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1. FUNDAMENTO DE LA TESIS

La reseccién meniscal o meniscectomia fue el tratamiento de eleccién de las lesiones
meniscales durante mucho tiempo. Desde que la literatura reporté reiteradamente los
cambios articulares degenerativos tras este gesto quirtrgico a largo plazo, la forma de

tratar estas lesiones ha ido cambiando hacia un proceder cada vez mas conservador®.

Ademas, la reseccién meniscal conlleva en muchos casos al dolor compartimental a
medio o largo plazo, denominado como sindrome postmeniscectomia. En un intento
de paliar de forma biolégica este dolor y de potencialmente prevenir la degeneracién
articular debida a una disminucién de tejido meniscal, a mediados de los afios 80’ se
plante¢ el trasplante meniscal alogénico (TMA) como una posible solucién?. Esta al-

ternativa terapéutica ha reportado buenos resultados a medio y largo plazo®®.

Sibien el efecto positivo del TMA sobre el sindrome postmeniscectomia es ya incues-
tionable, el efecto condroprotector a largo plazo del TMA no ha sido claramente de-

mostrado?s.

Dentro de las técnicas de fijacién del implante, si bien la fijacién mediante suturas
representa una menor dificultad técnica, estudios en cadaver han demostrado una
mejor transmisiéon en las fuerzas de presién cuando la fijacion se realiza con tejido
6seo conservado en el menisco trasplantado**. Sin embargo, la superioridad clinica

de una técnica de fijacién sobre la otra no ha sido demostrada®*™.

El término extrusién meniscal hace referencia a la situacién en la que el tejido me-
niscal se encuentra al menos en un 25% desplazado por fuera del margen tibial*. Es
evidente y as{ se ha sugerido®, que este “desnudamiento” de la superficie tibial atenta
contra el normal funcionamiento biomecanico del menisco. Trasladando esta situa-
cién de extrusion meniscal al contexto del TMA podria limitar los potenciales benefi-
cios de ésta técnica. Incluso se ha especulado sobre si el método de fijacién del injerto

puede afectar la mecanica articular*.




Otro tema de controversia alrededor del TMA, es el método de preservacion del injer-
to. Mientras que la liofilizacién se ha dejado de usar dado que se ha demostrado que
altera la ultraestructura del injerto conllevando a pobres resultados funcionales®, la
congelacién ha resultado ser un método simple y con buenas resultados funcionales.
Sin embargo, aunque para algunos autores® con la congelacién simple el injerto segui-
ria mantenimiento sus caracteristicas biomecanicas, recientemente Gelber et al.?* han
demostrado que esta congelacion afecta la ultraestructura de la red coldgena. Esto
puede evitarse con la criopreservacion del tejido que incluso parece mantener la es-
tructura celular, aunque este ultimo punto también estd en debate®. Finalmente, el
injerto fresco se presentaria como la opcién mas idénea®?, ya que no produce des-
truccion celular e incluso preserva la capacidad de producir proteoglicanos y fibras de
colageno por dichas células®. La principal limitacién de esta técnica de preservacion
meniscal es la dificultad logistica y la necesidad de incubar previamente al injerto a
trasplantarse con el suero del receptor, aunque esto tltimo se podria evitar si se utili-
zasen medios de cultivo genéricos como el Insulin-Transferrin-Selenio (ITS) 3. Sin
embargo, no se ha reportado hasta la fecha su utilizacién en este terreno de la conser-

vacién meniscal

Ante este escenario, cada uno de los articulos que componen esta tesis por Compen-
dio de Publicaciones se centré en el estudio de uno de los siguientes tres puntos clave

enel TMA.

A.Comparacién de dos métodos de fijacion del injerto valorando si existen diferen-
cias clinico-funcionales. (Abat E Gelber PE, Erquicia ], Tey M, Gonzdlez-Lucena G,
Monllau JC. Prospective comparative study between two different fixation techniques
in meniscal allograft transplantation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2013

Jul;21(7):1516-22.)

B. Valoracién del grado de extrusiéon del injerto meniscal en relacién al método de fija-
ciéon empleado (Abat E Gelber PE, Erquicia J, Pelfort X, Gonzdlez-Lucena G, Monllau JC.
Suture-Only Fixation Technique Leads to a Higher Degree of Extrusion Than Bony Fixa-
tion in Meniscal Allograft Transplantation. Am ] Sports Med. 2012 Jul;40(7):1591-6.).
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C. Investigacion sobre el efecto de un medio de cultivo genérico suplementado con
ITS en la estructura coldgena y el metabolismo celular del injerto meniscal fresco
(Gelber PE, Torres R, Garcia-Giralt N, Erquicia ], Abat E, Monllau JC. Host serum is not
indispensable in collagen performance in viable meniscal transplantation at 4-week in-

cubation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2012 Sep;20(9):1681-8).




2. INTRODUCCION

El menisco es una estructura coldgena basica en la mecanica de la rodilla. Situado entre
la tibia y el fémur, tanto en el compartimento medial como lateral, acttia como amorti-
guador de las fuerzas de carga de la rodilla (Figura 1). De su preservacién dependerd, en
gran medida, las cualidades biomecanicas de la rodilla durante la etapa adulta. Es por

ello que cada vez se entiende mas la importancia de su cuidado y preservacién.

Fig1.

Preparacién anatémica
donde se observa la
disposicién

de ambos meniscos entre la
tibia y el fémur.

Imagen cedida por

el Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento de
Ciencias Morfolégicas,
Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB).

2.1. Embriologia y Composiciéon Meniscal

La formacién y modelado de los meniscos aparece durante la octava semana de ges-
tacion®>®. A medida que aumenta y se remodela la formacién de la ultraestructura
de la red coldgena meniscal, la vascularizacién y la celularidad del menisco dismi-
nuyen?. Las fibras de colageno meniscal en el feto se disponen en su gran mayoria
circunferencialmente, en combinacién con otras fibras dispuestas de forma radial en
la superficie meniscal**. Asociado a la intrinseca mayor capacidad de curacién de los
nifios, esta alta densidad de colageno y disposicién fibrilar es la responsable del bajo

numero de lesiones meniscales irreversibles en los nifos.
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El menisco estd compuesto por un 72% de agua, un 22% de coldgeno, un 0,8% de
glicosaminglicanos y un 0,12% de ADN®*. En su base seca se compone de un 78% de
coladgeno, un 8% de otras proteinas y un 1% de hexosamina®*. Dentro de los subtipos
de coldgeno, la mayoria es del tipo [ (90%), mientras que el 10% restante pertenece a
los tipos de colageno II, IIT y IV. Estas fibras de colageno se hallan interpuestas alrede-
dor de célulasyjunto a una matriz extracelular de proteoglicanos y glicoproteinas®®.
La composicién de estos proteoglicanos es de aproximadamente un 40% de condroi-
tin-6-sulfato, un 10 al 20% de condroitin-4-sulfato, un 20 al 30% de dermatan-sulfato

y un 15% de queratan-sulfato.

La histologia neural menisco se caracteriza por la presencia de terminaciones nervio-
sas libres que se sittian principalmente en el tercio medio del menisco, asi como por

mecanoreceptores ubicados mayoritariamente en los cuernos anterior y posterior?°.

Desde un punto de vista inmunolégico los meniscos tienen sus células dentro de una
matriz no accesible a células inmunoreactivas*, lo que hace a los trasplantes menis-
cales unos privilegiados en el ambito del trasplante de érganos dado que no presen-
tan respuesta inmune*#. A pesar de ello, se han reportado algunos casos aislados de

rechazo en animales®44.

A nivel clinico, parece ser que si existiese una pequefia respuesta inmune, ésta no tendria

ninguna repercusion clinica y que por lo tanto no habria riesgo de rechazo del injerto.

2.2. Anatomia

Los meniscos son dos estructuras fibrocartilaginosas en forma de media luna que se
sitian entre los condilos femorales y el platillo tibial cubriendo parcialmente su su-
perficie (Figura 2). Tienen una forma de cufia en su seccién transversal con un borde
periférico convexo que los une a la capsula articular y a los margenes anteriores y

posteriores de la tibia (Figura 3).

10



Fig 2.

Preparacién anatémica
mostrando las relaciones
anatémicas de los
meniscos asi como el
distinto grado de cobertura
del platillo tibial medial y
lateral. Imagen cedida por
el Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento de
Ciencias Morfoldgicas,
Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB).

Preparacion anatémica donde se aprecia la forma de cufia con vértice hacia el centro de la articulacion.
Obsérvese el borde periférico del menisco adherido a la cdpsula articular. Imagen cedida por el Prof. Alfonso
Rodriguez Baeza, Departamento de Ciencias Morfoldgicas, Universitat Autonoma de Barcelona (UAB).

11
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Los meniscos medial y lateral tienen forma y tamafio distintos, siendo el menisco
medial méas grande (tamafio medio de 45x27mm) que el lateral (tamafio medio de
35x29mm)*. Sin embargo, existe una alta variabilidad en cuanto al tamafio meniscal
entre diferentes individuos. Entre ambos ocupan entre el 50% y el 70% del total de

la zona de carga en el platillo tibial**#, aunque este porcentaje depende del grado de

carga que se aplique sobre la rodilla (Figura 4).

