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RESUMEN ,

Introduccion: En la actualidad, han cobrado relevancia
nuevas técnicas de ingenieria de tejidos para la reparacién de
lesiones condrales. Una de estas técnicas se basa en el uso
de condrocitos autélogos expandidos in vitro e implantados
en el defecto condral. El objetivo de este trabajo fue evaluar
en un modelo animal la reparacién de defectos condrales tra-
tados con un implante de condrocitos autlogos cultivados,
las caracteristicas macro y microscpicas del tejido de repa-
racién, y la calidad del tejido de reparacién en funcién del
tiempo transcurrido desde su implante.

Materiales y métodos: Para el estudio se utilizaron 6 cer-
dos entre 2 y 4 meses de edad. Fueron operados en dos opor-
tunidades: primero: defecto para cultivo de cartilago y se-
gundo: defecto con injerto autélogo cultivado. Se estudi6 el
tejido de reparacién resultante a los 15 dias, y alos 1, 3, 4 y
6 meses de realizado el implante.

Resultados: Las biopsias mostraron la curacién de los
defectos condrales con la formaci6n de un tejido de repa-
racion con caracterfisticas macro y microscépicas simila-
res a las del cartilago hialino articular. La calidad de este
tejido de reparacién fue mejor cuanto més tiempo habia
transcurrido entre la realizacién del implante y la eutana-
sia del animal. '

Conclusiones: Sobre la base de estos resultados conclui-
mos que el implante de condrocitos autélogos aislados y
expandidos in vitro parecerfa ser una opcién terapéutica
vélida para el tratamiento de las lesiones focales y aisla-
das del cartilago articular. ‘
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REPAIR OF CHONDRAL DEFECTS OF THE
KNEE WITH CULTURED AUTOLOGOUS CHON-
DROCYTES: EXPERIMENTAL STUDY IN PIGS

ABSTRACT

Background: Presently, new tissue engineering techni-
ques have become relevant to repair chondral lesions.
One of them uses autologous chondrocytes expanded in
vitro and implanted in the chondral defect. The goal of
this study was to assess in an animal model the repair of
chondral defects with the implantation of cultured autolo-
gous chondrocytes; the macro and microscopic characte-
ristics of the repair tissue, and its quality as a function of
the time elapsed since the implantation.

Methods: Six pigs between 2 and 3 months old were
used for the study. They were operated twice, first: defect
to grow the cartilage and second: defect with cultured au-
tologous graft. The resulting repair tissue was studied at
15 days, 1, 3, 4 and 6 months after the implantation.
Results: The biopsies showed the healing of the chondral
defects through the formation of a repair tissue whose
macro and microscopic features were similar to those of
the hyaline articular cartilage. The quality of the repair
tissue improved as a function of the time between the im-
plantation and the pig’s euthanasia.

Conclusions: On the basis of such results we concluded
that the implantation of autologous chondrocytes isolated
and expanded in vitro appears as a valid therapeutic op-
tion to treat articular cartilage focal and isolated lesions.

KEY WORDS: Chondrocytes. Culture. Autologous.
Tissue engineering.

Las lesiones traumdticas, degenerativas o inflamato-
rias del cartilago articular representan un importante
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problema para el cirujano ortopédico. Debido a la limi-
tada capacidad de reparacién del cartilago hialino le-
sionado, estas lesiones evolucionan naturalmente a la
degeneracion articular por incongruencia de sus super-
ficies.®15 Por ese motivo, el cirujano ortopedista debe
hacer el mayor esfuerzo para reconstruir la superficie
articular en las fracturas intraarticulares; y en el caso de
lesiones crénicas sintomdticas, repararlas en forma qui-
rirgica.

