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mesenquimales autologas embebidas en geles de alginato
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Resumen

Objetivo: Evaluar y analizar la capacidad de reparacion de células mesenquimales pluripotenciales autdlogas
embebidas en geles de alginato para favorecer la restauracion completa de lesiones osteocondrales generadas
en un modelo experimental.

Material y método: Se intervinieron 40 rodillas procedentes de 20 conejos albinos machos de raza neozelandesa
de 5 meses de edad y un peso de entre 2.500 y 4.500 g. Se selecciond un grupo control (grupo I, n=10), y en el
resto se generd un defecto osteocondral en el drea de carga del condilo femoral interno, y en funcion de la repa-
racion efectuada sobre el mismo obtuvimos tres grupos: solo defecto (grupo II, n =10), relleno con alginato (gru-
po I, n = 10) y relleno con alginato y células (grupo IV, n = 10). Transcurridas ocho semanas, se extraen los con-
dilos para su andlisis macroscopico (Escala de Moran) e histoldgico (escalas de O’Driscoll e ICRS).

Resultados: Un fallecimiento intraoperatorio (grupo I) y una infeccion articular (grupo II) supusieron dos pérdidas.
El grupo IV obtuvo una mejor reparacion osteocondral a nivel macroscopico, con presencia de grupos de condro-
citos en la histologfa y resultados significativos en cuanto a la reparacion osteocondral en las escalas utilizadas.
Conclusion: El aporte de células mesenquimales en transportadores de alginato demuestra mejores resultados
en reparacion de lesiones osteocondrales de manera estadisticamente significativa, con minimas complicacio-
nes en modelos experimentales.
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Abstract

Objective: To evaluate and analyze the ability of autologous mesenchymal stem cells embedded in alginate gels
to favor the complete restoration of osteochondral lesions generated in an experimental model.

Material and method: 40 knees from 20 male New Zealand albino rabbit breed 5 months old and weighing bet-
ween 2,500 and 4,500 g were operated. One control group (no defect; group I, n=10) was stablished. In the other
groups, an osteochondral defect was generated in the weight bearing area of the medial femoral condyle, and de-
pending on the material aported on it got three groups selected. Group II had only defect (n = 10), group III was
filled with alginate (n = 10), and group IV was filled with alginate and cells (n = 10). After eight weeks, the condy-
les for macroscopic (Moran Scale) and histologic analysis (O'Driscoll and ICRS Scales) are extracted.

Results: Intraoperative death (group I) and joint infection (group II) accounted for two losses. Group IV recei-
ved a better macroscopic level osteochondral repair with chondrocyte groups present in histology and statis-
cally significant results regarding the osteochondral repair scales used.

Conclusion: The contribution of mesenchymal cells in alginate carriers shows better results in restoration of
osteochondral lesions with minimal complications in experimental models.
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I Introduccion

La limitada capacidad de regeneracion del cartilago arti-
cular ha hecho que en los tltimos tiempos se hayan desa-
rrollado una infinidad de procedimientos destinados a con-
seguir su reparacion. Sin embargo, el éxito de estos
procedimientos ha sido limitado; en la actualidad aun no
disponemos de ninguna técnica que consiga la completa
restauracion de un cartilago lesionado [1]. La incapacidad
de regeneracion del cartilago guarda relacion con las carac-
teristicas del propio tejido: su escasa vascularizacion y ca-
pacidad mitoticas, junto con la ausencia de células madre,
hace que los defectos que no penetran el hueso subcondral,
y que por lo tanto carecen del aporte celular del mismo,
tengan una escasa o nula capacidad de regeneracion. Por
otro lado, aquellos defectos que alcanzan el hueso subcon-
dral y que son capaces de generar un tejido de reparacién lo
hacen con unas caracteristicas biomecanicas y bioquimicas
claramente inferiores al cartilago hialino normal.

En este contexto terapéutico, ha sido necesario un replan-
teamiento consistente en la busqueda de nuevas alternati-
vas. Las terapias regenerativas constituyen actualmente una
de las estrategias de curacion mdas prometedoras [2]. Se han
observado los fendmenos reparativos de lesiones condrales
[3] y en la mayoria de los mismos se concluye la necesidad
de aumentar la poblacion celular en el lecho lesional, au-
mentando asi el nimero de células sanas que, embebidas en
un medio extracelular rico en factores de crecimiento, pu-
diera completar su estimulacién y cumplimiento de la fun-
cion tisular para la que estaban primariamente concebidos.
En lo que no parece existir el mismo consenso, dada la am-
plia variedad de células empleadas, es en el origen de las
mismas, si bien tanto el uso de condrocitos como de células
mesenquimales inmaduras ofrece buenos resultados [4].
Muchos de estos estudios coinciden, ademas, en la necesi-
dad de vehiculizar estas células en alguno de los medios de
transporte o matrices celulares existentes, para que, una vez
depositados en el lugar de la lesion, pudieran permanecer
en el mismo hasta la completa restauracion tisular [5]. La
eleccion de este material es, por tanto, un factor clave en el
proceso de reparacion mediante técnicas de ingenieria tisu-
lar. En este sentido, el alginato es un polisdcarido natural
ampliamente empleado en técnicas de ingenieria tisular co-
mo transportador de células y factores de crecimiento, que-
dando suficientemente demostradas sus propiedades de
biocompatibilidad y biodegradabilidad [6].

