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Resumen. Con el propdsito de analizar un protocolo de congelacion
de cartilago completo estudiando y la viabilidad del cartilago tras la
implantacion se ha realizado un estudio experimental en 60 rodillas
de 45 conejos de Nueva Zelanda de poblacién no genéticamente
pura. Se extrajeron injertos osteocartilaginosos de 4 mm de diame-
tro y 2-3 mm de espesor, incluyendo cartilago articular y hueso sub-
condral que fueron sometidos a congelacion lenta hasta -196° en
Planer Kryo-10, Serie I, Controlled Rate Freezers, siguiendo un des-
censo de temperatura controlada bajo crioproteccion con
Dimetilsulféxido, propanodiol y sacarosa. Posteriormente fueron
descongelados e implantados en céndilos femorales. Los injertos
evolucionaron a tejido amorfo acelular y pasados los 2 meses, tras
la incorporacion del componente 6seo se desarroll6 tejido fibrocar-
tilaginoso de sustitucion. El presente estudio indica que el cartilago
articular congelado no mantiene su viabilidad tras la implantacion.

Summary. The purpose of this study was to analyze a protocol
for freezing whole cartilage and to study the viability of cartilage
after the implant in 60 knees of 45 New Zealand rabbits from a
genetically impure population. Osteocartilaginous implants were
removed, measuring 4 mm in diameter and 2-3 mm thickness,
including the articular cartilage and the subchondral bone, and
slow freezing up -196° using Planer Kryo-10, Series 1l, Controlled
Rate Freezers, following a controlled drop in temperature under
cryo-protection with Dimethylsulfoxide, propanediol and sacaro-
se. After thawing grafts were implanted in femoral condyles. The
implants evolves into an acellular amorphous tissue and after 2
months, period in wich the incorporation of the osseous com-
pound occurs, substitute fibrocartilaginous tissue develops. This
study shows that frozen articular cartilage does not remain viable
after implant.

Introduccién. El cartilago segin algu-

nos autores (1,2) es inmunol 6gicamente

privilegiado ya que la matriz enmascara
los antigenos celulares, y generalmente no
induce respuesta inmune aunque los con-
drocitos pueden desarrollar antigenos de
histocompatibilidad cuando el receptor es
sensibilizado con hueso o hueso y médula
Osea (3,4) y unavez que la respuesta inmu-
ne ha sido estimulada por exposicion direc-
ta a antigenos celulares, el cartilago puede
sar vulnerable directamente por anticuer-
pos citotéxicos o por linfocito o indirecta-
mente por mediadores inflamatorios vy
enzimas inducidos por la respuesta inmune
(5,6). El hueso, sin embargo, no es inmu-
nolégicamente privilegiado (1,7), por
tanto, € injerto osteocartilaginoso ideal
deberda tener cartilago viable y hueso sub-
condral muerto, carente de inmunidad.

En este sentido, la congelacion puede ser
el mejor método de aplicacion clinica de
reducir la inmunidad de grandes y no vas-
cularizados aloinjertos osteocartilaginosos
(8), aunque a consta de la pérdida de viabi-
lidad del condrocito. De esta maneralaven-
tga de reduccion de inmunidad debe ser
sopesada con la desventga de la perdida
celular. Por ello, e éxito de los métodos de
preservacion del cartilago articular es un
requisito esencial para el éxito con trasplan-
tes de injertos osteoarticulares.

Las células cartilaginosas aidadas se man-
tiene viables metabdlicamente y mantienen
su fenotipo después de la preservacion y
congelacion (9,10), pero estas células tienen
peor sobre vivencia cuando €l cartilago arti-
cular completo es congelado y almacenado
(11-19), no existiendo adn protocolos esta-
blecidos para conservar cartilago completo
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Cartilago congelado-almacenado
4 semanas-descongelado-implantado

Grupo a (sacrificio 5 dias)

Grupo b (sacrificio 2 semanas)
Grupo c (sacrificio 4 semanas)
Grupo d (sacrificio 8 semanas)

Grupo e (sacrificio 12 semanas)

Fig. 1: Aspecto macroscopico del injerto
osteocondral congelado a los 5 dias (A) y
alas 12 semanas de su implantacion (R).

