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Resultados en la reparacion experimental de lesiones osteocondrales
en un modelo porcino mediante ingenieria de tejidos
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RESUMEN. Objetivo: Reparar lesiones experi-
mentales osteocondrales en la rodilla de cerdos,
mediante Ingenieria de Tejidos. Material y méto-
dos: Se operaron 8 cerdos de 40 kg. Se obtuvieron
biopsias de cartilago y periostio de su rodilla con-
trol. Se aislaron, cultivaron y se sembraron por
separado células de cartilago y periostio en poli-
meros biodegradables de APL y APG, los cuales
fueron fijados al fondo de un defecto osteocondral
de la rodilla experimental del cerdo, con implan-
tes bioabsorbibles de Mitek™. Después de 4 meses
los cerdos fueron sacrificados y analizados, por
resonancia magnética nuclear (RMN), evaluacion
macroscopica, histologia, microscopio electrénico
(ME), de barrido (MEB) y analisis de elementos
por MEB. Resultados: Todos los defectos se relle-
naron de tejido similar a cartilago a la evaluacién
por RMN y examen visual. Se obtuvo cartilago si-
milar a hialino en 3 defectos y fibrocartilago en 5.
El ME demostré condrocitos en el tejido de repa-
racion. El MEB demostré una buena integracion
al hueso y al tejido circundante. El analisis de ele-
mentos por MEB demostro la presencia de matriz

SUMMARY. Objective: To repair experimental
osteochondral knee lesions in pigs using tissue en-
gineering. Material and methods: Eight 40-kg pigs
underwent surgery. Cartilage and periosteal biop-
sies of their control knee were taken. Cartilage and
periosteal cells were independently isolated, cul-
tured and seeded in biodegradable PGA and PLA
polymers that were fixed on the bottom of an os-
teochondral defect in the pig’s experimental knee,
with bioabsorbable Mitek™ implants. Four
months later the pigs were sacrificed and the knees
were analyzed with nuclear magnetic resonance
imaging (NMRI), macroscopic assessment, histolo-
gy, electron microscopy (EM), scanning electron
microscopy (SEM) and SEM element analysis. Re-
sults: All the defects were filled with cartilage-like
tissue according to the NMRI evaluation and the
visual examination. Hyaline-like cartilage was ob-
tained in 3 defects and fibrocartilage in 5. The EM
showed chondrocytes in the repair tissue. The
SEM showed appropriate integration to the bone
and the surrounding tissue. SEM element analysis
showed sulphurized matrix attached to the bone
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sulfatada adherida al hueso con predominio de
calcio y fosfatos. Discusion: Se crearon tejidos si-
milares a los normales mediante Ingenieria de Te-
jidos. El sistema de fijacion del polimero resulto
ser efectivo.

Palabras clave: modelo animal, lesién, porcino,
cultivo de tejido, cartilago.

Introduccion

Se ha documentado que las lesiones traumaticas agudas
al cartilago articular predisponen al desarrollo precoz de
osteoartritis (OA), también denominada artrosis o enferme-
dad articular degenerativa.'?

La osteoartritis (OA) constituye en la actualidad un
grave problema de salud piblica con un costo econémico
y social elevado. Se le considera la segunda causa de dis-
capacidad en los Estados Unidos de América. Se estima
ademds que 68% de los adultos mayores de 55 afios de
edad presentan evidencias radiograficas de OA y que la
poblacién de 65 afios o mas en los Estados Unidos, el 22%
de su poblacion total, padecen de alguin tipo de OA, es de-
cir, que 43 millones de personas o una de cada 6 personas
padecen la enfermedad. Se estima que la estadistica se in-
cremente y para el afio 2020 59.4 millones de personas
tengan OA. El costo anual de esta enfermedad se estimaba
para el afio 2000 en 95 billones de ddlares.’