Fig 4.

Preparacién anatémica
objetivando las
importantes diferencias
en cuanto a tamarno y
forma del menisco medial
(mds grande) y el lateral.
Imagen cedida por el
Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento de
Ciencias Morfolégicas,
Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB).

Resulta llamativo actualmente que en el pasado se les haya considerado como sim-
ples remanentes sin funcién en la biomecanica de la rodilla*®. Hoy ya se sabe de su

crucial papel en la absorciéon de las fuerzas de contacto.

El compartimento fémoro-tibial dispone de diversas caracteristicas que influyen en
la configuracién y mecanica meniscal. En primer lugar el angulo bicondilar del fé-
mur que reparte la carga de forma desigual entre el compartimento medial y el late-
ral (Figura 5). En segundo lugar el marcado surco fémoro-tibial que proporciona una
guia para la translacién sagital de la rotula durante la marcha. Por ultimo, la doble
insercién del menisco lateral al platillo tibial limita la movilidad de éste sobre la tibia

durante la flexién y rotacién de rodilla®°.

12



Fig 5.

Preparacién anatémica
donde se muestra la
relacion del céndilo
femoral con la estructura
meniscal. Obsérvese la
imagen superior en la
cual el condilo femoral se
encuentra levantado de
su posicién anatémica.
Imagen cedida por el
Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento de
Ciencias Morfoldgicas,
Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB).

Las fibras de coldgeno en el menisco se disponen circunferencialmente y se conti-

nuan con las inserciones ligamentosas anteriores y posteriores. La inserciéon anterior

del menisco medial, en forma de abanico (Figura 6), se sitia 6mm por delante de la

insercién del ligamento cruzado anterior (LCA). Mientras que la del menisco lateral

se sitlla en la fosa intercondilea tibial anterior, lateralmente al LCA y anterior a la emi-

nencia intercondilea (Figura 7). La insercién posterior del menisco medial se sitiia en

13
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Fig 6.

Preparacién anatémica
que muestra las relaciones
del menisco con el LCA.
Imagen cedida por el Prof.
Alfonso Rodriguez Baeza,
Departamento de Ciencias
Morfolégicas, Universitat
Autonoma de Barcelona
(UAB).

Fig7:

Preparacién anatémica
mostrando las inserciones
meniscales.

Imagen cedida por el Prof.
Alfonso Rodriguez Baeza,
Departamento de Ciencias
Morfolégicas, Universitat
Autonoma de Barcelona
(UAB).

la fosa intercondilea tibial, entre la insercién del menisco lateral y el ligamento cru-
zado posterior (LCP), mientras que la insercién posterior del menisco lateral se sitta
ligeramente mads anterior que el menisco medial en la eminencia intercondilea pos-

terior. La precisa localizacién de estos anclajes meniscales son de vital importancia

14



ya que aseguran que el menisco se mantenga en su posicién éptima tanto en fases
estaticas como en dindmicas®™. Estas inserciones posteriores a la espina tibial lateral
se suman a los ligamentos meniscofemorales, quienes se unen el cuerno posterior del
menisco lateral a la cara lateral del condilo femoral, en la escotadura intercondilea®.
El ligamento meniscofemoral posterior o de Wrisberg discurre posterior al LCP

(Figura 8) mientras que el ligamento meniscofemoral anterior o de Humphrey discu-

Fig 8.

Preparacién anatémica
donde se observa el
ligamento meniscofemoral
posterior o de Wrisberg
(flecha) situado posterior
al ligamento cruzado
posterior. Imagen cedida
por el Prof. Alfonso
Rodriguez Baeza,
Departamento de Ciencias
Morfolégicas, Universitat
Autonoma de Barcelona
(UAB).

rre anterior al LCP (Figura 9). Ambos acaban insertandose a nivel femoral en su condi-

lo medial, reforzando esta fijacién posterior del menisco lateral®.

A nivel de ambos cuernos anteriores de los meniscos, solidarizando ambos cuernos
anteriores encontramos ligamento intermeniscal anterior (Figura 10), ligamento ge-
niculado transverso o ligamento yugal, que posee unas medidas medias de 33mm de
largo por x 3mm de ancho*. Aunque la funcién exacta de este ligamento no esta
claramente determinada, parece que juega un papel importante durante los a movi-

mientos de rotacién interna y externa de la tibia.

15
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Fig 9:

Preparacién anatémica
donde se observa el
ligamento meniscofemoral
anterior o de Humphrey
(flecha) inmediatamente
anterior al ligamento
cruzado posterior.
Imagen cedida por el
Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento

de Ciencias Morfoldgicas,
Universitat Autonoma
de Barcelona (UAB).

Fig 10.

Preparacién anatémica
donde se observa el
ligamento intermeniscal
anterior (flecha). Imagen
cedida por el Prof.
Alfonso Rodriguez Baeza,
Departamento de Ciencias
Morfolégicas, Universitat
Autonoma de Barcelona
(UAB).

Especial consideraciéon merece el menisco discoideo (Figura 11), que ocurre casi ex-
clusivamente en el lado lateral®® y se presenta como un menisco que ocupa la mayor
parte del platillo tibial debido a una mal desarrollo embriolégico del tejido menis-
cal*® y que tiene una prevalencia de entre el 2% y el 626°. El hecho de ocupar una
mayor parte del platillo tibial asi como la frecuente hipermovilidad por la falta de una

fijacion estable del cuerno posterior conducen frecuentemente a que se expresen

16



Fig 11.

Visién artroscépica

del compartimento
fémorotibial, se muestra
un menisco discoideo
que ocupa prdcticamente
la totalidad del
compartimento.

clinicamente con sintomas mecanicos en la etapa adulta (Figura 12). La clasificacién
mas usada para los meniscos discoideos es la propuesta por Watanabe et al.*® donde
se describen tres alteraciones. Tipo 1 o disco completo, con una forma circular con el
centro adelgazado que cubre toda la meseta tibial. Tipo 2 0 menisco incompleto, con
forma semilunar que cubre parcialmente la meseta tibial. Tipo 3 de Wrisberg o menis-
co hipermévil debido a la deficiencia de la fijacion tibial posterior. Mdas recientemente

Monllau et al.®* describieron un cuarto tipo (Figura 13) en forma de anillo (ring type).

Fig12.

Resonancia magnética que
muestra lesién (flecha) en
un menisco discoideo.

SE-Khee-8
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Fig 13.

Vision artroscépica de la articulacién fémorotibial mostrando el cuarto tipo de menisco discoideo descrito
por Monllau et al.®.

La vascularizacién meniscal (Figura 14) proveniente de las arterias geniculadas media-
lesy lateralesy penetra en el tejido meniscal por el plexo parameniscal®. Esta irrigacién

llega en los adultos s6lo al 30% periférico del menisco medial y al 25% en el menisco

Fig 14.

Preparacién anatémica
mostrando en detalle

la vascularizacién
meniscal (flecha) que
penetra desde la periferia.
Imagen cedida por el Prof.
Alfonso Rodriguez Baeza,
Departamento de Ciencias
Morfolégicas, Universitat
Autonoma de Barcelona
(UAB).

lateral (Figura 15). Esto hallevado a arbitrariamente clasificar 3 zonas (Figura 16) en rela-
ciénasuirrigaciény su potencial capacidad de curacién ante roturas del tejido como la
zona roja-roja (mas externa y vascularizada), zona roja-blanca (intermedia y poco vas-

cularizada) y blanca (avascular) ¢+

18



Fig 15.

Vascularizaciéon de la
cara anterior de la rodilla
obtenida por preparacién
con técnica de Spalteholz.
Se puede observar

por transparencia la
vascularizacién central
del tendén rotuliano
(flecha blanca) asi como
la vascularizacién
meniscal (flecha negra)®.
Imagen cedida por el Prof.
Alfonso Rodriguez Baeza,
Departamento de Ciencias
Morfoldgicas, Universitat
Autonoma de Barcelona
(UAB).

Fig16.

Preparacién anatémica
mostrando en detalle

las diferentes zonas
meniscales segun su grado
de aporte vascular. Se
distingue la zona roja-roja
(a), roja-blanca (b) y blanca
(c). Imagen cedida por el
Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento de
Ciencias Morfolégicas,
Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB).
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Los meniscos son estructuras altamente inervadas, mayoritariamente mediante me-
canoreceptores de tipo III, situados principalmente en las astas meniscales. Esta iner-
vacion aporta propiocepcién a la articulacién, de gran importancia en la biomecanica

de la rodilla®.

2.3. Biomecanica

La articulacion de la rodilla al disponer de una superficie femoral convexa y una tibial
plana, presenta escasa congruencia. La superficie meniscal concava proporciona un au-
mento de congruencia entre fémur y tibia, reduciendo asi el estrés al que se ve sujeto el
cartilago articular®”. Tal y como demostraron Kurosawa et al. % la carga axial delarodilla
se distribuye a través de los meniscos y aumenta segiin lo hace la flexién de larodilla. En
particular, el menisco lateral soportay absorbe el 70% de la carga en su compartimento
mientras que el medial transmite sélo el 50%, conllevando a mayores repercusiones

biomecanicas nocivas cuando se realiza una reseccién meniscal lateral que medial.