Fig. 2: Cartilago articular con picnésis
nuclear y retraccién citoplasmatica a los 5
dias de implantacién (Grupo a)(H-E, 16 Xx).
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viable durante un periodo de tiempo (itil
ante la necesidad de disponer de un banco
de tgjido con garantias de viabilidad.

El proposito de este trabajo es analizar
un protocolo de congelacion de cartilago
completo estudiando laviabilidad del carti-
lago tras la implantacion.

Material y métodos. Hemos utilizado
60 rodillas de 45 conejos de Nueva Zelanda
(Tabla 1), de poblacion no genéticamente
pura, hecho considerado importante en
relacion con la alogenicidad del injerto, los
animales desechados por mortandad o
infeccion fueron sustituidos para conseguir
grupos homogéneos.

La técnica quirtrgica, bajo anestesia
genera y rigurosas medidas de asepsia, con-
sistié en artrologia por incisién parapatelar
interna para exponer ambos condilos femo-
rales y extragr con trocar dos injertos osteo-
cartilaginosos de 4 mm de diametro y 2-3
mm de espesor, incluyendo cartilago articular
y hueso subcondral. Asi, fueron obtenidos un
total de 30 injertos osteocartilaginosos. La
fijacién de los mismos se redizo por presion,
y no se utiliz6 inmovilizacién postoperatoria
con lo que la actividad del animal sdlo sevio

restringida por las dimensio-
nes de lajaula.

Los 30 injertos (Tabla
1) fueron utilizados para su
implantacion, tras congela-
cion-descongelaciéon,  en
condilo femoral interno de
rodilla derecha y posterior
sacrificio con dosis letal de
tiobarbital a intervalos de 5
dias (grupo a), 2 semanas

(grupo b), 4 semanas (grupo c¢), 8 semanas
(grupo d) y 12 semanas (grupo e).

Todo € proceso de congelacion-descon-
gelacion se desarrollé bajo condiciones de
esterilidad proporcionada por una cabina de
flujo aéreo laminar. Utilizamos como medio
de congelacion una solucién constituida por
agua ultrapura con PBS DulbeccosR, D-glu-
cosa monohidrato, piruvato &cido, penicili-
na y estreptomicina a una osmolaridad de
275-280 mosmol/Kgy aun ph de 7'35, ala
que afiadimos dimetil sulfoxido (DM SO) y
propanodiol (PROH), como crioprotectores
permeables, a unas diluciones preestableci-
das de 0.25; 0.5; 0.75; LO; 1.25y 15 molar;
sacarosa, como crioprotector impermeable, a
unadilucién de 0.25 molar y suero fisiol6gi-
co. Las piezas osteocartilaginosas fueron
sumergidas en este medio de congelacion,
con intervalo de 5 minutos en cada una de
las diluciones indicadas.

En la dltima dilucion del medio de con-
gelacion, las piezas osteocondrales fueron
introducidas en criotubos de 1.8 ml, para su
congelacién en Planer Kryo-10, Serie I,
Controlled Rate Freezers, siguiendo un des-
censo de temperatura controlada en 4 ran-
gos de congelacion: La 1% entre +20° C y
+4° C. aunatasade -10° C/min, la 2® entre
+4° Cy -4° C a-0'5° C/min, la 3® entre -4°
Cy-80° C a-1° C/min. , y la4® entre -80°
Cy -140° C. a-2° C/min. Finalmente, fue-
ron almacenadas a -196° C. en nitrégeno
liquido durante 4 semanas. Para la descon-
gelacion, las piezas osteocondrales fueron
introducidas en Planer Krio-10, Serie I,
Controlled Rate Freezers a -100° C. para
seguir una rampa gradual de +8° C/min
hasta + 22° C, momento en que fueron reti-
radas del medio de congelacién, pero en
sentido inverso a su introduccion, desde 1.6
molar hasta 0.25 molar. Finalmente fueron
mantenidas en suero fisiologico hasta su
implantacion.