Nuestra hipotesis es que el empleo de MSCs en la regene-
racion de defectos osteocondrales, al tratarse de células in-
diferenciadas, va a presentar ventajas frente al empleo de
otros tipos celulares ya especializados, dada su capacidad

de automantenimiento de la poblacion y de diferenciacion
in vitro a una gran variedad de tipos celulares del linaje me-
sodérmico como los condrocitos. Por otro lado, la inmuno-
genidad de estas células, junto con el hecho de que por si
mismas acttian secretando factores de crecimiento, podrian
ser factores determinantes en una mejoria del proceso de re-
paracion. Todo ello permitiria desarrollar un modelo de
aplicabilidad clinica, dado que estas células pueden prolife-
rar en cultivo hasta obtener cantidades adecuadas, que
ofreceria importantes ventajas frente al empleo de condro-
citos en la reparacion de defectos. Por tanto, el objetivo de
este estudio es evaluar la eficacia del uso de células madre
mesenquimales (MSC) autélogas embebidas en geles de al-
ginato en la reparacion de defectos osteocondrales genera-
dos en un modelo experimental.

I Material y método

De forma previa al comienzo de este estudio se obtuvo la
aprobacion del comité ético de experimentacion animal de
nuestro centro. Se intervinieron 40 rodillas procedentes de
20 conejos albinos machos de raza blanca neozelandesa
(Oryctolagus Cuniculus) de cinco meses de edad con un pe-
so comprendido al inicio del estudio entre 2.500 y 4.500
gramos. Los animales fueron inicialmente sedo-analgesia-
dos y posteriormente afeitados y preparados de manera es-
téril, con tres lavados con povidona yodada consecutivos.
Seguidamente fueron anestesiados mediante inyeccion in-
tramuscular de xilazina (rompum ®) (3mg/kg), sulfato de
ketamina (ketolar ®) (80mg/kg) y atropina (atropina Braun
®) (1mg/kg). Durante el procedimiento quirdrgico se admi-
nistré una dosis profilactica de cefazolina de 250 mg (kefol
®). Para la exposicion de la superficie articular, se realizo
una incision pararrotuliana medial y se lux6 la rétula late-
ralmente. La flexion de la rodilla permitié una adecuada
exposicion. Meniscos y ligamentos se preservaron integros.

Mediante un taladro manual (Kyphon ®) se realiz6 un
defecto osteocondral de 4 mm de ancho y 5 mm de profun-
didad en el drea de maxima carga del condilo femoral inter-
no, evitando el tendon extensor comun, presente en el co-
nejo (Figura 1). Tras la realizacion del defecto se procedio a
su relleno segun el grupo de estudio.

Tras el lavado profuso con suero fisiologico de la articu-
lacion y la reduccion de la luxacion rotuliana se procedi6 al
cierre de la artrotomia en dos planos. Primero se suturd el
tend6n con sutura reabsorbible tipo vicryl 3/0, y seguida-
mente la piel con sutura reabsorbible vicryl 2/0. Se compro-
b6 con el animal ain anestesiado el correcto recorrido de la
rotula y la movilidad completa de la articulacion, asi como
la resistencia de la sutura realizada.
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Fig. 1. Realizacion de defecto osteocondral mediante taladro ma-
nual con tope (a y b). Aporte de matriz de alginato gelificada in si-
tu al defecto osteocondral (c y d).

Al animal en su jaula no se le limitd ni el movimiento ni
la carga. Durante los primeros siete dias tras la interven-
cién quirdrgica, se administré de manera profildctica cefa-
zolina 250 mg/dia, ademds de paracetamol 200 mg/dia pa-
ra control analgésico

El sacrificio del animal se realizo a las ocho semanas de la
intervencion mediante una inyeccion de pentobarbital sodi-
co a dosis de 100 mg por kg de peso en bolo por via intra-
venosa, utilizando la vena marginal del dorso de la oreja.
Posteriormente se extrajeron ambos condilos femorales en
una unica pieza, mediante osteotomia supracondilea practi-
cada con cizalla.

