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INTRODUCCION

La reparacién de los defectos en el cartilago articular
constituye un problema aun no resuelto. La expe-
riencia ha demostrado que los reemplazos protésicos
s6lo se aproximan a las articulaciones normales en
términos de duracién y funcién, constituyendo una
alternativa terapéutica reservada para pacientes de
mayor edad’. Es bien conocida la limitada capacidad
de reparacion del cartilago articular y los autoinjertos
carecen de utilidad practica tratdndose de este tipo
de tejido, a diferencia del hueso del cual se dispone
de cierta “‘reserva’’ corporal.

El cartilago no depende del aporte cirulatorio
pues deriva su nutricion de los tejidos blandos adya-
centes por un proceso de difusién. La supervivencia
de sus células luego de transplantadas no deberia, en
teoria, ser un problema en tanto la matriz perma-

nezca intacta, permita la difusiéon de nutrientes y
limite tanto el ingreso de anticuerpos como el egreso
de antigenos?.

Se han llevado a cabo numerosos estudios expe-
rimentales en animales sobre transplante alogénico
de cartilago con resultados contradictorios en cuanto
a la supervivencia del cartilago. Carigmyle, Chester-
man y Smith3, Hamilton y col. y algunas observacio-
nes en humanos por Gibson2, Mankin4s y Meyers®
han mostrado buena preservaciéon de los tejidos
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transplantados por largos periodos de tiempo. Sin
embargo, se ha llegado a acumular cierta evidencia
de que los aloinjertos transplantados no sobreviven
tan bien como los autoinjertos4’.4 y demuestran
algan grado de infiltracién linfocitaria en la articula-
cién en forma de pannus tempranamente luego del
injerto?.12; subsecuentemente se desarrollan fisuras
y el cartilago puede cicatrizar pero éstas pueden per-
sistir27,

En términos de resultados tardios tanto en ani-
males como en humanos, varios estudios demues-
tran cambios degenerativos en el cartilago?.2.1415 que
puede llevar a erosion de la superficie articular y
denudacién hasta exponer el hueso subcondral pero
sin larespuesta proliferativa observada en la osteoar-
tritis2. Se ha sugerido que esta respuesta es mediada
por algun tipo de reaccién inmunolégica, lo cual sin
embargo, altn no ha sido aclarado6.17,

Se ha trabajado en transplante alogénico de
condrocitos aislados encontrdndose que cuando éstos
eran provenientes de animales inmaduros fueron
capaces de llenar defectos en el cartilago articular lo
cual no pudo obtenerse usando células de animales
maduros3. Aston y Bentley informaron que el carti-
lago intacto transplantado a un defecto articular era
capaz de formar una superficie casi indistinguible de
la del receptor, el cartilago de placa epifisiaria mos-
traba una apariencia modificada y los condrocitos
aislados no llenaban el defecto'8, sugiriendo la utili-
zacion de condrocitos incluidos en una matriz artifi-
cial lo cual fue realizado recientemente con éxito por
Wakitani y col.1®.

Cuando se considera el transplante de aloinjer-
tos osteocondrales preservados surgen interrogan-
tes respecto a las respuestas bioldgicas, los modelos
experimentales usados, las diferentes técnicas de
preservacion, caracteristicas individuales de los ani-
males, técnicas quirdrgicas, cantidad de hueso pre-
sente en el injerto, estrés mecanico al cual estd
sometido, etc. Los datos generados por este tipo de
investigacion, con frecuencia contradictorios, agre-
gan ain mas confusién al tema dejando en gran
medida sin resolver el problema del destino biolégico
final de los injertos osteocondrales alogénicos y atin
en forma considerable también de los autoinjertos,
particularmente en relacién con las formas de alma-
cenamiento y en especial en tejidos humanos2,

Aunque la utilizacion clinica de aloinjertos éseos
se inici6 en las primeras décadas del presente siglo,
luego del trabajo experimental de Ollier y Axhausen,
y de que actualmente se estima que el 69% de los
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aloinjertos si los tuvieran disponibles y que un 55%
de los directores de programas de Cirugia Ortopédica
utilizan de hecho aloinjertos preservados, sélo recien-
temente se ha dirigido la atencién hacia otros tejidos
musculoesqueléticos con intencién de utilizarlos
como aloinjertos20,