Tras @ sacrificio se efectud la extraccion
del condilo femoral derecho para fijacion en
formaldehido a 10%, descalcificacion en
acido nitrico, procesado en parafina y
obtencion de cortes de 5 micras para su tin-
cion en Hematoxilina-Eosina.
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Para la valoracion de resultados, desde €
punto de vista macroscopico se valoraron los
siguientes parametros: resultado técnico,
incorporacion del injerto 6seo, reaccion de
tejidos blandos, pannus, estado del injerto de
cartilago. En € estudio microscépico sevalo-
ro la estructuray celularidad del cartilago.

Resultados. Macroscopicamente el carti-
lago implantado presentaba perdida de bri-
llo y transparenciay cambios degenerativos
progresivos en relacion con e tiempo de
evolucion (Fig. 1 Ay B).

A los 5 dias (grupo a) latincion con H-
E mostraba, gran eosinofilia citoplasmica,
con picnosis nuclear, retraccién y rotura de
citoplasmas con lagunas vecias (Fig. 2).

A las 2 semanas (grupo b) se advertia
como el area de implantacion estaba consti-
tuido histolégicamente por un materia
amorfo y eosinofilico sin arquitectura algu-
na (Fig. 3).

A las 4 semanas (grupo c) se observaban
abundantes cambios degenerativos del car-
tilago con franca perdida de celularidad,
advirtiéndose solo a nivel profundo algunos
nidos celulares (Fig. 4).

A las 8 semanas (grupo d) latincion con
Hematoxilina-Eosina mostraba cambios
histol6gicos degenerativos del cartilago, en
todo su espesor, con desaparicion tanto de
la matriz como de las células, apareciendo
como una masa eosinofilica amorfa con
abundantes espacios claros (Fig. 5).

A las 12 semanas (grupo €) se advertiaal
microscopio éptico lapresenciade un fibro-
cartilago a nivel de la zona de implantacion
del cartilago (Fig. 6).

Discusion. El trasplante de aoinjertos
osteocondrales ha emergido como alternati-
va a reemplazo protésico en € tratamiento
de lesiones tumorales y defectos del cartila-
go articular (20). De tal manera, que €
avance de la cirugia ortopédica ha hecho
posible € uso de cartilago articular fresco
(21) y congelado (22) para reparar defectos
de articulaciones humanas dafiadas. Pero, a
pesar de resultados precoces favorables, tar-
diamente aparecen complicaciones por

cambios degenerativos (23). Y se ha presen-
tado evidencia de que una respuesta inmu-
ne por parte del huésped puede deteriorar la
supervivencia de los injertos osteocartilagi-
nosos (24), por lo que lainhibicion de esta
respuesta podria mejorar € resultado del
injerto. Por tanto, € injerto osteocartilagi-
noso ideal debera contener cartilago viable y
hueso subcondral muerto carente de inmu-
nidad. Por ello, se han desarrollado nume-
rosos estudios de congelacion de injertos
osteocondrales (11-19,25) con el objetivo
de conseguir mantener laviabilidad condro-
citaria y disminuir la inmunidad del com-
ponente 6seo.

La congelacion y amacenamiento de
células cartilaginosas aisladas en presencia
de DM SO o Glicerol con o sin adicién de
tocoferol permite una elevada tasa de viabi-
lidad con conservacion de su fenotipo (10)
pero su uso préactico esta limitado por la
dificultad de vehiculizacion de los mismos
en defectos condrales (26) y la escasa capa-
cidad de produccion de matriz de las mis-
mas para rellenar dichos defectos. Asi,
Bentley (27) publicé 90% de viabilidad de
condrocitos aislados, pero tras su implanta-
cion en defectos del cartilago articular solo
el 33% de dichos defectos fueron rellenados
con cartilago.

