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RESUMEN

Introduccion: El meor tratamiento para las lesiones os-
teocondrales aln se desconoce. Los resultados clinicos
con € injerto de condrocitos aut6logos son favorables
(90% éxito a 10 afios); sin embargo, su capacidad de re-
generar un cartilago hiaino adulto continda siendo con-
troversial. La capacidad pluripotencial de las células pro-
genitoras determina probablemente la posibilidad de re-
generar el cartilago articular y el hueso subcondral sub-
yacente.

El objetivo es establecer si |a regeneracion del cartilago
es hialinaluego de lainoculacion de células progenitoras
adultas o condrocitos autélogos en las | esiones osteocon-
drales de larodilla

Materiales y métodos. Se utilizaron 10 conejos en los
cuales se cred un defecto osteocondral en ambas rodillas.
Luego selosdividio en dos grupos: un grupo control, que
no recibi6 tratamiento (10 rodillasizquierdas) y un grupo
estudio (10 rodillas derechas), dentro del cual 5 recibie-
ron células progenitoras autélogas y 5, condrocitos auté-
logos. A los ocho meses de la operacion se sacrifico alos
animales previa evaluacion con resonancia magnéticactri-
dimensional. Las piezas fueron evaluadas con tincién de
hematoxilina-eosinay con inmunohistoguimica para co-
l&geno tipo 1.

Resultados: Los defectos sin tratamiento presentaron un
tejido degenerativo fibrocartilaginoso. Los tratados con
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lineas celulares demostraron un estimulo regenerativo,
pero sin evidenciar un cartilago hialino adulto similar a
cartilago nativo adyacente. Las células progenitoras de-
mostraron una mejor regeneracion del hueso subcondral.
Conclusiones. Los tratamientos con lineas celulares de-
muestran un estimulo regenerativo en |as lesiones osteo-
condrales; sin embargo, no se logra un cartilago articular
hialino similar al nativo. Tal vez sea necesario incorporar
a estas terapias otras herramientas de laingenieria de te-
jidos, como las matrices tridimimensionales y los facto-
res de crecimiento, que puedan lograr una regeneracién
ad integrum del cartilago articular hialino.

PaLABRAS cLAVE: Condrocitos. Células progenitoras.
Cartilago.

OSTEOCHONDRAL DEFECTS TREATED WITH AUTOLOGOUS
CHONDROCYTE IMPLANTATION OR PROGENITOR CELLS.
RABBIT MODEL

ABSTRACT

Background: The best treatment for osteochondral de-
fects is still unknown. Good clinical results have been
seen on patients treated with autologous chondrocytes
implantation (90% good results at 10 years). However,
not everybody agrees that they do really generate hyaline
cartilage. Mesenchymal stem cells are a new source of
cell repair. Its advantages are related to its multipotential
capacity that probably alows cartilage and subchondral
bone regeneration.

The aim of this study is to assess whether osteochondral
defects treated with autologous chondrocyte implantation
or progenitor cellsinoculation can regenerate with hyali-
ne cartilage.

Methods: Ten 8-months old California rabbits were
used. They were divided randomly in two groups. Right
knees served as the study group (Group A: N5 ACI-
Group B: N5 Stem Cells) and left knees (N: 10) as the
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controls. Before animals were euthanized a 3D MRI for
cartilage was taken in both knees. Specimens were eva-
luated using Hematoxilyn and Eosin, and |mmunohisto-
chemistry for Collagen Type 2 using the ICRS score sys-
tem (4).

Results. Both cell lines determined cartilage regenera-
tion stimulation. However, the cartilage was not identical
to the adult hyaline type. Progenitor cells showed a better
regeneration of subchondral bone. Osteochondral defects
presented fibrocartilage.

Conclusions: The control group showed regenerative tis-
sue with fibrocartilage. Those treated with cells eviden-
ced regenerative tissue but without an adult hyaline type
identical to native cartilage. Cell selection, scaffold de-
sign and biological stimulation remain achallengefor tis-
sue engineering. Successful regeneration of damaged, di-
seased cartilage will depend on future advances in our
understanding of the biology of cartilage and stem cells,
and technological developments in engineering.

