrocitaria y apariciéon de
condronas hiperplasicas (Fig.37,38 y 40).
Subcondralmente se observo la fragmen-

tacion y desorganizacion del hueso trabe-
cular (Fig.37,38 y39) con la existencia de
fisuras longitudinales (Fig.37 y 38) y hori-
zontales (Fig.38). En los bordes laterales se
encontraron fenémenos de neoformacién
6sea en la profundidad (Fig.37). en algu-
nas zonas, el cartilago reactivo presenta-
ba ademas de signos de artrosis (Fig.40)
una relativa conservacion de la arquitec-
tura con presencia de la tidemark (Fig.41)
y cartilago calcificado (Fig.41) asi como
condrocitos hipertroficos suprayacentes
con basofilia marcada de la matriz del
condroplasma (Fig.41).



37.-Panoramica del drea de lesion que se presenta recubierta casi en su totalidad por cartilago con
condronas hiperplasicas. El tejido subyacente al cartilago esta constituido por tejido conectivo y hueso desor-
ganizado.

38.-Detalle de condronas hiperplasicas en el cartilago articular. Obsérvese la relacion de las mismas
con el hueso subcondral.
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39.-Cartilago articular con moderada reaccion osteoartritica y su relacion con el hueso subcondral.

40.-Detalle del cartilago articular de la figura anterior (39) que presenta condronas hiperplési-
cas en las capas intermedias.

41.-Detalle de la figura 3 que muestra la profundidad del cartilago articular con cartilago cal-
cificado y tidemark.
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En otros animales de este subgru-
po se encontraron signos de regeneracion
del cartilago articular todavia mas mar-
cados (Fig. 42,43,44 y 45) consistentes en
formaciones condrocitarias situadas en la
profundidad del cartilago articular con
una orientacion celular que mimetiza la
del cartilago articular normal, abundancia
de condrocitos y matriz territorial mar-
cadamente basofila (Fig. 42,43 y44). La
porcion basal de estas formaciones se ha-
llaba normalmente en contacto con hueso
subcondral neoformado (Fig. 42 y 44). A
veces estas formaciones se encontraban
por debajo del cartilago articular, en los li-
mites entre el cartilago lesionado y el car-
tilago sano adyacente (Fig.45).

42.-Zona de lesién con abundante cartilago celular que muestra sus condrocitos apilados en hileras
que muestra sus condrocitos apilados en hileras, la porcién mas superficial presenta una matriz acelular y algo
de tejido conectivo.

43.-Panoramica de la lesion que presenta cartilago articular en las zonas laterales (superior e inferior
de la fotografia) y un drea central de cartilago desorganizado asociada a un cartilago hiperplasico en profundi-
dad cuya matriz extracelular presenta caracteristicas tintoriales similares al cartilago articular normal.
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A las cuatro semanas de la ad-
ministraciéon de plasma enriquecido con
plaquetas (Fig. 46-52), llama la atencién
la notable proliferacién del cartilago arti-
cular (Fig.46) asociada a la existencia de
hueso subcondral, que parece orientar la
diferenciacién cartilaginosa (Fig.46), pero
ademds , existen dos hechos caracteristi-
cos de este grupo, en primer lugar la rela-
tiva madurez del cartilago superficial (Fig.
46-48), asociada a, en segundo lugar, la di-
ferenciacion en profundidad de cartilago
inmaduro (Fig. 46-50 y 51). El estudio en
detalle delas zonas de cartilago inmaduro

(Fig.51) demuestra la existencia de grupos
de células de habito mesenquimal alarga-
das (Fig.51) al lado de zonas de cartilago
inmaduro formadas por condrocitos re-
dondeados ((Fig.51).

Finalmente resenar que en los
bordes laterales, donde existe una conti-
nuidad entre el cartilago regenerado y el
articular preexistente, también existen en
la profundidad zonas de cartilago inma-
duro en vecindad con zonas de cartilago
hialino (Fig.49, 52)

44.-Detalle que muestra la proliferacién celular condrocitaria asociada al hueso subyacente y al tejido
conectivo. Obsérvese la disminucién del tamafio de las condronas y de los condrocitos desde la profundidad a

la superficie.

45.-Cartilago articular con distintos estratos en relacién con la matriz cartilaginosa practicamente

acelular que recubre la lesion.

46.-Panoramica del area de lesion de borde discretamente elevado donde se muestran las distintas

etapas de maduracion del cartilago.

47.-Detalle de la superficie articular del drea de lesién que muestra el cartilago con los condrocitos

en disposicion preferentemente horizontal.






En resumen, es en este grupo, de
los descritos hasta ahora donde mas sig-
nos de regeneracion cartilaginosa se han
observado, desde el punto de vista histolo-
gico, hecho que asociado a la practica au-
sencia de tejido conectivo, superficie lesio-
nal revestida por cartilago y ausencia de
fisuras en etapas tardias, sugiere que este
es el candidato adecuado en la promocién
de la regeneracion cartilaginosa articular
en este modelo experimental

48.-Detalle de la fotografia anterior donde se observa el cartilago superficial con los condrocitos
dispuestos horizontalmente y una zona subyacente de matriz hipocelular.

49.-Dos zona vecinas e cartilago con distintos grados de diferenciacion.

50.-Panoramica de cartilago inmaduro muy celular y con escasa matriz extracelular.

51.-Detalle de la foto anterior donde se observan los condrocitos aislados, en general, algunos con mor-
fologia redondeada y otras células alargadas de apariencia mesenquimal. Nétese la ausencia de vasos sanguineos.

52.-Micrografia que ilustra el cartilago inmaduro (porcién superior) en contraste con la forma mas
madura, menos celular y més rica en matriz extracelular (porcion inferior).
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GRUPO V

Este es el grupo constituido por
aquellos animales a los que se les admi-
nistr6 Acido Hialurénico y Plasma enri-
quecido en plaquetas, esperando obtener
efectos sinérgicos, derivados de la admi-
nistracion simultanea de ambas sustan-
cias, en la regeneracion de la lesion arti-
cular




Alasdos semanas,lalesion ofrece
en general un aspecto abigarrado (Fig.53).
En la profundidad se observan fragmentos
6seos (Fig. 53 55), restos de cartilago arti-
cular ( Fig.53,55), asociados o no a hueso
subcondral (Fig.55), y cartilago en distin-
tas fases de degeneracion (Fig.53,55), todo
ello englobado en un tejido conectivo ce-
lular (Fig. 53-55). La superficie articular
de la lesion estd constituida por un tejido
conectivo fibroso orientado paralelamente
a la superficie (Fig.54), que asienta sobre
restos de cartilago articular (Fig.54). En
los bordes laterales de la lesion el cartilago
se relaciona con el cartilago articular veci-
no, el cual muestra alteraciones artrdsicas,
bien por tejido conectivo (Fig.53), o bien
por aposicion con fisuras (Fig.53).

En otros casos, la superficie de
la lesion se ve ocupada por cartilago que
expresa distintos fenémenos de degenera-
cion y artrosis (Fig. 56,57 y 58). En la figu-
ra 56 se ilustra la apariencia de la lesion en
superficie, con los signos de degeneracion
artrésica (Fig. 56, 58), constituidos por
zonas carentes de condrocitos (Fig.56,58)
y otras con condronas hipertroficas (Fig.
58). En la profundidad pueden observarse
fragmentos de cartilago en degeneracion
con pérdida de la disposicion arquitectu-
ral (Fig.56 y Fig.57) y otros con signos de
proliferacion (Fig.56).

53.-Panoramica del area lesionada mostrando el cartilago hiperpldsico entremezclado con fragmen-
tos de tejido 6seo resultantes del procedimiento experimental.
54.-Detalle de la superficie lesionada mostrando el cartilago recubierto protegido conectivo mode-

radamente fibroso.

