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El uso de células madre mesenquimales obtenidas de
grasa (CMM) puede aumentar las posibilidades de
éxito de la sutura meniscal. Se colocaron 10° CMM en
una lesion longitudinal de 5 mm en la zona avascular
del menisco interno de 12 conejos y se suturd con un
punto simple. Como controles se tomaron las rodillas
contralaterales sin CMM. Los animales fueron sacrifi-
cados a las 12 semanas y entonces se examinaron los
meniscos. En los 12 meniscos con CMM aparecieron
cicatrizaciones parciales en tres, y completas en tres.
En los 12 controles hubo cicatrizacion parcial en uno
y ninguna completa. El andlisis microscépico identificé
fibrocartilago meniscal en buen estado en las zonas
cicatriciales.

Palabras clave: Menisco interno. Sutura meniscal. Célula
madre mesenquimal. Grasa. Conejo.

* Estudio becado por la Asociacion Espanola de Artroscopia.
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Effect of the addition of adult mesenchimal stem
cells obtained from fat to a meniscal suture in the
white-white zone. An experimental study in rab-
bits. The use of mesenchimal stem cells derived form
fat (MSC) can increase the success rate of meniscal su-
ture. 10° MSC were placed in a longitudinal lesion at the
avascular zone of the medial menisci of 12 rabbits that
was sutured with a single stitch. The contralateral knee
was used as control without MSC. The animals were sac-
rificed after 12 weeks and the menisci were examined.
In the 12 menisci treated with MSC, partial healing was
observed in three and complete healing in another three.
In the 12 controls there was partial healing in one and
no complete healings. Microscopical analysis identified
well formed meniscal fibrocartilage in the healed zones.

Key words: Medial menisci. Meniscal suture. Mesenchimal
stem cell. Fat. Rabbit.
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INTRODUCCION

El menisco contituye una parte esencial de
la rodilla ya que es vital para su correcta fun-
cion biomecanica. Tiene importancia recono-
cida en la transmisién de cargas, la conserva-
cion del cartilago articular y en la estabilidad de
la rodilla. Las lesiones meniscales son una cau-
sa comun de disfuncién de rodilla, sobre todo
en pacientes jovenes y activos, y el tratamiento
artroscopico de estas lesiones se ha convertido
en uno de los procedimientos quirtrgicos mas
frecuentes. Aunque la reseccidon meniscal es un
procedimiento sencillo y con buenos resultados
a corto plazo, la reseccién de parte o todo el
menisco tiene efectos secundarios indeseables
a medio y largo plazo con aparicién de cambios
degenerativos en la articulaciont-),

La sutura meniscal se presenta como una op-
cion a tener siempre en cuenta cuando el ciru-
jano se enfrenta a una lesion meniscal. Sin em-
bargo, el éxito de la sutura viene condicionado,
ademas de por otros factores, por circunstan-
cias bioldgicas locales del menisco, de mane-
ra que las lesiones que se producen en el area
central del menisco, que es avascular, tienen un
prondéstico mucho peor si se suturan®.

Las células madre se presentan como una al-
ternativa de futuro en la regeneracién celular y
tisular. Las células madre mesenquimales adul-
tas (CMM) se pueden obtener facilmente de la
grasa o la médula 6sea y se han demostrado
eficaces en la regeneraciéon de defectos cuta-
neos y 6seos en humanos®”, asi como de otros
muchos tejidos en animales®?.

El objetivo de este estudio es determinar si la
adicion de CMM en la zona de una lesidon menis-
cal en la zona avascular del cuerno anterior del
menisco de conejo en el momento de la sutura
tiene algun efecto en la curacién de esa lesion.

