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para la regeneracion del cartilago articular: Modelo
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Resumen.

La naturaleza avascular del cartilago ha supuesto que histéricamente las lesiones osteocondrales hayan tenido mal
prondstico. Una de las opciones de tratamiento para dichas lesiones es el uso de andamiajes, siendo superior respecto a
otras técnicas que consiguen un fibrocartilago como resultado. Hemos elaborado microesferas de PLLA y CHT para
usarlos como andamiaje en lesiones osteocondrales producidas a conejos albinos New Zealand. Se distribuyeron grupos
con diferentes proporciones de microesferas, asi como un grupo control con la lesion sin tratar. Se analizé también el
cartilago nativo de la rodilla contralateral. Se evaluaron las muestras para establecer la calidad del cartilago obtenido
(mediante las escalas ICRS macroscoépica, ICRS Il microscoépica y un estudio histomorfométrico). Los grupos con
microesferas dieron lugar a un cartilago de regeneracion de caracteristicas hialinas, con buena distribucién celular y
superficie regular. El grupo control dio lugar a un cartilago con peor organizacién y superficie irregular.
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Summary.

The avascular nature of cartilaginous tissue has historically lead to bad prognosis in osteochondral injuries. One of the
possible treatment options of these injuries is the use of scaffolds, being superior to other options that obtain a fibrous
cartilage as a result. We have elaborated PLLA and CHT microspheres as a scaffold for the treatment of osteochondral
injuries carried out in albine New Zealand rabbits. They were distributed into groups with different proportions of
microspheres, having also a control group with untreated injuries. Native cartilage of the contralateral knees was also
analysed. Samples were evaluated in order to establish the quality of the cartilage obtained (using de macroscopic ICRS,
microscopic ICRS |l scales and a histomorphometric study).The groups with microspheres obtained a regeneration
cartilage with hyaline characteristics, a good cell distribution and regular surface. The control group resulted in a cartilage
with worse organization and an irregular surface.
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Introduccién

Las terapias regenerativas del cartilago son un tema de
creciente interés, ya que las lesiones osteocondrales
acaban muchas veces derivando en dafio en el cartilago
articular y su correspondiente artrosis. Esta artrosis, mas
especificamente en la rodilla, afecta ya a un 10,2% de la
poblaciéon espafiola adulta’, lo cual conlleva que se haya
multiplicado por 5 el numero de prétesis de rodilla
implantadas en el periodo comprendido entre el 94 y el
2005 segun el registro catalan de artroplastiasz.

Este creciente interés en la reparacion o regeneracion
cartilaginosa se refleja en un numero cada vez mayor de
procedimientos terapéuticos artroscopicos, ya que de las
272 artroscopias de rodilla realizadas de media en cada
centro hospitalario, el 17% tienen como uUnico objetivo el
tratamiento de lesiones osteocondrales, teniendo
representacion ademas en la artroscopia de codo, mano y
mufeca, cadera y tobillo®. Aun asi, siguen siendo mas
comunes las técnicas paliativas o reparativas que aquellas
técnicas dirigidas a la regeneracion”.

Existen técnicas para la el tratamiento de las lesiones
osteocondrales como las microfracturas, la condroabrasion
o el desbridamiento artroscoépico, que obtienen como
resultado un fibrocartilago. Tienen como ventajas que no
lesionan ninguna zona donante como si ocurre en algunas
técnicas de regeneracion, el hecho de que sean técnicas
sencillas y de bajo coste, y cuya cirugia solamente requiere
un tiempo. Sin embargo existen grandes desventajas
asociadas, como la ausencia de utilidad en lesiones
grandes y sus malos resultados a medio y largo plazo en
pacientes jovenes con alta demanda funcional®.

Existen otro tipo de técnicas regeneradoras, como lo son la
mosaicoplastia, los aloinjertos o la ingenieria tisular, que
consiguen mejores resultados al obtener un tejido mucho
mas similar al cartilago hialino articularG, estando indicadas
en pacientes jovenes o con altas demandas funcionales.
Sin embargo son técnicas mas caras y mas complejas,
requiriendo en ocasiones lesionar zonas donantes, el uso
de bancos de tejidos o la cirugia en dos tiempos.