55.-Cartilago hipertréfico situado en la profundidad entremezclado con tejido conectivo y fragmen-

tos de tejido 6seo.
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56.-Panoramica del tejido cartilaginoso en proliferacion. Notese la existencia de condronas hiper-
troficas en la zona superficial, asi como la existencia de dos areas de proliferacion de cartilago en profundidad.

57.-Detalle del cartilago en proliferacion. Los condrocitos no presentan una orientaciéon determina-
da y existe una gran variedad de tamafios celulares

58.-Condrocitos y condronas hipertroficas en la superficie articular de la lesion
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El subgrupo correspondiente a
las cuatro semanas, muestra el area de le-
sién ocupada por un cartilago inmaduro,
hipercelular (Fig.59), bien integrado con
el cartilago articular de los bordes vecinos
(Fig.59). En la profundidad , el cartilago
inmaduro asienta sobre hueso subcon-
dral (Fig.59) con signos de sintesis Osea
(Fig.60). El hueso subcondral, trabecular
asienta sobre médula o6sea adiposa bien
vascularizada (Fig. 59,60). En la superficie
se observa que el cartilago se encuentra
revestida por una capa celular simple (Fig.
61) y basalmente existe una mayor den-
sidad celular que en el resto del cartilago
(Fig.61).

Lo mas caracteristico de este
grupo experimental es el intento de res-
tauracion / cicatrizacién del cartilago ar-
ticular en etapas tempranas, dos semanas,
y la gran proliferacién de condrocitos, aso-
ciada a la restauracion del hueso subcon-
dral, a las cuatro semanas. Se ha obtenido
por tanto un efecto sinérgico entre las dos
sustancias empleadas, acido Hialurénico y
Plasma enriquecido en plaquetas.




|

59.-Panordamica que muestra la proliferacion del tejido cartilaginoso que asienta sobre trabéculas
6seas neoformadas.

60.-Detalle de a neoformacion de las trabéculas dseas y la intima relacion de las mismas con el tejido
cartilaginoso subyacente, también en periodo de maduracion.

61.-Limite articular del 4rea lesionada constituido por tejido cartilaginoso inmaduro recubierto por
una fina capa de tejido conectivo.
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GRUPQO VI

El estudio de los animales perte-
necientes a este grupo al que se le admi-
nistraron el plasma enriquecido con pla-
quetas asociado a las células madre revela
en la etapa temprana una mayor preserva-
cion del cartilago articular tanto citolégica
como arquitecturalmente (Fig. 62 y 65).
en la figura 62 se muestra el area de lesion
con un cartilago alterado hipocelular que
presenta fisuras perpendiculares a la su-
perficie articular (Fig.62). Este cartilago
que retiene parcialmente la arquitectura

del cartilago articular, asienta sobre frag-
mentos 6seos (Fig. 62 y 63). Lateralmente
se continua con el cartilago articular ad-
yacente a la lesion, sin tejido conectivo
interpuesto (Fig.62). en el centro de la le-
sion ,inferiormente a los fragmentos 6seos
(Fig.62) se encuentra una segunda estruc-
tura cartilaginosa bien desarrollada, tanto
celular como arquitecturalmente (Fig.64)
que a su vez asienta sobre fragmentos
6seos y tejido conectivo muy celular bien
vascularizado (Fig.62).



62.-Panoramica de la lesiéon mostrando una marcada proliferacion cartilaginosa.
63.-Detalle del cartilago superficial apoyado sobre fragmentos dseos.
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64.-Detalle de la proliferacién cartilaginosa infradsea.

65.-Panoramica del drea de lesion con tejido cartilaginoso apoyado sobre tejido 6seo con signos de
neoformacion. La porcién superficial del cartilago esta constituida por tejido cartilaginoso pobremente dife-
renciado.

66.-Detalle de la micrografia anterior, que muestra la existencia de un tidemark rudimentaria en la
base del cartilago articular. Asimismo se muestra el cartilago inmaduro que cubre el borde articular de la zona.
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El subgrupo correspondiente
a las cuatro semanas presenta como ras-
go general una buena reconstruccion del
hueso subcondral (Fig.67). La superficie
articular del area de lesion se encuentra
ocupada por un cartilago citolégicamen-
te maduro que no presenta la arquitectura
del cartilago articular (Fig.67 y 68). Infe-
riormente al mismo se encuentra una am-
plia zona constituida por cartilago bastan-

te maduro de citologia normal, aunque sin
orientacion arquitectural (Fig.67). el estu-
dio a mayor aumento de esta zona permite
diferenciar distintas zonas de maduracién
cartilaginosa (Fig. 68,69 y 70). Este carti-
lago asienta sobre tejido conectivo que en
ocasiones parece pericondral (Fig.69). Por
ultimo resenar que el cartilago superficial
presenta condronas hiperplasicas signo
de reaccion artrosica (Fig.71).

67.-Proliferacion cartilaginosa en el area de lesion. El cartilago se encuentra desorganizado arquitec-
turalmente y se observa la presencia de fisuras horizontales.

68.-Detalle del cartilago articular con dreas en distinta fase de maduracion y notable desorganizacion

arquitectural.
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69.-En la profundidad se observa tejido cartilaginoso imbricado con tejido mesenquimal, apoyado
sobre tejido conectivo y adiposo que se interpone entre el tejido cartilaginoso y el hueso subyacente.

70.-Detalle del tejido cartilaginoso de la porcién profunda de la lesién que muestra caracteristicas
normales respecto a la citologia y matriz extracelular., aunque si presenta alteraciones arquitecturales.

71.-Detalle del cartilago articular superficial en la lesién con condronas moderadamente hipertréficas.
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En resumen, los animales per-
tenecientes a este grupo experimental se
caracterizan por una mayor supervivencia
y vitalidad del cartilago articular, ya en
las etapas tempranas, asociada, en la eta-
pa tardia a una reconstruccion del hueso
subcondral, hecho que ya se observaba en
la etapa tardia del grupo descrito anterior-
mente (Acido hialurénico y plasma enri-
quecido con plaquetas).
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GRUPO VI

En este grupo experimental (ad-
ministracion de acido hialurdénico y célu-
las madre), los resultados en el subgrupo
de las dos semanas abarcan desde el relle-
no de la lesion a base de tejido conectivo
(Fig.72) hasta el desarrollo de cartilago
articular hiperplasico (Fig.74), mientras :
que a las cuatro semanas, se presenta una .
cierta restauracion del cartilago articular
con desarrollo cartilaginoso y del hueso
subcondral sin total reconstrucciéon de
este ultimo (Fig.75).
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72.-Panoramica del drea de lesion deprimida constituida por tejido conectivo, restos de hueso e in-
filtrado de células inflamatorias.

73.-Detalle de la micrografia anterior mostrandole tejido que recubre el drea de lesién, vasos san-
guineos e infiltrado inflamatorio. Se observan asimismo restos de tejido ¢seo con fenémenos de remodelacién.
74.-Panoramica que muestra una marcada hipertrofia cartilaginosa
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En la etapa temprana se puede
encontrar la lesion rellena a expensas de
tejido conectivo (Fig.72) o bien con car-
tilago hipertrofico (Fig.74). En el primer
caso recuerda los hallazgos encontrados
tras la administracion de células madre
unicamente, es decir, tejido conectivo,
fragmentos de tejido dseo, buena vascu-
larizacién y actividad sintética del tejido
6seo subcondral (Fig.72). No se encuen-
tra actividad del tejido cartilaginoso, y si
un moderado infiltrado de células infla-
matorias (Fig.73). En el segundo caso se
observa, el cartilago hipertréfico, como

cuando se administra inicamente el acido
hialurénico, este cartilago no presenta las
caracteristicas arquitecturales del cartila-
go articular y tampoco se ha reconstruido
el hueso subcondral (Fig.74)

En el subgrupo correspondiente
a las cuatro semanas se observa una bue-
na integracion del cartilago de la zona de
lesién (Fig.75) con el cartilago articular
vecino, y ademas existe tejido cartilagino-
so inmaduro asociado a hueso subcondral
con fenémenos de sintesis (Fig. 75,76 y77).



