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Introduccion: El menisco es una parte esencial de la rodi-
lla. Las lesiones en la zona central avascular no se curan con
facilidad, lo que obliga a resecar el menisco con secuelas a
largo plazo. Las células troncales mesenquimales derivadas
de tejido adiposo (CTM) son eficaces en la reparacion de
tejidos como la piel, el hueso o el cartilago. Estudios prelimi-
nares han demostrado que las CTM tienen efecto reparador
en la zona avascular del menisco. A nivel experimental, se
han utilizado multitud de medios para situar CTM en una
lesion meniscal.

Objetivo: El objetivo de este estudio es comparar la efi-
cacia del plasma rico en plaquetas (PRP) y el gel de fibrina
como transportadores de CTM a una lesion meniscal.
Material y métodos: Se usé un modelo experimental de
lesion aguda en zona avascular del menisco de conejo. Se
analizé si la adicion de CTM disueltas en un gel de fibrina
(Tissucol®) o en PRP facilita la reparacion de la lesion. Tam-
bién se analizaron las cualidades en su manejo y la reprodu-
cibilidad de su aplicacion en la sutura meniscal.
Conclusiones: Con los dos transportadores se obtuvieron
tasas de reparacion similares, con tasas de curacion del
50% (diferencias estadisticamente significativas con el
grupo control, p =0,018), pero no entre ambos transpor-
tadores (p = 0,72). Sin embargo, el Tissucol® permitia una
técnica de implantacion mas sencilla y reproducible.

Palabras clave: Transportadores. Células trocales mesen-
quimales. Plasma rico en plaquetas. Gel de fibrina.

Evaluation of the most suitable carrier for delivery
of mesenchymal stem cells to a meniscal lesion. An
experimental study in rabbits

Introduction: The meniscus is an essential part of the knee.
Lesions in the central avascular zone are not easily repaired
forcing resect the meniscus with long-term sequelae. Mes-
enchymal stem cells derived from adipose tissue (ASC) are
effective in repairing tissues such as skin, bone or cartilage.
Preliminary studies have shown that ASC have remedial ef-
fect in the avascular zone of the meniscus. Variety of carriers
have been used for locating ASC in meniscal injury.
Objective: The objective of this study is to compare platelet
rich plasma and a fibrin gel as carriers for delivery of the
ASC in a meniscal lesion.

Material and methods: We used an experimental model
of acute injury to the avascular zone in the rabbit meniscus.
We analyzed whether the addition of ASC dissolved in a
fibrin gel (Tissucol®) vs. platelet rich plasma (PRP) facilitates
the repair of the lesion. We also analyzed the handling qual-
ities and reproducibility of its application in meniscal suture.
Conclusions: We could observe that both carriers obtained
a 50% success repair rates, statistically significant differ-
ence with control group (p =0,018) but not between the
two carriers (p = 0,72), however Tissucol® offered a more
simple and reproducible technique.

Key words: Carriers. Mesenchymal stem cells derived from
adipose tissue (ASC). platelet rich plasma (PRP). Fibrin glue.
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INTRODUCCION

Los meniscos son partes esenciales en la funcién
de la rodilla y son objeto frecuente de lesién. La
reseccion meniscal tiene efectos deletéreos bien
conocidos y, cuando existe un defecto estructu-
ral significativo del menisco, la apariciéon de cam-
bios degenerativos en la rodilla es sélo cuestion
de tiempo, por lo que el cirujano debe intentar
conservar la mayor parte posible de menisco!-.
Sin embargo, el tejido meniscal tiene un poten-
cial regenerador muy escaso debido a, entre
otras razones, su pobre celularidad y, en la zona
central avascular, a la ausencia de vasos y de las
células progenitoras que se hallan en ellos®. Por
todo esto, las terapias regenerativas celulares tie-
nen un campo de aplicacion significativo en la
patologia meniscal®. En este sentido, se han uti-
lizado células troncales mesenquimales (CTM)
(aun en fase experimental en estudios in vivo en
animales) tanto para el tratamiento de defectos
tisulares como para mejorar las posibilidades de
reparacion de una sutura meniscal®©19.