La composiciéon meniscal con fibras de colageno dispuestas longitudinalmente hace
que las cargas axiales se conviertan en momentos de fuerza circunferencial (del an-
glosajon, loop stress). Esta particular ultraestructura meniscal es esencial en el rele-
vante rol de distribucién de carga y de amortiguacion de la rodilla®. Tal es asi que se
ha demostrado que la disminucién del tamafio meniscal por lesién o por meniscecto-
mia (Figura 17) afecta el reparto de cargas de tal manera que pueden disminuir el drea
de contacto en un 75% y un aumento de las cargas de hasta un 313% en meniscecto-

mias totales'.

Durante el movimiento de la rodilla los meniscos tienen cierto grado de desplazamiento.
Este proceso dinamico ayuda a mantener las fuerzas de presiones 6ptimas y la maxima
congruencia articular posible entre la tibia y el fémur durante la bipedestacion y el mo-
vimiento™. De forma general, los meniscos migran a posterior durante la flexién, siendo

mas movil el cuerno anterior que el posterior, y el menisco lateral mas maévil que el medial.

20



Fig17.

Visién artroscépica doble de la articulacién fémorotibial medial, posterior a una meniscectomia parcial donde
se observa una parte de la meseta tibial descubierta y sin la proteccion del tejido meniscal.

2.4. El Trasplante Meniscal

El primer antecedente histérico sobre el concepto de reemplazo meniscal se puede
retrotraer a 1908, cuando Lexer y Gebhardt™ realizaron una artroplastia de interposi-
cién grasa. Posteriormente autores como Loch et al.”? realizaron trasplantes de mese-
ta tibial o completos de rodilla»7. Pero no fue hasta 1984 cuando Milachowski? realizé
el primer trasplante meniscal aislado, en este caso con injertos frescos liofilizados.
Desde entonces se han ido reportando diversos trasplantes con injertos™” o mas re-

cientemente implantes sintéticos con cierto grado de éxito”#.

Desde el punto de vista del efecto condroprotector del trasplante meniscal, autores como
Arnoczky® o Mikic* reportaron cierto grado de proteccién del cartilago tras el trasplante
meniscal en sus estudios experimentales. Sin embargo, otros estudios no han mostrado

diferencias significativas entre los animales trasplantados y los meniscetomizados®#>%.
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2.5. Indicaciones y Contraindicaciones del Trasplante Meniscal

Para hablar de la indicaciéon del trasplante meniscal debemos definir el sindrome
post-meniscectomia. Este se describe como un dolor en un compartimento pre-
viamente meniscectomizado, el cual es certificado por una resonancia magnética
que evidencia un compartimento fémoro-tibial con ausencia parcial o completa
de tejido meniscal (Figura 18). Es en estos ultimos casos con meniscectomia total o

subtotal previa que el trasplante meniscal con aloinjerto encuentra su lugar como

terapéutica.

Fig 18.

Visién artroscépica

del compartimento
fémorotibial medial
mostrando la ausencia
total de tejido meniscal.

El paciente ademas debe ser joven, un término dificil de acotar y que no esté clara-
mente definido en la bibliografia, pero que se podria de forma arbitraria y no conclu-
yente establecerse en el limite de los 50 afios, 0 mas ambiguamente en un paciente no
candidato a artroplastia de rodilla por su temprana edad. Otras condiciones necesa-

rias para el TMA son las siguientes:

- La rodilla debe presentar un grado de conservacién minimo sin lesiones condrales

avanzadas.
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- Presentar la extremidad normo-alineada y normo-axada. En el caso de hallarnos ante
un paciente con una desviaciéon del eje de la extremidad, ésta debe ser corregida antes

del trasplante.

- Larodilla debe ser estable, o0 en caso de insuficiencia ligamentosa la misma debe
corregirse quirirgicamente antes o durante el mismo acto quirurgico del trasplan-

te meniscal.

Como contraindicaciones absolutas se incluyen un estado de inmunodeficiencia, o
enfermedades metabdlicas o sistémicas no controladas. La obesidad debe ser consi-
deradauna contraindicacién también. Las enfermedadeslocalesinflamatorias (artri-

tis) o sépticas deben contraindicar el trasplante.

Los pacientes con esqueleto inmaduro presentan una contraindicacién relativa o al
menos deben considerarse con prudencia ya que no se han realizado estudios con la

suficiente evidencia cientifica en este grupo poblacional.

2.6. Evaluacién Radiografica y Tamaiio del Injerto

Elinjerto meniscal a trasplantarse debe ser del mismo tamafio, lado y compartimento
que el menisco a reemplazar. Biomecdanicamente se ha demostrado la ineficacia de
un menisco excesivamente grande ya que produce pérdida de cohesién con el céndilo
femoral®. Incluso se ha demostrado experimentalmente que una discrepancia de tan

solo el 10% del tamafio del injerto debe ser lo maximo tolerable®.

En la literatura se han descrito multiples técnicas preoperatorias para la prediccion
del tamafio del injerto meniscal®*. McDermott et al. * mostraron como esta predic-
cion del tamafio del injerto se puede realizar a partir del tamafio del platillo tibial. Un
ejemplo ampliamente utilizado de esto es el método descrito por Pollard et al.®. Para la
realizacién del mismo son necesarias proyecciones radiograficas simples antero-pos-
terior y lateral de rodilla. El ancho del menisco medial se mide desde la espina tibial

medial al margen de la metéfisis tibial medial y el ancho del menisco lateral desde la
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espina tibial lateral a la periferia de la metafisis tibial lateral (Figura 19). Para medir la
longitud o medida anteroposterior del injerto se utiliza la proyeccién radiografica la-
teral. Lalongitud del menisco medial corresponde al 80% de la distancia de la meseta
tibial, en corte sagital, medida en la unién entre una linea paralela a la tibia anterior
por encima de la tuberosidad y una linea tangente al margen posterior de la meseta
tibial, siempre perpendicular a la linea articular. Del mismo modo la longitud del me-

nisco lateral corresponde al 70% de la misma distancia (Figura 19).

Fig 19.

Imdgenes radiogrdficas de perfil (izquierda) y frente (derecha) en que se muestra el método descrito por
Pollard®*para la prediccién del tamano del injerto meniscal. Se puede observar la diferencia de medicién entre
el menisco medial (MM) y el menisco lateral (ML).

2.7. Tipo de Injerto Meniscal

Una parte importante del beneficio del trasplante meniscal subyace en la éptima pre-
servacion de la biologia, bioquimica, biomecanica e integridad del tejido meniscal in-

jertado. Para ello es muy importante la forma en que el injerto es conservado desde su
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toma en el donante hasta su implantacién en el receptor. Existen diversas técnicas de
preservaciéon del injerto. Inicialmente la técnica mas utilizada era la liofilizacion de
los injertos que produce la destruccién de todos los enzimas y antigenos, quedando
s6lo una maya de coldgeno que puede ser usada de matriz para los fibrocondrocitos.
Sin embargo, es una técnica abandonada debido a generar con gran frecuencia un
proceso inflamatorio-degenerativo conocido como shrinkage o retracciéon del tamafio
del injerto. Algo similar es lo que sucede con la irradiacién de los injertos con radia-
cién gamma, ya que redunda en una disminuciéon de las cualidades mecanicas del

implante meniscal®*®.

Elinjerto meniscal mas utilizado es el que se mantiene congelado, dada su simplezay
accesibilidad. Se realiza simplemente su congelaciéon a -80°C facilitando asi el proce-
so de almacenaje, pero con la desventaja que esto conduce a la destruccion del com-
ponente celular del injerto. En contra de lo previamente establecido, Gelber et al.*
demostraron que la congelaciéon también altera la red de coldgeno meniscal. Estos
conceptos son también apoyados por el trabajo de Lewys et al.”® quienes comproba-
ron que los ciclos de congelacién merman las cualidades biomecanicas y bioquimicas

de un menisco.

La criopreservacién usando dimetil-sulfoxida o glicerol como preservantes que pre-
vienen la formacién de cristales intracelulares encarece el proceso considerablemen-
te. Ademas, la criopreservacién, si ha demostrado su superioridad frente a la congela-
cién simple en trabajos de laboratorio®, pero esto no ha sido traducido hasta el dia de

la fecha en resultados que denoten una mejoria clinica apreciable.

También se puede usar glutaraldehido para la preservaciéon del injerto, aunque ésta
técnica ha mostrado peores resultados y mayor rigidez del implante®”¢. Por tltimo, el
injerto en fresco parece ser el ideal ya que ademas de preservar intacta la red colage-
na, es el que mantiene el mayor numero de células vivas. Pero no sélo esto, sino que
estas células vivas conservan su capacidad biolégica y de sintesis metabélica, factor

diferenciador de esta técnica con respecto a todas las otras™*°. Sin embargo, a dia de
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hoy no hay consenso de cual debe ser el método de preservacion a utilizar, ya que no
existe evidencia de que el coste adicional de la criopreservaciéon o implantacién en

fresco obtengan mejores resultados clinicos que los injertos congelados simples.