MATERIAL Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en 12 conejos
de Nueva Zelanda hembra con un peso de 3
a 3,5 kg. Las células madre mesenquimales se
obtuvieron del tejido adiposo de la region in-
guinal de tres conejos de la misma raza y estir-
pe que los utilizados en el estudio. Las mues-
tras de tejido adiposo se dividen en pequefos
fragmentos, y se digieren con colagenasa de
tipo | (Gibco BRL, Paisley, Escocia, UK) durante
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30 minutos a 37°. Los adipocitos maduros son
descartados mediante centrifugaciéon (300 g,
5 minutos). Las células mononucleares de baja
densidad son aisladas mediante la centrifuga-
cion (670 g, 30 minutos) en gradiente de den-
sidad con Ficoll-Paque (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden), y cultivadas en un incubador
a 37° en aire himedo con 5% CO, con medio
Dulbecco modificado Eagle (Gibco BRL, Paisley,
Scotland, UK), el cual contiene 10% suero fe-
tal bovino (Gibco BRL, Paisley, Scotland, UK), y
0,1% antibiotico-antimicotico (Gibco BRL, Pais-
ley, Scotland, UK). El medio es cambiado para
eliminar las células no adherentes a las 24 h
tras el sembrado, y cada cuatro dias. Para los
subcultivos las células se despegan con 0,05%
de tripsina (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)
en solucién Hanks Balanced Solution (HBBS)
(Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) cuando al-
canzan el 80-90% de confluencia. Las células
utilizadas correspodieron siempre al tercer sub-
cultivo. En el ultimo cultivo las CMM son mar-
cadas con bromodeoxiuridina (BrdU) (Sigma,
Saint Louis, Missouri, USA), un anéalogo de la ti-
midina que se incorpora al ADN.

Los animales se anestesian con Propofol (Di-
privan®) al 1% con una dosis de induccion de
30 mg por via intravenosa y dosis de mante-
nimiento de 1,5-3 mg/minuto. Se administra
también profilaxis antibidtica y analgesia para el
posoperatorio. En cada animal se us6 de forma
aleatoria una rodilla como control y otra para
el tratamiento. Se preparan ambas rodillas me-
diante afeitado y lavado con solucion antisépti-
ca. Con el animal en decubito supino se inocu-
la 1T ml de bupivacaina al 1% subcutanea en la
via de abordaje. Se realiza una incision en linea
media de la rodilla desde polo superior de ro-
tula hasta insercion tibial del tendén rotuliano.
Se identifica la caspula articular y se realiza un
artrotomia a nivel pararrotuliano medial desde
5 mm proximal a polo superior de rétula hasta
la meseta tibial medial; a continuacion, se sub-
luxa la rétula. De esta manera, se obtiene una
visién adecuada del cuerno anterior del menisco
interno, y controlando su posicion se amplia la
artrotomia transversalmente hacia medial sobre
el condilo femoral hasta el ligamento colateral
medial que se conserva. Con una leve traccion
anterior se expone el cuerno anterior sin llegar
a luxar el menisco. En la Figura 1 se aprecia el
condilo femoral medial (C), el ligamento colate-
ral medial (/), la grasa de Hoffa (H) y el cuerno
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Figura 1. Via de abordaje y exposicion del menisco in-
terno del conejo.

Figura 2. Lesién meniscal y sutura de la lesion.
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anterior del menisco medial (m) traccionado
con una pinza para una buena exposicion. Con
un bisturi microquirdrgico se realiza una incision
de 5 mm de largo, paralela al borde libre del
menisco y situada en la unién del cuerpo con el
cuerno anterior y en la zona avascular entre el
tercio medio y tercio central del menisco. En la
Figura 2 se aprecia esta incision (4), que se su-
tura con un solo punto simple de Prolene 6/0
colocado en el centro de la lesiéon (B), se da des-
de el muro meniscal hasta 1,5 mm del borde in-
terno de la lesion y se anuda lateralmente. En la
rodilla control se instila en la lesién 50 pl de so-
lucion de Matrigel® en fase gel y a continuacion
se anuda el punto con 5 nudos simples alter-
nos. En el grupo con CMM se instila en la lesion
50 pl de la solucion de Matrigel® en fase gel con
10° CMM, y a continuacion se anuda el punto.
Se reduce la rotula y la artrotomia se cierra con
puntos sueltos de Vicryl 4/0. La piel se cierra con
sutura intradérmica de Vicryl rapid 5/0. Se aplica
solucion antiséptica yodada en la herida.