KEy worbps: Chondrocytes. Stem cells. Cartilage.

Las lesiones del cartilago articular tienen baja capaci-
dad regenerativa. Si bien se describieron numerosos pro-
cedimientos para €l tratamiento de las lesiones osteo-
condrales, no se ha establecido ninguno como estandar
en este tipo de patologia; el mejor tratamiento para los
defectos osteocondrales alin esta por descubrirse.’* Se
han intentado distintos procedimientos de caracter biol6-
gico afin de lograr laregeneracién del cartilago hialino
adulto.

El dreadeinterés desarrolladaen los Ultimos afios en la
ingenieria de tejidos ha determinado a esta Ultima como
probable fuente terapéutica en la regeneracion de las le-
siones del cartilago articular.

En 1994 se informaron los primeros resultados clinicos
del trasplante de condrocitos autdlogos humanos cultiva-
dos en monocapa.* Sus resultados han sido alentadores;
sin embargo, existen ciertos cuestionamientos en cuanto
a la posibilidad de inducir cartilago hialino. Diferentes
estudios histol gicos han demostrado la capacidad de re-
generar cartilago hialino en las capas mas profundas del
cartilago articular, no asi en la zona superficial .2 Asimis-
mo, la desdiferenciacion que sufren estas células al ser
cultivadas en monocapa genera en ellas una alteracion
metabdlica que probablemente altere su comportamiento
biolégico cuando se las inocula.

La utilizacién de las células progenitoras como fuente
reparadora de diferentes |esiones muscul oesquel éticas ha
sido propuesta por numerosos autores.’ Su capacidad plu-
ripotencial puede ofrecer un efecto regenerativo en el car-
tilago articular y en e hueso subcondral subyacente,16
gue daria una mejor viabilidad al injerto.
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El objetivo de este trabajo es evaluar |a capacidad rege-
nerativa de estas dos lineas celulares en defectos osteo-
condrales en conejos.

Materialesy métodos

Fueron intervenidos 10 conejos californianos, de 8 meses de
edad, para crearles un defecto en el cdndilo medial de ambas
rodillas. Luego se los agrup6 en forma aleatoria en dos grupos:
grupo A: condrocitos autélogos (5 rodillas derechas) y grupo
B: células progenitoras (5 rodillas derechas). Las rodillas iz-
quierdas fueron utilizadas como controles. L os condrocitos au-
télogos se obtuvieron mediante una biopsia de cartilago duran-
te la realizacion del defecto osteocondral, expandido y se los
recoloc a cabo de 4 semanas en la zona del defecto utilizan-
do latécnica descrita por Brittberg* (grupo A). Las células pro-
genitoras obtenidas de la puncion de la cresta iliaca fueron ex-
pandidas e inoculadas al cabo de 4 semanas (grupo B). Ocho
meses mas tarde se sacrificd a los animales previa evaluacion
con resonancia magnética tridimensional para cartilago articu-
lar mediante un resonador Philips Gyroscan Intera Release 9,0
de 1,5 Tesla (secuencia 3D FFE SPIR-Matrix 256 x 256-slice
1,5 mm-Fov 150 mm). Se utilizé como clasificacion un pun-
tajede 1 a4, siendo 1 €l mejor resultado y 4, el peor. El gra-
do de relleno del defecto fue clasificado como completo (1);
> 50% (2); < 50% (3) o fataderelleno (4). Lasefia de inten-
sidad en la zona de reparacion fue clasificada normal (1, idén-
ticaal cartilago adyacente), casi normal (2, pequefias zonas de
hipointensidad), anormal (3, elevadas zonas de hipointensi-
dad), severamente anormal (4, ausente). El edema dseo fue cla-
sificado ausente (1), poco (2), moderado (3) y severo (4) (Ta
bla 1). Se determin6 una escala final através del peor puntgje
de los tres pardmetros.®

La evaluacion fue realizada de manera ciega por un Gnico es-
pecidista en imagenes musculoesqueléticas (A. R).