En resumen, este grupo presen-
ta resultados dispares y es el que menos
resultado regenerativo y conservador del
cartilago ha producido, ya que en vez de
conseguirse un sinergismo entre los agen-
tes empleados, parece como si se hubieran
administrado por separado, no obtenién-
dose asi el efecto perseguido.

75.-Borde de lesion mostrando la relacién del cartilago lesionado con el cartilago articular.

76.-Detalle que muestra las condronas hipertroficas asociadas a un tejido cartilaginoso inmaduro de
localizacién basal.

77.-Borde lateral y profundo del drea de lesién mostrando cartilago inmaduro y hueso en proceso
de formacion.
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GRUPQO VI

Este grupo corresponde a aque-
llos animales a los que tras la practica de la
lesion, se les administraron los tres com-
ponente utilizados en este trabajo, Acido
hialurénico, plasma enriquecido con pla-
quetas y células madre para estudiar las
posibles sinergias. Ademas, en este grupo
se estudiaron los efectos hasta la duodéci-
ma semana, prolongando asi el tiempo de
la experiencia.

En el primer subgrupo, en los
animales sacrificados a la segunda sema-
na de la intervencion, el area de la lesion

se presenta revestida por tejido conectivo
(Fig. 78,80), bien desarrollado y fibroso.
En los bordes de la lesion se encuentra
tejido cartilaginoso con un cierto grado
de preservacion arquitectural con con-
dronas hipertrdficas, y un contorno basal
irregular (Fig.79), que asienta sobre teji-
do conectivo con abundantes fragmentos
6seos (Fig.78 y79). En otros casos, el tejido
conectivo que ocupa la lesion se continua
con el cartilago vecino (Fig.80), que pre-
senta alteraciones citoldgicas y de matriz
de caracter artrosico (Fig.81).



78.-Panoramica del drea de lesion constituida por tejido conectivo que recubre a tejido cartilaginoso
apoyado sobre fragmentos de tejido dseo y tejido conectivo.

79.-Detalle del cartilago del borde de la lesion que muestra un cartilago articular recubierto por
una fina franja de tejido conectivo. Basalmente el cartilago descansa sobre tejido conectivo entremezclado con

fragmentos dseos.

80.-Panoramica del drea de lesion constituida por tejido conectivo y cartilago inmaduro en la zona
central superficial, apoyado en tejido conectivo que presenta grandes cavidades vasculares y algunos fragmentos
de tejido 6seo
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81.-Borde lateral de la lesion constituido por fragmentos de tejido cartilaginoso de citologia y arqui-
tectura alteradas asociadas a tejido conectivo, cavidades vasculares y fragmentos dseos.
82.- Area de lesion con marcada proliferacién cartilaginosa

130



A las cuatro semanas el drea de
lesion esta ocupada por cartilago muy si-
milar al cartilago articular (Fig.82 y 83)
pero revestido por una fina capa de teji-
do conectivo. Este cartilago asienta sobre
hueso subcondral, pudiendo observarse,
zonas de cartilago calcificado , asi como
la tidemark (Fig.83). En la profundidad
de la lesion se observa algun fragmento de
cartilago, en relacion con el tejido conec-
tivo adyacente (Fig.64), asi como un gra-
do moderado de actividad de sintesis dsea
(Fig.84). en las zonas laterales existen fe-
némenos regenerativos del cartilago, con

condronas basales hipertroficas, que esta
recubierto por tejido conectivo (Fig.85).

En el ultimo subgrupo, sacrifica-
do a las doce semanas, no se observa acti-
vidad inflamatoria, la superficie articular
se encuentra revestida por cartilago muy
similar al cartilago articular , aunque algo
mas hipocelular (Fig. 86 y 87), pero lo que
mas llama la atenciodn, es el gran desarrollo
del hueso subcondral, entremezclado con
focos de tejido cartilaginoso (Fig.86 y 87).
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En resumen, en este grupo se ha
conseguido la regeneracion articular a las
doce semanas, si bien los hallazgos rege-
nerativos encontrados a la cuarta sema-
na, no son comparables ni cuantitativa ni
cualitativamente con los de los grupos en
los que se ha empleado plasma enriqueci-
do con plaquetas solo o asociado a acido
hialurénico.. Por tanto no se produce una
sinergia marcada con la técnica utilizada
de los tres productos administrados en
este estudio.

83.-Detalle de drea de lesion mostrando el borde articular cartilaginoso, la tidemark irregular, tejido
6seo y tejido cartilaginoso de localizacion infradsea.

84.-Detalle de la proliferacion 6sea en la profundidad de la lesion, en relacion con tejido cartilaginoso.

85.-Cartilago en regeneracion con condronas basales hipertroficas.
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DISCUSION
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0.1

EL ESTADO ACTUAL DE LA

REPARACION DE

AS

LESIONES DEL CARTILAGO

Existe un interés creciente por
la reparacion de las lesiones del cartilago
articular, de tal manera que, en los ulti-
mos afos, se ha producido un cambio de
actitud consistente en abandonar la idea
de que es una patologia que hay que dejar
evolucionar hasta el momento de realizar
una artroplastia de rodilla (Sgaglione et
al., 2002). Es por ello que, durante estos
anos, han ido desarrollandose diferentes
terapias que tratan de mejorar la baja ca-
pacidad de regeneracion que tiene el car-
tilago. Se trata de un tejido que permite la
trasmision de fuerzas y el movimiento, y
para ello presenta unas caracteristicas en-
tre las que destacan la baja celularidad y
la ausencia de aporte sanguineo, de termi-
naciones nerviosas y de drenaje linfatico.
Sin embargo, estas caracteristicas son a la

vez una limitacion crucial para la repara-
cién de los dafos, ya sea por traumatismos
agudos, o por la degeneracién senil pro-
gresiva. Por tanto, el cartilago articular tie-
ne poca, o carece de capacidad para repa-
rarse (Hananallah et al., 2003; O 'Driscoll,
1998; Sellars et al., 1997).

Es necesario senialar que las le-
siones articulares no tratadas evolucionan
hacia una degeneracion de la superficie ar-
ticular, y que la respuesta reparadora pro-
duce un tejido fibroso incapaz de soportar
las solicitaciones a las que se ven someti-
das las articulaciones de carga (Convery
et al., 1972; Mankin, 1982; Hunter, 1995).
Los defectos de espesor parcial, aquellos
que no afectan al hueso subcondral, solo
provocan una estimulaciéon parcial de la
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replicacion de los condrocitos y de la pro-
duccién de matriz en el drea adyacente a
lalesion. En el caso de las lesiones de espe-
sor completo, en la que si se afecta el hueso
subcondral, la exposicion de los vasos san-
guineos y de la médula dsea subyacente
permite que se desencadene una respuesta
inflamatoria tipica, con aporte de células y
factores plasmaticos que hacen que la re-
paracion sea mas satisfactoria (O’Driscoll
et al., 1986; Hurtig et al, 1988). Sin embar-
go, la restauraciéon completa del cartilago
hialino y del hueso subcondral raramente
es conseguido, y en consecuencia, existe
un enorme interés en el desarrollo de téc-
nicas que regeneren o reconstruyan de una
manera completa los defectos articulares.

El objetivo de la reconstruccion
de la lesiones articulares es doble. Por un
lado se trata de aliviar la clinica dolorosa e
inflamatoria que provocan estas lesiones,
y por otro se trata de detener o retrasar
la evolucién natural de estas lesiones ha-
cia la artrosis, pues una vez establecida, la
solucion actual pasa por la implantacion
de una artroplastia total de rodilla. Sin
embargo, dada la agresividad de esta in-
tervencion, el aumento de la expectativa
de vida de la poblacién actual y la vida li-
mitada que presentan los implantes, existe
una necesidad de encontrar terapias que
dilaten la necesidad de su implantacién,
especialmente en pacientes jovenes. Esto
hace que sean multiples las técnicas qui-
rurgicas que se han desarrollado para in-
tentar favorecer la capacidad regenerativa
del cartilago. (Reinholz et al., 2004).