Hemos elaborado este modelo experimental para
comprobar la efectividad en la regeneracion del cartilago de
un andamiaje de acido polilactico (PLLA) y quitosano (CHT)
que permita el tratamiento de lesiones osteocondrales.

Material y métodos

En colaboracion con el Centro para Biomateriales e
Ingenieria Tisular (CBIT) de la Universidad Politécnica de
Valencia, se elaboraron las microesferas de PLLA y CHT
cuyo objetivo es servir como andamiaje para la
regeneracion cartilaginosa.

Para comprobar su efectividad, se elaboré6 un modelo de
experimentacion animal con conejos albinos New Zealand,
a los cuales tras un abordaje parapatelar medial se les
realizd una lesién osteocondral en la troclea femoral
mediante un punch de 3mm de diametro (Fig. 1).

Figura 1: Protocolo quirdrgico de abordaje parapatelar,
creacion de lesion troclear, implantacion de biomateriales
con membrana y cierre.

Se dividieron en grupos segun el tratamiento utilizado: un
grupo A (9 conejos) compuesto exclusivamente de
microesferas de PLLA, en un grupo B (9 conejos)
compuesta al 50% de microesferas de PLLA y CHT, y un
grupo C (4 conejos) en el que se produjo la lesion pero no
se administrdé ningun biomaterial. Sobre todas las lesiones
se colocaba posteriormente una membrana de PLLA como
contencién mecanica. El grupo D consistio en la evaluacion
del cartilago nativo de la rodilla contralateral sin ninguna
lesion.

Transcurridos 3 meses se sacrificé a los ejemplares, y se
procesaron las muestras fijandolas en formol vy
decalcificandolas con osteosoft®, incluyéndolas
posteriormente en una parafina de bajo punto de fusiéon que
evitaba la pérdida durante el procesado del posible
biomaterial remanente de cara a analizar la tasa de
reabsorcion. Tras ello se tifieron con hematoxilina-eosina,
tricromico de Masson y azul alcian para realizar las
diferentes mediciones histolégicas.

Las muestras fueron analizadas en el mediante la escala
ICRS macroscépica7, la escala ICRS I microscc’)pica8 y un
estudio histomorfométrico (Fig. 2) que incluy6 la densidad
celular, el grosor de cartilago y de hueso subcondral
obtenido, y el indice de interdigitacion para calcular la
regularidad de la superficie obtenida (calculado como el
cociente entre la superficie de las muestras y la longitud de
la curva de superficie que tendria un cartilago normal).

Revista Espafiola de Cirugia Osteoarticular. N2 282 Vol. 55. ABRIL-JUNIO 2020/ 67



ZURRIAGA CARDA J y COLS. Microparticulas de PLLA y CHT como andamiaje para la regeneracion del

cartilago articular: Modelo animal

Figura 2: Protocolo de medicién histomorfométrica del
grosor cartilaginoso, grosor de hueso subcondral, densidad
celular e indice de interdigitacion.

Una vez obtenidos todos los valores para las citadas
mediciones, se procedio al analisis estadistico de los datos.
Para comprobar la distribucion normal de los datos se
utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov, mientras que para
evaluar una posible correlacion entre las distintas variables

se evalud la R de Pearson. De cara a analizar la relacion
entre las medias de los datos se realizé la prueba de Anova
de un factor. Para comparaciones multiples de las medias,
segun si los grupos tenian varianzas homogéneas o no, se
realizaron los test de Scheffe o Games-Howell
respectivamente. Para las variables categéricas, se recurrié
a las tablas de contingencia Chi2, estableciendo Ila
asociacion en residuos tipificados mayores o iguales a 1,5.
El umbral de significacion estadistica se establecié en 0.05.

Resultados

Los cartilagos obtenidos en los grupos A y B tuvieron una
superficie lisa y blanquecina (Fig. 3), con uUnicamente
irregularidades puntuales. El grupo C obtuvo una superficie
muy irregular en el 75% de los caso, teniendo una
apariencia en general de tipo fibroso. Las puntuaciones del
cartilago obtenido en la escala ICRS macroscopica se
muestran en la tabla I. El grupo A obtuvo la mejor media de
los grupos experimentales (10.5940.79), mientras que el
grupo B obtuvo una media de 9.38+1.51. El grupo C obtuvo
malos resultados con una media de (8.50+1.29). El grupo A
obtuvo un mejor resultado de manera estadisticamente
significativa (p=0.018) en relacién a los grupos B y C.