Uno de los problemas que presenta la adicion
de CTM a una sutura meniscal es la dificultad de
que éstas permanezcan en la zona de lesién el
tiempo adecuado para ejercer su efecto poten-
ciador de la curacion del tejido. Generalmente,
las CTM son transportadas al hueso o cartilago
usando plataformas tridimensionales que se fi-
jan ala zona de la lesion-'>. Hay mucha contro-
versia asociada con la seleccion del material de
la plataforma, incluyendo su capacidad de man-
tener la viabilidad y capacidad de diferenciacion
de las CTM, asi como sus propiedades de degra-
dacién y fijacion. En estudios previos®?, el trans-
porte de las mismas en Matrigel®, un exudado
proteico de una linea celular tumoral de rata, ha
demostrado ser adecuado. Matrigel® presenta la
limitacion, debido a su origen, de no poder ser
utilizado en humanos, por lo que es necesario
usar otros transportadores, como pueden ser el
gel de fibrina o el plasma rico en plaguetas (PRP),
que preserven la viabilidad de las CTM y puedan
ser utilizados en humanos con seguridad, y que
permita trasladar los esperanzadores resultados
obtenidos en estudios experimentales con ani-
males a ensayos en humanos.

El objetivo de este estudio es comparar la efi-
cacia del plasma rico en plaquetas (PRP) y el gel
de fibrina como transportadores de CTM a una
lesion meniscal. La hipdtesis nula es que el uso
de un gel de fibrina o de PRP como transporta-
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dores de CTM no tiene efecto en la influencia
beneficiosa de estas células en la sutura de ro-
turas en zona avascular del menisco del conejo.

MATERIAL Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en 12 conejos
hembra de raza Nueva Zelanda con un peso
de 3-3,5 kg. En cada animal se usé la rodilla iz-
quierda como grupo control y la rodilla derecha
para el tratamiento. Las CTM se obtuvieron del
tejido adiposo de tres conejos de la misma raza
y estirpe que los utilizados en el estudio. El pro-
tocolo de extraccion y purificacion usado es el
descrito por Ruiz Iban et al.®'®. Las CTM uti-
lizadas son marcadas con bromodeoxiuridina
(BrdU) (Sigma, Saint Louis, Missouri [EE UU]), un
analogo de la timidina que se incorpora al ADN.

Para la obtenciéon del PRP se utilizé el siste-
ma Recover-GPS® (Biomet, Warsaw, Indiana
[EEUU]), un sistema comercial bien caracteriza-
do para la obtencién de PRP en humanos'” y
CUyO UsO en sangre murina también ha sido vali-
dado®. Se extraen de la vena central de la oreja
27 cm? de sangre venosa, gque se introducen en
un tubo de centrifugado de 30 cm® con 3 cm?
de citrato de calcio como anticoagulante. El tubo
es introducido en una centrifugadora a 3.200
rom durante 15 minutos. La sangre se divide en
tres fracciones separadas: un compartimento su-
perior con un sobrenadante con plasma pobre
en plaquetas (PPP), un compartimento medio
con el PRP y uno inferior con la fraccion eritroci-
taria. Se extrae el PPP del compartimento supe-
rior. Se agita el tubo durante 30 segundos para
que las plaguetas queden suspendidas y se ob-
tienen unos 3 cm? de PRP. Posteriormente se ins-
tilan 105 CTM diluidas en un tampdn fosfato sa-
lino en 1 cm? de PRP, y éste se activa con 0,1 mg
de cloruro célcico; esto desencadena la cascada
de la coagulacién, degranula las plagquetas y se
obtiene un coagulo de consistencia gelatinosa.
El PRP del grupo control se prepara de la misma
manera, pero sin las CTM.

Como gel de fibrina se utilizé Tissucol® (Bax-
ter, Deerfield, IL [EEUU]), un preparado comer-
cial, con dos componentes: la proteina sellado-
ra (humana) y la trombina (humana). A 0,5 cm?
de la proteina selladora se le afaden 10> CTM
diluidas en un tampodn salino y, una vez mezcla-
do, se anaden 0,5 cm? de la solucion de trom-
bina, obteniéndose un coagulo de consistencia
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gelatinosa. El Tissucol® del grupo control se
prepara de la misma manera, pero sin las CTM.