Uno de los problemas précticos en la utilizacion
de aloinjertos es la reaccién inmunolégica que susci-
tan. El cartilago se ha considerado un tejido inmuno-
I6gicamente privilegiado puesto que sobrevive mayor
tiempo luego de transplantado que cualquier otro
excepto la cérnea, lo cual ha sido explicado tanto por
una relativa debilidad antigénica o, méas probable-
mente, por la presencia de la matriz que actuaria
como una barrera aislante para los condrocitos32122,
Lo anterior resulta valido tratandose de cartilago
intacto puesto que se ha demostrado que los condro-
citos si poseen determinantes antigénicos capaces
de suscitar en el huésped una respuesta inmunolé-
gica.

Por otro lado, en la utilizacién de aloinjertos de
cartilago articular surge el problema de la forma de
proveer su adecuada fijacién al sitio receptor?3. Esto
ha sido resuelto mediante el uso de aloinjertos osteo-
condrales valiéndose de la porcién 6sea como soporte
y medio de fijacién, lo cual permite que haya sufi-
ciente neoformacion ésea antes de que el colapso
subcondral durante la revascularizacién destruya el
soporte del cartilago suprayacente. El hueso, sin
embargo, no es inmunolégicamente inerte y proba-
blemente genere una respuesta inmune 4.

Se asume en general que la funcién del tejido
cartilaginoso transplantado es mejor si el tejido es
vivoy la presencia de células viables en el aloinjerto
contribuye por lo menos a una supervivencia prolon-
gadadelinjerto24, comprobandose experimentalmen-
te deterioro a largo plazo de las superficies articula-
res causada por la muerte de los condrocitos25. No
existen hasta el presente, sin embargo, estudios
comparativos que evaltien la funcién luego de trans-
plantes de cartilago vivo y muerto?26. El injerto osteo-
condral ideal, por lo tanto, deberia contener cartilago
viable que pueda sobrevivir indefinidamente y hueso
muerto subcondral carente de inmunogenicidad?é.

Se han intentado diferentes métodos de tratar
los tejidos musculoesqueléticos con el objeto de dis-
minuir la inmunogenicidad: ebullicién, congelacién,
liofilizacién, irradiacién y varios métodos de trata-
miento quimico, los cuales aunque eficientes en
cuanto a la reduccién de la inmunogenicidad®27.28,



resultan también en la muerte de la porcién cartilagi-
nosa del injerto26. Ademds, tanto la irradiacién como
la liofilizaciéon reducen significativamente la resis-
tencia del injerto, en tanto que la congelacién pro-
funda no parece hacerlo?23',

Un problema final que debe ser resuelto es el
almacenamiento de los aloinjertos que permita su
disponibilidad manteniendo las caracteristicas cita-
das. La congelacion es el método mas cominmente
usado pero infortunadamente el cartilago no sobre-
vive a la congelacién en la mayoria de los casos. La
preservaciéon de condrocitos aislados ha sido posible
por congelacién hasta -80°C en presencia de glicerol
o Dimetilsulféxido (DMSQ)732. Se ha demostrado
igualmente la supervivencia de condrocitos viables
en cartilago articular animal intacto utilizando el
dimetilsulféxido como “‘criopreservacion’33. El uso
de otros métodos de preservaciéon utilizados en el
pasado ha sido abandonado por sus inconvenientesy
resultados poco satisfactorios (solucién salina, mer-
tiolate, alcohol, refrigeracion a 4°C plasma)7.9.24.33,

En 1965 Smith reporté el primero de sus inten-
tos experimentales por preservar condrocitos apli-
cando los conocimientos derivados de sus trabajos
con espermatozoides?34. Encontré que el tratamiento
con Dimetilsulféxido (DMSO) (fig. 1) y la congelacién
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Figura 1.