Figura 3: Vision macroscopica del cartilago regenerado, en
visién anterior y corte sagital.
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Categoria Grupo A GrupoB GrupoC
Grado de reparacion 3.86+0.38 | 3.25+0.89 | 3.25+0.96
Integracién periférica 3.00£0.00 | 3.38+0.52 | 2.75+0.50
Apariencia macroscopica | 3.71+0.76% | 2.75+0.46 | 2.5041.29
Total 10.5740.79 | 9.38+1.51 | 8.50+1.29
Grado Il Il Il

Tabla |. Resultados de la escala ICRS macroscopica.
Valores medios * desviacion estandar. No se muestran los
resultados del grupo D al tener todos puntuacién maxima
(4/4 en todas las categorias, 12/12 en total) al ser cartilago
hialino nativo.

En la evaluacién microscépica mediante la escala ICRS I,
los valores reflejados en la tabla |l muestran mejores
resultados para los grupos experimentales (Fig. 4) respecto
al grupo control (Fig. 5). En la escala no se incluyen los
valores de ‘linea de marea’ al ser los conejos de 24
semanas de edad y no poder observarla en todos los casos
nativos estando descrita su aparicion mas tardia®. Se
pueden observar diferencias estadisticamente significativas
en la morfologia tisular, metacromasia, arquitectura
superficial y evaluacion superficial, en los cuales el grupo C
obtuvo peores resultados.

Parametro histolégico Grupo A Grupo B Grupo C
Marfologia tisular® 75.0£14.4 86.1+18.2 25.0+28.9*
Metacromasia® 53.6+33.6* 88.9+13.2 18.8+12.5%
Morfologia celular 78.6+30.4 94.449.4 3134315
Agrupacion de condrocitos 75.0+14.4 75.0£37.5 50.0+45.6
Arquitectura superficial® 96.41+9.4 86.1+18.2 25.0435.4*
Integracién basal 67.9£37.4 77.8+26.4 62.5¢433
Anomalias del hueso subcondral | 100,0+0.0 86.1+33.3 93.8412.5
Inflamacién 100.0£0.0 97.248.3 75.0£50.0
Calcificaciones 100.0£0.0 100.0£0.0 100.0£0.0
Vascularizacion 96.419.4 100.0+0.0 100.0+0.0
Evaluacién superficial® 82.1£18.9 83.3+412.5 12.5£14.4*
Evaluacidn zona media/profunda | 78.6¢17.3 72.2431.7 31.34375
Evaluacion general 78.6£17.3 80.6+20.8 31.3437.5
Media total ICRS Il 83.249.7 86.8£10.6 50.5+20.6

Tabla Il. Resultados de la escala ICRS Il microscopica.
Valores medios * desviaciéon estandar. No se muestran los
resultados para el grupo D al ser de 100 en todas las
categorias  (cartilago  hialino  nativo).  Diferencias
estadisticamente significativas mostradas con un asterisco.

Figura 4: Resultados de cartilago regenerado en vision
microscopica, tefiida con hematoxilina-eosina (grupo A).

Figura 5: Resultados de cartilago reparado en vision
microscopica, tefiida con hematoxilina-eosina (grupo D).

La evaluacién morfométrica (tabla Ill) muestra un mayor
grosor del cartilago regenerado, asi como del hueso
subcondral subyacente. La densidad celular fue mayor en
los grupos B y C, pero menor en el grupo A. El indice de
interdigitacion mostro una superficie mas irregular de
manera estadisticamente significativa para el grupo C.

Pardmetro morfométrico Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Grosor del cartilago 705£292 7112215 670+244 478+94
Grosor de hueso subcondral 786+195 720225 5664193 6504235

Densidad cefular 14984149 23661041 257941490 1914+466

Indice de ir i itn* 1.14:0.10 1.2840.14 1.73+0.60*% 1.034£0.02

Tabla Ill. Resultados de los parametros histomorfométricos
evaluados. Grosor expresado en ym y densidad celular en
células/mm2. Diferencias estadisticamente significativas
mostradas con un asterisco.
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Discusion

Se han utilizado un gran numero de materiales para las
composiciones de andamiajes en la regeneracion
cartilaginosa como la policaprolactona, el parileno o el
plasma rico en plaquetas. Sin embargo, hasta la fecha no
existe ninguin estudio que demuestre la superioridad de una
composicion respecto al resto.