El abordaje del menisco del conejo se reali-
za segun la técnica descrita por Diaz Heredia®.
Con un bisturi microquirdrgico se realiza una
incision de 5 mm de largo, paralela al borde li-
bre del menisco y situada en la union del cuer-
po con el cuerno anterior, y en la zona avascu-
lar entre el tercio medio y el tercio central del
menisco. La lesion se sutura con un punto sim-
ple de Prolene® 6/0 colocado en el centro de
la lesion, se da desde el muro meniscal hasta
1,5 mm del borde medial de la lesiéon y se anu-
da lateralmente.

Se establecieron dos grupos: en el grupo A
(n = 6 conejos) se colocd en la lesiéon de la rodi-
lla control 1 cm?® de PRP en fase gel, y a conti-
nuacion se anudo el punto. En la rodilla tratada
se colocd en la lesién 1 cm? de PRP en fase gel
con CTM, y a continuacién se anudé el punto.
En el grupo B (n = 6 conejos) se colocd en la le-
sion de la rodilla control 1 ¢cm3 de Tissucol® ac-
tivado, y a continuacién se anudé el punto. En
la rodilla tratada se coloco en la lesion 1 cm? de
Tissucol® activado con CTM, y a continuacién
se anudo el punto.

Los animales se mantuvieron en sus jaulas in-
dividuales, sin restriccién para el movimiento de
las extremidades durante 12 semanas. Enton-
ces fueron sacrificados mediante una inyeccion
intravenosa de Propofol®. Se realizd una artro-
tomia transversa subpatelar y se extrajeron am-
bos meniscos mediales completos. Los menis-
cos fueron analizados con lupa de 10 aumentos
por ambas caras. Se anotd la presencia y estado
de la sutura meniscal, asi como el aspecto de la
lesion, incluyendo cada caso en una de las si-
guientes categorias:

e Curaciéon completa: no se aprecia la pre-
sencia de la lesion en la zona o se aprecia
continuidad del tejido meniscal a lo largo
de toda la lesion y en profundidad, pero se
puede identificar la zona de lesién.

e Curacién parcial: se aprecia continuidad
del tejido meniscal a lo largo de la lesion,
pero hay zonas donde la reparacién no se
extiende a todo el grosor de la lesion.

* No curacién: se aprecia discontinuidad del
tejido meniscal en alguna zona con comuni-
cacion de la cara tibial con la femoral.

Tras el andlisis macroscépico se fijaron los me-

niscos en formaldehido (solucién A DiaPath®)
durante 15 dias, y se descalcificaron con acido
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hidroclérico y EDTA (solucion B DiaPath®) du-
rante 3 semanas. Se incluyeron en parafina y
se realizaron cortes de 5-10 um en el plano co-
ronal del menisco perpendicularmente a la le-
sion. Se realizaron tinciones con hematoxilina-
eosina y una inmunodeteccion con anticuerpos
anti-BrdU mediante técnicas inmunohistoqui-
micas para la localizacion de las células implan-
tadas en los cortes histoldgicos. Se analizaron
las muestras bajo microscopia a 20x y 100x.

El andlisis estadistico se realizd con el progra-
ma SPSS 16.0. Se utilizaron tablas de contingen-
cia y, como funciones estadisticas, el test estadis-
tico de Fisher y el de chi cuadrado de Pearson. El
nivel de significacién aceptado fue p <0,05.

RESULTADOS

Durante la colocacion del PRP y el Tissucol® an-
tes del anudado de la sutura meniscal se apre-
cié que, desde un punto de vista técnico, la
manipulacion del coagulo de Tissucol® era mas
sencilla que la del de PRP. Su consistencia era
mayor y su adherencia al tejido lo hacia mas
manejable.

El andlisis con lente de aumento a 10x reveld,
en el grupo con PRP y CTM, curaciones comple-
tas en un menisco, curaciones parciales en dos y
no curaciones en tres. En el grupo con Tissucol®
y CTM se evidenciaron dos curaciones comple-
tas, una curacién parcial y tres no curaciones (di-
ferencias no significativas, p = 0,72). En los me-
niscos control en ambos grupos no se objetivéd
ninguna reparacion, y los 12 fueron catalogados
como no curados (diferencias significativas fren-
te a los meniscos tratados con CTM, p = 0,018).