Fig. 1. Estructura quimica del DMSO mostrando sus formas neutra
Yy polarizada.

lenta resultaba en células vivas que sobrevivian
luego de ser implantadas en animales. Chestermany
Smith extendieron los trabajos originales a cartilago
articular y en 1968 reportaron el fracaso en su
intento de lograr supervivencia del cartilago pretra-
tado con DMSO y congelado y posteriormente trans-
plantado, a diferencia de los condrocitos aislados
manejados en forma similar y que si fueron capaces
de generar tejido cartilaginoso?. Brighton no lograron
la supervivencia del cartilago intacto tratado con
DMSO035, Los trabajos de Tomford, Fredericks y Man-
kin sobre condrocitos aislados bovinos3336 evaluando

la toxicidad del glicerol y del DMSO, lo mismo que
sobre cartilago intacto33 concluyeron que era nece-
saria una congelacién lenta (entre los 0° y los -4°C)
para obtener un méaximo de supervivencia celular.
Jiménez y Brigthon no encontraron supervivencia
celular con cartilago intacto incubado en DMSO en
medio de cultivo celular independientemente de la
velocidad de congelacion y descongelacion3’. Mali-
niny col. no encontraron diferencia entre el glicerol y
el DMSO como criopreservativos con pobres resulta-
dos luego de la congelacion de los injertos en cuanto
a supervivencia celular32. Rodrigo y col. compararon
injertos osteocondrales de rata preservados a 4°C
por 6-48 horas con injertos congelados hasta -80°C
previo tratamiento con DMSO al 10% a 4°C por una
hora encontrando que el almacenamiento a 4°C por
12-24 h. tenia poco efecto sobre la viabilidad del
cartilago en tanto la congelacién mostré resultados
muy variables?26,

Tomford y col. presentaron en el 352 Congreso
de la Orthopaedic Research Society en 1989 los
resultados de sus trabajos de investigacion en pre-
servacion de cartilago animal, tendientes a aclarar
las diferencias observadas en la literatura entre las
altas tasas de viabilidad celular observadas en la
criopreservacién de condrocitos aislados (hasta 90%)
y las bajas en el cartilago articular intacto (10-15%).
En el primero de sus experimentos evalud la toxicidad
del DMSO a diferentes concentraciones encontrando
que no tenia efectos téxicos significativos en concen-
traciones del 10 al 20% con un tiempo de exposicion
de 24 horas. En el segundo experimento se evalué el
tiempo de exposicién antes de la congelacién utili-
zando las concentraciones 6ptimas halladas, eviden-
cidndose que la méxima criopreservacion se obtenia
con DMSO al 10% por 6 horas precongelaciéon que
resultaba en una viabilidad del 51%. La Gltima expe-
riencia comparaba los efectos téxicos del DMSO
sobre condrocitos aislados y sobre tajadas de carti-
lago hallando que la viabilidad del cartilago intacto
practicamente no variaba luego de 24 horas de incu-
bacién en este agente a una concentracién del 10%
en contraposicién con una disminucion significativa
en la supervivencia de las células aisladas. Los auto-
res concluyen que la débil penetracién del crioprotec-
tor en la matriz cartilaginosa puede ser un factor
importante en los pobres resultados de la criopreser-
vacién de cartilago articular intacto33.

Un enfoque distinto al problema del almacena-
miento de injertos osteocondrales ha sido propuesto
por autores como Black, Brigthon, Jiménez, Kwan,
quienes sugieren la utilizacion de técnicas de cultivo
tisular con el fin de almacenar el tejido cartilaginoso y
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mantenerlo viable29:3537.38, Esto plantea una serie de
problemas de indole préactico sobre la tecnologia
necesaria, sus costos y el inconveniente adicional de
no disminuir la antigenicidad de la porcién ésea del
injerto.

Existen pocos trabajos experimentales con carti-
lago articular humano, los cuales sugieren que éste
puede tener una mayor resistencia a la congelaciény
que concentraciones de DMSO del 5%-10% proveen
una criopreservacion adecuada3®. Curiosamente, se
han utilizado clinicamente injertos osteocondrales
en humanos con relativo éxito4584041.42 Qtros auto-
res no han tenido el mismo resultado satisfactorio en
humanos 15434445