Se han descrito varias técnicas
para reparar el cartilago lesionado, pero
todas ellas se pueden englobar en méto-
dos reparativos, reconstructivos o rege-
nerativos. Los métodos reparativos (per-

foraciones y microfracturas) ayudan a la
formacion del nuevo tejido fibrocartilagi-
noso facilitando el acceso de los vasos y las
células progenitoras capaces de producir
la condrogénesis mediante la perforacion
del hueso subcondral mecanicamente. Los
métodos reconstructivos tratan de llenar
el defecto con tejido autélogo o aloinjertos
(injertos osteocondrales, mosaicoplastia o
aloinjertos). Por ultimo, los métodos rege-
nerativos aprovechan técnicas de bioinge-
nierfa (injerto de condrocitos autdlogos,
de células madre mesenquimales o de ma-
trices celulares) para desarrollar un tejido
de cartilago hialino que sustituya al dafia-
do. Sin embargo, tal como podremos ver
a continuacion, ninguna de estas técnicas
ha resuelto los principales problemas que
surgen a la hora de tratar este tipo de le-
siones, y el tratamiento definitivo de la le-
siones del cartilago articular estda aun por
venir.

Las perforaciones del hueso sub-
condral, la artroplastia de abrasion y las
microfracturas, pretenden mejorar la ca-
lidad histologica del tejido reparativo que
produce el cartilago hialino en la lesion
mediante la estimulaciéon osteocondral
del hueso subyacente. Se trata de técnicas
ampliamente utilizadas en la actualidad
(Rae et al., 1989; Buckwalter, 1994; Rodri-
go el al., 1994; Jhonson, 2001; Steadman el
al., 2001; Steadman el al., 2003; Yen et al.,
2008) y se basan en que, en las regiones
con defectos de espesor completo o con
lesiones degenerativas del cartilago articu-
lar, la lesion terapéutica del hueso subcon-
dral subyacente provoca el sangrado de los
vasos sanguineos lo que conlleva la forma-
cion de un coagulo de fibrina en la super-
ficie 6sea (Buckwalter, 1994; Pissler, 2000;
Williams et al., 2007). Las células madres
indiferenciadas migraran hacia el coagulo,



proliferando y diferenciandose hacia célu-
las con las caracteristicas morfoldgicas de
los condrocitos (Shapiro et al., 1993). Sin
embargo, en la mayoria de los casos, el te-
jido reparativo que se genera en la lesion
es fibrocartilago (Furukawa et al., 1980;
Khan el al., 2008; Steinwachs et al., 2008).
En la zona mas profunda del defecto se
encuentran células procedentes del hueso
subcondral con altos niveles de colageno
tipo I y mRNA de la osteonectina, produ-
ciéndose grandes cantidades de sustancia
osteoide. En la superficie, el coagulo de
fibrina se diferencia hacia un mesénqui-
ma indiferenciado con alto contenido en
colageno tipo III(Metsédranta et al., 1996).
Por tanto, el tejido reparador que se forma
con este tipo de técnicas es fibrocartilago,
con escaso numero de células que sinteti-
cen coldgeno I1y, en consecuencia, de una
menor calidad que el tejido cartilaginoso
hialino a la hora de desempenar las fun-
ciones de trasmision de cargas y permitir
el deslizamiento con una baja friccion y
resistencia a los fuerzas de cizallamien-
to (Buckwalter et al., 1990). En cuanto a
los resultados clinicos de estas técnicas,
los resultados varian considerablemente
al revisar los estudios que existen en la
bibliografia. JThonson obtiene resultados
con un tejido fibrocartilaginoso viable
seis anos después de la lesion con la inter-
vencion de condroplastia de abrasion. De
esta forma, consigue aumentar el tiempo
durante el cual el paciente no precisa de
una artroplastia total de rodilla (Jhonson,
1986). Steadman consigue una mejoria
clinica y funcional significativa en pacien-
tes menores de 45 afos tratados mediante
la técnica de microfracturas (Steadman el
al,, 2003), y Williams también recoge bue-
nos resultados en lesiones importantes de
cartilago (grado III-IV de Outbridge) du-
rante el primer afio tras la cirugia, aunque

precisa que en muchos casos los pacientes
no llegan a conseguir el grado de actividad
previa a la lesion (Williams et al., 2007).
Milelt estudia el resultado clinico del tra-
tamiento de las lesiones condrales con la
técnica de microfracturas, observando
que las lesiones de menor tamafo respon-
den significativamente mejor a este tipo
de tratamiento (Millett et al., 2009). En
todo caso, el resultado tras la utilizacion
de este tipo de técnicas por si solas tiene
importantes limitaciones, pues el tejido
formado no posee las caracteristicas ni la
calidad del tejido cartilaginoso hialino vy,
en consecuencia, su deterioro es mas ra-
pido y los pacientes sometidos a este tipo
de tratamientos tienen mas probabilida-
des de precisar reoperaciones que aquellos
que se someten a una artroplastia total de
rodilla (McAdams et al., 2008). Por tanto,
este tipo de técnicas no parecen, en el mo-
mento actual, la solucion definitiva al pro-
blema de las lesiones cartilaginosas.

Frente a las técnicas reparativas,
las técnicas de reconstruccion buscan ob-
tener un cartilago hialino funcional que se
integre en al cartilago indemne de alrede-
dor de la lesion sin depender de la llegada
de células madre. El trasplante de injertos
autdgenos osteocondrales provenientes
de areas de no carga de la articulacion
del propio paciente, o bien de aloinjertos
de donantes, estda asociado con resulta-
dos funcionales razonablemente buenos
a corto plazo, y estd indicado en lesiones
osteocondrales amplias. Pero esta técnica
aun presenta importantes problemas a so-
lucionar, tal como son la comorbilidad de
la region dadora, las caracteristicas pro-
pias del cartilago de las zonas de carga y
la deficiente integracion entre el implante
y el cartilago circundante (Jackson et al.,
2001; Lohmander el al., 1994). Respecto a

139



140

los resultados clinicos, Kuntsen habla de
mal resultado en un 23% de los casos a
los 5 afos en un estudio randomizado de
83 pacientes a los que se les sometia de
manera comparativa a trasplante autélogo
de condrocitos y a mosaicoplastia (Bodu-
goz-Senturk el al.,, 2009). Gudas, en otro
estudio clinico prospectivo y randomiza-
do, reporta una tasa de reoperacion a los
tres anos del 4% en pacientes sometidos a
mosaicoplastia, frente al 31% en aquellos
sometidos a microfracturas (Bouwmees-
ter et al., 1999). Por tanto, los resultados
clinicos para estas técnicas, lejos de ser
definitorios, son dispares y la capacidad
de estas técnicas para detener o retrasar la
progresion del dafio articular no esta clara
(McAdams et al., 2008).

Las técnicas regenerativas ba-
sadas en la bioingenieria tisular son pro-
bablemente las que mas esperanzas estan
creando a la hora de solucionar el proble-
ma del dano articular. El tltimo objetivo
de estos tratamientos seria conseguir repli-
car el proceso del desarrollo embrioldgico
de la superficie articular, pero esto, con
los conocimientos actuales no es posible
hacerlo, pues en la articulacion del adulto
no existe el medio ambiente presente en el
embrion, y los precisos requerimientos y
la completa secuencia de los procesos que
ocurren durante la formacion del cartilago
articular ain no son del todo conocidos
(Reinholz et al., 2004). En consecuencia,
la verdadera regeneracion del cartilago
articular no es factible en el momento ac-
tual. Sin embargo, la completa regenera-
cién no se considera imprescindible para
disminuir el dolor y restaurar la funcién
articular. En contraposicion a la completa
regeneracion, la sustitucion del tejido da-
fado por un tejido funcional que no sea
necesariamente idéntico al original, puede

convertirse en una solucién a las lesiones
del cartilago articular. Asi, la sustitucion
de un tejido dafiado por otro capaz de
funcionar correctamente bajo altas cargas
mecdnicas durante un largo periodo de
tiempo lleva haciéndose desde hace déca-
das en la cirugia oral y maxilofacial (Berry
et al., 1998; Mjor, 1987).