El quitosano (CHT) es un material biodegradable,
biocompatible y con buena adhesion a los tejidos”. Ya se
ha demostrado, en estudios previos, su utilidad como
biomaterial en la regeneracion cartilaginosa, gracias a su
parecido con los glucosaminglicanos presentes en la matriz
extracelular del cartilago hialino'. Ademas, se trata de un
material con bajo coste, ausencia de toxicidad in vivo™®,

El acido polilactico (PLLA) también ha sido estudiado en el
ambito de la regeneracion de cartl'lagom. Este polimero
sintético tiene una serie de caracteristicas interesantes para
este proceso, entre las que se incluyen la
biocompatibilidad, biodegradabilidad, su elevada capacidad
para el soporte de cargas y el ser poco irritativo y no
inmunogénico15.

Respecto a las diferencias significativas halladas en la
variable ‘morfologia tisular’, existieron peores resultados en
el grupo C. Esto es compatible con una peor organizacion
estructural del colageno en el cartilago fibroso de
reparacion en los casos del grupo C, mientras que en los
grupos A y B existe un mejor indice de regeneracion,
resultando en una mayor birrefringencia a la visién bajo luz
polarizada. Esto significaria una mejor organizaciéon del
colageno de la MEC, y con ello cabria esperar una mejor
transmisiéon de cargas al otorgar al tejido mayor
consistencia estructural.

La significacion observada en la variable ‘metacromasia’,
arroja peores resultados para los grupos A y C respecto al
B. Esta menor tincién con azul de toluidina es debida a un
menor componente de proteoglucanos en la composicion
de la MEC™®.

En lo que a la variable ‘arquitectura superficial’ de la escala
ICRS Il microscopica se refiere, existieron diferencias
estadisticamente  significativas para el grupo C
(membrana), que presenté peores puntuaciones. Esto es
debido a una superficie mucho mas irregular observada en
el grupo C respecto a las observadas en el resto de grupos,
en los que el cartilago fue mucho mas liso y regular.

La objetivacion de la regularidad de la superficie mediante
el indice de interdigitacion fue significativamente mejor en
los grupos A, B y D respecto al C. Se demostré que ambos
biomateriales proporcionaban una superficie mas regular
que en los casos en los que se practico la lesidon y se cubrid
con la membrana. Ademas, no se puede rechazar la
hipétesis de que la regularidad de la superficie obtenida en
los grupos A y B sea igual a la del cartilago nativo, lo cual
indicaria una regeneracion 6ptima con los biomateriales de
una superficie lisa y regular de cartilago articular.

La variable ‘evaluacion superficial’ de la escala ICRS I
microscopica obtuvo mejores valoraciones de una manera

estadisticamente significativa, mostrando mejores valores
para los grupos A y B respecto al grupo C. Esto es debido a
una mejor valoracidon general en los grupos A y B de las
diferentes variables de la escala ICRS Il microscépica
aplicadas unicamente a la zona mas superficial del
cartilago, como morfologia tisular y celular, metacromasia,
arquitectura superficial e integracion basal. Esto demuestra
que la calidad estructural de tejido en su zona superficial
fue peor para el grupo C. Cabe destacar que para este
grupo de control de membrana no existieron diferencias
estadisticas respecto a los grupos A y B para las zonas
mas profundas, que si bien eran estructuralmente
mediocres, eran en general mejores que la zona superficial
para el mismo caso.