Las rodillas fueron estratificadas en cuatro grupos
(n=10) en funcién de la actuacién que hayamos realizado
sobre las mismas. Grupo I: rodillas control. En ellas no se
practicé ningun tipo de lesion. Grupo II: rodillas unica y
exclusivamente lesionadas, sin aportar nada en el defecto.
Grupo III: rodillas en las que introdujimos el transporta-
dor de alginato, gelificado justo en el momento de su intro-
duccion en un tubo de Eppendorf estéril. Grupo IV: rodi-
llas en las que introdujimos el transportador de alginato al
que, en el proceso de gelificacion, se le anadieron las célu-
las mesenquimales pluripotenciales previamente extraidas
del conejo.

Para la preparacion de geles de alginato se utilizaron dilu-
ciones de alginato sddico (sal sddica de acido alginico, Sig-
ma) al 2% en PBS. Los geles de alginato se formaron direc-
tamente en el momento de incorporarlos al lecho de la

lesion. Primero se afiadieron 5 pl de la dilucion de alginato
2% correspondiente, posteriormente otros 5 pl de la dilu-
cion de cloruro célcico 2 mM correspondiente, y se dejo ge-
lificar durante 30 segundos para su posterior manejo y
aporte a la lesion.

Para obtener las células mesenquimales se utilizaron dos
métodos: a) mediante abordaje percutdneo sobre cresta ilia-
ca y/o trocanter mayor, se realiz6 puncién-aspiracion de
médula 6sea en conejos menores de cinco meses de edad.
Un pequefio trécar (Kyphon®) se introdujo en la cresta y a
través de este, con una jeringa de 20 ml que contiene 0,5 ml
de heparina, se aspiraron 8-10 ml de médula 6sea. En los
individuos de las mismas condiciones de edad, sexo y tama-
fio que iban a ser sacrificados se obtuvo el aspirado medu-
lar del trocanter mayor y la médula 6sea femoral.

Una vez recogida la médula 6sea se afiadieron inmedia-
tamente 20 ml de LG-DMEM -Low-Glucose Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (Gibco BRL, Paisley, UK)- su-
plementado con 10% de suero fetal bovino y antibidticos
(0,01% de estreptomicina y 0,06% de penicilina), y se
centrifugaron para sedimentar las células. Se suspendieron
y depositaron sobre un gradiente de densidad generado
por la centrifugacion de una solucion de percoll al 70%
(Sigma-Aldrich) a 13.000 g durante 15 minutos. La frac-
cion de células de baja densidad se recogio, se lavé con
medio control y se distribuy6 uniformemente en placas de
cultivo (100 mm de didmetro) para su separacion selectiva
basada en la adherencia celular. Las MSCs se cultivaron en
medio control a 37° C en una atmoésfera humeda con
95% de aire y 5% de CO,.

Cuando los cultivos llegaron a confluencia, unas dos o
tres semanas después de la obtencion, las células se levan-
taron con tripsina al 0,25% y 1mM EDTA durante cinco
minutos, a 37° C. Seguidamente, fueron marcadas con flu-
rocromo dye antes de embeberlas en el gel para su segui-
miento histolégico con la finalidad de conocer cuantas cé-
lulas de las inicialmente aportadas permanecen en la zona
del defecto.

El aspecto macroscopico de la rodilla se evalud de acuer-
do a la escala descrita por Moran et al. [7], y posteriormen-
te modificada [7]. Esta escala valora cuatro parametros: ad-
herencias intraarticulares, restauracion de la superficie
articular, erosiones y aspecto del cartilago. Para cada uno
se otorga una puntuacion que oscila de 0 a 2. Tras su pun-
tuacion la rodilla se fotografia (Figura 1).

Se evaluaron por separado también otras caracteristicas
de la articulacién, como la estabilidad articular. El abordaje
parapatelar interno supone una zona de debilidad en la ar-
ticulacion, por lo que hay que considerar la posibilidad de
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una luxacion rotuliana. También se consider6 el liquido si-
novial. La irritacion articular produce engrosamiento o fi-
brosis, exceso o ausencia de liquido sinovial. Asimismo, an-
te la presencia de un proceso infeccioso, este liquido puede
ser de aspecto purulento.

Posteriormente, las muestras fueron fijadas con formol y
decalcificadas. Una vez conseguido, se embebieron en para-
fina y se realizaron secciones con micrétomo de 4 um de es-
pesor, que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina, tricro-
mico de Masson y safranina.

El analisis histoldgico se realizé por un observador ciego
que utilizé dos escalas de puntuacion: una modificacion de
la escala de puntuacion O'Driscoll y la escala International
Cartilage Repair Society (ICRS) [7]. Las imdgenes se obtu-
vieron con un microscopio Leica (Figura 2). La identifica-
cion de las MSCs embebidas en los geles de alginato se rea-
lizé, por observacion de cortes histologicos, bajo
microscopio de fluorescencia.