El estudio de la zona de la lesion en los me-
niscos con algun grado de curaciéon con micros-
copia optica con tincién de hematoxilina-eosina
permitié apreciar que la celularidad y la arqui-
tectura fibrilar eran muy similares a las del me-
nisco sano (Figura 1).

La tincion de las muestras con anticuerpos
anti-Brdu permitié apreciar, en los meniscos
tratados con CTM, células condrofibroblasti-
cas con reaccion nuclear positiva para BrdU (Fi-
gura 2).

Estos resultados fueron comparados con una
serie previa en la que se us6 Matrigel® como
transportador®, y no se encontraron diferen-
cias significativas respecto al grupo con PRP
(p = 0,63) ni al grupo con Tissucol® (p = 0,99).

Cuadernos de Artroscopia. Vol. 20, fasc. 2, n.° 49, octubre 2013
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DISCUSION

El plasma rico en plaquetas (PRP) y el gel de fibrina
son transportadores eficaces de CTM a una lesion
meniscal en zona avascular del conejo. Ambos
permiten obtener tasas de reparacion al menos
parcial del 50%. El Tissucol® permitia una técnica
de implantacion maés sencilla y reproducible.

La necesidad de conservar la mayor parte po-
sible de tejido meniscal en la cirugia de las lesio-
nes meniscales es una regla esencial de esta ciru-
gia. Las técnicas actuales de sutura meniscal se
encuentran con limitaciones relacionadas con las
caracteristicas mecanicas y bioquimicas del me-
nisco, de manera que las lesiones que se pro-
ducen en la zona avascular del menisco presen-
tan tasas de curacién con las técnicas actuales
de en torno al 20-30%. Existe, pues, la necesi-
dad de disefiar estrategias biolégicas que mejo-
ren las expectativas de las suturas meniscales en
zona avascular.

Las CTM obtenidas de grasa se han utiliza-
do ampliamente en terapéutica de regenera-
cion tisular. En un estudio previo de nuestro
grupo®'® se comprobd que el uso de CTM deri-
vadas de grasa tiene un efecto positivo en la cu-
racion de lesiones en el cuerno anterior del me-
nisco medial del conejo. La tasa de éxito de la
sutura primaria fue mayor cuando se anadieron
10°> CTM. Nuestro estudio fue realizado usando
como transportador Matrigel®, que es adecuado
para su uso experimental, pero no valido para su
uso en humanos. Algunos estudios con CTM se
han realizado en humanos"®2", de manera que
las posibilidades de trasladar a la practica clini-
ca cualquier hallazgo experimental se ven muy
favorecidas por la existencia de antecedentes y
protocolo para uso humano.

El uso de ingenieria tisular para la reparacion
del menisco requiere de un transportador ade-
cuado que permita que las CTM puedan ser
depositadas de una forma estable en la zona de
la lesion, para facilitar la unién celular, el creci-
miento, la diferenciacion vy, finalmente, forma-
cion de tejido. La presencia y las propiedades de
estos transportadores, que son principalmente
hidrogeles tales como el gel de fibrina"121>22.23) y
el PRP1421.29 ‘pyeden influir mucho en la super-
vivencia celular y en la diferenciacién.

Stacey et al.®> observaron en cultivos que la
diferenciacion de las CTM se reduce marcada-
mente en transportadores de dos dimensio-
nes (2D) en comparacién con transportadores

Cuadernos de Artroscopia. Vol. 20, fasc. 2, n.° 49, octubre 2013

Figura 1. A) Estudio con hematoxilina-eosina de menis-
co curado. B) Detalle de zona de reparacion con celula-
ridad condrofibroblastica y arquitectura fibrilar similares
a las del menisco sano.

BrdU.
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tridimensionales (3D). Entre los transportadores
3D se incluyen el PRP, el PPP, el alginato, el gel
de fibrina y las esponjas de colageno®?.