Los cuatro pilares sobre los que
se asienta la bioingenieria tisular son cé-
lulas, matrices para la liberacion y/o al-
macenaje celular, factores biorreactivos
y los factores mecanicos que contribuyen
a la diferenciacion de un tejido (Potter et
al,, 1998). Se trata de un campo multi-
disciplinar que aplica los principios de la
ingenieria y de la biologia para el desarro-
llo de sustitutos bioldgicos que restauren,
mantengan o mejoren la funcién tisular (
MacAdams et al., 2005; Langer et al., 1993;
Vacanti et al.; 1999). Actualmente, la inge-
nieria tisular combina el aporte de células,
indiferenciadas o no, que se colocan so-
bre una matriz a la cual se pueden afiadir
factores que aceleren su proliferaciéon y
diferenciacion para ser trasplantadas a la
estructura danada y conseguir su regene-
racion.

En el caso del cartilago articular,
las células utilizadas son células madre
mesenquimales, pues son las unicas que
han demostrado su capacidad para dife-
renciarse hacia el fenotipo deseable y de
producir la matriz extracelular cartilagi-
nosa con éxito (Colnot, 2011). Pero dado
que su aporte por si solas, tal como ocurre
en las técnicas de microfracturas, produce
un tejido fibrocartilaginoso sin las propie-
dades mecanicas y funcionales del cartila-
go hialino, el uso de matrices busca con-
seguir un tejido de mejor calidad. (Gille
et al., 2010). Multitud de matrices se han



utilizado en investigacion tratando de dar
con aquella que aporte el mejor entorno
para el crecimiento celular, la mejor capa-
cidad de biodegradacién y eliminacién de
los productos de deshecho y la mejor ca-
pacidad para mantenimiento de la estruc-
tura espacial del tejido a formar (Meyer et
al., 2006; Nuernberger et al, 2011).

Sin embargo, el uso y disefio de
matrices para la reparacion del cartilago
da lugar a la aparicion de otros problemas
de dificil solucién. Para que una matriz
sea util, ha de tener resistencia, pero a la
vez crear un medio ambiente factible para
el desarrollo celular, pues las matrices so6-
lidas privan a las células en formacién de
los necesarios estimulos mecéanicos para
su desarrollo correcto, y las blandas pue-

den fallar a la hora de mantenerse en su
sitio al implantarlos (Mouwn et al., 2007).
Por otra parte, las matrices deben de ser
lo suficientemente resistentes para resistir
la friccién articular, pero a la vez no pro-
vocar dafo articular abrasivo en el tejido
sano circundante durante el periodo de
integracion. Si a estas dificultades ala hora
de disefiar matrices le sumamos el hecho
de que los resultados clinicos no demues-
tran una evidencia superior de mejores re-
sultados al compararla con otras técnicas
reparativas (Ripoll et al., 2011), hay auto-
res que sugieren que el uso de las matri-
ces complica ain mas la bisqueda de un
tratamiento para la reparacion articular
(Huey el al,, 2012).
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0.4

USO DE SUSTANCIAS
INTRAARTICULARES

Con el fin de sortear los proble-
mas que conlleva el uso de matrices en la
reparacion del cartilago articular, se han
desarrollado técnicas que buscan promo-
ver la formacién de un neocartilago re-
sistente sin necesidad de implantar una
matriz exdgena (Athanasiou et al., 2009).
En esta linea, el uso de 4cido hialurdnico,
factores de crecimiento de origen plaque-
tario y de células madre mesenquimales
aplicados en forma de inyeccién intraar-
ticular es un campo actual de estudio. Las
principales ventajas de estos tratamientos
es la facilidad para su aplicacion, su bajo
coste y la ausencia comorbilidad en su ob-
tencion.

El papel clave que juega el acido
hialurénico en actividades bioldgicas tan
diversas como la proliferacion y la activi-
dad celular ha sido estudiado en cartilago
a nivel molecular (Anastassiades et al.,
1984; Goldberg et al., 1987), de tal forma
que su capacidad para neutralizar radi-
cales libres y superoxidos como el 6xido
nitrico (Graf Voin Der Schulenberg et al.,
1997), de reducir la produccion de prosta-
glandina E2 (Punzi et al., 1989), sus pro-
piedades estimuladoras de produccion del
acido hialurénico endégeno presente en la
matriz extracelular del cartilago articular
(Smith, 1987), su capacidad para inhibir
la apoptosis del condrocito en pacientes
con artrosis y la accién biolégica demos-
trada que provoca sobre los condrocitos
humanos (Blanco, 2000), sugieren que el



acido hialurénico puede tener un papel
importante en la terapia regenerativa. Si
a esto le sumamos los resultados alentado-
res en numerosos estudios clinicos (Clegg,
2013), creemos que su uso esta plenamen-
te justificado en este tipo de patologia.

Los concentrados de sangre au-
tologa, entre los que se encuentra el plas-
ma rico en plaquetas, han ganado popula-
ridad creciente entre los profesionales de
la salud y entre los deportistas como resul-
tado de la atencién que le han prestado los
medios de comunicacion (Yusta, 2012).
Aparte de su uso en cirugia ortopédica, el
uso de estos productos estd ampliamente
documentado en cirugia cardiovascu-
lar, maxilofacial y plastica. (Welsh , 2000;
Wiltfang et al., 2003; Hanna, 2004; Khalafi
, 2008). Su uso se basa en el concepto de
que los concentrados de sangre autéloga
ricos en plaquetas contienen gran canti-
dad de moléculas (Borregaard et al., 1997;
Murray et al.,2007; Mishra et al., 2009;
McCarrel et al., 2009) que contribuyen a
la cicatrizacion de la lesion (Anitua et al,,
2004; Woodell-May et al., 2008). Estos
moléculas son citoquinas (FGF-2, IGF-
1), factores de crecimiento (PDGF), TGF
beta, VEGF y Factor de Crecimiento Epi-
dérmico (EGF), todos ellos capaces tanto
de incrementar la tasa de proliferacion
de varios tipos celulares como de influir
en la sintesis de tejido y en su remodela-
cion. (Lopez-Vidriero et al., 2010). El me-
canismo de accion a la hora de favorecer
la reparacion de las lesiones del cartilago
articular, se cree que esta en relacion con
la capacidad de estimulacién y diferen-
ciaciéon que tienen los factores de creci-
miento plaquetarios sobre los condrocitos
(Akeda et al., 2006), asi como los efectos
positivos que tienen sobre la sintesis de
matriz extracelular (Chubinskaya et al.,

2007; Longobardi et al., 2007) y la capa-
cidad para inducir una mayor produccién
de factores de crecimiento por parte de los
condrocitos vecinos a la lesion (Shi et al.,
2009).

Aunque el uso de plasma rico
en plaquetas para la reparacion del carti-
lago o su uso intraarticular como terapia
para la patologia articular es relativamente
nuevo, existen estudios que refutan su uso
(Jang, 2012). Estudios in vitro han demos-
trado que el tratamiento de condrocitos
con estas sustancias producen un incre-
mento significativo de la proliferacion
celular y un aumento de la produccion
de glicosaminoglicanos y coldgeno tipo II
(Akeda et al., 2006). Asimismo, su capa-
cidad para inhibir la activacion del factor
nuclear KB y de disminuir la expresion de
la ciclooxigenasa 2, ambos reguladores de
la inflamacién, también parece contribuir
a favorecer la reparacion del cartilago da-
nado (Bendinelli et al., 2010). Respecto a
los estudios clinicos, existen casos publi-
cados con buen resultado de uso de plas-
ma rico en plaquetas en lesiones osteocon-
drales de pacientes, tanto solos (Sanchez
et al., 2003) como asociados en matrices
con células madre mesenquimales (Ha-
leem et al., 2010). La aplicacion intraarti-
cular de PRP también ha sido estudiada,
encontrandose una mejora en las escalas
de dolor y una mejora de la funcionalidad
(Sanchez et al., 2008; Kon et al, 2010), de
tal forma que estos autores consideran que
el tratamiento con plasma rico en plaque-
tas es una terapia segura y efectiva capaz
de mejorar el dolor, la funcién y la calidad
de vida de los pacientes con patologia ar-
ticular.