En México, existe una serie de 1,309 artroscopias de ro-
dilla reportada en el Instituto Nacional de Rehabilitacion,
con prevalencia de lesiones condrales del 61.4%. Un
73.8% de estas lesiones es grado III-IV de Outerbridge,
con una localizacién predominante a nivel patelofemoral
(39.3%) y co6ndilo femoral medial (27.8%). En una pobla-
cién con edad promedio de 37 afios, la inminente evolu-
cién de lesiones condrales de alto grado hacia OA nos ad-
vierte del riesgo de convertirse en un problema de salud
publica.*

En cuanto a las lesiones osteocondrales, que es el tema
de este articulo, hay que recordar que existe una comuni-
cacion entre el hueso subcondral con sus nutrientes al de-
fecto cartilaginoso, formandose un tejido cicatrizal del
tipo de fibrocartilago, el cual es de menor calidad com-
parado al cartilago normal, evolucionando finalmente a
laOA>

Dentro de las diversas técnicas de reparacién condral,
dltimamente han surgido las técnicas que utilizan la repa-
racién biolégica mediante la ingenieria de tejidos, la cual
es un campo multidisciplinario de investigacién que com-
bina los conocimientos de diferentes areas de la ingenie-
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with calcium and phosphates as predominant ele-
ments. Discussion: Tissue engineering enabled the
production of tissues similar to normal ones. The
polymer fixation system was effective.

Key words: experimental, chondral injury, ani-
mal model, pig, graft, culture tissue.

ria, la biologia celular y molecular.® Dentro de éstas, una
de las técnicas empleadas y originalmente descrita por
Langer combina la utilizacién de materiales sintéticos bio-
compatibles y biodegradables como estructuras de sostén
o transportadores de células aisladas de tejidos especifi-
cos, con la finalidad de regenerar tejidos que puedan ser
empleados para reparar, reconstruir o reemplazar la estruc-
tura o funcién de 6rganos lesionados o ausentes.”®

Vacanti y colaboradores describieron la formacién de
cartilago mediante el empleo de condrocitos inmaduros
sembrados en suturas de 4cido poliglicélico deshebradas e
implantadas en el espacio subcutdneo de ratones atimi-
cos.” Mds tarde, describieron la reparacién de defectos arti-
culares creados experimentalmente en la rodilla de cone-
jos utilizando condrocitos autélogos y estructuras de
dcido poliglicélico. Técnicas similares se han utilizado
para la generacién experimental de diferentes tejidos
musculo-esqueléticos, tales como cartilago, hueso y es-
tructuras compuestas de cartilago y hueso, tendones, liga-
mento y menisco.'®!!

En estudios previos reportados por Ibarra y cols., entre
otros, se describe la formacién de cartilago, meniscos, liga-
mentos y hueso, empleando técnicas de ingenieria de teji-
dOS.lz_lS

El objetivo del presente estudio es reportar los resulta-
dos de la evaluacién morfolégica (macroscépica e histold-
gica), por resonancia magnética nuclear y por microscopia
electrénica de barrido ambiental, de la reparacién de lesio-
nes osteocondrales creadas quirtirgicamente en la rodilla de
cerdos adultos utilizando el implante de estructuras de poli-
meros sintéticos biocompatibles y biodegradables sembra-
das con condrocitos y células de periostio autélogos.

Se pretende demostrar, también, que mediante estructu-
ras de polimeros sintéticos biocompatibles y biodegrada-
bles sembradas con condrocitos autélogos y con células
de periostio, empleadas para reparar defectos osteocon-
drales, es posible la formacién de cartilago articular con
caracteristicas morfolégicas y moleculares similares a las
del cartilago articular normal. Y que ademads este tejido
cuenta con una adecuada integracién al cartilago articu-
lar en la periferia del defecto.
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Material y métodos

Se utilizaron 8 cerdos jovenes hembras de 40 kg de
peso, que se obtuvieron del Centro de Ensefianza, Investi-
gacion y Extension en Produccion Porcina de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, en Jilo-
tepec, Edo. de México. Se utilizaron estructuras de poli-
meros sintéticos biocompatibles y biodegradables forma-
das a partir de una malla de fibras de dcido poliglicdlico
(APG) de 5 mm de espesor y con una porosidad del 90% y
de dcido polilactico. Las fibras son de 15 micras de didme-
tro con una distancia interfibrilar de hasta 150-200 micras.
La malla de polimero fue cortada en discos de 9 mm de
didmetro. Durante los procedimientos quirirgicos de toma
de biopsia osteocondral, asi como en el implante de poli-
mero, los defectos osteocondrales fueron creados con el
instrumental para mosaicoplastia de Mytek®, el cual cuen-
ta con un dispositivo para toma de cilindros osteocondra-
les de 9 mm de didmetro y de variable profundidad. Para la
fijacién de los polimeros de condrocitos y de células de
periostio en el defecto osteocondral, se utiliz6 el equipo
de reparacién meniscal Rapidlock® de Johnson & John-
son. Este dispositivo consta de un sistema de anclaje y fi-
jacién para lesiones meniscales. Sin embargo, en este caso
se utilizé para el anclaje y fijacién de los polimeros en el
defecto osteocondral.