Para el analisis estadistico utilizamos el programa SPSS
para Windows, version 15.0. Las variables cualitativas se
describieron con su distribucion de frecuencias y las varia-
bles cuantitativas en su media y desviacion estandar (DE), o
en su caso en la mediana y rango intercuartilico, segun dis-
tribucion. En todos los casos se comprob6 la distribuciéon
de la variable frente a los modelos tedricos y se contrastd la
hipétesis de homogeneidad de varianzas. En todas las com-
paraciones de hipétesis se rechazo la hipotesis nula con un
error de tipo I o error alfa menor a 0,05. Para comparar las
variables cualitativas y cuantitativas de ambos grupos de
estudio utilizamos técnicas de Anova, U de Mann-Whitney
en condiciones no normales y t de Student en condiciones
normales. Todas las escalas utilizadas se compararon me-
diante regresion lineal multivariante. Una p<0,05 fue consi-
derada como significativa en todos los casos.

Fig. 2. Imdgenes de MO con tincién HE. a) Céndilo sin lesion
(grupo I). Obsérvese la integridad y continuidad del cartilago hia-
lino. b) Solo defecto (grupo II). Ausencia de reparacion de cartila-
go hialino y proliferacién de hueso subcondral.

I Resultados

A los dos meses de la cirugia la evaluacién macroscépica
mostrd diferencias en cuanto al aporte o no de MSCs. Las ro-
dillas control presentaban un cartilago sin alteraciones, aun-
que en algunas se observaron escasas adherencias intraarticu-
lares. Las rodillas en las que se aportaron MSCs mostraron
una regeneracion en la zona del defecto visualmente mayor,
con aspecto mas vitalizado del cartilago hialino y menos
zonas de fisuracion y fibrilacion (Figura 3). Se observo en
algunos de estos casos una proliferacion osteocartilaginosa
macroscopicamente florida.

La puntuacion media obtenida para cada uno de los
cuatro grupos en la escala de valoracién macroscopica,
cuya puntuacién maxima es de 8 puntos, se encuentra en
la Tabla 1. Las rodillas en las que no se realiz6 defecto
(grupo I, control) obtuvieron mejores resultados que el
resto de los grupos (p<0,02). Excluyendo este primer gru-
po, los tratados con alginato y aporte de células presenta-
ron una puntuacion estadisticamente superior a los defec-
tos vacios (p<0,002) y a los tratados con alginato
(p<0,006) (Tabla 2).

En cuanto a los resultados histoldgicos, analizamos en
primera instancia los obtenidos en la escala de O’Driscoll,
por ser mas sencilla y reproducible (Tabla 3). En los seis
apartados que valora dicha escala, observamos que los da-
tos obtenidos tienden hacia el valor de referencia (grupo
control), aproximandose mds cuanto mas completo sea el

Fig. 3. Aspecto macroscépico de los grupos de estudio. A) grupo
I: Sin creacion de defecto, B) grupo II: Defecto sin relleno, C) gru-
po IIL: Defecto con matriz de alginato, D) grupo IV: Defecto con
matriz de alginato y células madre.
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Adherencias Restauracion
intra
Sin defecto 1,5 2
Defecto 1,3 1
Alginato 0,9 1,4
Alginato-MSC 1,5 1,3

Apariencia
cartilago
2 2 7,5
1,1 0,7 4.1
1,3 1 4.6
1,9 1,5 6,2

M Puntuacion escala Moran

Alginatoy células (n = 10)

Lesién y alginato (n =10)

Sindefecto (n = 10)

Evaluacion macroscépica (media)

Tabla 1. Evaluacion macroscopica segin
la escala de Moran. Cada variable y cada
muestra es valorada de 0 a 2, expresando
aqui unicamente las medias. Obsérvese
que los mejores resultados se obtienen en
rodillas sin defecto, seguido de los defec-
tos reparados con alginato y células.