Dentro del campo de la bioinge-
nieria, el descubrimiento de que era po-
sible obtener células madre troncales del
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tejido adiposo supuso una revolucion, ya
que asi se podian obtener grandes canti-
dades de células madre con buenas carac-
teristicas fenotipicas y con un correcto po-
tencial de diferenciacion, pero eliminando
la necesidad de realizar una puncion de
la médula dsea del paciente (Zuck et al,
2001). Las células troncales de origen adi-
poso pueden ser utilizadas con fines mé-
dicos, y existen multitud de aplicaciones
demostradas en los campos de la cirugia
maxilofacial (Mesimaki et al., 2009), la
cardiologia (Singh et al., 2009), la cirugia
toracica (Alvarez et al., 2008), la dermato-
logia, cirugia plastica (Rigotti et al., 2007)
y la cirugia general (Garcia-Olmo et al,,
2009; Pecanha et al, 2012).

En el caso de la cirugia ortopé-
dica, existen multiples lineas de investi-
gacion que estudian su aplicacion en la
lesiones osteocondrales en combinacién
con matrices con unos resultados espe-
ranzadores, aunque todavia nada definito-
rios. Tal como hemos senalado en aparta-
dos anteriores, el principal problema con
el que se enfrentan estas técnicas es que,
aparte de solucionar los complejos pro-
blemas que surgen al investigar las células
madre per se, se suman los importante
problemas que surgen al tratar de sinte-
tizar una matriz artificial que cumpla los
criterios de consistencia, integracién, y
biodegradacion necesarios para que las

células madre en ella inmersa puedan de-
sarrollarse correctamente. En contraposi-
cion, la aplicacion intraarticular, aunque
menos estudiada, emerge como un nuevo
campo con resultados esperanzadores,
pues permite centrar todo el esfuerzo en
el elemento celular reparador. Aunque no
muy numerosos, existen estudios previos
que avalan el potencial antinflamatorio
y condroprotector de las inyecciones in-
traarticulares de células madre de origen
adiposo en el animal de experimentacion
(Toghraie el al., 2011; Hurnee el al., 2012;
Qyelal,, 2012). Sin embargo, no encontra-
mos en la bibliografia previa ningun estu-
dio experimental que evaluara la posible
accion sinérgica del uso conjunto de estos
elementos celulares con el acido hialuré-
nico y el plasma rico en plaquetas.

Dadas las evidencias que hacen
pensar que la aplicacion intraarticular
por separado de factores de crecimiento
de origen plaquetario, acido hialurénico y
células madre de origen mesenquimal tie-
ne un efecto beneficioso en el tratamien-
to de la patologia del cartilago articular,
el propdsito de nuestro estudio es tratar
de dilucidar si la aplicacién intraarticular
combinada de estas sustancias puede tener
un efecto sinérgico, y en consecuencia me-
jorar la capacidad regenerativa del propio
cartilago lesionado.



0.

DISENO DEL ESTUDIO

Muchos estudios han utilizado
el conejo como modelo animal de expe-
rimentacion para investigar el tratamien-
to de las lesiones de cartilago articular. Se
trata de un animal de experimentacién
relativamente barato, su estabulizacion
es sencilla y la madurez esquelética la al-
canzan a los 9 meses de vida. En nuestro
estudio, realizamos lesiones de 3 mm de
profundidad y 3 mm de grosor por con-
siderarse éste el tamafo minimo necesa-
rio para evitar la regeneracion espontdnea
de la lesion caracteristica de muchos de
los animales de experimentaciéon (Tamai
et al., 2005, Trzeciack el al., 2006). Debi-
do a que el grosor medio del cartilago del
condilo del conejo es de 0,3 mm, cerca del

90% del volumen del defecto creado afect6
al hueso subcondral. Para realizar la lesion
utilizamos un punzoén quirtrgico en vez
de un punch de biopsia, pues nos parecid
que este tipo de lesion se asemeja mas a la
que vemos en nuestra practica clinica dia-
ria. Respecto al lugar para situar la lesion,
elegimos realizarla en los condilos medial
y lateral del fémur, pues son considerados
en este animal zonas de maxima carga
(Wei et al., 1999; Ramallal et al., 2004) y
estos son los lugares equivalentes en el hu-
mano a las zonas donde mayor niumero de
lesiones aparecen y mas sintomaticas son.
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La edad de los conejos en el mo-
mento de la intervencion fue de 24 sema-
nas para evitar que la inmadurez esqueléti-
ca interfiriera en la reparacion del defecto
cartilaginoso. El tiempo de seguimiento
de las lesiones fue de 2 y 4 semanas, di-
vididos en dos grupos de 12 conejos cada
uno. Es cierto que este tiempo de segui-
miento fue inferior a la media de otros es-
tudios (Rudert, 2002), pero consideramos
que existen estudios previos que justifican
estos tiempos en este modelo animal para
evaluar correctamente los resultados a
corto plazo de las terapias de reparacion
cartilaginosa como una demostracion de
concepto (Aherrn et al., 2009). Por otra

parte, nos hubiera gustado contar con un
mayor nimero de especimenes, con el ob-
jeto de aumentar el nimero de muestras y
hacer un anilisis estadistico de los resul-
tados. Pero por un lado nos encontramos
con el sobrecoste que supondria aumentar
el nimero de individuos. Y por otro, nues-
tro estudio fue concebido como una de-
mostracion de concepto, con la esperanza
de que, si las conclusiones resultaban sa-
tisfactorias, podriamos ampliar el nimero
de individuos en otro estudio futuro des-
cartando aquellos grupos con peores re-
sultados y centrandonos en los grupos con
resultados mas favorables.



.

RESULTADOS DE LA APLICACION
AISLADA DE ACIDO HALURONICO,

PLASMA RICO EN PLAQUETASY

CELULAS MADRE MESENQUIMALES

DE ORIGEN ADIPOSO

Las lesiones del grupo control, al
que no se le aplicé ninguna sustancia, pre-
sentaron en nuestro estudio la reaccion ci-
catricial esperable en este tipo de lesiones
del cartilago articular. A las dos semanas,
la zona lesional permanecia deprimida y
rellena de tejido conectivo con restos de
cartilago y hueso postlesionales. La tran-
sicion con el cartilago indemne estaba
formaba por un cartilago hipocelular con
pérdida de la estructura histoldgica en la
superficie, y que se hallaba recubierto por
lengiietas de tejido conectivo procedentes
del tejido cicatricial. A las 4 semanas la le-
sién ya se habia rellenado totalmente, de
tal forma que habia igualado en la superfi-
cie al cartilago adyacente indemne. Pero la

profundidad de la lesién continuaba relle-
na por un tejido conjuntivo vascularizado,
aunque algo mas fibroso y organizado que
a las 2 semanas. Sin embargo, ya se apre-
ciaban algunas dreas de diferenciacion
cartilaginosa en el interior de le lesion,
asi como de hueso neoformado, aunque
de poca calidad. En las zonas limitrofes al
cartilago sano aparecian fisuras separando
ambos tejidos, que interpretamos como
defectos de integracion.

Este tipo de reaccion es la fisiol6-
gica que se aprecia en las lesiones del car-
tilago de espesor completo. Con el tiempo,
la porcion mas profunda de la lesion se re-
construye con hueso y se restablece la la-
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mina subcondral. Sin embargo, el defecto
se llena de fibrocartilago, cuyas propieda-
des biomecanicas son inferiores a las del
cartilago articular. Este tejido tiene una
concentracion mayor de coldgeno tipo I, y
menos proteoglicanos que el cartilago ar-
ticular, y no se regeneran las capas de co-
lageno tangenciales de la zona superficial.
Los estudios a largo plazo han demostra-
do que este cartilago sufre un proceso de
fibrilacion y degeneracion (Hayes, 2001).