A pesar de la informacién confusa, los resulta-
dos clinicos con injertos osteocondrales en humanos
proveen un incentivo sustancial para una mayor
investigacion en el area tendiente a incrementar la
utilizacion de éstos en procedimientos reconstructi-
vos ortopédicos. Una cuestiéon de importancia, aun
por resolver, es la ateniente a la forma éptima de
preservary almacenar los injertos osteocondrales. La
refrigeracion al aire puede preservar células viables
por periodos breves, los injertos frescos ofrecen exce-
lente viabilidad celular con la conservacién de las
caracteristicas inmunogénicas tisulares, pero el me-
jor método disponible (tal vez el Gnico que permite
tasas razonables de sobrevida celular sin implicar
tecnologia compleja y costosa) para la preservaciéon
por periodos mas prolongados disminuyendo la anti-
genicidad, parece ser la congelacion lenta previa
criopreservacion en DMSO a concentraciones y por
periodos 6ptimos. Tal como lo sugiere Tomford la
prueba definitiva debe realizarse en un sistema “‘in
vivo''48 y es éste precisamente el propdésito del pre-
sente trabajo: reproducir las técnicas de criopreser-
vacion con tecnologia adaptada a nuestro medio y
comparar en un modelo experimental “in vivo” dos
formas de almacenamiento de tejido osteocondral:
refrigeracion a 4°C y congelacién lenta a -76°C pre-
vio tratamiento con DMSO al 10% como criopreser-
vativo, en relacion con aloinjertos frescos, evaluando
sus resultados a largo plazo.

JUSTIFICACION

Aunque existen publicadas una serie de investiga-
ciones acerca de los resultados de transplante de
aloinjertos osteocondrales en modelos experimenta-
les animales “in vivo”, ensayos de preservacién de
cartilago articular con diferentes metodologias e
incluso reportes de experiencia clinica, es mucho
aun loque se ignora con respecto a la mejor forma de
preservar para almacenamiento este tipo de injertos.
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La mayoria de los trabajos en este (Gltimo tépico son
realizados “in vitro” y los informes més recientes por
Tomford y Mankin33 sugieren buenos resultados con
la utilizacién de DMSO como criopreservativo y pos-
terior congelacion lenta, lo cual, sin embargo, no ha
sido estudiado “in vivo”.

Si el método en cuestién permite obtener una
buena tasa de viabilidad celular disminuyendo simul-
tdneamente la antigenicidad de la porcién éséa del
injerto, se abre la posibilidad de almacenamiento por
periodos prolongados de injertos de esta clase, de
importancia en el tratamiento quiridrgico de patolo-
gias articulares como la osteocondritis disecante,
condromalacia patelar, osteoartritis incipiente, se-
cuelas de trauma ademés de su probada utilidad en e|
tratamiento de tumores del aparato locomotor con
preservacion de la extremidad. Un atractivo adicional
de la técnica es su aplicabilidad a un medio como el
nuestro, especialmente si se cuenta ya con un Banco
de Hueso.

Se desea comparar los resultados de aloinjertos
congelados previa criopreservacién con los de aloin-
jertos almacenados a 4°C por cuanto estas son dos
opciones facilmente aplicables en nuestro medio, a
diferencia de los aloinjertos frescos que presentan
inconvenientes de disponibilidad y mayor inmuno-
genicidad.

PROPOSITOS

Hipétesis

“Los resultados funcionales y estructurales a largo
plazo de aloinjertos osteocondrales criopreservados
y congelados lentamente y mantenidos a -76°C y
luego transplantados ortotépicamente en conejos,
son mejores que los de aloinjertos similares almace-
nados a 4°C y y que los de aloinjertos frescos”.

Objetivos

Ademés de comprobar la hipétesis de trabajo, se tie-
nen como objetivos secundarios el realizar una revi-
sion de la literatura sobre el tema, lograr entrena-
miento en trabajo experimental tanto de laboratorio
como de quiréfano y valorar la real aplicabilidad al
medio de las técnicas en estudio.

MATERIAL Y METODOS

Setratade untrabajo experimental en dos fases: una
inicial “in vitro”, de reproduccién, comprobacion y
estandarizacion de la técnica de criopreservacion y
congelacion lenta yadescrita, evaluando la viabilidad
celular, y una segunda fase de aplicacion ““invivo'’ en



un modelo experimental animal con seguimiento a
largo plazo.