0 2 4 6 8
. regress MORANtotal Gl G2 G3

Source ss df Ms Number of obs = 40
F( 3, 36) = 13.62
Model 76.5 3 25.5 Prob > F = 0.0000
Residual 67.4 36 1.87222222 R-squared = 0.5316
Adj R-squared = 0.4926
Total 143.9 39 3.68974359 Root MSE = 1.3683
MORANtotal Coef. Std. Err. K P>t [95% Conf. Interval]
Gl T3 .6119187 2.12 . 041 .0589714 2.541029
G2 -2.1 .6119187 -3.43 .002 -3.341029 -.8589714
G3 -1.8 .6119187 -2.94 .006 -3.041029 -.5589714
_cons 6.2 .4326918 14.33 .000 5.32246 7.07754

. regress MORANtotal Gl G2 G4

Source Ss df MS Number of obs = 40
F( 3, 36) = 13.62

Model 76.5 3 25.5 Prob > F = 0.0000
Residual 67.4 36 1.87222222 R-squared = 0.5316
Adj R-squared = 0.4926

Total 143.9 39 3.68974359 Root MSE = 1.3683
MORANtotal Coef. Std. Err. o P>|t| [95% Conf. Interval]
Gl 3.1 -6119187 5.07 0.000 1.858971 4.341029

G2 =3 .6119187 -0.49 0.627 -1.541029 .9410286

G4 1.8 .6119187 2.94 0.006 .5589714 3.041029

cons 4.4 .4326918 10.17 0.000 3.52246 5.27754

Tabla 2. Como se observa en los resultados obtenidos para la es-
cala descrita por Moran (macroscépica), los resultados de las ro-
dillas del grupo IV (aparatado superior, en rojo) muestran resulta-
dos significativos, siendo mejores que los grupos Il y 11, y peores
que el I o grupo control.

relleno del lecho lesional (Figura 4). Asi, el porcentaje de
cartilago hialino presente en las rodillas a las que aporta-
mos alginato y células mesenquimales era cercano al por-
centaje presente en el grupo control. En cambio, el porcen-
taje de cartilago hialino en las muestras que solo
presentaban la lesion era mucho menor comparado con el
grupo control (p<0,012). No obstante, comparando las me-
dias globales obtenidas para la escala de O’Driscoll entre
los cuatro grupos, solo obtuvimos significacion estadistica
en favor del grupo control respecto a los otros tres grupos
(p<0,013). El grupo II tuvo peores resultados en la valora-
cion global que el TV, siendo igualmente significativo
(p<0,004) (Tabla 5). La ausencia de lesion en el cartilago
articular arroja resultados histologicos superiores en todos
los apartados evaluados con presencia de lesion, sea cual
fuere la actuacion que hagamos sobre la misma. No obs-
tante, la tendencia estadistica a ofrecer mejores resultados
conforme pasamos del grupo II al IIT (p>0,120) y del III al
IV (p>0.095) nos hace pensar que si aumentdsemos el ta-
mafio muestral, podriamos obtener resultados significati-
vos favorables que avalen nuestra hipdtesis.

Observamos resultados y tendencias similares en la eva-
luacion de la escala ICRS (Tabla 4). De forma significativa,
el grupo control superé a los otros grupos en la valoracion
global (p<0,02), y en cada apartado concreto presentando
una potencia estadistica mayor frente al grupo II que frente
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Muestra % Cartilago Estructura  Cartilago
hialino en lesion
Sin defecto 7,2 6,8 2
Solo lesion 5,4 6,2 1,6
Alginato 6,2 6,8 1,5
Alg-MSCs 7.4 7.2 1,7

Cartilago Hueso Uni6n Safranina
adyacente  subcondral cartilago hueso
3 2 2 2 25
1,9 1,6 1,7 1,4 19,8
2.1 1,6 1,6 1,7 21,6
2,6 1,6 1,7 1,6 23,8

Evaluacion microscopica (media)

M Escala de O'Driscoll

Alg-MSCs
Alginato

Solo lesion

Sin defecto

Tabla 3. Evaluacién microscépica mediante escala de
O’Driscoll modificada. Obsérvense los mejores resultados
en las muestras con aporte de células pluripotenciales, solo
superados por aquellas en las que no se realizé defecto.

al Il y el TV. Comparando grupos de estudio, no se obtu-
vieron resultados significativos en cuanto al resultado glo-
bal (Tabla 5), pero si conseguimos una p <0,05 para deter-
minados apartados a favor del grupo IV respecto al II
(estado del hueso subcondral con p<0,045; y celularidad en
el defecto, con p<0,042). No hubo diferencias en ningin
apartado entre los grupos Il y IV. Subjetivamente, la ten-
dencia es a tener resultados mejores en el grupo IV que en
el 'y que en el I parece concordante con todas las esca-
las, tanto macro como microscopicas. Esto se tradujo en
una correlacion lineal positiva, con un coeficiente de Pear-
son >0,4 entre ellas.

En la evaluacion de la presencia de las células mesenqui-
males aportadas en la lesion mediante inmunofluroescen-
cia directa, observamos la persistencia de las mismas, aun-
que no realizamos su cuantificacion y determinacion si
persistian todas las células aportadas (Figura 5).