2.8. Fijacion del Injerto

Se debe prestar especial atenciéon en el correcto anclaje del injerto meniscal en su lo-
calizacién anatémica, ya que se ha demostrado que si la insercién del asta anterior y
posterior del injerto meniscal no se restituye con precisién existe un mayor riesgo de
fracaso del trasplante®'. Sekaran et al.’* demostraron que una incorrecta coloca-
cion del asta posterior del injerto aumenta la fuerza de presién que debe soportar el
injerto en todos los grados de flexién. Ademas, estudios en animales han demostrado
que un incorrecto posicionamiento del injerto meniscal trasplantado comporta ma-

yores cambios degenerativos en el cartilago™s.

Por todo ello, los distintos tipos de fijacién del injerto meniscal se basan en el preciso
posicionamiento del injerto en su localizacién anatémica sobre el platillo tibial. De
este modo hay técnicas de fijacién mediante suturas aisladas, en combinaciéon con
tacos 6seos en ambas astas meniscales o en combinacién con una barra ésea que une

el asta anterior y posterior del injerto (Figura 20).

Fig 20.

Injertos meniscales preparados para ser implantados segtn las diferentes técnicas existentes. A la izquierda,
con técnica de fijacién mediante suturas aisladas (a); en el centro (b) tacos 6seos en ambas astas meniscales; a
la derecha (c) con una barra ésea uniendo ambas astas meniscales.
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La utilizacién de tacos 6seos (uno situado en el asta meniscal anterior y otro en el asta
meniscal posterior) favorece la integraciéon del hueso de la tibia con el taco 6seo del in-
jerto confiriendo una buena estabilidad primaria y una precoz estabilidad secundaria
del injerto. No obstante se debe tener presente que los injertos con taco 6seo tienden a

ser mas antigénicos debido a su componente 6seo™.

Para la correcta realizacién de un trasplante meniscal se debe prepara el lecho me-
niscal del huésped. Para ello es necesario el desbridamiento de la zona cicatricial o
tejido meniscal remanente. El siguiente paso debe ser utilizar alguna de las multiples
técnicas de estimulacion vascular para las reparaciones meniscales, de modo que se
genere una zona bien vascularizada preparada para recibir el margen lateral del in-

jerto. Este paso es muy importante para obtener una correcta integraciéon del injerto.

La técnica quirtrgica de fijacion del injerto mediante fijacién ésea o fijaciéon con sutu-
ras se explica dentro del apartado material y métodos de cada articulo que conforma

ésta tesis.

Como conceptos generales se establece que la fijacién con suturas es de especial ayu-
da en aquellos casos en los que el tamafio del injerto es mayor de lo necesario ya que
las suturas situadas en el asta anterior y posterior hacen que se pueda introducir par-
cialmente el injerto dentro de los tineles de anclaje, modificando asi el tamafio fi-
nal del injerto y facilitando la fijacién del mismo. En cambio, los tacos 6seos aportan
una mejor integracién del injerto (hueso tibial con hueso del taco) pero el tamafio del
injerto queda mas comprometido. Por ultimo con la fijacién mediante barra ésea el
tamafio del injerto debe ser muy acertado para evitar sobredimensionado anteropos-

terior del mismo.

Todo esto debe venir acompafiado, tal cudl fue resefiado previamente, de una co-

rrecta congruencia entre el tamafio del injerto y el platillo tibial receptor>»>390:1°5,
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2.9. Concepto de Extrusion Meniscal

Se considera extrusiéon meniscal la situacién en la que una proporcién variable de
tejido meniscal se encuentra luxada o subluxada (Figura 21) por fuera de la superficie
articular de la tibia**®. Se hareportado en la literatura que un cierto grado de extrusién
meniscal es normal dentro del proceso degenerativo de la rodilla'”’, pero no queda

claralarelacién entre extrusiéon meniscal y los cambios producidos por un TMA.

Fig 21.

Imagen por resonancia
magnética donde se
evidencia la extrusion del
injerto mas alld del limite
de la meseta tibial (flecha).

Autores como Costa et al.'®® aceptan que extrusiones mayores a 3mm comportan
cambios artrésicos secundarios, pero el porcentaje ¢ limite de extrusién que puede
considerarse normal sigue en debate. El porcentaje de pacientes trasplantados en los
que se encuentran extrusiones suprafisiolégicas del injerto también presenta valores
diversos en la literatura. Este porcentaje en las diferentes series va de un 42,1% en el
trabajo de Jeong et al.’®?, pasando por un 59% en la serie de Noyes et al.5 o un 70,6% en

la serie de Verdonk et al.” hasta un 87,5% en la serie de van Arkel et al.™°.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipotesis de trabajo de esta tesis se basa en tres estudios relacionados con el tras-

plante meniscal alogénico realizados por nuestro grupo cientifico.

El primer estudio (Abat E, Gelber PE, Erquicia J, Tey M, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC. Pros-
pective comparative study between two different fixation techniques in meniscal allograft
transplantation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2013 Jul;21(7):1516-22) reporta los re-
sultados clinicos obtenidos con el trasplante meniscal alogénico comparando el anclaje

del mismo mediante fijacién con suturas aisladas o en asociacién con la fijacién ésea.

Seguidamente se presenta el segundo trabajo (Abat F, Gelber PE, Erquicia ], Pelfort X,
Gonzalez-Lucena G, Monllau JC. Suture-Only Fixation Technique Leads to a Higher Degree
of Extrusion Than Bony Fixation in Meniscal Allograft Transplantation. Am ] Sports Med.
2012 Jul;40(7):1591-6), el cual es hasta el dia de la fecha la primera investigacién exis-
tente en la literatura que muestra la relacién entre el grado de extrusion del injerto

meniscal y la técnica empleada para la fijacién del mismo.

Por ultimo se presenta el tercer trabajo (Gelber PE, Torres R, Garcia-Giralt N, Erquicia J,
Abat E Monllau JC. Host serum is not indispensable in collagen performance in viable me-
niscal transplantation at 4-week incubation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2012
Sep;20(9):1681-8) que valora la estructura tisular del injerto meniscal en términos de
metabolismo celular y la estructura de la red colagena comparando el medio de cul-
tivo estandar para su preservacién, suplementado con suero fetal bovino que simula
el suero del receptor, y un medio de cultivo genérico suplementado con Insulin-tran-

ferrin-selenio.

Hipoétesis del trabajo 1

Los resultados obtenidos con la fijacién del injerto meniscal mediante suturas obten-
dran resultados clinicos y funcionales similares a aquellos fijados mediante soporte

6seo, presentando a su vez una tasa de complicaciones similares.
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En: Abat E Gelber PE, Erquicia ], Tey M, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC. Prospective com-
parative study between two different fixation techniques in meniscal allograft transplanta-

tion. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2013 Jul;21(7):1516-22.

Hipoétesis trabajo 2

El grado de extrusion del injerto meniscal sera mayor en aquellos trasplantes menis-

cales fijados s6lo mediante suturas.

En: Abat E Gelber PE, Erquicia ], Pelfort X, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC. Suture-Only
Fixation Technique Leads to a Higher Degree of Extrusion Than Bony Fixation in Meniscal

Allograft Transplantation. Am ] Sports Med. 2012 Jul;40(7):1591-6.

Hipotesis trabajo 3

Hipdtesis principal: suplementar el medio de preservacion del injerto con Insu-
lin-tranferrin-selenio mantiene la estructura colagena meniscal y viabilidad celular.
Hipdtesis secundaria: esta capacidad de preservacién serd comparable con la obteni-

da con el suero fetal bovino.

En: Gelber PE, Torres R, Garcia-Giralt N, Erquicia ], Abat E Monllau JC. Host serum is not
indispensable in collagen performance in viable meniscal transplantation at 4-week incu-

bation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2012 Sep;20(9):1681-8.
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4. MATERIAL Y METODO

El apartado material y método de este trabajo de tesis doctoral, se corresponde con lo

reportado en cada uno de los trabajos de investigacién que conforman la misma.

TRABAJO n.1: Abat E Gelber PE, Erquicia ], Tey M, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC.
Prospective comparative study between two different fixation techniques in meniscal allo-

graft transplantation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2013 Jul;21(7):1516-22.

Se realizé un estudio prospectivo en 88 pacientes tratados consecutivamente entre
2001y 2008. Todas las cirugias fueron realizadas por el mismo consultor sénior del
equipo. El comité ético de nuestra institucién aprobé el estudio (10/090/1129) y todos
los pacientes incluidos firmaron un consentimiento informado para su inclusiéon en

el mismo.

Los primeros 33 pacientes recibieron un trasplante meniscal alogénico fijados sélo
con suturas (Grupo A), mientras que a los siguientes 55 pacientes se les practicé un

trasplante meniscal alogénico asociando fijacién ésea (Grupo B).

El tiempo medio de seguimiento fue de cinco afios, con un rango entre 2,5y 10 afios.

Los criterios de inclusién y exclusién fueron los que se muestran en la Tabla 1.

- Dolor interlinea articular - Alteracién eje mecanico extremidad
- Meniscectomia parcial/total previa inferior (>52 varo o >7° valgo)
- Ahlback > grado II

Tabla 1: Criterios de inclusién y exclusion en el estudio n.1.