A. Estudio “In vitro”

Se tomaron muestras de cartilago articular intacto
provenientes de condilos femorales, platillos tibiales,
acetabuloy cabeza femoral de conejos Nueva Zelanda
adultos de 5 meses de edad y peso aproximadode 2,5
kg, en condiciones de esterilidad, utilizando un abor-
daje parapatelar lateral en la rodilla y posterolateral
en la caderay tomando tajadas de cartilago mediante
la utilizacién de una hoja de bisturi nimero 15. Las
muestras para evaluaciéon de almacenamiento a 4°C
se colocaron en recipientes estériles y se introduje-
ron inmediatamente en una nevera convencional a
esta temperatura. Las muestras para estudiar la téc-
nica de criopreservacién y congelacion lenta fueron
introducidas inmediatamente después de recolecta-
das en recipientes plésticos estériles conteniendo
Dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracién del
10% v/v en PBS (volumen a volumen en solucién
salina amortiguada con “buffer” de fosfatos de la
utilizada en laboratorio clinico, de la casa Merck)
previamente esterilizada a gas (6xido de etileno). Los
cortes de cartilago fueron incubados en criopreserva-
tivo por espacio de 6 horas a una temperatura de 4°C
al cabo de las cuales se extrajo el DMSO colocando
los cortes en recipientes plasticos estériles a su vez
introducidos en Icopor para depositarlos en un conge-
lador vertical a-76°C con la idea de lograr una conge-
lacién lenta de aproximadamente 1°C/ min2633. Los
injertos fueron mantenidos por una semana en el
congelador y luego descongelados adicionando 2cc
de Medio Minimo Esencial (MEM) precalentado a
L 7 i O

Adicionalmente se tomaron muestras que fue-
ron congeladas a -76°C sin criopreservacion previa
ni congelacién lenta, con objeto de valorar los cam-
bios en la viabilidad celular inducidos por la congela-
cion profunda rapida.

Para el aislamiento de los condrocitos, el carti-
lago se incubé en MEM, pH 7,2, al cual se le agrego
colagenasa de clostridio al 0.1% (Sigma), a 37°C por
18 h. Posteriormente se centrifugé a 2000 rpm obte-
niéndose un conglomerado de condrocitos en el cual
se lava 3 veces con PBS (solucién salina amortiguada
con fosfatos, Merck)33.36,

La viabilidad de las células aisladas se evalud de
acuerdo con el método descrito por Amos*8 en el cual
se utiliza la exclusion del colorante Azul de Tripano
(se colorea el agregado celular por 6 min. Con una
solucién al 0,25% del colorante): las células viables

no captan el colorante mientras las no viables se
tifien con él. Se determina el porcentaje de células
viables por conteo al microscopio corriente.

B. Estudio “In vivo”

Se tomaron 3 grupos de conejos Nueva Zelanda adul-
tos jovenes de 5 a 6 meses de edad y entre 2.5y 3 kg
de peso, machos. Al primer grupo se realiz6 un injerto
osteocondral alogénico en el céndilo externo del
fémur derecho, tomando un injerto fresco (obtenido
simultdneamente de otro conejo) siguieno la técnica
quirurgica descrita mas adelante y que fue igual para
los tres grupos. Al segundo grupo se le transplanté
un aloinjerto, tomado en la misma forma previa-
mente y almacenado durante una semana en seca a
4°C en una nevera convencional. El tercer grupo
recibié aloinjertos criopreservados y congelados len-
tamente y almacenados por una semana a -76°C,
segun la técnica descrita por Tomford y Mankin33»
que se describird adelante. En el momento de implan-
tarlo el injerto era descongelado en forma répida
colocando el recipiente que lo contenia en un bafio a
37°C y transplantdndolo inmediatamente.

Los injertos del grupos de criopreservacion y
congelacién, fueron tomados de la forma descrita
adelante, e inmediatamente colocados en recipien-
tes estériles conteniendo solucién al 10% de Dimetil-
sulfoxido en PBS. La exposicién a este agente se
prolongé por 6 horas a 4°C, después de lo cual fue
congelado cada injerto dentro de un recipiente de
Icopor hasta -76°C y mantenido de esta forma en un
congelador vertical por una semana.

La anestesia consistié en la administracion intra-
muscular en el musio izquierdo de una mezcla de
Rompunt (clorhidrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-
4 H-1,3-tiacina) 0.6 mg/kg mas Tranquilan® (aze-
promazina) 0,1 cc/Kg como induccién, seguida de la
administraciéon también por via intramuscular de
Ketamina (Ketalar?) a dosis de 15 mg/kg de peso una
vez obtenida la sedacién con las primeras drogas.
Durante el acto quirurgico se administraron dosis de
refuerzo de Ketamina a 7 mg/kg en caso de presen-
tarse movimiento o signos de superficialidad. Se
administré una dosis Unica de Penicilina Cristalina a
30.000 U/kg intramuscular antes de la incision.