I Discusion

La reparacion del cartilago hialino continua a dia de hoy
siendo uno de los desafios mas importantes en el campo de
la bioingenieria y los biomateriales [3][8]. El modelo expe-

Fig. 4. a, b) MO, Tincién HE. Obsérvese a 2x en el grupo Il una
lesion en la que solo se objetiva cierta reparacion en el fondo de la
lesion, sin llegar a superficie. En el grupo III (5b), el aporte de al-
ginato favorece el crecimiento de fibrocartilago sin aparicion de
nuevo hueso subcondral ¢, d, e) Imagen de MO. Tincioén con HE.
Grupo III (defecto con alginato). Coéndilo con defecto (flecha ne-
gra), a la izquierda de las flechas escotadura intercondilea. Relle-
no del defecto con fibrocartilago. En la imagen de aumento 10x se
evidencia abundante proliferacién fibroblastica con condrocitos
que se disponen de manera desordenada. Escasa integracion a los
bordes del defecto f, g, h) Imagen de MO. Tincién con HE. Grupo
IV (defecto con alginato y células). Céndilo con defecto (flecha
negra), a la izquierda de las flechas escotadura intercondilea. Re-
lleno del defecto con tejido de caracteristicas mds parecidas al car-
tilago hialino. En la imagen de aumento 10x se evidencia la pre-
sencia de grupos isogénicos de condrocitos (clusters).
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Muestra Superficie Distribucion Viabilidad Hueso Cartilago

celular celular subcondral calcificado
Sin defecto 3 3 3 3 3 3 18
Solo lesion 1,8 2 1,7 1,7 1,3 1,3 9,8
Alginato 2.4 2.1 2 2 1,9 1,8 12,2
Alg-MSCs 2,1 22 2,5 2,1 2,4 2.1 13,4

.. ] .. . Tabla 4. Evaluacién microscopica me-
Evaluaciéon microscoépica (media) diante la escala de ICRS modificada. Ob-
sérvense escasas diferencias en cuanto a
los resultados de cada grupo de experi-
mentacion, y el alcance de la maxima
puntuacion en aquellas en las que no se
realiz6 defecto.

m Escala ICRS

Alg-MSCs

Alginato

Sin defecto

T T T T
0 5 10 15

20

rimental utilizado para el presente estudio ha sido amplia-
mente desarrollado en la dltima década para evaluar la ca-

. regress ICRStotal Gl G2 G3

Source ss df Ms Number of obs = 40 . .
A pacidad reparadora del cartilago in vivo. La seleccion con-
Model 355.5 3 118.5 Prob > F = 0.0012 . .
Residual 647.6 35 17.388889 Resquared - 0.3544 creta del modelo animal que presentamos, el conejo, se
Adj R-squared = 0.3006 . . . . .
Total 10031 3s 257205128 Root MSE = 1.2113 debe principalmente a la amplia experiencia de nuestro gru-
po de estudio [9][10]. La profundidad del defecto generado
ICRStotal Coef. Std. Err. E P>t [95% Conf. Interval] . . .
es esencial. Diferenciamos defectos condrales de osteocon-
Gl 4.6 1.896781 2.43 0.020 . 75315 8.44685 ., .
o2 3.6 1.89678L  -1.90  0.08  -T.44685  .24685 drales en funcién de si alcanzan o no el hueso subcondral.
G3 =-1.2 1.896781 -0.63 0.531 -5.04685 2.64685 .
_cons L34 1.311227  s.55 0.000  10.67987  16.12013 Chen et al. [11] demostraron que lesiones osteocondrales

de profundidad superior a 6 mm no consiguen estimulo su-
ficiente para la regeneracion osteocondral. Es por ello que

. regress ICRStotal Gl G4 G3

Source ss df Ms Number of obs 40

£C 5, 36 = 6.59 en nuestro disefio experimental utilizamos un tr6car ma-
Model FEEB 3 1185 Prob > F = 0.0012
Ry 6416 35 17.5850909 Reoared B .39 nual hueco con un tope de § mm, de manera que la profun-
Adj R- d = 0.3006 . ., .
P— foesil  Bs 250720517 foot men 2 azas didad de la lesién nunca excediese los 4-5 mm. Pese a ello,
como se demuestra en la Figura 4, alguna reparacion no lle-
ICRStotal Coef. 8td. Err. - P>t [95% Conf. Interval] z d . d f 1 h b d
g6 a producirse en defectos en los que no hubo aporte de
Gl 1.896781 &332 0.000 4.35315 12.04685 z z
3 CEEEE LA G -WE Dl células alogénicas.
&3 1.896781 p i 0.214 -1.44685 6.24685 Z M -z M Z1:as : z :
Ccon VO g s Semen Ademds del estudio macroscopico, el anélisis microscopi-

co es mandatorio. La disponibilidad de microscopio éptico
y de tinciones como hematoxilina-eosina, que resultan faci-
les de interpretar, baratas y accesibles, nos hizo decantarnos
por su utilizacion. Permite evaluar la celularidad y estructu-