El grupo al que se le aplic6 acido
hialurénico intraarticular, a las dos sema-
nas no mostr6é grandes cambios respecto
al grupo control. La superficie de la lesién
permanecia deprimida y, en profundidad,
se apreciaba el mismo tejido conectivo
vascularizado y pobremente diferencia-
do. El escaso tejido cartilaginoso existente
era de poca calidad y solo apreciamos un
aumento de las luces vasculares respecto
al control. Sin embargo, a las 4 semanas
si que encontramos diferencias impor-
tantes respecto al grupo control. Aunque
la superficie permanecia algo deprimida,
el cartilago se habia desarrollado nota-
blemente, apareciendo un grosor hasta 6
veces mas que el grupo control. En gene-
ral se trataba de un cartilago pobremente
diferenciado, que recordaba al hialino en
unas zonas y en otras al fibroso. Asimis-
mo, se apreciaban condrocitos y condro-
nas, pero con una distribucién desordena-
da. En relacién con el hueso subcondral,
aparecia cartilago en regeneracién que
recordaba citoldgica y arquitecturalmente
al cartilago articular, aunque en superficie
se encuentra constituido por tejido conec-
tivo fibroso. Es importante sefialar que la
arquitectura cartilaginosa articular solo
la evidenciamos cuando el cartilago esta-
ba en relacién con el hueso subcondral,
y este, en todo caso, aun era escaso, lo

que pone en evidencia la importancia del
hueso subcondral a la hora de que la re-
paracion del defecto cartilaginoso sea mas
rdpida y de mejor calidad. En esta linea,
existen estudios previos que corroboran
que las perforaciones quirurgicas aceleran
la formacién del hueso subcondral en las
lesiones osteocondrales (Chen, 2012), y en
nuestro estudio la aplicacion de acido hia-
lurénico consiguié un efecto similar. Por
tanto, la aplicacion de acido hialurdénico
conseguiria de esta forma un efecto simi-
lar al conseguido al realizar perforaciones
pero sin la necesidad de una intervencién
quirargica. Sin embargo, dada la ausencia
de un grupo control con el que comparar,
y el insuficiente numero de especimenes,
no nos es posible confirmar este supues-
to. No obstante, creemos que este aspecto
merece de por si un estudio aparte dadas
las importantes repercusiones que tendria
en el tratamiento de las lesiones osteocon-
drales.

Creemos que el aumento de las
luces vasculares en las dos primeras sema-
nas podria guardar relaciéon con el aporte
de HA, pues existen estudios previos que
hablan de la capacidad para promover la
angiogénesis que tiene esta sustancia a tra-
vés de la induccion de la interaccion del
receptor RHAMM-TGEf via CD44-PKC$
(Park et al., 2012). Este aumento de la vas-
cularizacién permitiria que la irrigacion
vascular del foco de la lesion fuera mads
eficaz, y en consecuencia la respuesta in-
flamatoria desencadenada y el acceso de
células madre de la médula y de la matriz
Osea fuera mas eficiente, explicando de
esta forma el mayor desarrollo en grosor
del cartilago en la 4 semana al compararlo
con el control.



De todos los grupos a los que
se les afladi6 una sola sustancia intraarti-
cular, al que se le aftiadié plasma rico en
plaquetas fue en el que mas signos de re-
generacion cartilaginosa observamos. A
las dos semanas el cartilago de reparacion
todavia era mas delgado que el fisiolégico
aunque aparecia una mayor preservacion
en general del cartilago articular. En los
bordes laterales se encontraron fenéme-
nos de neoformacion 6sea en profundidad
¥, en algunas zonas, el cartilago reactivo
presentaba una relativa conservacion de la
arquitectura con presencia de la tidemark
y del cartilago calcificado, asi como con-
drocitos hipertréficos suprayacentes con
una basofilia marcada en el citoplasma. En
algunos de los animales de este grupo, se
encontraron signos de regeneracion toda-
via mas marcados, con formaciones con-
drocitarias situadas en la profundidad de
la lesion con una orientacion celular que
mimetizaba la del cartilago articular nor-
mal, abundancia de condrocitos y con la
matriz pericelular marcadamente baséfila.
Llamativamente, la porcion basal de estas
formaciones se hallaba normalmente en
contacto con el hueso subcondral neofor-
mado, una vez mas poniendo de relieve
la importancia que parece tener el hueso
subcondral a la hora de definir la calidad
y rapidez de reparacion del cartilago arti-
cular. A las cuatro semanas, el tejido neo-
formado tenia mas apariencia de cartilago
hialino. Es notable la mayor proliferacién
del cartilago articular y del hueso subcon-
dral, que parecia orientar la diferenciacion
cartilaginosa. Ademas existen dos hechos
propios de este grupo. Por un lado la rela-
tiva madurez y avascularidad del cartilago
superficial y, por otro, la diferenciaciéon en
profundidad del cartilago inmaduro, en
el que junto a condrocitos redondeados
aparecian células de habito mesenquimal

alargado. Por ultimo, al compararlo con
los grupos antes descritos, nos sorprendié
la ausencia de fisuras y la buena integra-
cion en el tejido contiguo sano.

Por tanto, parece que el plasma
rico en plaquetas aislado tuvo un mayor
efecto beneficioso sobre la reparacion del
cartilago que el acido hialurénico y el gru-
po control. Es de destacar que estos efec-
tos aparecieron en un periodo temprano,
pues en la segunda semana, aunque mads
delgado y mal integrado (presencia de fi-
suras), el cartilago reactivo presentaba
una relativa conservaciéon de la arquitec-
tura con presencia de cartilago calcificado
y de tidemark, asi como fendmenos de
neoformacion o6sea. A las 4 semanas estas
caracteristicas morfologicas estaban me-
joradas, unido a la ausencia de fisuras que
orientaba hacia una mejor integracion en
el cartilago adyacente. Esto coincide con
la bibliografia en cuanto a la mejora de
la capacidad de cura del cartilago desde
etapas tempranas (Kriiger 2012). Creemos
que el mecanismo causal viene dado por
la capacidad de estimulacién y diferencia-
cion sobre los condrocitos (Akeda 2006),
el aumento de sintesis de MEC (Chubins-
kaya 2007) (Logobardi, 2006) y la capaci-
dad que tienen los factores de crecimiento
plaquetarios para inducir la produccién
de factores de crecimiento por parte de
los condrocitos vecinos (Shi 2009). Este
ultimo aspecto podria explicar la mejor
integracion de los bordes de la lesion que
presenta este grupo.

El grupo al que se le afiadi6 cé-
lulas madre fue el que peor resultado ob-
servamos al compararlo con el resto de
sustancias probadas de manera aislada.
De forma general, en las etapas tempranas
aparecio una reparacion de la lesion con
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un tejido conectivo denso, vascularizado,
rico en fibras, y que no llegaba a igualar
en nivel al cartilago sano adyacente y con
fisuras verticales en los bordes laterales. A
las 4 semanas aparecian signos de regene-
racion cartilaginosa y 6sea, pero eran es-
casos y desorganizados. Se trataba de una
mezcla de tejido conectivo fibroso bas-
tante denso y cartilago inmaduro con una
disposicién anarquica de los condrocitos y
de los restos dseos. Por tanto, en este gru-
po, aunque existen datos que orientan ha-
cia una regeneracion cartilaginosa, esta es
pobre y desorganizada, aunque mejor que
en el grupo control.

Por tanto, en nuestro estudio, las
células madre aisladas y aportadas intra-
articularmente no parece aportar benefi-

cio a la reparacion. Quiza la causa sea que
sea necesario aplicarlas directamente en
la lesion, o en combinacidén con matrices,
para que puedan desempeiiar su funcién
reparadora. Esta teoria podria confirmar-
se si, utilizando células madre de origen
hematopoyético, se obtuviera un resulta-
do similar.