Luego las piezas fueron preservadas en formaldehido a 4%,
procesadas y embebidas en parafina. Se procedio a realizar los
cortes en paralelo con 3 um de grosor. Se realizaron las tincio-
nes con hematoxilinay eosina e inmunohistoquimica para col&
geno tipo I1. Selas clasificd de acuerdo con laescalal CRS (So-
ciedad Internacional de Reparacion del Cartilago) evaluando la
capacidad de regeneracion seguin el porcentaje de reparacion del
defecto, laintegracion del injerto con el cartilago adyacentey el
aspecto macroscopico. Estas piezas fueron evaluadas de mane-
ra ciega en tres muestras consecutivas (Fig. 1).

Tabla 1. Escala utilizada para evaluar los resultados con
resonancia magnética

Intensidad Relleno Edema

1 Normal 1 Completo 1 Ausente
2 Casi normal 2>50% 2 Poco

3 Anormal 3 <50% 3 Moderado
4 Severamente anormal 4 Fatante 4 Severo
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Resultados
Resonancia magnética

En €l grupo control (rodillaizquierda, n = 10) se cons-
tat6 lafalta de regeneracion hialina en los defectos osteo-
condrales. Se evidenci6 la presencia de un tejido tipo fi-
broso, hipointenso, que alterd la anatomia del céndilo fe-
moral (Fig. 2). Los defectos presentaron una escalaradio-
I6gicatipo 3,7, segiin la escala utilizada. Los resultados
de los estudios por resonancia magnética se sintetizan en
latabla 2.

En el grupo estudio (rodilladerecha, n = 10) se consta
t6 la persistencia de edema 6seo, laintensidad en la zona
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de regeneracion siempre fue menor con respecto a carti-
lago adyacente; sin embargo, fue mejor que la observada
en el grupo control (Fig. 3). Los defectos presentaron una
mayor capacidad de relleno (Tabla 3) (p < 0,0004).

Lasdiferencias entre ambas|ineas celulares se resumen
en latabla4 (p > 0,05).

Andlisis macroscdpicos histol 6gicos

Ocho meses después de laimplantacién, e grupo con-
trol present6 un tejido degenerado, con colapso de la zo-
na donde se habia realizado el defecto osteocondral. Asi-
mismo, € cartilago de reparacion evidencio las caracte-
risticas de un tegjido fibrocartilaginoso blanco fibroso. En

Defecto osteocondral bilateral y toma de tejido
para cultivo

S
.?‘—Ir"
PO

/| Rodilla derecha

Cuatro semanas:
Cultivo de células

/ \ Rodilla izquierda

Inoculacién de células en rodilla derecha (En 5 condrocitos- En 5 células madre)

Tratamiento con células —>»

£

~—— Control sin tratamiento

'

1) Seguimiento durante ocho meses con deambulacién libre
2) Resonancia magnética de ambas rodillas
3) Eutanasia
4) Andlisis macroscépica- Histolégico- Inmunohistoquimica

Figura 1. Esquematizacion del disefio experimental utilizado.
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lafigura4 se observa el comportamiento del cartilago ar-
ticular adulto ante un estimulo lesional sin tratamiento.
Se corrobora un tejido fibroso blanco anacarado. En cier-
tas piezas se pudo confirmar lareabsorcién de lazonale-
sionada con la generacion de una grieta o fisura.
Histol6gicamente, se constataron defectos osteocon-
dralesrellenos en menos del 20% con un tegjido tipo fibro-
s0. La superficie articular presentaba fibrilaciones com-

Figura 2. Defecto osteocondral relleno con un tejido con
intensidad similar a tejido fibroso (flecha). Persistencia
del edema

Figura 3. RM de los defectos tratados con lineas celulares.
Defecto osteocondral tratado con células. Se constata un
estimulo regenerativo en la zona de lesion tratada con células.
Existe cierta hipointensidad (flecha).
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patibles con un cartilago en degeneracion (Fig. 5). Laex-
presién de colageno tipo |1l fue negativa, por lo que sein-
firié de manera especificala ausencia de cartilago hialino
(Fig. 6). En latabla 5 se presentan los resultados obser-
vados en las lesiones sin tratamiento seguin la clasifica-
cion de la Sociedad Internacional del Cartilago (ICRS).
Obsérvese que €l punto de integracion no fue evaluado,
ya que en este grupo no se realizé ningdn tipo de injerto.
El tejido fue clasificado como anorma o severamente
anormal (puntgje rango 3-1 de laICRS).