Los animales se mantuvieron en sus jaulas in-
dividuales sin restriccién para el movimiento de
las extremidades durante 12 semanas. Fueron
sacrificados mediante una inyeccién intraveno-
sa de 60 mg de Propofol. Se realizé una artro-
tomfa transversa subpate-
lar y se extrajeron ambos
meniscos internos comple-
tos con 3 a 5 mm de tejido
parameniscal.

Los meniscos fueron ana-
lizados con lupa de 10 au-
mentos por ambas caras.
Se anotd la presencia y es-
tado de la sutura menis-
cal asi como el aspecto de
la lesion, incluyendo cada
caso en una de las siguien-
tes categorias:

e Curacién completa:
no se aprecia la presencia
de lesion en la zona o se
aprecia continuidad del te-
jido meniscal a lo largo de
toda la lesion y en profun-
didad, pero se puede iden-
tificar la zona de lesion.

e Curacién parcial: se
aprecia continuidad del te-
jido meniscal a lo largo de
toda la lesion, pero hay
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Figura 3. Analisis macroscdpico de los resultados en los meniscos de uno de los
animales (el inicio y final de la lesion se marcan con sendas flechas). En el menisco A
(tratado con CMM) se aprecia una curacion casi completa de la lesién, mientras que
en el B (del grupo de control) se observa que la lesion no esta reparada claramente en
su parte mas anterior (marcada entre las flechas). Se han retirado las suturas.

zonas donde la reparacién no se extiende a
todo el grosor de la lesién

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

Tras el analisis macroscépico se fijaron los me-
niscos en formaldehido (solucion A DiaPath®)
durante 15 dias, y se descalficcaron con &cido
hidroclérico y EDTA (solucién B DiaPath®) du-
rante 3 semanas. Se incluyeron en parafina y se
realizaron cortes de 5-10 pm en el plano coro-
nal del menisco perpendicularmente a la lesion.
Se realizaron tinciones con hematoxilina-eosi-
nay tricrémico de Masson, y una inmunodetec-
cién con anticuerpos anti-BrdU mediante téc-
nicas inmunohistoquimicas para la localizacion
de las células implantadas en los cortes histolo-
gicos. Se analizaron las muestras bajo el micros-
copio a 20x y 100 x.

RESULTADOS
El anélisis con lente de aumento a 10 x revelo,

en el grupo de meniscos tratados con CMM,
curaciones completas en 3 meniscos (Figu-
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ra 3), curaciones parciales
en 3y no curaciones en 6.
En el grupo de control no
se apreciaron curaciones
completas en ningun me-
nisco, se aprecioé una cura-
cion parcial, y no hubo re-
paracion ninguna en 11.

El estudio de la zona de
la lesion en los meniscos
con algun grado de cura-
cién con microscopia opti-
ca con tinciones de hema-
toxilina-eosina y tricromico
de Masson permitié apre-
ciar que las caracteristicas
histolégicas de la zona ci-
catricial eran distintas en
el grupo de control y en el
grupo tratado con CMM,
observéandose en este se-
gundo grupo una celulari-
dad y arquitectura fibrilar
muy similar a la del menis-
CO sano, mientras que en
el grupo de control se apre-
ciaban zonas de cicatriz fi-
brosa. En la Figura 4, el estudio a 20 aumentos
con hematoxilina-eosina de un corte coronal de
uno de los meniscos tratados con CMM (A) per-
mite apreciar que el drea donde se localizaba la
lesion (marcada entre las cuatro flechas grandes)
esta ocupada por tejido meniscal aparentemente
sano con una celularidad casi normal, y el estu-
dio con hematoxilina-eosina de un corte coronal
de uno de los meniscos control (B) permite apre-
ciar la discontinuidad del area de la lesion (mar-
cada con dos flechas grandes) estando los bor-
des ocupados por tejido fibroso cicatricial.