El objetivo de la cirugia es reparar estos defectos
condrales con un tejido lo mas similar posible al carti-
lago hialino, tanto en sus propiedades biol6gicas como
mecénicas. De las distintas técnicas actualmente utili-
zadas (estimulacién del reclutamiento celular pluripo-
tencial de la médula 6sea,'®20 transferencias osteocon-
drales autélogas,!920 alotrasplantes®!%-18:2) pocas con-
siguen lograr este objetivo. Este problema ha generado
particular interés en los cirujanos ortopedistas e inves-
tigadores. En la actualidad, han cobrado relevancia
nuevas técnicas de ingenierfa de tejidos para la repara-
ci6én de lesiones condrales. Una de estas novedosas téc-
nicas se basa en el uso de condrocitos autélogos expan-
didos in vitro e implantados en el defecto con-
dral_6,13,17,19

Las propiedades biomecdnicas caracteristicas del

cartilago articular hialino estdn determinadas por su

matriz extracelular. Los responsables de la remodela-
cién y el mantenimiento constantes de la matriz son
los condrocitos del cartilago hialino. Si como se men-
ciond, las técnicas de reparacién de las lesiones con-
drales tienen como objetivo generar un tejido sustituti-
vo que posea las mismas propiedades biomecanicas
que el cartilago articular hialino, son necesarias célu-
las vivas capaces de sintetizar y mantener una matriz
cartilaginosa similar a la del cartilago articular normal.
Estas células vivas al ser implantadas en el defecto
condral deberfan permanecer viables para poder sinte-
tizar y mantener esa matriz. Trabajos experimentales
con técnicas de regeneracién tisular demostraron que
condrocitos autélogos colocados en el defecto condral
cumplian tales requisitos.”!! Mediante esta técnica,
condrocitos obtenidos del cartilago hialino del pacien-
te son enzimaticamente separados y cultivados in vi-
tro, para implantarlos luego, Existen varias publicacio-
nes de estudios realizados en seres humanos para el
tratamiento de lesiones condrales con implantes de
condrocitos autélogos cultivados con un buen resulta-
do clinico después de un seguimiento de entre 2 y 9
afios.#16:21,22.24.25

El objetivo de este trabajo fue evaluar en un mode-
lo animal la reparacién de defectos condrales trata-
dos con un implante de condrocitos autélogos culti-
vados; las caracterfsticas macro y microscépicas del
tejido de reparacién, y la calidad de este tejido de re-
paracién en funcién del tiempo transcurrido desde su
implante.
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Materiales y métodos

Disefio experimental

Para el estudio se utilizaron 6 cerdos de entre 2 y 4 meses de
edad. Los animales tenfan un peso promedio de 10 kg (rango, 9
a 12). Todas las operaciones se realizaron bajo anestesia gene-
ral inhalatoria (halotano) y con técnicas estériles. Cada animal
recibié dos cirugfas: en la primera se tomé una muestra de car-
tilago hialino para ser cultivado, credndose en forma artificial
un defecto de 6 mm de didmetro en la parte lateral de la tréclea
femoral de la rodilla derecha. En la segunda cirugfa, se cre6 otro
defecto condral similar al anterior, que fue tratado con un im-
plante de condrocitos aut6logos cultivados colocado debajo de
un parche de periostio. El defecto resultante de la primera ciru-
gia no fue tratado y se utilizé como grupo control.

Primera cirugia

Se abordé la rodilla derecha por una via longitudinal pararro-
tuliana interna. Se luxé la rétula hacia lateral. Con la ayuda de
un sacabocados se realizé un defecto circular de 6 mm de dia-
metro.en la parte lateral de la tréclea femoral. Con una cureta se
extrajo del defecto la totalidad del cartilago articular sin lesio-
nar la capa de hueso subcondral. La cantidad de cartilago extrai-
do fue de entre 0,047 y 0,07 g (promedio: 0,058 g) y se utilizé
para el cultivo de condrocitos. El defecto resultante se dejé a su
libre evolucién y fue utilizado como grupo control. La rodilla se
cerr6 suturando por planos y se permiti6 la libre movilidad del
animal inmediatamente después de finalizada la cirugfa.