Se realizaron los siguientes pasos:

A cerdos hembras, de 40 kg, se les realizé obtencién
de disco osteocondral de 9 mm de didmetro y 1 cm de
profundidad en el céndilo medial, con el dispositivo de
toma de cilindros osteocondrales de Mytek®. Ademads, se
realizé toma de rectdngulo de periostio en tibia proximal
de 2 x 1 cm, todo en su rodilla izquierda, quedando la le-
sién de disco osteocondral como lesién control en la ro-
dilla izquierda. De esta muestra se aislaron condrocitos a
partir del cartilago obtenido, mediante la digestiéon en
colagenasa del tejido. Se cultivaron y se expandieron in
vitro en condiciones convencionales de cultivo celular,
hasta obtener el nimero necesario de células (> 10 millo-
nes de células en 6-8 semanas aproximadamente) para ser
sembradas en estructuras de polimeros sintéticos biocom-
patibles y biodegradables (3 dimensiones). Se aislaron
también células de periostio a partir de la muestra rectan-
gular obtenida, se cultivaron y expandieron in vitro en
condiciones convencionales de cultivo celular hasta ob-
tener el nimero necesario de células (> 10 millones de
células en 6-8 semanas aproximadamente) para ser sem-
bradas en estructuras de polimeros sintéticos biocompati-
bles y biodegradables (3 dimensiones). Se hizo un segui-
miento de los polimeros sembrados y una vez obtenido el
nimero de células de cartilago y periostio se sembraron
por separado en polimeros de dcido poliglicdlico (APG) y
acido polilactico (APL) y se mantuvieron en cultivo con
movimientos rotatorios por 3 dias. Posteriormente se im-
plantaron los 2 discos de polimero en un defecto osteo-
condral creado en el céndilo medial de la rodilla derecha
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del cerdo, fijados con Rapidloc®, quedando el disco con
células de periostio en contacto con el hueso subcondral
y el disco con condrocitos hacia la superficie articular.
Se dej6 al cerdo con movilidad y apoyo libre a toleran-
cia desde el postoperatorio inmediato. A los 3 meses se
realiz6 el sacrificio del cerdo, para la evaluacién de am-
bas rodillas. Se evalué el tejido de reparacion mediante
resonancia magnética de la articulacién, utilizando la es-
cala de evaluacién de Roberts'® (Tabla 1). Se evalud en
forma macroscépica bajo visién directa utilizando la es-
cala de evaluacién de Brittberg!” (Tabla 2). Se evalu6
histoldgicamente el tejido formado y sus células median-
te microscopia de luz con tinciones de hematoxilina y
eosina (H&E), Safranina y Mason, asi como estudio de
microscopia electrénica de transmisién y de barrido. Se
describi6 la apariencia histologica, basada en los crite-
rios de celularidad, apariencia de la matriz, estructura co-
lumnar del cartilago y apariencia bajo luz polarizada,
clasificando al tejido de reparacion de la siguiente mane-
ra, segun Brittberg y Peterson:!” similar a cartilago hiali-
no, cartilago fibroso, cartilago mixto. Se evalu6 también
por microscopia electrénica de barrido ambiental.

El presente es un estudio experimental, prospectivo,
transversal. Con los resultados obtenidos se realizé una es-
tadistica descriptiva; las 3 variables que se compararon
fueron la evaluacién macroscépica seguin la escala de
Brittberg,!” evaluacion histolégica de Brittberg-Peterson!”
y evaluacién por resonancia magnética nuclear con la es-
cala de Roberts.!'s Por tener los resultados una distribucién
no normal, se utilizaron pruebas no paramétricas. Para
comparar las proporciones entre el grupo de casos y con-
troles y las medidas de desenlace evaluadas se utilizé la
Prueba exacta de Fisher.

Resultados

Se operaron 8 cerdos hembras, de ambas extremidades
posteriores, dando un total de 16 rodillas operadas, 8 rodi-
llas izquierdas de control y 8 rodillas derechas experimen-
tales. Se describen a continuacién los resultados obteni-
dos al momento del sacrificio (Tabla 3).