La tincion de las muestras con anticuerpos
anti-BrdU permitié apreciar, en el grupo trata-
do con CMM, células condrofibroblasticas con
reaccion nuclear positiva para BrdU. En la Figu-
ra 4, el estudio a 40 aumentos de la muestra A
con inmunohistoquimica (C) permite observar
abundante captacion en distintas células (mar-
cadas con flechas).

DISCUSION

La necesidad de conservar la mayor parte po-
sible de tejido meniscal funcional en la cirugia
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Figura 4. Analisis microscopico de las muestras.

de las lesiones meniscales es una regla esencial
de esta cirugia, sobre todo cuando se trata de
pacientes jovenes. La reseccién meniscal tiene
efectos deletéreos evidentes en la funcion a lar-
go plazo de la rodilla; esto es cierto cuando esta
reseccion es extensa'®'? y cuando es mas limi-
tada=1%. Pese a esto, las técnicas actuales de
sutura meniscal se encuentran con limitaciones
relacionadas con las caracteristicas mecanicas
y bioquimicas del menisco; de manera que las
lesiones que se producen en la zona avascular
del menisco presentan tasas de curacién con las
técnicas actuales de en torno al 20-30%">'8.
Pese a que existen maneras de mejorar el en-
torno bioguimico de la sutura como las perfora-
ciones en el menisco hasta la zona vascular('®29,
el uso de colgajos sinoviales?'-??, las perfora-
ciones 6seas®” o el aporte de coagulos de fi-
brinal?>?” o factores de crecimiento?®, éstas se
muestran insuficientes. Existe, pues, la necesi-
dad de disefiar estrategias bioldgicas que me-
joren las expectativas de las suturas meniscales
en zona avascular.

Se eligid un modelo experimental en cone-
jO ya que, pese a que ningln modelo animal
es idéntico al menisco humano, no existen di-
ferencias significativas en la estructura y las
propiedades del menisco humano y el del co-
nejo??. Ademas, distintos autores han demos-
trado la validez de modelos experimentales de
sutura meniscal en conejos®®-33.

El campo de la investigacion con células ma-
dre abarca un grupo muy grande de estirpes ce-
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lulares distintas. Aunque la investigacion con
células madre de origen embrionario o fetal es
prometedora por la impresionante capacidad de
diferenciacion de éstas, se ve condicionada por
dificultades técnicas en su obtencién y dificul-
tades éticas en su uso. El uso de células madre
adultas no lleva asociado estos dilemas éticos y
su obtencion es facil, ya que se encuentran pre-
sentes en casi todos los tejidos”®. En particular
las CMM son faciles de extraer tanto de la mé-
dula 6sea como de la grasa; esta ultima opcion
se demuestra muy adecuada ya que, en general,
la grasa es muy accesible, lo que permite la facil
obtencion de una cantidad suficiente de células
—que presentan, ademas, buena viabilidad—°3%.

Las CMM obtenidas de grasa han demostrado
ser al menos tan versatiles y Utiles como las ob-
tenidas de médula 6sea® y se han utilizado am-
pliamente en terapéutica de regeneracion tisu-
lar®>37_ Y lo que es mas importante: algunos
estudios se han realizado en humanos, de ma-
nera que las posibilidades de trasladar a la prac-
tica clinica cualquier hallazgo experimental se
ven muy favorecidas por la existencia de ante-
cedentes y protocolos para uso humano. Por
ejemplo, Garcia Olmo et al.® han demostrado
la utilidad de las CMM de origen adiposo en la
curacioén de fistulas en la enfermedad de Crohn.
Las CMM se han usado también con éxito en
humanos en la reparacion de hueso® vy tejido
cardiaco®®39),

La lesion meniscal que se tratd en este estu-
dio esta disefiada para minimizar la capacidad
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de regeneracion intrinseca del tejido meniscal.
El menisco interno tiene menor capacidad de
regeneracion“? y el cuerno anterior es menos
susceptible a la curacion“?. Ademas, en la zona
avascular confluyen una serie de circunstan-
cias biogquimicas (menor respuesta intrinseca a
las citoquinas, menor capacidad mitotica de las
células y presencia de factores antiangiogéni-
cos)*4142 que, asociadas a la ausencia de apor-
te vascular, son responsables de la escasa tasa
de éxitos de la sutura a ese nivel. De hecho,
pese a presentarse algunos factores que favore-
cen la curaciéon de lesiones como la producida
aqui (lesién longitudinal de bordes limpios, re-
paracién inmediata y adiciéon de Matrigel®, que
tiene cierto efecto de pegamento biolégico), en
el presente estudio sélo se apreciaron curacio-
nes parciales en el 8,3% de los controles.