Tabla 5. Estadistica respecto a ICRS. La comparacién del grupo I
siempre ofrece diferencias significativas respecto a los demds gru-
pos, con una p <0.020. El grupo IV tiene mejores resultados que - ) °
el II, con una tendencia a la significacion (p<0.066), y diferencias ras del tejido, pero no la presencia o no de células aporta-
en algunos apartados mencionados en el texto. das en el lecho lesional. Por ello, el marcaje de las células

mesenquimales con flurocromo nos parece esencial para la

tipificacion y seguimiento [12]. El marcaje de membrana
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Fig. 5. Microscopia de fluorescencia. En las muestras sin lesionar, y por tanto sin aporte de células marcadas,
no observamos fluroescencia directa del flurocromo Dil. En aquellas con aporte de células mesenquimales (7a
y 7b, grupo IV) se observa celularidad presente en el foco lesional, encontrando mayor concentracion de célu-
las mesenquimales hacia la superficie de la lesion.

permite identificar la presencia de las células mediante in-
munofluroescencia directa.

La seleccion del alginato como biomaterial transportador
para vehiculizar nuestras células mesenquimales viene de-
terminada por la experiencia previa del equipo de estudio,
ademds de por ser este uno de los transportadores més utili-
zados en bioingenieria relativa a regeneracion tisular [13].
Su uso ha demostrado ampliamente la capacidad de regene-
rar cartilago articular a través de la induccion de genes es-
pecificos del mismo [14]. Existe ademds extensa literatura
que defiende su uso por su gran biocompatibilidad y capa-
cidad de portar células y factores de crecimiento, asi como
su sencillo manejo y manipulacién para una mejor adapta-
bilidad al lecho lesional [15].

La poblacion celular a implantar procedia, segun el pro-
tocolo inicial, de cresta iliaca autdloga. Dada la dificultad
técnica constatada en nuestro laboratorio para la obtencion
de un aspirado fiable de médula 6sea procedente de cresta
iliaca en conejos menores de cinco meses de edad, se deci-
di6 cambiar tras las tres primeras intervenciones el método
de obtencién, introduciendo el uso de células progenitoras
alogénicas. En individuos de las mismas condiciones de
edad, sexo y tamanfo, que iban a ser sacrificados, se obtuvo
aspirado medular de trocanter mayor y médula 6sea femo-
ral, resultando el rendimiento de este aspirado sensiblemen-
te mds rentable en cuanto al crecimiento de células mesen-
quimales, por lo que resultd el método a seguir para la
obtencion de células hasta el final del estudio. El hecho de
seleccionar animales no maduros favorece que el crecimien-
to celular en los cultivos y que el rendimiento una vez im-
plantado iz situ sean superiores a los que obtendriamos con
animales mas maduros [16]. Pese al cambio en el protoco-
lo, no objetivamos ninguna senal de rechazo agudo ni de

actividad inflamatoria del huésped respecto a las células
progenitoras alogénicas aportadas, por lo que decidimos
continuar con este nuevo procedimiento hasta el final del
experimento. Este tipo celular [17] estd ampliamente estu-
diado en la literatura. Yan ef al. [18] demostraron que ofre-
ce buenos resultados en reparacion de defectos osteocon-
drales (con mayor porcentaje de cartilago hialino), mejores
que condrocitos autélogos y que células pluripotenciales
heter6logas de cordon umbilical. Asi pues, podemos afir-
mar que la modificacion inicial de cambiar células autélo-
gas por alogénicas no ha influido en los resultados globales.
Por otro lado, el procedimiento de obtencion de las mis-
mas, mediante puncion de médula dsea y cultivo, estd ava-
lado en la literatura y ofrece cultivos celulares rentables pa-
ra su uso. Segun Nejadnik et al. [19], la utilizacion de
células autdlogas mesenquimales estd lista para ser avalada
para uso clinico, ya que ofrece resultados tan buenos como
el trasplante de condrocitos con mayores facilidades técni-
cas. Una limitacion de su estudio es que no controlaron ni
hicieron diferenciacion entre el tamafio y profundidad del
defecto, que parece de vital importancia para la regenera-
ci6n del mismo.