A los 8 meses de laimplantacion e grupo estudio pre-
sentd un tegjido de reparacidn fenotipicamente de mayor
similitud con el cartilago hialino adulto. En 9 casos la su-
perficie fue lisatipo hialina. En un caso se observé mala
evolucion con una superficie alterada (Fig. 7). Se preten-
de demostrar €l tipo de superficie tipo hialina que se ha-
116 en este grupo.

Histol 6gi camente se pudo observar un neocartilago que
rellenaba los defectos condrales. Se trataba de un tegjido
muy celular y mas fibroso que e cartilago nativo. Lapar-
te més profunda del defecto fue ocupada por cartilago
calcificado y hueso subcondral. En 4 casos no se pudo
constatar desde el punto de vista histolégico la integra-
cion del injerto con € cartilago adyacente (Fig. 8). Enla
tabla 6 se especifican | os resultados macrohistol 6gicos de
los defectos tratados con células. Por inmunohistoquimi-
case confirmo laexpresién del colageno tipo 11 enlas ca-
pas mas profundas del tgido neocartilaginoso. Con ma-
yor aumento se constatd su expresion en la zona perice-
lular. Igualmente, su expresion no se correlaciond con lo
gue suele encontrarse en un tejido cartilaginoso hialino
adulto nativo (Fig. 9). La diferencia entre el grupo estu-
dioy el grupo control fue significativa (p < 0,005).

Diferencias entre el grupo con condrocitos
y € grupo con células progenitoras

Se observaron diferencias histolgicas en € neocartila-
go de regeneracién entre ambas lineas celulares. Las cé-
lulas del grupo con células progenitoras fueron fenotipi-
camente diferentes de las del grupo con condrocitos, que
eran méas indiferenciadas. Asimismo, se observé la pre-

Figura 4. Defecto osteocondral sin tratamiento. Grupo control. A. Tejido fibroso de reparacion (flecha). B y C. Alteracion
anatdmica en lazona del defecto. Reabsorcidn'y colapso en la zona del defecto (flecha).
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Tabla 2. Resultados observados con la RM en el grupo
control

N. control | Intensidad Edema Relleno | Final
1 4 4 1 4
2 4 4 1 4
3 4 3 1 4
4 3 3 1 3
5 3 3 2 3
6 4 4 1 4
7 3 3 2 3
8 4 4 1 4
9 4 4 1 4
10 4 4 1 4

Tabla 3. Resultados observados con la RM en el grupo
estudio

Estudio | Intensidad Edema | Relleno [Puntajefinal

1 1
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Tabla 4. Resultados observados por RM entre ambas
lineas celulares

Estudio Intensidad | Edema | Relleno | Puntaje
final
Condrocitos 3 2 1 3
Condrocitos 3 2 1 3
Condrocitos 3 2 1 3
Condrocitos 3 2 1 3
Condrocitos 3 2 1 3
Células progenitoras 3 2 2 3
Células progenitoras 3 3 1 3
Células progenitoras 3 3 1 3
Células progenitoras 3 3 2 3
Células progenitoras 3 2 1 3
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sencia de tejido calcificado y hueso subcondral que relle-
naba un mayor porcentaje del defecto en €l grupo con cé&
lulas progenitoras. Se constat6 también células en cimu-
los en la zona del hueso subcondral compatible con una
mayor actividad celular en esta zona (Figs. 10y 11).

Discusion

L os resultados observados en conejos adultos sugieren
gue ambas lineas celulares tienen capacidad regenerativa
al ser inoculadas en las lesiones osteocondrales.