La serie a estudio la compusieron 32 mujeres (36%) y 56 hombres (64%). La edad me-
dia fue de 37,3 afios, con un rango de entre 15 a 51 afios. En cuanto a la lateralidad,
54 (61%) fueron rodillas derechas y 34 (39%) rodillas izquierdas. En cuarenta casos

(45%) el trasplante meniscal se realiz6 en el compartimento medial y 48 (55%) en el
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compartimento lateral. Ambos grupos a estudio (A y B) fueron comparables en las

variables a estudio (Tabla 2).

Sexo (Hombre/Mujer) 27 % /73 % 40 % /60 % n.s.
Edad (afios) 38.8+6.3 35.7+7.9 n.s.
Rodilla (derecha/izquierda) 67 % /33 % 61%/39 % n.s.
Compartimento (medial/lateral) 42 %/58 % 46 % /54 % n.s.
Numero de cirugias previas 1.5+ 0.6 1.8+ 0.7 n.s.
Tiempo desde meniscectomia (afios) 11.2+2.2 15.5+ 3.8 n.s.
Rx Rosenberg pre-cirugia (mm) 3.2+0.8 3.05*1.1 n.s.
Lysholm pre-cirugia 65.4 £ 11.6 62.3+9 n.s.
Tegner pre-cirugia 3 (1-6) 3(1-7) n.s.
Vas pre-cirugia 6.4+22 6.7+2.2 n.s.

Tabla 2: Valores demogrdficos y funcionales de ambos grupos a estudio. Mostrados como porcentaje, media *
desviacién estdndar o mediana (rango).

Trece pacientes (39%) fueron sometidos a cirugias concomitantes, siendo éstas en
el Grupo A: 8 reconstrucciones del ligamento cruzado anterior, 8 microfracturas y
9 desbridamientos condrales. En el Grupo B, se realizaron: 10 reconstrucciones del
ligamento cruzado anterior, 7 microfracturas, 3 casos en los que se tubo que retirar
material de osteosintesis previa (placas de Puddu para osteotomias) y dos casos de re-
paracién del cartilago articular mediante tacos TruFit (Smith and Nephew, Andover,

MA, USA).

La evaluacién funcional se realizé mediante el test de Lysholm (con una puntuacién
de 0 a2 100) asi como la puntuacién de Tegner. El dolor se evalué mediante la escala
analdgica visual (EVA). La satisfaccién obtenida por el paciente se evalué mediante
una escala subjetiva donde 4 es altamente satisfecho, 3 satisfecho, 2 neutro, 1 algo in-

satisfecho y 0 totalmente insatisfecho.
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La evaluacion radiografica (Figura 22) se realizé mediante radiografias en bipedesta-
cién asi como proyeccién de Rosenberg en 452 de flexion. El estudio del colapso arti-
cular serealizé mediante la medida de la menor distancia entre el condilo femoral y el
platillo tibial en la proyeccién de Rosenberg. Esta medicion se realizé con el software

informético ePACS (5.0; Real Time Image, San Bruno, CA).

Fig 22.

Estudio radioldgico requerido en cada paciente incluido en el estudio. Telemétricas de extremidades inferiores
(a), de perfil (b) y de frente en carga a 302 de flexion.

Tanto la evaluacién radiografica como la funcional fue realizada por dos observadores

independientes, ciegos para el tipo de fijacién del injerto utilizada.

33



Trasplante Meniscal Alogénico Artroscépico: Resultados Clinicosy Viabilidad Celular

Se utilizaron injertos no irradiados frescos congelados (-802C) sin correlacién anti-
génica® (Figura 23). Todos los injertos fueron proporcionados por un banco de tejidos

local autorizado. Para correlacionar las variables morfométricas entre el donante y el

receptor se utilizé el método descrito por Pollard et al.*".

Fig 23.

Injerto fresco no irradiado
congelado previamente a
-80°C antes de

la preparacién para
suimplantacion.

Latécnica quirtrgica empleada en ambos grupos fue totalmente artroscépica. En am-
bos grupos se realizaron dos tuneles de 6 mm de didmetro en la localizacién anaté-
mica del asta anterior y posterior del menisco nativo en el platillo tibial. En el Grupo
A, sendas suturas de alta resistencia del nimero 2 (FiberWire; Arthrex, Naples, FL o
Ethibond; Ethicon, Somerville, NJ) fueron fijadas en cada asta del injerto mediante
puntos de tipo Krackow (Figura 24). En los pacientes correspondientes al Grupo B, tras
realizar los tineles de 6mm de didmetro y 10mm de largo se realizé un tunel trans-
versal de 1,5mm en cada taco 6seo en las astas del injerto. Seguidamente se pasé una
sutura de FiberWire del nimero 2 a través de cada taco 6seo (Figura 25). Se afiadié una

sutura vertical (con técnica de fuera a dentro) en la zona de unién del asta posterior
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Fig 24.

Ejemplo de

aloinjerto meniscal
correspondiente a la
técnica de fijacién
solamente con suturas.
Se han colocado

dos suturas de alta
resistencia en cada asta
mediante puntos de tipo
Krackow. En el cuerpo
del menisco se coloca
una sutura vertical de
traccion para facilitar
la entrada y encaje del
injerto en su posicién
final.

Rl [
o g LSt s L AR
Fig 25.

Injerto preparado con la
técnica de taco dseo. La
sutura vertical en la unién
del asta posteriory el
cuerpo se utiliza a modo
de traccion para facilitar
su introduccién y fijaciéon
posterior.

y el cuerpo del menisco en todos los injertos, para facilitar asi la colocacién posterior
del mismo. Mediante la sutura del asta posterior y la vertical en el cuerpo del menisco

(Figura 26) se consigui6 posicionar el injerto en su localizacién anatémica (Figura 27).
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Fig 26.

Imagen que muestra como
las suturas colocadas en

el asta posterior y en el
cuerpo del menisco ayudan
ala correcta introduccién
del injerto.

Fig 27.

Visién artroscépica objetivando como la fijacion del injerto mediante suturas colocadas en asta posterior
(a) y anterior (b) acompaniada de la traccién alterna de las mismas, proporciona mayor adaptabilidad a su
localizacién anatémica.

La fijacién del injerto a la capsula se realizé mediante suturas verticales de tipo dentro
a fuera (SharpShooter; ConMed Linvatec, Largo, FL) o todo dentro (FasT-Fix; Smith
and Nephew, Andover, MA) (Figura 28). Finalmente las suturas que pasaban a través
de ambas astas meniscales y de los tineles tibiales, fueron anudadas en la cara ante-

rior de la metéfisis tibial.
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Fig 28.

Visién artroscépica
durante el proceso de
fijacion de un injerto
meniscal a la cdpsula
articular mediante
suturas verticales.

El postoperatorio fue el mismo en ambos grupos a estudio. Se realizé carga parcial
con rodillera inmovilizadora durante tres semanas. Posteriormente fue permitida la
carga total hacia la sexta semana. La actividad normal fue conseguida cuatro meses

tras la cirugfa.

Analisis estadistico

Lasvariables categoricas fueron presentadas como porcentaje y frecuencia. Las varia-
bles continuas fueron descritas como media, maximo, minimo y desviacién estandar.
La correlaciéon entre los observadores fue analizada mediante el coeficiente de corre-
lacion intraclase (CCI). Se calculé asi mismo el coeficiente de correlaciéon de Pearson.
Para asegurar la normal distribucién de las variables entre los valores pre-operatorios
y los post-operatorios, se realizé un estudio de Kolmogorov-Smirnov. La estadistica
inferencial se realizé mediante un test det. En el caso de estudiar dos situaciones (por
ejemplo compartimento medial versus compartimento lateral), se realizé un test det
de variables independientes. Para comparar los valores pre y post-trasplante se reali-

z6 un estudio de t de datos emparejados.
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El nivel de significacién fue del 5% (alfa = 0,05, p<0,05). Para realizar este analisis

estadistico se utilizé el software informatico SPSS v.19 (SPSS Inc, Chicago, Illinois).

TRABAJO n.2: Abat E Gelber PE, Erquicia ], Pelfort X, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC.
Suture-Only Fixation Technique Leads to a Higher Degree of Extrusion Than Bony Fixation

in Meniscal Allograft Transplantation. Am J Sports Med. 2012 Jul;40(7):1591-6.

Se realiz6é un anadlisis de 88 trasplantes meniscales realizados en un periodo de 8 afios
entre 2001y 2008. El criterio de inclusién fue que los pacientes sufrieran de sindrome
postmeniscectomia (Figura 29) y como criterio de exclusién se utilizé la artrosis avan-

zada (Ahlbdck superior a 2) y el mal alineamiento de la extremidad afecta. Aquellos

Fig 29.

Visién artroscépica

del compartimento
fémorotibial medial
mostrando una falta

de proteccion del

platillo tibial por una
meniscectomia realizada
previamente.

pacientes que tenfan un indice de masa corporal superior a 30 también fueron descar-
tados. El comité ético de nuestra institucién aprobd la investigacion y los participan-

tes firmaron un consentimiento informado para su inclusién en el presente estudio.