Las CMM fueron obtenidas de animales dis-
tintos a los usados en el estudio para minimizar
la agresion quirdrgica sobre éstos. Esta circuns-
tancia no ocasion6 problemas de respuesta in-
munitaria, ya que los animales empleados tie-
nen un pool genético muy similar y a que las
CMM son muy poco inmunogénicas al expresar
pocos marcadores de superficie®. Una vez cul-
tivadas, las CMM fueron suspendidas en una
solucion de Matrigel® en fase sol que al calen-
tarse a 37° se gelifica, un estado que debido a
su consistencia y adhesividad es ideal para ad-
ministrarlo localmente en la zona de la lesién.
Aunque el propio Matrigel® tiene pequefas
cantidades de factores de crecimiento, la sus-
tancia se us6 en dosis idénticas en las lesiones
del grupo de control.

Los resultados obtenidos aqui con tasas de
curacion completa del 25% y parcial del 25%
se comparan favorablemente con los obtenidos
por otros autores. Jitsuiki et al.??, en un estu-
dio experimental con conejos en los que inten-
td potenciar el éxito de una sutura meniscal in-
terponiendo tejido sinovial, obtuvo resultados
malos con ausencia de consolidaciones totales
pero un alto indice de consolidaciones parcia-
les. Sonoda et al.“? utilizaron acido hialurénico
como potenciador de la sutura y no obtuvieron
curaciones completas y sélo un 25% de con-
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solidaciones parciales. En un estudio en cabras
en que se suplementaba la sutura con CMM de
médula 6sea y coagulo de fibrina, Port et. al.*¥
obtuvieron resultados similares a los obtenidos
aqui, al lograr algun grado de curacién en el
50% de los casos.

La presencia de células en el menisco curado
con marcacion nuclear positiva para BrdU es un
indicador fiable de que las CMM proliferaron
localmente y se diferenciaron a tipos celulares
compatibles con el tejido receptor y que se im-
bricaron con éxito en éste.

El mecanismo de accién por el que las CMM
favorecen la curacion del menisco no puede
desprenderse directamente de este estudio,
pero, en base a lo observado en otros, puede
aventurarse un mecanismo de accién doble:
por una parte, las CMM implantadas en un en-
torno de lesion celular proliferan y se diferen-
cian a los tipos celulares locales, en este caso fi-
brocondrocitos, en el contexto del proceso de
cicatrizacion local participando de forma direc-
ta en la reparacién de la lesion. Por otra parte,
las CMM secretan distintos factores de creci-
miento que tiene accidon paracrina, estimulando
la proliferacion celular, la vascularizacion y ace-
lerando el proceso de cicatrizacion normal. En
este experimento hay un porcentaje de lesiones
sobre las que las CMM no parecen tener efec-
to. Esto puede atribuirse tanto a una falta de
adhesion local precoz de las CMM, que quedan
suspendidas en el liquido articular y quedan in-
efectivas, como a la posible resistencia del teji-
do meniscal a la actuacion de las CMM,

CONCLUSIONES

El uso de CMM derivadas de grasa tiene un
efecto positivo en la curacion de lesiones pe-
quefias en el cuerno anterior del menisco in-
terno del conejo. La tasa de éxito de la sutu-
ra primaria fue mayor cuando se afadieron
10° CMM; las caracteristicas del tejido cicatri-
cial fueron mas parecidas al menisco normal
y las CMM se diferenciaron a fibrocondrocitos
localmente.
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