Aislamiento y cultivo de los condrocitos

La biopsia de cartilago articular se coloc6 en 20 ml de un me-
dio de transporte de Eagle modificado por Dulbecco / Férmula
12 de Ham (1:1) (Life Technologies, Baltimore, MD), al cual se
agregé gentamicina (0,05 mg/ml) (Life Technologies, Baltimo-
re, MD), penicilina y estreptomicina (100U/ml) (Life Technolo-
gies, Baltimore, MD). Se conservé la muestra en un recipiente
refrigerado hasta su procesamiento en el laboratorio.

El cartilago aislado se cort$ en fragmentos de aproximada-
mente 2 mm?, y se lavé tres veces con una solucién de medio
Formula 12 de Ham (Life Technologies, Baltimore, MD), su-
plementado con gentamicina (0,1 mg/ml) (Life Technologies,
Baltimore, MD), penicilina y estreptomicina (100 U/ml) (Life
Technologies, Baltimore, MD).

Los fragmentos fueron tratados con colagenasa I (2 mg/ml)
(Life Technologies, Baltimore, MD) en 10 ml de medio de For-
mula 12 de Ham, durante 16 horas a 37°C, en presencia de deso-
xirribonucleasa I (100 U) (Life Technologies, Baltimore, MD).

La suspensién resultante se filtré con una malla (100 mm de
poro) y se centrifugé 7 minutos a 2100 rpm: El pellet obtenido
se resuspendié en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium /
Ham’s F12 (1:1) (Life Technologies, Baltimore, MD), suple-
mentado con L-glutamina (Life Technologies, Baltimore, MD),
sal sédica de 4cido L-ascérbico (50 mg/ml) (Anedra, San Fer-
nando, Argentina), penicilina y estreptomicina (100 U/ml) (Li-
fe Technologies, Baltimore, MD), y 10% de suero fetal bovino
(Life Technologies, Baltimore, MD).

Las células se mantuvieron in vitro a 37°Cy 5% de CO,, y a
humedad saturada el medio de cultivo se cambid tres veces por
semana. El cultivo se repicé cuando alcanzé el 60% de con-
fiuencia.
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El dia del implante los condrocitos fugron tripsinizados, lava-
dos tres veces con buffer fosfato salino (Life Technologies, Bal-
timore, M) a 37°C y se resuspendieron a una concentracién de
2.4 %107 células en 0.4 ml de medio Ham's F12 (Life Technolo-
aies, Baltimore, MD),

Segunda cirugia

La segunda cimgia se realizé a los 18 dias promedio luego de
la primera (rango, 14-21). Se abordd la rodilla derecha por la
via descrita ¥ se luxd la rétula hacia lateral, Utilizando el mis-
mo procedimiento que en la primera cirugia, s¢ cred artificial-
mente un defecto en la parte lateral de la tréclea femoral un cen-
timetro por debajo del defecto va realizadoe. Se uvo especial
cuidado en no lesionar la capa de cartilago calcificado durante
la produceitn de este defecto. Se extrajo un parche de periostio
de la cara interna de la tibia proximal y se suturd a los bordes
del defecto con vieril 6-0. Con la ayuda de una aguja de 18
ge se inyectaron los condrocitos cultivados en el defecto (Fig,
y se sellaron los bordes de la unidn periostio-cartilago sang con
adhesive hemostitico fisiolégico derivado del fibrindgeno (Tis-
sucol®, Baxter), La rodilla se cerrd suturando por planos y se
permitid la libre movilidad con carga total del animal inmedia-

au-

tamente después de hinalizada la cirugia.