Por tanto, a nuestro entender,
no compensa hacer la inyeccion intraarti-
cular de estas células, lo que no significa
que la aplicacion directamente en la ca-
vidad formada por la lesién osteocondral
no pueda tener un efecto beneficioso, tal
como defienden estudios previos (Fuen-
tes-Boquete, 2007).
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RESULTADO DE LA APLICACION
COMBINADA DE ACIDO
HIALURONICO, PLASMA RICO EN
PLAQUETAS Y CELULAS MADRE
MESENQUIMALES DE
ORIGEN ADIPOSO

El grupo al que se le administro
acido hialurénico y plasma rico en plaque-
tas esperando encontrar un efecto sinérgi-
co entre ambas sustancias fue el que mejor
comportamiento presentd al compararlo
con la totalidad de los grupos estudia-
dos. A las dos semanas la lesion se hallaba
ocupada por un tejido conectivo celular
de aspecto abigarrado, con presencia en
profundidad de restos dseos y cartilago
en diferentes fases de degeneracion, y con
presencia de fisuras en los bordes de la le-
sién. Sin embargo, a las 4 semanas, apa-
recia un cartilago que, aunque inmaduro,
era hipercelular y estaba bien integrado

en el cartilago articular vecino. Este nue-
vo cartilago se asentaba sobre hueso sub-
condral con signos activos de sintesis dsea
Y, a su vez, el hueso subcondral asentaba
sobre una médula dsea bien vascularizada.
El efecto sinérgico de ambas sustancias se
aprecié sobretodo en una mejor restau-
racion del hueso subcondral y en la pre-
sencia de un cartilago hipercelular que,
aunque todavia inmaduro, presenta mas
calidad que el del resto de grupos estu-
diados. Una vez mas se resalta la impor-
tancia del hueso subcondral en el proceso
de cura de las lesiones del cartilago, pues
en nuestro estudio, aquellos grupos con
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mejor respuesta siempre presentaron una
mejor reparacion previa del mismo, y no
solo eso, sino que pareci6é inducir polari-
dad en el desarrollo del cartilago, lo que es
indispensable para que se regenere mejor
que el grupo control.

Aunque hay muchos estudios
que comparan el efecto de ambas sus-
tancias aplicadas por separado (Spakova,
2012; Mei-Dan O,2012) no encontramos
ninguno previo que estudie su aplicacién
combinada. Solo hemos encontrado un
estudio que habla de que su uso combi-
nado favorece la formacion de hueso al
combinar ambas sustancias con granulos
de hidroxiapatita (Ohba S, 2012). Esto
podria mejorar la reparaciéon del hueso
subcondral lesionado, y en consecuencia,
actuar como acelerador de la reparacion
de cartilago, lo que explicaria el efecto si-
nérgico que se aprecié en nuestro estudio.

El estudio de los animales a los
que se le administro el plasma enriqueci-
do con plaquetas asociado a células ma-
dre revel¢ en la etapa temprana una mayor
preservacion del cartilago articular tanto
citolégica como arquitecturalmente. A las
4 semanas presenté una buena recons-
truccion del hueso subcondral, y la lesién
aparecia rellena de un cartilago citologica-
mente maduro, aunque no presentaba la
arquitectura del cartilago articular normal.
También en este grupo apreciamos la pre-
sencia de condronas hiperpldsicas, signo
de reaccion artrosica. Por tanto, este grupo
se caracteriza por una mayor superviven-
cia y vitalidad del cartilago articular ya en
las etapas tempranas, asociado a una bue-
na reconstruccion del hueso subcondral en
las tardias, hecho ya observado en el grupo
descrito anteriormente (4cido hialurénico
y plasma enriquecido en plaquetas).

El grupo experimental al que se
le administr6 acido hialurénico y células
madre presentd en las etapas tempranas
un relleno de la lesidon a expensas de una
combinaciéon zonal de tejido conectivo y
cartilago hipertréfico. En el primer caso,
el tejido recordaba a los hallazgos encon-
trados tras la administracion aislada de
células madre, es decir tejido conectivo
mezclado con tejido dseo, buena vascu-
larizacién y actividad sintética del teji-
do 6seo subcondral. En el segundo caso,
observamos un cartilago hipertréfico sin
la arquitectura tipica y sin formacién de
hueso subcondral, tal como cuando se ad-
ministraba dcido hialurénico aislado. De
forma resumida, se puede decir que este
grupo se caracterizo por presentar resulta-
dos dispares y que es el que menos resul-
tado regenerativo y conservador del carti-
lago consiguid, y que, en vez de producirse
un efecto sinérgico entre ambos agentes,
es como si ambos se hubieran administra-
do por separado, no obteniéndose asi el
efecto perseguido.

Por ultimo, el grupo al que se
le administraron los tres agentes en con-
juncién presentd a las cuatro semanas un
relleno de la lesion por un cartilago muy
similar al cartilago articular, asentado so-
bre hueso subcondral, en el que se podia
apreciar una zona de cartilago calcificado
y una tidemark. Sin embargo, los hallazgos
encontrados no son comparables cuantita-
tiva ni cualitativamente con los grupos en
los que se ha utilizado plasma enriquecido
con plaquetas solo o asociado con acido
hialurénico. Por tanto, se puede concluir
que no se produce la sinergia buscada uti-
lizando estos tres productos.



Por tanto, de todos los grupos
a los que se les administraron sustancias
combinadas, al que se le administr6 acido
hialurénico y plasma rico en plaquetas fue
el que mejor respuesta presento, seguido
del que se le administré células madre y
plasma rico en plaquetas. En ambos casos
observamos una mejora en cuanto a es-
tructura del nuevo tejido formado, celula-
ridad, integracion en los margenes con el
tejido sano y reconstruccién de la lamina
subcondral al compararlos con el control

y con los grupos a los que se les adminis-
traron las sustancias por separado. Frente
a estos grupos en los que los agentes utili-
zados parecieron mostrar un efecto sinér-
gico, el resto presentaron resultados dispa-
res: la combinacion de acido hialurénico y
células madre produjo, en diferentes fases,
el mismo efecto que si se hubiesen utili-
zado por separado, y la combinacion de
dcido hialurdnico, células madre y plasma
rico en plaquetas tampoco produjo la si-
nergia buscada.
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1.0

CONCLUSIONES

Analizados los resultados obtenidos en nuestro estudio, podemos establecer las
siguientes conclusiones:

1. En larodilla del conejo con lesiones osteocondrales inducidas experimental-
mente, la aplicacion de terapias inductivas ayuda a mejorar la capacidad auto-
rreparativa del cartilago articular a corto plazo.

2. La aplicacién por separado de acido hialurénico y plasma rico en plaquetas
produce una mejora de las caracteristicas morfologicas del cartilago de repa-
racion, y un aumento de su capacidad de regeneracion.

3. Laaplicacién combinada de dcido hialurénico y plasma rico en plaquetas tie-
ne un efecto sinérgico en la regeneracion osteocondral al acelerar y mejorar
el proceso reparativo.

4. Para que la regeneracion cartilaginosa sea mas eficaz y completa, es indispen-
sable que antes se restablezca correctamente la arquitectura del hueso sub-
condral.

5. Los grupos que mostraron mejor respuesta reparadora presentaron un resta-
blecimiento de la arquitectura del hueso subcondral mas temprana y de mejor
calidad morfoldgica.

6. Laaplicacion intraarticular de células madre mesenquimales de origen adipo-
s0, sin soporte matricial o depodsito directo en la cavidad lesionada, no produ-
ce un efecto acelerador en la reparacion de las lesiones osteocondrales.

7. Laaplicacion combinada de dcido hialurénico, células madre y plasma rico en

plaquetas no produce un efecto sinérgico a la hora de promover la reparacion
de las lesiones osteocondrales.
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