Comparando nuestros resultados de la escala ICRS
macroscopica con los obtenidos por otros grupos que
utilizan andamiajes para la regeneracion cartilaginosa en
conejos, (frecuentemente usando un grupo con lesiéon sin
rellenar, homdlogo a nuestro grupo C), hemos encontrado
en la bibliografia estudios similares que utilizan las mismas
escalas de medicion. El grupo de Lee, utilizando
andamiajes porosos de policaprolactona (PCL), obtienen
una puntuacion total ICRS macroscopico de entre 7,7 y 9,7
sobre 12", Franciozi y colaboradores (andamiaje de
parileno) obtienen un resultado de 10,67 y de 7,83 en los
controles™. Bahmanpour y colaboradores (en un modelo
con diferentes tipos de geles obtenidos tras el centrifugado
de plasma rico en plaquetas) refieren resultados de 2 para
el grupo con lesiéon Unicamente y un rango entre 5 y 11
para los distintos andamiajes19. En un trabajo publicado por
Zhao (en un modelo con andamiajes de hidrogel de CHT
con condrocitos pre-sembrados), obtienen unos valores de
10 en el grupo de los andamiajes por 6 del grupo con lesion
dnicamente®. Méthot (modelo humano, con implantacion
de andamiaje sintético preparado a partir de CHT— ‘BST-
CarGel') cuantifica puntuaciones de 10,5 en el grupo de
andamiaje frente a 7,5 en el grupo control?'.

Respecto a los resultados de la escala ICRS I
microscopica, Fisher y su grupo de investigacion (en un
modelo porcino, con andamiajes obtenidos mediante la
gelificacion de diferentes composiciones de &cido
hialurénico, con sacrificio de los ejemplares a las /
semanas), obtienen unas puntuaciones en la escala ICRS Il
microscopica de entre 20 y 95% en la categoria
‘metacromasia’, ‘morfologia celular y ‘agrupacion de
condrocitos’; entre 45 y 90% en la categoria ‘integracion
basal’; entre 20 y 90% en la categoria ‘evaluacion zona
media/profunda’, y valores entre 50 y 80% en la categoria
‘evaluacion superficial’ y ‘evaluacion general’zz.

Hoffman y colaboradores (mediante el uso de un andamiaje
sintético — ‘Cartiform’, en un modelo humano, con analisis
tras biopsia a los . meses) obtienen valores en la escala
ICRS II microscépica del grupo experimental 85 y 100%
para todas las variables a excepcion de ‘agrupacion de
condrocitos’  (30%), ‘evaluacion  superficiall  (65%),
‘evaluacion media/profunda’ (65%) y ‘evaluaciéon general’
(65%)%.

En un trabajo publicado por Bell (con un modelo ovino, con
andamiajes obtenidos tras la mezcla de quitosano con la

70/ Revista Espafiola de Cirugia Osteoarticular. N2 282 Vol. 55. ABRIL-JUNIO 2020



ZURRIAGA CARDA J y COLS. Microparticulas de PLLA y CHT como andamiaje para la regeneracién del

cartilago articular: Modelo animal

sangre de los ejemplares) obtienen valores en la escala
ICRS Il microscépica, para el grupo al que se implantd el
andamiaje, superiores al 75% en las variables ‘agrupacion
de condrocitos’, ‘integracion basal’, ‘inflamacion del
cartilago’, ‘calcificacién’ y ‘vascularizacion’. Obtienen
valores entre 50 y 75% para las variables ‘morfologia
celular, ‘arquitectura superficial’, ‘anomalias del hueso
subcondral’ y ‘evaluacion superficial’, siendo el resto de
valores inferiores al 50%2*.

En la publicacion de Méthot obtienen valores para el grupo
al que se implant6 el andamiaje, superiores al 75% en las

subcondral’, ‘inflamacion del cartilago’, ‘calcificacion’ y
‘vascularizacion’. Obtienen valores entre 50 y 75% para las
variables  ‘morfologia tisular, ‘morfologia  celular’,
‘arquitectura  superficial’,  ‘evaluacion  superficial vy
‘evaluacion media/profunda’, siendo el resto de valores
inferiores al 50%>2".

Por lo tanto, podemos afirmar que los resultados obtenidos,
tanto macro como microscopicos, situan al cartilago que se
forma tras tratar las lesiones con nuestra composicion en
microesferas de CHT y PLLA en el rango superior en
comparacion con la bibliografia publicada por otros grupos.

variables ‘agrupacién de condrocitos’, ‘arquitectura Ademas, resulta en un cartilago de superficie lisa y con
superficial’, ‘integracion basal’, ‘anomalias del hueso aspecto histolégico de cartilago hialino articular.
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