Las variables demograficas fueron las mismas que las presentadas en el trabajo n.1.
y se formaron igualmente dos grupos: el A, con aquellos pacientes en quiénes el injerto fue

fijado s6lo con suturas, y el B, con aquellos pacientes en quiénes se realiz6 la fijacién dsea.
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Para la evaluacion del grado de extrusion, todos los pacientes fueron sometidos a re-
sonancia magnética (RM) de la rodilla intervenida en dectbito supino y con la rodilla
en extensién. Se realizo la evaluacion por RM antes de la cirugia y después de la mis-
ma entre los 36 y los 48 meses de seguimiento. Todos los estudios de RM se realizaron
con un dispositivo superconductor magnético de 1,5-T (Prestige 2T, Elscint, Haifa, Is-
rael). Las secuencias utilizadas para cada paciente fueron: Corte axial fast spin echo
ponderada-T2 con saturacién grasa (tiempo de repeticién, 2300 msec; tiempo echo,
3omsec; angulo de vuelta, 909; grosor del corte, 3mm; campo de visién, 20cm). Cor-
te coronal fast spin echo ponderada intermedia (tiempo de repeticién, 2500 msec;
tiempo echo, 30msec; angulo de vuelta, 909; grosor del corte, 4mm; campo de vision,
18cm). Corte sagital fast spin echo ponderado en T2 con saturacién grasa (tiempo de
repeticiéon, 2500 msec; tiempo echo, 85smsec; angulo de vuelta, 902; grosor del corte,

4mm; campo de visioén, 18cm).

Las RM obtenidas fueron evaluadas de forma individual por dos de los autores utili-
zando el software ePACS workstation (Centricity Enterprise Web V3.0, General Elec-
tric Healthcare, Milwaukee, Wisconsin). Los evaluadores eran ciegos para el tipo de
fijacién ya que tan sélo se les proporciond una imagen en corte coronal donde se ob-
servaba el mayor grado de extrusién. Se evalud el coeficiente de correlacién intracla-

se, clasificando el mismo entre o (pobre) a 1(excelente).

Para la medicién del grado de extrusion del injerto se utilizé el trabajo previo realiza-
do por Puig et al."* donde la extrusién meniscal se evalué en los cortes coronales con
el uso de una escala especificamente diseflada. Generalmente esta imagen coronal
coincide con los ligamentos colaterals®?. En primer lugar se hace una linea vertical en
el margen medial o lateral del platillo tibial, donde se produce la transicién tibial de
horizontal a vertical. Seguidamente se traza una segunda linea perpendicular desde
el margen del menisco (Figura 30). La longitud de esta linea define en milimetros la
cantidad de menisco extruido. Basaindonos en el estudio de Costa et al.**® cuando la
extrusién era menor de 3mm se consideraba “minor”, y cuando era mayor de 3mm se

consideraba “major”. Para estandarizar los resultados se realizé una valoracién por-
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centual de los resultados en milfmetros, calculando la proporcién de menisco extrui-

do con el total del tamafo meniscal.

Fig 30.

Corto coronal de
resonancia magnética
donde se muestra el
método descrito por Puig
et al* para la medicion
del grado de extrusién del
injerto.

La evaluacién funcional se realiz6 mediante el cuestionario de Lysholm. Esta evalua-
cién se realizé en cada punto del seguimiento ya que los pacientes rellenaban este
cuestionario en cada visita. Esto permitié compara los resultados en plazos fijos de
tiempo y realizar una valoracién entre los dos grupos. A su vez se realiz6 una valora-
cién entre el grado de extrusion presentado en el trasplante y los resultados funcio-
nales obtenidos. Por Gltimo se estudiaron los casos de rotura del injerto meniscal que

requirieron intervencién.

Analisis estadistico

Las variables continuas fueron descritas como media y desviacion estandar mientras
que las categdricas fueron presentadas como porcentaje y frecuencia. La concordan-
cia interobservador se calculé utilizando el coeficiente de correlacién intraclase, y
en aquellos casos relevantes se calcul6 el 95% del intervalo de confianza. Se calculé

el coeficiente de correlacién de Pearson. La relacion entre variables categoricas fue
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descrita en tablas de contingencias. La inferencia fue estudiada mediante en test de
Fisher o X2 segtin correspondio6. El grado de extrusién meniscal asi como los resulta-
dos funcionales fueron comparados entre los dos grupos mediante la t de Student.
Se utilizé un analisis de regresién lineal para determinar si existia relacién entre ex-
trusion meniscal y funcionalidad. La extrusién del compartimento medial y lateral
fue definida como independiente. Los resultados de la regresién lineal multiple se
resumieron usando coeficientes de determinacién y valores p (p<0,05). Se utilizo el
software informatico SPSS v.19 (SPSS Inc, Chicago, Illinois), y el nivel de significacién

fue de 0,05.

TRABAJO n.3: Gelber PE, Torres R, Garcia-Giralt N, Erquicia J, Abat E Monllau JC.
Host serum is not indispensable in collagen performance in viable meniscal transplanta-

tion at 4-week incubation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2012 Sep;20(9):1681-8.

Se obtuvieron 10 meniscos laterales humanos durante procedimientos de artroplas-
tia de rodilla realizadas en genu varo artrésicos. Seis fueron mujeres y 4 hombres. La
edad media fue de 70 afios (entre 64 y 79 afios). Cinco meniscos fueron de rodillas de-
rechasy 5 de rodillas izquierdas. Se realizaron estudios radiograficos y se verificaron
intraoperatoriamente la indemnidad del compartimento fémoro-tibial lateral. Los

criterios de exclusién fueron:

- Casos con mas del 50% de colapso del compartimento lateral (detectado en la ra-

diografia en bipedestacién en 452 postero-anterior).

- Degeneraciéon macroscopica, presencia de calcificaciones (Figura 31) o cultivo bac-

teriano positivo al analizar el menisco.

Dado que la concentracién celular y de colageno varia dependiendo de la zona del
menisco® se utilizé solamente la regién central del menisco. Esta porcién central se
dividioé en 6 partes bajo condiciones estériles. Una de estas porciones se seccion6 en
laminas de 1imm?y se preservé en una solucién al 2% de glutaraldehido. En un plazo

maximo de dos horas, el patélogo prepar6 la muestra para su analisis con micros-
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Fig 31.

Preparacién anatémica
mostrando calcificacién
meniscal (flecha).
Imagen cedida por el
Prof. Alfonso Rodriguez
Baeza, Departamento de
Ciencias Morfolégicas,
Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB).

copia electrénica de transmision (MET). Los restantes cinco fragmentos de menisco
fueron depositados en un receptaculo estéril con medio DMEM (Dulbecco modified

Eagle’'s medium) y remitidos al laboratorio.

Una pieza da cada menisco fue triturada e incubada durante una hora tras la extrac-
cién con RNAlater (Qiagen) a 4°C durante toda la noche y posteriormente criopreser-
vada a -80°C. Una porcién se reservo para ser usada como grupo control y las otras
cuatro se introdujeron en un tubo de 15ml de polietileno. Se afiadié medio de cultivo
DMEM vy se suplementd al 20% con Insulin-Transferrin-Selenio (ITS) y 50 pg/ml de
acido ascorbico a 372C en una humedad atmosférica de CO,del 5% durante 28 dias.
El medio de cultivo se cambi6 cada 3-4 dias. Dos de las secciones fueron usadas para
la cuantificacién de ARN. Una muestra se cultivé en medio suplementado con suero

fetal bovino y otra muestra en ITS.

Para la cuantificaciéon del ARN las muestras fueron suspendidas en 1ml de Tri-Rea-
gent (Molecular Research Center, inc.) y homogenizadas usando un homogenizador
T8 Ultra-Turrax (IKA). Se utilizaron 7 pul del ARN para sintetizar el ADN segun el proto-
colo TagMan® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystem, Foster City, USA). Se

diluyo la solucién a la mitad con agua pura RNAse-free y 1 ul de la solucién resultante
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se us6 para la determinacion de la expresion génica, del agrecano (AGC), colageno
tipo I (Col I) y colageno tipo II (Col II) mediante el estudio cuantitativo PCR real-time
siguiendo las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). El resultado de este
estudio se analizé mediante el software SDS TM 2.3 (Applied Biosystems). Todos los

analisis de PCR se realizaron por triplicado.

Para el estudio mediante microscopia electréonica de transmisién de la arquitectura
meniscal coldgena se usé la escala Arquitectura Coldgena Meniscal (Collagen Meniscal
Architecture -CMA-) descrita por Gelber et al.?#?. Para ello 40mm? de cada secciéon

meniscal fueron analizadas mediante MET (Philips CM100, Holanda).

Un observador independiente realiz6 las mediciones sobre 400 fibras de coldgeno en
secciones transversales y longitudinales de cada menisco (Figura 32). Las fotografias
a analizar se realizaron con una magnificaciéon de 19.000x. Para el analisis realizado
por el observador se utiliz6 un calibrador electrénico digital (ProMax, Fowler, USA en
rango 0-150mm, resolucién 0,02mm) y posteriormente multiplicado por 19.000 para

obtener la correspondiente medida en nanémetros.

Fig 32.

Imdgenes de tejido meniscal obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision. Las secciones
cultivadas muestran un aumento en el didmetro de las fibras de coldgeno. A la izquierda (a) se observa el grupo
control, en el centro (b), una seccién del grupo cultivado con un suplemento al 20% de suero fetal bovinoy a la
derecha (c), seccién meniscal de un menisco cultivado con un suplemente al 1% de Insulin-Transferrin-Selenio.