Tabla 1. Escala de evaluacion de la reparacion de lesiones
condrales por RMN de Roberts.

Caracteristicas del tejido  Calificacion

Integridad de la 1 = normal o cercano a lo normal
superficie y contorno 0 = anormal
Senal de cartilago en la 1 = normal o cercano a lo normal
regién del injerto 0 = anormal
Grosor del tejido 1 = normal o cercano a lo normal
0 = anormal
1

Cambios en el hueso = normal o cercano a lo normal

subcondral 0 = anormal
Total maximo
posible de puntos 4
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En cuanto a la evaluacién por RMN, segtn la escala de
Roberts, de los controles el 62.50% obtuvieron O puntos, el
12.50% obtuvieron 1 punto, el 25% obtuvieron 2 puntos.
De los experimentales, el 12.50% obtuvieron 0 puntos, el
37.50% obtuvieron 2 puntos y el 50% obtuvieron 3 puntos
(Figura 1y grdficas 1y 2), obteniéndose una p = 0.050, lo
que nos dice que existe una diferencia estadisticamente sig-
nificativa en el resultado por puntos de la evaluacién de
RMN de Roberts entre los controles y los experimentales.
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En cuanto a la evaluacién macroscdpica por la escala
de Brittberg,'” de los controles el 100% obtuvieron un re-
sultado biolégicamente no aceptable. De los experimen-
tales, el 50% obtuvieron un resultado biolégicamente
aceptable (Figura 2) y el otro 50% un resultado bioldgi-
camente no aceptable, obteniéndose una p = 0.077, lo
que nos habla de que no existe una diferencia estadisti-
camente significativa entre ambos grupos en el estdndar
de resultado biol6gicamente aceptable.
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En cuanto a la evaluacién histoldgica segin Brittberg-Pe-
terson, de los controles el 100% formé cartilago fibroso,
mientras que de los experimentales el 37.50% formo cartila-
go hialino (Figura 3), 12.50% cartilago fibroso y un 50%
cartilago mixto (Grdficas 3 y 4) obteniéndose una p = 0.001,
por lo que las diferencias en el tejido formado por cada grupo
es estadisticamente significativa. Existe una tendencia mar-
cada del grupo control a formar cartilago fibroso. Por otro
lado, el grupo experimental presenta una tendencia a formar
cartilago mixto principalmente y cartilago hialino.

La evaluacién morfolégica mediante microscopio elec-
trénico se realiz6 en 3 lesiones experimentales, encontran-
dose presencia de condrocitos con abundante reticulo endo-
pladsmico rugoso. En una de estas lesiones experimentales
se realizé ademas un andlisis de elementos, encontrandose
elementos propios del cartilago hialino.

Discusion

Brittberg y Peterson'® describieron que la primera gene-
racion de las técnicas de trasplante de condrocitos autdlo-

Figura 1. Corte coronal (a) y sagital (b) por RMN, secuencia T2 de
rodilla experimental.
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gos requerian de la combinacién de 2 factores condrogé-
nicos: la suspension implantada de condrocitos y las célu-
las de periostio. Este procedimiento tiene ciertas desventa-
jas, incluyendo la potencial migracién de las células de
los defectos, la desdiferenciaciéon del fenotipo celular
dado que las células han crecido en monocapas antes de la

Evaluacién por RMN segtn la puntuacion en la escala de Roberts
Grupo control

62.50%
25.00%
[ 0 Puntos
12.50% O 1 Punto
[ 2 Puntos
M 3 Puntos
[ 4 Puntos

Grafica 1. Evaluaciéon por RMN del grupo control.

Evaluacién por RMN segtn la puntuacion en la escala de Roberts
Grupo experimental

50.00%

[J 0 Puntos
O 1 Punto

[ 2 Puntos
H 3 Puntos

37.50%
[ 4 Puntos

Griafica 2. Evaluacién por RMN del grupo experimental.