Tay et al. [20] demostraron que células mesenquimales
alogénicas frente a condrocitos autdlogos ofrecen unos re-
sultados superiores en cuanto a regeneracion tisular de la
superficie articular. Este estudio, con un disefio experimen-
tal muy cercano al que nosotros presentamos, utiliza ade-
mads transportadores de alginato similares a los nuestros en
composicion y forma de fabricacion. Su disefio, con una
poblacién menor a la nuestra, lleva a la conclusion de que
los resultados con MSCs alogénicas son mejores (aunque
no estadisticamente significativos) que aquellos tratados
con condrocitos aut6logos. Sus resultados coinciden con
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los nuestros en la superioridad de la reparacion osteocon-
dral en aquellos defectos tratados con aporte de células
frente a la regeneracion sin aporte exogeno. Existen estu-
dios en humanos que demuestran que el uso de células alo-
génicas no genera una respuesta inmunomediada, por lo
que sus buenos resultados experimentales podrian extrapo-
larse a resultados clinicos de extremada relevancia [21].

La sencilla manipulacion del alginato in situ permite que
los resultados en cuanto al relleno de la lesion en el grupo
III sean mejores que en el grupo II, ya que ademas este
transportador favorece la regeneracion cartilaginosa, como
hemos mencionado anteriormente. Es por ello que el grupo
III presenta también mejores resultados histologicos en
cuanto a la celularidad y homogeneidad que el grupo que
no presentaba relleno de la lesion.

La adicion de células provoca un incremento en la canti-
dad de cartilago hialino formado en el grupo IV, pero no al-
canza la significacion estadistica respecto al aporte exclusi-
vo de alginato sin células (grupo III). Estos resultados se
superponen a los existentes en la literatura, que defienden
que el aporte de células en el lecho lesional osteocondral
(sean mesenquimales indiferenciadas o condrocitos diferen-
ciados) ofrece datos mejores que aquellos defectos no trata-
dos [20][22]. El grupo de investigacion de Dashtar ef al.,
[23] en un diseno similar al nuestro, con una poblacién me-
nor (n=24) obtuvo resultados significativos con p<0,05 a
favor de lesiones con aporte de células mesenquimales fren-
te a las que no fueron tratadas. Sus datos se aproximan a
los nuestros y a los presentados por el grupo de Tay et al.
[20], donde el aporte de células (sean condrocitos o células
mesenquimales) supera en resultados histoldgicos en la es-
cala de O’Driscoll a los defectos sin ningun tipo de trata-
miento, y utilizando ademas el mismo transportador que
usamos en nuestro estudio.

El aspecto macroscopico del cartilago, mds regular y ho-
mogeneo en las rodillas con MSCs, coincide con los datos
obtenidos por Dashtar et al. [23] y nos hace pensar en una
tasa de regeneracion superior a la del resto de grupos. No
obstante, en ninguno de los articulos preexistentes se sabe
con certeza determinar si esa reparacion es a expensas de
las MSC aportadas, o si simplemente estas inducen en el en-
torno una respuesta reparativa mas potente [20].

La apariencia microscopica de las lesiones sin tratamien-
to demostrd la presencia de fibrosis y escaso relleno celular,
sin formacion de cartilago. El marcaje con fluorocromo
permite valorar la presencia de las células mesenquimales
aportadas al defecto, aunque no podemos cuantificarlo con
exactitud. Por ello, y pese a ser dificilmente evaluable la
presencia de la totalidad de las células mesenquimales ini-

cialmente embebidas en el gel, si que observamos mayor ce-
lularidad (y de forma significativa) en los grupos con apor-
te de MSC. El grupo de Kamarul et al. [24], usando con-
drocitos directamente (sin transportador) y marcando las
células con fluorocromo dye al igual que nosotros, obtiene
resultados de regeneracion de cartilago hialino superiores a
los controles, aunque no puede precisar la persistencia de
estas células en el lugar del implante o su migracion al le-
cho perilesional.

En nuestro estudio, las propiedades biomecanicas de rigi-
dez y elasticidad del tejido no han sido estudiadas. Ademas,
no se cuantificé el tipo de coldgeno presente en el tejido neo-
formado. Tanto la evaluacion macroscopica como las esca-
las histolégicas utilizadas presentan una elevada correlacion,
por lo que se les supone un comportamiento similar. La pre-
sencia de alginato en el lecho lesional favorece un mejor re-
lleno con mayor celularidad, asi como una mejor reparacion
de la lesion y el cartilago hialino. La modificacion introduci-
da al utilizar células mesenquimales alogénicas en lugar de
autdlogas facilita la experimentaciéon y no supone complica-
ciones anadidas. Ademas, el nivel de regeneracion tisular fue
similar al publicado en otros estudios de literatura existente.
El aporte de células mesenquimales vehiculizadas en geles de
alginato ofrece mejores resultados en las escalas macroscopi-
cas e histologicas en cuanto a la regeneracion tisular que el
resto de grupos de estudio, aunque no conseguimos resulta-
dos estadisticamente significativos. |
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