El Tissucol® es un gel de fibrina de desarrollo
comercial, con dos componentes, que esta in-
dicado para su uso en todas las especialidades
quirdrgicas en donde se requiera actividad he-
mostatica, sellado de cavidades y adhesién de
tejidos, asi como soporte para la cicatrizacion
de heridas. Al mezclar la proteina selladora y
la trombina, el fibrindgeno soluble se transfor-
ma en fibrina, formando una masa parecida al
caucho que se adhiere a la superficie de la heri-
da y alcanza la hemostasia y sello o pegado de
los tejidos. Ha sido utilizado en diversos experi-
mentos, tanto en animales como en humanos,
para el transporte de CTM121920.22224) " 3si como
en ensayos clinicos en fase Il y lll para transporte
de CTM de origen en tejido graso®'?9),

El gel de fibrina ha mostrado una combina-
cion 6ptima de caracteristicas mecanicas y de
apoyo a la diferenciacion de CTM®¥. El uso de
geles de fibrina ha sido defendido en la inge-
nierfa de tejidos por su estructura en 3D, ya
que proporciona a las células un contacto ade-
cuado con el medio de cultivo a través de todas
sus superficies. Ademas de la estructura en 3D,
los geles de fibrina combinan algunas ventajas
importantes, tales como la siembra de alta efi-
ciencia, la distribucion uniforme de células®” y
la capacidad de adherencia®®. El gel de fibrina
es no citotdxico, y es una forma de transporta-
dor natural porosa fisioldgica que puede esti-
mular la adhesion y el crecimiento celular®®39,

Para la obtencién del PRP se utilizé el sistema
Recover-GPS®, sistema que ha sido validado res-
pecto a otros sistemas comerciales'”. El PRP es
un transportador con estructura en 3D, que per-
mite la proliferacion y la sintesis de matriz extra-
celular por parte de las CTM®Y, adquiere la con-
sistencia adecuada que facilita su manejo y su
colocacion en la zona precisa, y no produce alte-
raciones en su degradacion. El PRP es un trans-
portador potencialmente atractivo, ya que, apar-
te de su origen humano, presenta una elevada
concentracion de factores de crecimiento, como
TGF-1, PDGF, EGF, VEGF-A y otros muchos, lo
gue favorece la proliferacion celular y facilita la
sintesis de matriz extracelular®.

El PRP ha demostrado ser capaz de estimular
la proliferacién de diferentes tipos de células,
como fibroblastos y osteoblastos, asi como esti-
mular su migracion desde el transportador®233),
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Asimismo, ha demostrado tener la consisten-
cia adecuada para rellenar defectos estructura-
les circulares en el menisco!?. El PRP ya ha sido
usado como transportador en estudios expe-
rimentales en animales'*' y en humanos®'34
para la reparacion de tejidos mesenquimales.
En humanos ha sido utilizado en forma liquida
para la inyeccion intraarticular de CTM en pa-
cientes con artrosis de rodilla®2%. En su forma
gel ha sido usado para el transporte de CTM en
el tratamiento de pacientes con fistulas peria-
nales. En todos los estudios, tanto experimen-
tales como clinicos, se describe un adecuado
manejo y comportamiento del transportador.

Nuestros resultados experimentales con el
uso de Tissucol® y el PRP para el transporte de
CTM en la sutura de lesiones meniscales en
zona avascular han sido similares, con una tasa
de reparacion cercana al 50%. Estos resulta-
dos son comparables a los encontrados a nues-
tro estudio previo®, y a otros estudios previos,
en los que las CTM fueron transportadas en un
coagulo de fibrina®), en plataformas sintéti-
cas®® o mediante inyeccion intraarticular®3”,
Duton et al” han usado CTM transportadas
en pegamento de fibrina para la reparacién de
una lesion radial en menisco de cerdos, con una
tasa de reparacion del 75%.

Ante la disyuntiva de elegir entre el Tissucol®
y el PRP como transportador de CTM, con unos
resultados experimentales, nuestros y previos de
otros autores similares con ambos, el Tissucol®
parece una mejor alternativa, por su menor com-
plejidad de obtencién y menor coste. Ademas,
tiene un mas facil manejo en su manipulacién y
localizacion en la zona de la lesion meniscal, gra-
cias a la mayor consistencia que se obtiene con
el Tissucol® respecto del PRP, que incluso permi-
te su fijacién con suturas a la lesion.

CONCLUSIONES

El Tissucol® y el PRP han demostrado ser Utiles
como transportadores de CTM en estudios ex-
perimentales en el menisco del conejo, y son
una herramienta valida en futuros estudios ex-
perimentales con humanos.
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