Evaluacidn macroscdpica v micrescdpica

Se realizé la eutanasia de un animal por vez a los 15 dias, 1,
3, 4 y 6 meses (a los 3 meses se sacrificaron dos cerdos). Uno
de los cerdos sacrificado a los 3 meses habia presentado un cua-
dro de parasitosis intestinal que alterd su crecimiento, por lo
que la talla y el peso de este cerdo no aumentaron en dimensio-
nes similares a los otros 5 utilizados en el estudio. EI tratamien-
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to antiparasitario se realizd con una combinacion de benzetini
da, penicilina y estreplomicina,

Los 12 defectos cartilaginesos realizados artificialmente se
dividieron ¢n dos grupoes: 1) en el primer grupo se incluyeron
los 6 defectos tratados con un implante de condrocitos autdlo-
zos, 2) en el segundo grupo se incluyeron los 6 defectos sin tra-
tamiento del grupo control, Para comparar los resultados entre
ambos se realizd una evaluacion macroscopica ¥ una microsco-
pica; ¥ una evaluacidn histoldgica para objetivar los cambios
ocurridos en el desarrollo del tejido de reparacion del primer
arupo con relacion al momento en que se realizd la entanasia
del animal.

Para la evaluacion macroscopica se utilizd la evaluacidn de la
ICRS," gue evalia el grado reparado del defecto, la integracidn
del neacartilago con el cartilago articular circundante v la apa-
riencia de la superficie del neocartilago, dando como resultado
un tejide de reparacidn normal, cercano a lo normal, anormal o
severamente anormal (Tabla 1),

Para la primera parte de la evaluacidn microscdpica (se com-
pararon los resultados de los dos grupos entre 50), se tomaron
biopsias de todos los defectos creados, se realizaron cortes se-
riados v se tiferon con hematoxilina-eosina y con aleian blue
para identificar la presencia de proteoglucancos en la matriz ex-
tracelular. Se evalvaron los cortes histoldgicos que inclufan la
regidn central del defecto. También se realizd inmunohistoqui-
mica para coldzeno tipo I, De acverdo con la celularidad de la
muestra, el aspecto de la matriz (metacromasia positiva con el
alcian blue) v al resultado de la inmunchistoquimica para cold-
geno tipo 11, se clasificaron tres tipos de tejido de reparacion:

» Tejido fibroso: las células son fusiformes, tienen un nicleo
elongado tipo fibroblastos y no forman lagunas. La matriz
se caracteriza por manojos ondulantes de coldgeno, orienta-
dos por lo general en forma paralela, La matriz tifie negati-

Figura 1. Momento en que se implantan los condrocitos autdlogos cultivados en el defecto sellado con un parche de periostio,
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Tabla 1. Evaluacién macroscépica de la zona reparada

Criterios

Puntos

« Grado reparado del defecto

A nivel con el cartilago circundante
75% del defecto reparado

50% del defecto reparado

25% del defecto reparado

0% del defecto reparado

O = NW s

» Integracion del borde con el cartilago
circundante

Integracién completa al cartflago circundante
Borde demarcatorio < Imm

3/4 del injerto integrado; 1/4 con un borde
demarcatorio

> 1 mm

1/2 del injerto integrado, 1/2 con un borde
demarcatorio

> 1 mm

Sin contacto a 1/4 del injerto integrado al
cartilago circundante

W

» Apariencia macroscopica

Superficie suave ¢ intacta

Fibrilaciones superficiales

Fisuras pequefas y aisladas

Fisuras mayores y aisladas o pequefias pero
generalizadas

Degeneracion total del drea implantada

— N W

Resultados de la evaluacién:

e Grado I Normal

» Grado II Cercano a lo normal
» Grado III Anormal

» Grado [V Severamente anormal

12 puntos
11-8 puntos
7-4 puntos
3-0 puntos

va para el alcian blue y el coldgeno tipo IL. Matriz heterogé-
nea. Alta celularidad.

« Tejido transicional: posee caracteristicas intermedias entre el
tejido fibroso y el cartilago hialino. Algunas areas de la ma-
triz tifien positivo con el alcian blue. La presencia de manojos
de fibras de coldgeno distingue este tejido del cartflago hiali-
no. Las caracteristicas de las células, que son redondeadas y
pueden formar lagunas, lo diferencian del tejido fibroso.