Los animales tratados con condrocitos aut6logos a los
8 meses de implantacion demostraron un estimulo rege-
nerativo en las capas profundas, en las que se pudo cons-
tatar la expresion de colageno tipo 1. Sin embargo, las
capas superficiaes presentaron tejido fibrocartilaginoso.
Considerando que €l proceso regenerativo en el cartilago
articular es lento, puede argumentarse la falta de tiempo
de maduracion en € injerto. Biopsias previas realizadas
en pacientes tratados con injertos de condrocitos autélo-
gos alos 6 meses de la operacién no demuestran la rege-
neracion en todo su espesor; sin embargo, a los dos afios
demuestran la presencia de un tejido cartilaginoso adulto
totalmente regenerado.®1° No obstante, el porcentaje de
regeneracion varia segun los autores. Briggs® determind
gue sblo un 42% de los pacientes tratados presentaron
una regeneracion del cartilago articular, mientras que
Brittberg*1! refiere esa regeneracion en e 70% de los pa-
cientes. Esto provoca cierta confusion en e momento de
considerar € éxito de estas terapias. Por otro lado, se de-
ben tener en cuenta los puntos débiles del procedimiento:
no logra una distribucion homogénea de las células en to-
do su defecto, ya que se encuentran en suspension, con lo
cual es probable que esto provoque su deposicion en la
zonamas profundadel defecto y lamejor regeneracion en
esta zona. Asimismo, e cultivo en monocapa establece
una desdiferenciacion de las células aterando su metabo-
lismo a ser inoculadas, 1o cua disminuye probablemen-
te su capacidad regenerativa.® Estos problemas tal vez se
resuelvan en parte con la utilizacién de las matrices tridi-
mensionales, que evitala desdiferenciacion de las células
y permite su distribucién homogénea.

Nuestros resultados con la inoculacion de células pro-
genitoras demuestran una capacidad regenerativa similar
con respecto alos condrocitos autélogos. Sin embargo, se
pudieron constatar ciertas diferencias, principa mente en
el fenotipo celular més indiferenciado y una mayor acti-
vidad en €l hueso subcondral através de la formacion de
células en ciimulos y unamayor produccién de matriz ex-
tracelular. Esto coincide con otros investigadores que
consideran que la pluripotencialidad de las células proge-
nitoras determina un comportamiento diferente en cuanto
alabiologiaregenerativa de éstas.>*6 El gran flujo vascu-
lar y los factores de crecimiento presentes en la zona
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Defecto

Figura 5. Evaluacion histoldgica de los defectos osteocondrales sin tratamiento. Grupo control. A. Obsérvese el defecto
osteocondral. B. Otra pieza en donde se constata la superficie del cartilago con fibrilaciones (degenerado). C. Con mayor aumento
se comprueba que €l tejido fibroso rellena los defectos.

Figura 6. Evaluacion con inmunohistoquimica para colégeno tipo I1. Grupo control. Obsérvese la ausencia de coléageno tipo |1
en todas las capas del cartilago articular. Asimismo, se puede corroborar un fenotipo del tipo fibroso. No se observa la estructura
en columnas tipicas del cartilago hialino adulto.

ol ‘- T .Y

Figura 7. Los defectos condral es tratados con lineas celulares presentan una superficie lisa con un aspecto de cartilago tipo hialino.

Figura 8. Histologia de los defectos tratados con |ineas celulares. A. En € neocartilago se observa un tejido con densidad celular
mayor que ladel cartilago hialino adulto. B. Falta de integracion del injerto. C. Obsérvese la cantidad de cartilago calcificado
en |las zonas profundas.
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Tabla 5. Resultados macrohistol 6gicos de |os defectos sin tratamiento