Siguiendo la escala Collagen Meniscal Architecture® se clasificaron los meniscos entre
0y 7 puntos. El grado I o normal fueron los que obtuvieron de 0 a 2 puntos, inter-
medio (grado II) de 3 a 4 puntos y desestructuracion severa (grado III) aquellos con

puntuacionesdesa?.

43



Trasplante Meniscal Alogénico Artroscépico: Resultados Clinicosy Viabilidad Celular

Analisis estadistico

Las variables de viabilidad celular se presentaron como media y desviacion estandar,
minimo, maximo y sus percentiles 25y 75. Se realizd una comparacién mediante un
test no parameétricos de Wilcoxon. Seguidamente se realizé una ANOVA con compa-
raciones multiples de Tukey para las mediciones de la ultraestructura colagena. Se
utilizé el software SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE. UU.) y el nivel de significa-

cién estadistico se establecié en 0,05.
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5. RESULTADOS

El apartado de resultados se corresponde con lo reportado en cada uno de los trabajos

de investigacién que conforman esta tesis.

TRABAJO n.1: Abat E Gelber PE, Erquicia J, Tey M, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC.
Prospective comparative study between two different fixation techniques in meniscal allo-

graft transplantation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2013 Jul;21(7):1516-22.

Todos los pacientes (n=88) fueron seguidos durante una media de 5 afios (2,5-10
afios). Se obtuvo una mejoria en las puntuaciones del Lysholm, Tegner y EVA (Tabla
3). El Lysholm pas6 de 65,4 +11,6 2 88,6 + 7enel Grupo Ayde 62,3+ 9a 91,2+ 6,9enel
Grupo B (p = 0,04). De igual modo el Tegner mejor6 pasando de un valor medio 3 (1-6)
a6 (3-8) enel Grupo Ay de 3 (1-7) a 6 (2-9) en el Grupo B. Esta mejoria no mostro dife-
rencias entre los dos grupos a estudio. El dolor medido con la EVA bajé una media de
4,9 puntos en el Grupo Ay 5,8 en el Grupo B. La satisfaccién percibida por el paciente
tras el trasplante present6 un valor medio de 3,7 + 0,3 puntos sobre un maximo de 4.
La evaluaciéon radiografica en proyeccién de Rosenberg no mostré colapso articular

tras el procedimiento (Tabla 3).

Lysholm (pre-post) 65,4 +11,6-88,6 + 7 62,3+9-91,2+6,9 p>0.05
Tegner (pre-post) 3 (1-6)-6 (3-8) 3 (1-7)-6 (2-9) p>0.05
VAS (pre-post) 6,4+2-1,5+1.2 6,7+ 2-0,9 +1,3 p>0.05

Colapso articular
en Rx 3,2+1,2-3,2+1,9 31+1,5-3,5+1,5 p>0.05
(mm, pre-post)

Satisfaccion 3,6+0,2 3,8+0,2 p>0.05

Tabla 3: Comparacion de los resultados funcionales y radiogrdficos entre los dos grupos a estudio. Los valores
del Tegner se muestran como media (rango), el resto se muestran como media * desviacién estandar.

45



Trasplante Meniscal Alogénico Artroscépico: Resultados Clinicosy Viabilidad Celular

La valoraciéon de la correlacion intraobservador se calificd como excelente tanto al
analizar el coeficiente de correlacién intraclase (0,89) como el coeficiente de corre-
lacion de Pearson (0,91). El anélisis del resto de variables a estudio no mostré dife-
rencias estadisticamente significativas entre ambos grupos a estudio. Esta ausencia
de diferencias estadisticas se mantuvo cuando se analizaron los resultados segun el

compartimento de la rodilla intervenido (Tabla 4).

Medial Lateral Medial Lateral
Lysholm 88,475 89+9,2 89,2+ 74 93,2 £ 6,2 n.s
Tegner 6 (3-8) 6 (3-8) 6 (3-9) 7 (1-9) n.s
EVA 1,4+1,5 1,8 +£1,3 09*11 0,9*14 n.s
Satisfaccion 3,6 £ 0,31 3,5+0,5 3,8+0,4 3,705 n.s

Tabla 4: Resultados funcionales, de dolor y satisfaccion tras el trasplante meniscal comparando
compartimento medial y lateral. Los valores del Tegner se muestran como media (rango), el resto se muestran
como media * desviacion estandar.

Once pacientes del Grupo A presentaron complicaciones postoperatorias (33%).
Dos de ellos presentaron rigidez articular por fibrosis, que requirié artrolisis artros-
coépica. Dos pacientes desarrollaron artritis séptica requiriendo desbridamiento ar-
troscépico y antibioticoterdpia durante 6 semanas. En estos 4 casos el trasplante
permanecié viable porlo que no se retiré. En los restantes 7 casos (21,4%]) se produjo
una rotura del injerto meniscal que requirioé revisién artroscépica. Cuatro casos pre-
sentaron pérdida de fijacién del injerto requiriendo nueva fijacién y en tres casos los
injertos tuvieron que ser retirados. Esto representa una tasa de fallo del injerto del

9% (3 de 33 pacientes).

En el Grupo B se presentaron complicaciones en 9 casos. Estas fueron 3 casos de rigi-
dez articular y 2 infecciones que se solucionaron igual que los casos antes descritos,
siendo viables los 5 injertos tras el tratamiento. Se presentaron 4 casos de rotura del

injerto (7,3%). Dos casos fueron tratados mediante reanclaje del injerto y 2 mas tuvie-
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ron que ser retirados. Esto representa una tasa de fallo del injerto del 3,6% (2 de 55
casos). A pesar de ser importante clinicamente la diferencia que se muestra entre el
Grupo Ay el Grupo B en cuanto a tasa de fallo del injerto no resulté estadisticamente

significativa.

TRABAJO n.2: Abat E Gelber PE, Erquicia J, Pelfort X, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC.
Suture-Only Fixation Technique Leads to a Higher Degree of Extrusion Than Bony Fixation

in Meniscal Allograft Transplantation. Am ] Sports Med. 2012 Jul;40(7):1591-6.

No hubo pérdida de ninguno de los pacientes durante el estudio. Segun los criterios
de extrusién mencionados en el apartado material y métodos se presentaron 47 casos
(53,4%) de extrusiéon minor (2,31 + 0.52 mm) y 41 (46,6%) de extrusién major (3,85 *
0,64 mm). El Grupo A mostr6 un 72,2% de injertos con extrusién major mientras que
el Grupo B solo presentd 30,9% de los casos con extrusién major (Tabla 5). Estas dife-

rencias resultaron estadisticamente significativas (p<0,001).

Minor 9 casos (27,3%) 38 casos (69,1%) < 0,001

Major 24 €asos (72,7%) 17 casos (30,9%) < 0,001

Tabla 5: Diferencias en extrusion del injerto minor y major, entre los dos grupos en estudio. Valores expresados
como ntimero de casos y porcentaje.

Cuando estudiamos el porcentaje de tejido meniscal extruido (Tabla 6), se observé en
el Grupo A un 36,3% * 13,7% sin diferencias entre el compartimento medial (35,9%
+18,1%) y el lateral (38,3% * 14,4%). El Grupo B present6 un porcentaje de extrusién
del 28,13% * 12,2%, sin presentar tampoco diferencias entre el compartimento medial
(25,8% * 16,2%) y el lateral (30,14% * 13,5%). Cuando se realiz¢ la valoraciéon entre el
grado de extrusion del injerto con el tipo de fijacién utilizado, se objetivé un porcenta-

je mayor de extrusién en el Grupo A en ambos compartimentos (p < 0,001).
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Global 36,3 £ 13,7 28,13 +12,2 < 0,001
Compartimento Medial 35,9 +18,1 25,8 +16,2 < 0,001
Compartimento Lateral 38,3+ 14,4 30,14 + 13,5 < 0,001

Tabla 6: Diferencias en el porcentaje de extrusion del injerto entre los dos grupos a estudio. Valores
expresados como media * desviacién estdndar.

Los resultados funcionales presentaron una mejoria del Lysholm con un valor al fi-
nal del seguimiento de 88,6 + 7 en el Grupo A y de 91,2 + 7 en el Grupo B (p = 0,38).
No se objetivo relacién entre el grado de extrusion del injerto y los valores funciona-
les (p = 0,4), presentando un coeficiente de correlacién de Pearson negativo de -1,117.
Se observaron 7 roturas del injerto en el Grupo A (21%). Cuatro de ellas requirieron
nueva fijacién del injerto y en los 3 casos restantes tuvo que ser retirado, por lo que
estos casos fueron excluidos del analisis de extrusién. Por otro lado, en el Grupo B
s6lo 4 injertos presentaron rotura (7,3%) tras un seguimiento minimo de 40 meses
(p = 0,09). Dos de estas roturas requirieron nueva fijaciéon del injerto y las otras dos
roturasobligaron a la completaretirada del aloinjerto. La correlacién intraobservador

fue excelente (0,89).

TRABAJO n.3: Gelber PE, Torres R, Garcia-Giralt N, Erquicia J, Abat E Monllau JC.
Host serum is not indispensable in collagen performance in viable meniscal transplanta-

tion at 4-week incubation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2012 Sep;20(9):1681-8.