« Tejido tipo cartilago hialino (hyaline-like): se identifica por el
aspecto de sus células y de su matriz. No se encuentran fibras
de coldgeno agrupadas en manojos. Las células tienen una
forma esférica y estdn agrupadas en lagunas. La matriz tifie
positiva para el coldgeno tipo II y el alcian blue. Matriz ho-

- mogénea. Baja celularidad.

La segunda parte de la evaluacion microscopica consistié en
evaluar la calidad del tejido de reparacién del primer grupo (de-
fectos condrales tratados con un implante de condrocitos autélo-
gos cultivados) en relacién con el tiempo transcurrido desde el
implante hasta el sacrificio del animal. Se utilizé una escala de
evaluacién histolégica descrita por O Driscoll,' con un puntaje

méximo de 31 puntos correspondiente al cartilago hialino articu-
lar normal. La escala evalda: morfologia del tejido de reparacién
(méximo 3 puntos), metacromasia positiva de la matriz con el al-
cian blue (mdximo 3 puntos), integridad estructural del neocarti-
lago (méximo 4 puntos), presencia de conglomerados de condro-
citos (mdximo 2 puntos), presencia de la interlinea cartilago-hue-
so subcondral (maximo 4 puntos), caracteristicas de la superficie
(mdximo 3 puntos), relleno del defecto (mé4ximo 3 puntos), inte-
gracién lateral con el cartflago circundante (médximo 2 puntos),
integracioén basal con el cartilago circundante (mdximo 3 puntos)
y presencia de inflamacién (médximo 4 puntos).

La evaluaci6n de los hallazgos microscépicos fue realizada
por un anatomopatélogo experimentado en patologia del siste-
ma musculoesquelético.

Andlisis estadistico

Las diferencias obtenidas en los resultados histolégicos del
primer grupo (defectos condrales tratados con un implante de
condrocitos autélogos cultivados) y del segundo grupo (defec-
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tos condrales no tratados ¥ utilizados comeo control) fueron ana-
lizadas utilizando la prugha de la f para grupos emparzjados.
Alfa fue 0,05.

Resultados

Evaluacidn macroscapica

La apariencia de la articulacién en el momento de su
ERpPOSICION erd normal. El tejido sinovial tenia un aspec-
to regular, sin signos de inflamacién y el color del ligui-
do sinovial era normal.

La evaluacién macroscopica de la superficie del teji-
do de reparacion del primer grupo (defectos tratados
con un implante de condrocitos auttlogos cultivados)
fue normal en el 50% de los cerdos (3 de 6). Esta super-
ficie era similar al cartilago articular circundante y no
presentaba limite de demarcacién con el resto de la arti-
culacién. En los cerdos sacrificados a los 15 dias y al
mes de realizado el implante, el tejido formado presen-
taba un borde menor de 1 mm de espesor que demarca-
ba el tejido de reparacion del cartilago hialino circun-
dante y se encontraba levemente deprimido con respec-
1o al cartilago articular circundante, siendo el resultado
una superficie articular cercana a la normal. El cerdo
enfermo sacrificado a los 3 meses presentd un resultado
anormal en la evaluacién macroscopica de su superficie
articular (la superficie s¢ encontraba hundida y con va-
rias fisuras pegquefias y aisladas).

Todos los cerdos del segundo grupo {defectos sin trata-
miento del grupo control) presentaron en la evaluacidn
macroscGpica de su superficie articular un resultado
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anormal, con varias fisuras en la superficie del tejido de
reparacidn, la cual estaba hundida y con un borde demar-
catorio mayor de 1 mm con respecto al cartilago articular
circundante.