La técnica quirtrgica consistié en una modifica-
cién de la descrita por Lane?8. Los procedimientos se
realizaron en la sala de cirugia experimental obser-
vando las normas usuales de asepsia y antisepsia.
Por via parapatelar externay a través de una incisiéon
de 4 cm que compromete piel, subcutaneo, fascia, se
practica una artrotomia luxando medialmente la
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rétula. De esta forma se exponen el ligamento colate-
ral externo, el tendén del Popliteo y el tendén de
origen del Extensor Digitorum Longus que se seccio-
nan en su insercion femoral. El céndilo lateral se
osteotomiza a nivel de este ultimo tenddn transver-
salmente y longitudinalmente inmediatamente late-
ral al surco patelofemoral, tratando de conservar las
inserciones del ligamento cruzado anterior (figura 2).

Figura 2

Fig. 2. Esquema que ilustra el nivel de las osteotomias en el condilo
externo del fémur.

El injerto obtenido de esta forma mide por término
medio 1,0x 0,6 x 0,4 cm siendo el espesor del hueso
subcondral de 5 mm en promedio. El aloinjerto es
transplantado ortotépicamente y fijado mediante dos
claves de Kirschner uno de ellos roscados y una
lazada de alambre en forma de “8". El cierre se
realiza reinsertando los tendonesy el ligamento cola-
teral y suturando céapsula y piel con sutura de poli-
glactina (Vicrylr). No se colocé inmovilizacién permi-
tiéndose apoyo y movilidad inmediata. Se tomaron
estudios radiograficos a las 3 semanas del procedi-
miento.

Métodos de Evaluacion

La evaluacién funcional se realizé teniendo en cuenta
la movilidad y la marcha de acuerdo con la siguiente
escala:

MOVILIDAD Normal (igual a la contralateral)
Disminucién hasta 302
Disminucién mayor de 30°

-N W
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MARCHA Normal 3
Cojera leve (apoyo de la
extremidad operada)

Cojera marcada (no apoyo) 1

Al término del seguimiento propuesto se reali-
zaré una evaluacion morfolégica del estado de la
articulacion y del cartilago articular macro y micros-
copicamente. La evaluacién histolégica se hara con
cortes embebidos en parafina y teiidos con Hemato-
xilina y Eosina y la evaluacién del contenido de pro-
teoglicanos utilizando la técnica descrita por Rosem-
berg utilizando tincién ortocromatica con Safranina
049, La valoracién histolégica de acuerdo con los
hallazgos de las tinciones descritas se hara utilizando
las escalas propuestas por Stevenson (modificacién
de la descrita por Mankin en 1971)%0 y O'Driscoll®!.

Los métodos estadisticos utilizados comprenden
el calculo de la muestra y la comparacién de los
resultados por grupos. El célculo del tamafo de la
muestra se hizo de acuerdo con las formulas diseia-
das para este tipo de estimaciones cuando se busca
establecer diferencias entre promedios5253 con los
siguientes pardmetros: desviacion estandar 1,6, dife-
rencia esperada 3,06 en la escala histolégica antes
citada®?, nivel alfa de 0,05 y un poder de 0,952, |o cual
nos arroja un resultadode 5,7 (6 animales por grupo)
para el estudio in vivo y de células para el estudio in
vitro. Las diferencias observadas entre promedios de
evaluacion segun las tablas mencionadas se compa-
rardn con pruebas de significacién para comparacion
de promedios (test de Student)5253,

RESULTADOS

Estudio “In vitro”

Tanto en los grupos de congelacién sin criopreserva-
cién como en los de almacenamiento a 4°C tras una
semana no se encontraron células viables luegode la
digestion del cartilago con colagenasa y del estudio
para viabilidad con azul de tripano. El grupo de mues-
tras tratadas con Dimetilsulféxido y congeladas len-
tamente se encontrd una viabilidad del 25%.