Células Grado de reparacion Integracion con €l borde Aspecto macroscopico Puntaje total
Control 0 No evauado 1 1
Control 0 No evaluado 0 0
Control 1 No evaluado 0 1
Control 0 No evauado 0 0
Control 0 No evaluado 1 1
Control 1 No evaluado 0 1
Control 0 No evauado 0 0
Control 0 No evaluado 0 0
Control 1 No evaluado 1 1
Control 1 No evauado 0 1
Tabla 6. Resultados histol 6gicos de |os grupos tratados con lineas celulares
Grupo estudio Grado de reparacion Integracion con €l borde | Aspecto macroscépico Puntaje total
Condrocitos 3 3 4 2
Condrocitos 3 4 4 2
Condrocitos 3 2 4 2
Condrocitos 3 2 4 2
Condrocitos 3 3 4 2
Células progenitoras 3 4 4 2
Células progenitoras 3 2 4 2
Células progenitoras 3 2 2 3
Células progenitoras 3 3 4 2
Cédlulas progenitoras 3 3 4 2

profunda de |os defectos osteocondrales establecerian la
diferenciacion hacia un tejido osteogénico con la forma-
cion de hueso lamelar y subcondral. En las zonas menos
profundas, |a falta de oxigeno y e fendbmeno de compre-
sion provocarian su diferenciacion a tejido cartilagino-
50_13

L a resonancia magnética no pudo distinguir €l tipo his-
tol 6gico en regeneracion. La hipointensidad observadaen
los grupos tratados estaria relacionada con la alteracion
en la orientacién en las fibras de colégeno y proteogluca
nos de estos tejidos en proceso regenerativo determinada
por laalta sensibilidad de laresonanciaen e momento de
evaluar pequefias ateraciones en el cartilago articular.
Esto coincide con investigaciones previas en las cuales se
considera normal la hipointensidad de los injerto hasta el
afio del procedimiento.512

En conclusion, estas terapias celulares generan un esti-
mulo regenerativo en las lesiones osteocondrales. Sin em-
bargo, consideramos la necesidad de comenzar aincorpo-

rar matrices tridimensionales que permitan una distribu-
cion homogénea de las células dentro de lalesion, dismi-
nuir la morbilidad del procedimiento y evitar €l proceso
de desdiferenciacién que estas células sufren durante e
cultivo en monocapa. La utilizacién de factores del creci-
miento especificos sintéticos (osteogénicos y condrogé-
nicos) permite guiar mejor estas células en un proceso tan
complejo de regeneracion. 113

Conclusiones

La utilizacion de las terapias celulares en las lesiones
del cartilago articular abre una nueva opcién terapéutica
biologica y regenerativa. Si bien nuestro ensayo ha de-
mostrado un estimulo regenerativo, creemos necesario
seguir mejorando los procedimientos con matrices y fac-
tores de crecimiento sintéticos que permitan mejorar ese
estimulo.
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Figura 9. Inmunohistoguimica para col&geno tipo Il de los defectos condrales tratados con lineas celulares. A. Expresion del
colégeno tipo Il en las capas més profundas del tejido neocartilaginoso. B y C. Expresion pericelular del coldgeno tipo 11.

Figura 10. Diferencias histoldgicas entre condrocitos y células progenitoras. A. Obsérvese el fenotipo adulto condrocitario con el
tipico halo blanco que rodea a las células (condrocitos). B. Células progenitoras con un fenotipo indiferenciado.

wi Células
% ~ef eumulo *
LN
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Figura 11. Comportamiento en el hueso subcondral y cartilago calcificado en los defectos osteocondral es tratados con células
progenitoras. A. Se observa la presencia de células en cimulo y una mayor cantidad de cartilago calcificado en relacion con
todo el espesor del cartilago hialino. B. Cartilago calcificado y con mayor densidad de células comparado con cartilago hialino
adulto nativo.

Una adecuada seleccion de la linea celular, la matriz
tridimensional y el estimulo biolgico contindiasiendo un
desafio dentro de la ingenieria de tejidos. El éxito tera-
péutico en la regeneracion del cartilago articular depen-
der& de los avances futuros en €l entendimiento de labio-
logia del cartilago articular y de las células progenitoras,
y del desarrollo tecnoldgico de laingenieria
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