Evaluwacidn microscopicd

En la primera parte de esta evaluacitn se compararon
los resultados histolégicos entre los dos grupos. En todos
los defectos del grupo control (defectos sin tratamiento)
el tejido de reparacion fue calificado como tejido fibroso
sin importar la fecha de la eutanasia del animal (Fig. 2A).
Las células eran de caracteristicas fusiformes y con un
niicleo elongado tipo fibroblasto. En todos ellos la matriz
tifié negativa para el alcian blue y ¢l coldgeno tipo I1. Por
el contrario, en 5 de los 6 (83%) defectos del primer gru-
po (tratados con un implante de condrocitos autdlogos
cultivados) ¢l tejido de reparacion se clasificd como car-
tilago tipo hialino en su mayor parte (Fig. 2B). Las célu-
las tenian una forma esférica y se agrupaban en grupos
isogénicos. La matriz tifid positiva para el coligeno tipo
11 y para el alcian blue. En el defecto restante (del animal
enfermo con parasitosis) el neotejido tenia caracteristicas
de tejido fibroso, con abundantes fibroblastos ¥y con una
matriz negativa para el alcian blue y el coligeno tipo 1L
La diferencia entre los resultados de ambos grupos fue
estadisticamente significativa (p = (0041 ),

En la segunda parte de esta evaluacidn (calidad del te-
jido de reparacién en relacién con el tiempo transcurrido
desde el implante hasta la eutanasia del animal) se encon-
tré que la calidad del tejido de reparacién de los defectos
condrales tratados con un implante de condrocitos autd-

Figura 2. Cortes histoldgicos de biopsias omadas a los 6 meses de realizadoe el implante. Tincién con alcian blue. {Detalle x 400},
A. Biopsia del defecto del grupo control, El nestejido presenta earacteristicas de tejido fibroso, con abundantes fibroblastos y con

una matriz negativa para el alcian blue. B. Biopsia del defecto

tratado con un implante de condrocitos autélogos cultivados. El teji-

do de reparacion se clasifict como cartilago tipo hialino en su mayar parte. Las células son de forma esférica y estin agrupadas en
grupos isogénicos. La matriz tifié positiva para el alcian blue.
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logos cultivados fue mejor cuanto més tiempo habia
transcurrido entre la realizacién del implante y la eutana-
sia del animal (Tabla 2). A mayor tiempo de evolucién del
implante, mejor era la calidad del cartilago hialino forma-
do. Esta mejoria en el resultado se debi6 fundamental-
mente a la mejor organizacién estructural del neocartila-
go, a una tincién mas homogénea de 1a muestra con el al-
cian blue (mayor contenido de proteoglucanos) y a una
mejor integracion basal y lateral del injerto al cartilago
sano circundante. Se observé una buena unién lateral en
todas las muestras estudiadas. Respecto de la integracion
basal del neocartilago al hueso subcondral, ésta fue total
recién a los 4 y 6 meses de realizado el implante. El alto
porcentaje de condrocitos agrupados en conglomerados
de las primeras muestras mostraba una organizaciéon mds
columnar en las muestras obtenidas a los 4 y 6 meses de
realizado el implante. Un defecto presentd una hipertro-
fia del tejido de reparaci6n por sobre el nivel de la super-
ficie articular. Analizando las caracteristicas de este teji-
do hipertréfico, se observé que se debi6 a una hipertrofia
del periostio utilizado para sellar la cavidad donde se rea-
liz6 el implante.

Discusion

Los defectos condrales creados en las rodillas de los
cerdos y tratados con un implante de condrocitos autdlo-
gos cultivados se curaron con la formacion de un tejido
de reparacion con caracterfsticas macro y microscopicas
similares a las del cartilago hialino. La calidad de este te-
jido de reparacién fue mejor cuanto mds tiempo habia
transcurrido entre la realizacion del implante y la eutana-
sia del animal.

Tabla 2. Calidad del tejido de reparaci6n en funcién del
tiempo transcurrido desde la realizacion del implante de
condrocitos autélogos cultivados hasta la eutanasia del
animal

Tiempo de Puntaje
evolucién - (max. 31
del implante puntos) .