Estudio “In vivo”

Se tienen 6 animales por grupo, algunos de los cua-
les han sido descartados por infeccion o muerte
antes del tiempo propuesto de seguimiento, los cua-
les han sido reemplazados. Luego de un periodo de
seguimiento de 3 meses los resultados funcionales
muestran en general buenos puntajes en los anima-
lesdel grupo de criopreservacién con DMSO y conge-
lacién lenta y algunos puntajes regulares en los



receptores de injertos refrigerados a4°Cyde injertos
frescos. Tras 6 meses de seguimiento los resultados
funcionales no muestran cambios. En el futuro se
presentaran los resultados tanto funcionales como
morfoldgicos a largo plazo (un afio).

CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos de la experimen-
tacion “in vitro”’ podemos concluir que desde el
punto de vista de viabilidad celular, la criopreserva-
cion con dimetilsulfoxido previa a congelacion lenta
ofrece mejores resultados que el almacenamiento a
4°C y que la congelacion simple.

No hemos podido alcanzar los niveles de viabili-
dad celular reportados por Tomford y Mankin334 a
pesar del rigor técnico empleado en la reproduccién
de la técnica. Observamos durante la serie de expe-
rimentos realizados una mejoria en los resultados
conforme se perfeccionaba la técnica. Factores que
puedan influir en las diferencias con los datos encon-
trados en la literatura son la imposibilidad de regular
con mayor precision la velocidad de congelacién y el
deterioro que puede sufrir el tejido en el intervalo
entre su recoleccidon y su procesamiento, especial-
mente por la ausencia de un medio nutriente.

Puesto que se desconoce con certeza el grado de
viabilidad celular necesario para obtener en la prac-
tica “in vivo’’ buen resultado funcional y estructural,
esta plenamente justificado emprender un ensayo
“in vivo™ a largo plazo en busca de la evolucién final
del tejido cartilaginoso transplantado. En un futuro
presentaremos los hallazgos de este experimento
actualmente en curso. Las observaciones prelimina-
res sugieren que por lo menos desde el punto de vista
funcional y a corto plazo, se obtienen mejores resul-
tados cuando se utilizan aloinjertos criopreservativos
y congelados lentamente con injertos frescos o refri-
gerados.

SUMMARY

Unlike other connective tissues, articular cartilage
does not heal easily and completely following patho-
logic or traumatic afflictions. Total joint replacement
offers an improvement in the quality of life of older
individuals with osteoarthritis, avascular necrosis,
etc but problems of loosening, breakage, infection,

preclude their general use. For the reasons just des-
cribed, there has been arecentresurgence in the use
of osteocartilaginous allografts.

We used osteochondral allografts of femoral
condyles in rabbits. Two different types of experi-
ments were conducted. In the first, allografts main-
tained in vitro under various conditions of storage
were examined. The best results with cell viability
averaging 25% were found with pretreatment using
10% dimethylsulfoxide (DMSO), slow freezing and
storage at -76°C. In the second type, in vivo, three
groups were used (six animals in each group): in the
first group we used a fresh allograft, in the second the
osteochondral allograft was stored at 4°C for 1 week,
after wich it was transplanted, in the third the allo-
grafts were exposed to 10% DMSO, slowly cooled
and stored at -76°C for one week before operation.

The most favorable results (functional evalua-
tion) at a six month follow-up were found in the third
group. We must wait at least one year, in order to
obtain definitive conclutions.

Tabla 1
Conejo Injerto Resultado Funcional
1 R 6
2 F 6
4 R 6
5 F 6
8 F 6
9 € 6
10 c 6
13 c 6
14 F 6
17 R 4
18 F 4
19 F 4

R: refrigerado a 4°C
F: fresco
C: Criopreservado en DMSO y congelado

Se incluyen Gnicamente los animales que completaron 3
meses de seguimiento en el momento de la publicacién.
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Figura 3 Microfotografia de un condrocito aislado que no capta el
colorante (azul de Tripano) considerandose viable por la prueba de
exclusion del colorante.

B

Figura 4 Condrocito aislado que capta el colorante y se considera
no viable.

Figura 5 Microfotografia en la cual se aprecian dos condrocitos
superpuestos uno de los cuales (a la izquierda) capta el colorante
—no viable— y el otro no lo capta (derecha).
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