Las técnicas Optimas de almacenamiento
de cartilago parece ser € uso de medio de
cultivo a temperatura por debajo de congela
cion (25,28-32), pero estas técnicas tienen la
desventagja de permitir e almacenamiento
por cortos periodos de tiempo y la inmuni-
dad del componente 6seo no parece decrecer
por este método (33) y € cartilago se dete-
riora después del trasplante posiblemente
por respuesta inmune.

Por todo €llo, la congela
cion de cartilago completo
tendrialaventgja de permitir
un largo periodo de amace-
namiento, con ausencia de
inmunidad y gran facilidad
de transplante, pero desafor-
tunadamente € cartilago
intacto no sobrevive a la
congelacion en  muchos

Fig. 3: Material amorfo, carente de
estructura en area de implantacion
a las 2 semanas (Grupo a| (H-E, 16 x).

Fig. 4: Degeneracién completa del cartila-
go articular con perdida de celularidad a
las 4 semanas (Grupo c)(H-E, 6.3 x).
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Fig. 5: Ausencia de células cartilaginosas
a las 8 semanas (Grupo d)(H-E, 6.3 x).

Fig. 6: Presencia de fibrocartilago en area
de implantacién a las 12 semanas (Grupo
e)(H-E, 6.3 x).

68 Vol 34 - N° 198 Abril-Junio 1999

REVISTA ESPANOLA DE CIRUGIA OSTEOARTICULAR

casos (11,12,14-17,19,25) aunque mantenga
sus propiedades mecanicas temporamente
(13,34) y pocos avances fundamentales se
han hecho en este campo desde el reconoci-
miento de la importancia de la raz6n de
enfriamiento y la introduccion del glicerol y
el DM SO como agentes crioprotectores.

Las condiciones éptimas para mantener
laviabilidad parece ser un lento enfriamien-
to (10,14-16,19) con un meseta de alrede-
dor de 1 hora a4® para permitir la penetra-
cion del DM SO (35). Aunque el DM SO se
ha mostrado que penetra facilmente los teji-
dos (36) puede presentar interreaccion con
las moléculas de la matriz cartilaginosa, lle-
vando a peor penetracion dentro del cartila-

go (18). Aunque Tomford (37) demostro
captaciéon de DM SO-H3 en la capa pro-
funda ddl cartilago, diversos estudios de via-
bilidad encuentran esta reducida a la capa
superficial (17,25,38) lo que coincidiria
con esta dificultad de penetracién a las
capas profundas. EI DM SO se considera
toxico sobre la base de sus efectos sobre la
membrana celular y enzimas intracelulares
(39,40). Estudios experimentales demues-
tran que la tasa de toxicidad del DM SO
debe estar por debajo de 10-20% (38,41).

Asi, hay muchos factores que afectan €l
éxito de la congelacion, almacenamiento,
descongelacién e implantaciéon de aoinjer-
tos osteocondrales y el futuro debe dirigirse
a mejorar la criobiologia del cartilago arti-
cular por la aplicacion, desarrollo o combi-
nacion de crioprotectores de menor toxici-
dad y mejor penetraciéon que e DMSO
actualmente utilizado, asi como la precisa
determinacién de la 6ptima razon de con-
gelacion y descongelacion es también
importante.

El presente estudio ha tenido en cuenta
estos conocimientos previos e indica que el
cartilago articular no mantiene su viabilidad
tras laimplantacion, de ta manera, que alos
5 dias, en estos injertos fijados a presiéon que
no han incorporado su capa Gsea subcondral,
s0lo se mantiene la actividad celular en célu-
las aidadas anivel periférico, quizas porque la
nutricion por viasinovia sea insuficiente para
mantener laviabilidad del cartilago adulto. El
injerto evoluciona a tejido amorfo acelular y
pasados los 2 meses, tras laincorporacion del
componente 6seo se desarrolla tgido fibro-
cartilaginoso de sustitucion.
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