15 dias 15

1 mes 20

3 meses : 26

4 meses ' 29

6 meses 30
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El tejido de reparacién en 5 de los 6 defectos tratados
con un implante de condrocitos autélogos cultivados tifid
positivo para el coldgeno tipo Il y para el alcian blue.
Ademds, las células tenian las caracteristicas propias de
los condrocitos del cartilago hialino articular normal. Es-
tos resultados fueron diferentes de los obtenidos en los
defectos creados en la misma rodilla de los mismos cer-
dos y que no fueron tratados. Las caracterfsticas del teji-
do de reparacion de estos defectos eran las de un tejido fi-
broso, con células fusiformes y un nicleo elongado tipo
fibroblasto, con una matriz con tincién negativa para el
colageno tipo IT y el alcian blue. Comparando los resulta-
dos de ambos grupos, observamos que la calidad del teji-
do de reparacién fue muy superior en el grupo de defec-
tos tratados con un implante de condrocitos aut6logos
cultivados que en el grupo control. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros autores. Los primeros
estudios en animales con resultados favorables fueron
realizados en conejos.>!'?* En uno de estos estudios,!! se
aislaron condrocitos de la articulacién por tratar, se mar-
caron con un radioisétopo y se cultivaron durante 21 dias.
Posteriormente fueron implantados en el defecto condral
y el tejido de reparacion fue analizado a las 6 semanas de
realizado el implante. El estudio histol6gico de este teji-
do mostré la reparacion de la lesién con un tejido tipo
cartflago hialino que contenfa condrocitos viables y una
matriz con coldgeno tipo II. Un 8% de las células de este
tejido de reparacién permanecian marcadas con el radioi-
sétopo, por lo que los autores concluyeron que los con-
drocitos implantados en el defecto se habian incorporado
en el tejido de reparacion formado y habian proliferado
en éL. Otro de estos. estudios realizados en conejos® de-
mostré que a los 3 meses de efectuado el implante, la can-
tidad y calidad histolégica del tejido de reparacién obte-
nido de defectos condrales tratados con un implante de
condrocitos autlogos fue sensiblemente mejor que el te-
jido de reparacién obtenido de defectos sin ningtin tipo de
tratamiento. También se compar6 el tejido de reparacion
obtenido luego del implante con el obtenido de defectos
tratados con un parche de periostio sin implante de célu-
las debajo y al afio de evoluci6n continuaba siendo mejor
la calidad del tejido de reparacién formado luego del im-
plante de condrocitos autélogos cultivados.

En otras dos publicaciones, ! el tratamiento con un im-
plante de condrocitos autélogos cultivados produjo un te-
jido de reparacién con caracteristicas de fibrocartilago.
En uno de los estudios la evaluacién de los resultados se
hizo a los 12 y 18 meses posteriores a la realizacion del
implante.’ Los autores atribuyeron estos resultados nega-
tivos a la diferente especie y edad del modelo animal uti-
lizado (perros adultos), a la falta de retencién de los con-
drocitos implantados en el defecto debido a un posible
desplazamiento del parche de periostio y a la localizacion
del defecto condral (tréclea femoral). Por otra parte, los
autores también notaron en sus experimentos la penetra-
ci6n de la capa de hueso subcondral durante la produc-
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cién del defecto condral. Es fundamental que la capa de
cartilago calcificado se encuentre intacta en el momento
de realizar el implante de los condrocitos cultivados.
Cuando se lesiona esta zona, el defecto se rellena con cé-
lulas provenientes del aporte vascular del hueso subcon-
dral y el resultado es el relleno del defecto con un tejido
de reparacién con caracteristicas de fibrocartilago. Sin
embargo, estos mismos autores en un experimento poste-
rior? con el mismo modelo animal, observaron una dife-
rencia significativa en el relleno total del defecto y en el
porcentaje de cartilago hialino luego del tratamiento de
defectos condrales con un implante de condrocitos autd-
logos cultivados en comparacién con los defectos con-
drales sin tratamiento del grupo control. Informaron un