Figura 2. Vista macroscopica de
rodilla control (a) y experimental
(b) con un corte coronal macros-
copico de lesion experimental (c).
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Evaluacion histolégica
Grupo control

[ Cartilago fibroso
[ Cartilago hialino

[ Cartilago mixto

100.00%

Grafica 3. Evaluacién histolégica grupo control.

implantacion, la desigual distribucién de las células y el
riesgo sustancial de hipertrofia periosteal. La tecnologia
del trasplante de condrocitos aut6logos necesita mejorar, y
hay ahora una investigacion sobre nuevos biomateriales
que puedan fijar las células al defecto y promover su proli-
feracién y diferenciacion. En nuestro trabajo, coincidimos
con lo dicho en este articulo por Brittberg y Peterson, en
el sentido de que decidimos implementar una técnica de
trasplante de condrocitos autélogos de segunda genera-
cién o con uso de polimero, en este caso con un polimero
de 4cido poliglicélico y acido polildctico. Consideramos
que el implante de condrocitos autélogos de primera gene-
racion o con parche de periostio quedara pronto en desuso,
por la potencial migracién de las células del defecto.
Chiang' recientemente publicé el uso de condrocitos
en una matriz de coldgena con parche de periostio en
cerdos pequefios con buenos resultados a la valoracion
inicial. Sin embargo, las imdgenes que presenta en sus re-
sultados muestran una reparacién macroscopica que al-
canzaria una puntuacién menor a la obtenida en nuestras
muestras de rodillas experimentales, segin la escala de
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Figura 3. Corte histolégico de le-
sién experimental con tincién de
hematoxilina y eosina. Con la fle-
cha se sefala dispositivo de fija-
cion utilizado atn presente.

Evaluacién histolégica
Grupo experimental

[ Cartilago fibroso

E Cartilago hialino

50.00%

37.50% [ Cartilago mixto

Grafica 4. Evaluacién histolégica grupo experimental.

Brittberg; esto quizds debido a que no utiliza, a diferen-
cia de nosotros, un doble polimero, con células de perios-
tio en uno de ellos, lo cual consideramos fue determinan-
te para la obtencién de nuestros buenos resultados y
caracteristico de nuestra técnica.

Rudert? utilizé polimeros diferentes con condrocitos
para reparar defectos osteocondrales creados en el céndilo
femoral de conejos. Encontraron una mejoria significativa
en los defectos osteocondrales a los cuales se les aplicé el
polimero con condrocitos en comparacion a los defectos a
los que no se les coloc ningtin polimero. En nuestro estu-
dio también encontramos una diferencia significativa en la
calidad de la reparacién osteocondral segtin la escala de
Brittberg, siendo buena la reparacién (> 7 puntos) en un
87.50% de los casos cuando se colocaron los polimeros
con las células (rodillas experimentales) y un 0% de buena
reparacién, cuando no se colocé nada en el defecto osteo-
condral (rodillas control).

Schek?! publicé recientemente el uso de dos polimeros,
uno sembrado con condrocitos y otro con fibroblastos, los
cuales fueron implantados en ratones. Obtuvieron como
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resultado la formacién de un tejido complejo osteocon-
dral. En nuestro estudio obtuvimos un resultado similar,
esto quizds debido a la utilizacién de 2 tipos celulares
para la formacién de tejidos complejos como lo es el teji-
do osteocondral.

En base a los resultados consideramos que el tiempo de
evolucién para el sacrificio, que fue de 3 meses, deberia
ser mayor y que probablemente en los siguientes meses
podrian haber cambios importantes en la evolucion de las
lesiones controles y sobre todo experimentales.

Conclusiones

Es posible la formacién de tejido osteocondral similar a
tejido sano mediante técnicas de ingenieria de tejidos
como la aqui utilizada.

Es primordial trabajar en el desarrollo, perfecciona-
miento y accesibilidad de nuevas técnicas de reparacion
condral, como la mostrada en este estudio, que es origi-
nal, sencilla de realizar, accesible y reproducible en
nuestro medio.

El modelo porcino resultd ser excelente para reparacion
condral, dado que cuenta con un ficil abordaje a la zona
de la rodilla, y con un ancho espesor de cartilago que per-
mite trabajar con el mismo.

El dispositivo de fijacién aqui propuesto, llamado Ra-
pidlock®, es un excelente método de fijacién, que en todos
los casos mantuvo al polimero fijado al defecto condral.

Consideramos a la resonancia magnética nuclear como
una excelente técnica no invasiva de evaluacién de la re-
paracion de lesiones condrales, especialmente cuando se
utilizan pardmetros definidos como es la escala de valora-
ci6én de Roberts.'
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