incremento del porcentaje de cartilago hialino respecto .-

de fibrocartilago en el tejido de reparacion a los 45 dias,
3 y 6 meses de realizado el implante. Para explicar las di-
ferencias entre estos resultados y los obtenidos en sus es-
tudios previos, los autores concluyeron que el tejido de
reparacion tipo cartilago hialino que se formaba en el de-
fecto a los 6 meses de realizado el implante presentaba
una unién completa en la base de éste, pero una unién in-
completa al cartflago articular de los bordes de la lesion.
Con un mayor tiempo de evolucion (12 a 18 meses) esta
unién lateral incompleta sumada a fisuras verticales ob-
servadas en el tejido de reparacidn habrian contribuido a
la degeneracién y posterior pérdida del tejido de la base
del defecto, con la consecuente reparacion de éste con fi-
brocartilago.

En nuestro estudio, un solo defecto de los tratados con
un implanté de condrocitos autélogos cultivados en el te-
jido de reparacién tenfa las caracteristicas del tejido fi-
broso, siendo ademads anormal el resultado de la evalua-
cién de-su superficie. Este defecto pertenecia al cerdo en-
fermo con una parasitosis intestinal. Debido a la enferme-
dad, la talla y el peso de este animal no aumentaron en di-
mensiones similares a los otros 5 cerdos utilizados en el
estudio. Creemos que la alteracién en el desarrollo del
animal que produjo la parasitosis alteré también el desa-
rrollo y maduracién del tejido de reparacién. Si bien no
encontramos en la bibliografia ningin informe sobre la
accién de los antiparasitarios y el desarrollo del cartilago
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articular, este factor deberia tomarse en cuenta en el ana-
lisis del mal resultado obtenido en este animal.

También observamos que cuanto mds tiempo transcu-
rria entre el implante de condrocitos autélogos cultivados
y la eutanasia del animal, mejor era la calidad del tejido
de reparacién. Sin embargo, en ninguna de las muestras
analizadas se alcanzé el puntaje méximo del cartilago ar-
ticular normal. En la muestra de mayor desarrollo (6 me-
ses) la organizacién columnar del cartilago no estaba to-
talmente desarrollada y habfa un bajo porcentaje de célu-
las condrales agrupadas en racimos. Esto representa un
tejido de reparacién inmaduro y todavia en desarrollo.
Por este motivo, creemos que la formacidn definitiva de
cartflago hialino articular normal mediante esta técnica es
un proceso que necesita una duracién mayor de los seis
meses estudiados por nosotros. Incluso, este tiempo po-
dria llegar a ser superior a un afio, ya que otros autoress
observaron que el tejido de reparacién luego del implan-
te de condrocitos autélogos cultivados todavia se encon-
traba en una fase de maduracién en las muestras obteni-
das a las 52 semanas de realizado el implante.

En nuestro conocimiento, esta es la primera experien-
cia para la reparacion de defectos condrales con un im-
plante de condrocitos autélogos cultivados realizada en
cerdos. Nuestros resultados demuestran la posibilidad de
efectuar en nuestro medio el procedimiento de cultivo y
amplificacién de condrocitos, asf como su posterior apli-
cacién con resultados terapéuticos equivalentes a los ob-
tenidos por otros grupos en otros modelos.

Si bien el nimero de animales utilizado podria conside-
rarse reducido en comparacién con otros estudios experi-
mentales publicados, éste fue determinado considerando
los concluyentes resultados logrados y los criterios de
buena prictica de laboratorio con animales.

El implante de condrocitos autélogos aislados y expan-
didos in vitro pareceria ser una opcidn terapéutica vélida
para el tratamiento de lesiones focales y disladas del car-
tilago articular. Mediante esta técnica se produce la repa-
racion del defecto condral con la formacién de un tejido
de cartflago tipo hialino con caracteristicas macro y mi-
croscOpicas similares a las del cartilago hialino articular
normal.
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