La Tabla 7 muestra los resultados estadisticos y descriptivos obtenidos con el analisis
proteico de expresién génica (colageno tipo I, Il y agrecano) en los tres grupos a estu-

dio; cultivo control, y cultivos suplementado con FBS o ITS.
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Mean (SD) 1,4 (1,1) 1,3 (1) 1,3(0,9) >0,05 >0,05

Med
AGG (P25-P75) 1,3(0,4-1,9) 1,3(0,2-24) 1,2(0,4-2,0)

Min-Max 0,2-4,0 0,0-2,7 0,0-3,1
Mean (SD) 3,3 (4,5) 4,8 (4,2) 1,2 (1,1) >0,05 >0,05
Med
11 1 - -8,2) 1 -1
Co (P25-P75) 5(0,6-5,6) 53(0,4-8,2) 1,0(0,7-1,3)
Min-Max 0,2-13,0 0,1-10,8 0,1-4,0
Mean (SD) 2,1(2,4) 0,7 (1,3) 0,2 (0,5) >0,05 0,012
Med
111 2- - -0,2
Co (P25-P75) 0,7 (0,2-3,8) 0,0(0,0-0,9) 0,0(0,0-0,2)
Min-Max 0,0-7,3 0,0-4,1 0,0-1,4

Tabla 7: Estudio de la viabilidad celular mediante expresién genética (unidad de expresién génica) de las
tres proteinas extracelulares del menisco. Agrecan (AGG), coldgeno tipo I (Col I), coldgeno tipo II (Col IT) en los
tres grupos a estudio. Control, cultivo meniscal suplementado con 20% de suero-fetal-bovino (FBS) y cultivo
meniscal suplementado con 1% de Insulin-Transferrin-Selenio (ITS). Los valores p. se obtuvieron con test no
paramétrico de Wilcoxon.

Dado que los resultados obtenidos presentaron gran variabilidad con notables desviacio-
nesestandar, la comparacion se llevd a cabo con las medianas y los percentiles. No se obje-
tivaron diferencias en la comparacién del agrecano entre los tres grupos de cultivo. Se re-
porté diferencias estadisticamente significativas (p = 0,036) en la expresion del colageno
tipo [ entre el cultivo enriquecido con FBS y con ITS. No se encontraron diferencias cuan-
do se compararon estos dos medios con el grupo control. Al analizar el colageno de tipo

II se objetivo una disminucién importante de su expresion en ambos medios de cultivo.

En el estudio del tamafio de las fibras de coldgeno se hall un incremento del mismo
en los dos medios de cultivo a estudio al compararlo con el grupo control, tanto en los
cortes longitudinales como en los transversales (Tabla 8). Este incremento resulto sig-
nificativo (p = 0,005) en las secciones longitudinales del medio ITS y en las secciones
transversales (p = 0,002) del medio FBS, con una tendencia al incremento de tamafo

en ambas secciones en todos los casos.

>0,05

0,036

>0,05
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Grupo Control 144+41 123+38
ITS 14,6 £3,3 13,1+ 3,8
FBS 153144 12,6 + 3,3
valor p.

Control VsITS FOHDS 0,005
valor p.

Control Vs FBS LR p>0,005
valor p.

FBSI Vs ITS 0,025 p>0,005

Tabla 8: Mediana de los didmetros en nanémetros de las fibras de coldgeno en cortes longitudinales y
transversales en los diferentes medios de cultivo. Cultivo meniscal suplementado con 20% de suero-fetal-
bovino (FBS) y cultivo meniscal suplementado con 1% de Insulin-Transferrin-Selenio (ITS). Valores p.
obtenidos por comparacién multiple corregida de Tukey.

Siguiendo la puntuacién de la escala CMA descrita anteriormente®, 8 de las 10 mues-
tras del grupo control fueron calificadas como grado I y las otras 2 como grado II. En
los grupos de cultivo ITS y FBS, 7 de las 10 muestras calificaron como grado I y las
restantes como grado II. No se encontraron diferencias en estas puntuaciones. El gru-
po control obtuvo una puntuacién media de 1,5 puntos + 0,7, el grupo FBS1,7 £ 0,9y
el grupo ITS 1,9 + 0,5. El coeficiente de correlacion interclase entre observadores fue

considerado moderado (0,529; IC del 95% = 0,346-0,854).
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6. DISCUSION

Se ha dividido la discusién en dos apartados. El primero de ellos se centra en los resul-
tados clinicos obtenidos con el trasplante meniscal alogénico, agrupando los trabajos
n.1y n.2. El segundo apartado de la discusion desarrolla el tema de la viabilidad del

injerto, resultados descritos en el trabajo n.3.

6.1. Resultados funcionales y extrusiéon del injerto del

trasplante meniscal alogénico

El hallazgo mas importante fue que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en términos de dolor, funcionalidad y colapso articular entre la fijacién
del injerto meniscal s6lo mediante suturas o asociado a fijacién 6sea. Por otro lado se
constat6é un mayor porcentaje de extrusion del injerto en aquellos en que se utilizaron

suturas como técnica de fijacién.

Esto confirma la hipétesis inicial del primer trabajo (funcionalidad y dolor) y del se-
gundo (grado de extrusion), pero refuta la segunda hipotesis del primer trabajo debi-
do al alto numero de complicaciones (aunque sin significaciéon estadistica) en el gru-

po en que la fijacion se realizé s6lo con suturas.

La principal diferencia que se hall6 entre los dos grupos estudiados fue que los injer-
tos fijados con suturas presentaron 3 veces mas complicaciones que cuando la fija-
ciéon se realizé incluyendo soporte dseo. Aun asi la literatura ha reportado una tasa
de complicaciones que puede llegar hasta el 45% de los pacientes®. La complicacién
mas frecuente tanto en la literatura como en la serie que forma parte de este estudio
eslaroturadel injerto. Unarevision sistemadtica realizada por Matava et al.™ situaba la
tasa de rotura del injerto entorno al 8%. A pesar de que nuestra serie report6 una tasa
global de rotura del 12,5%, si lo clasificamos por método de fijacién del injerto, vemos
como los fijados con taco 6seo presentaron una tasa del 7,2%, muy inferior al 21,2%

que presentaron aquellos trasplantes fijados con suturas. Esto podria corresponderse
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con lo reportado por Stollsteimer et al.’, quienes mostraron la mayor estabilidad del

implante cuando éste se realizaba con fijacién 6sea.

La infeccién, otra complicacién importante y obviamente mads temida, se ha repor-
tado con una incidencia de alrededor del 5% es otros estudios? que es muy similar
al 4,5% de infecciones que presentd la serie de este estudio. Afortunadamente, los
injertos permanecen habitualmente viables a pesar de la artritis séptica, si se realiza

un desbridamiento artroscépico intenso y precoz*.

Sinos fijamos en la tasa global de complicaciones, nuestra serie presenta un ratio del
22,7% (20 de 88 casos). Esta tasa, que puede parecer alta, no difiere de la que podemos
encontrar ante un procedimiento de reparacién meniscal artroscépica estandar®.
Pero cuando observamos en mayor detalle las complicaciones, vemos como en el
Grupo A se presentaron con mayor frecuencia (33,3%) comparando con el Grupo B
(16,4%). A pesar de ello, si seguimos los criterios de Van Arkel’, que tienen en cuenta
no solo la retencién del injerto si no los resultados funcionales de la rodilla, nuestra

tasa global de supervivencia del injerto se sitlia en el 92,4% a los 5 afios tras la cirugia.

El mejor método de fijacién del injerto en el trasplante meniscal continua siendo
tema de debate. Por un lado la fijacién con suturas ha mostrado mayor facilidad téc-
nica, pero por el otro, mientras estudios en caddver muestran una mejor transmision
de fuerzasenlosinjertos fijados mediante soporte 6seo**# otros estudios experimen-
tales reportan buena curacion del injerto con la fijaciéon solamente con suturas*™, y
otro estudio en cadaver no encontré diferencias entre la resistencia a la traccién de
los injertos fijados con suturas o los fijados con soporte 6seo”. Podemos encontrar
otros estudios que sugieren gestos quirtrgicos particulares que parecerian favorecer
o mejorar la biomecanica del implante. Por ejemplo, algunos autores sugieren que la
introduccién del injerto a través del tendén rotuliano minimizaria el grado de extru-
sion del injerto', mientras otros consideran que la plicatura capsular artroscépica

mejoraria las estabilidad del menisco trasplantado™.
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En referencia a los resultados funcionales se han descrito buenos resultados tanto
con la fijacién mediante suturas***#72¢ como con fijacién 6sea'****?21»> Uno de los po-
cos trabajos que compara los dos métodos de fijacién mencionados no reporté dife-
rencias significativas en cuanto a la funcién tras la intervencién'®, resultados que son

equivalentes a los reportados en el presente trabajo.

Al tener en consideracion el compartimento afectado, autores como Szomor et al.?
reportaron que los injertos trasplantados al compartimento lateral obtienen mejores
resultados. No obstante, estos datos contrastan con los obtenidos en el presente estu-
dio, donde al igual que en otros trabajos publicados*”***?*, no se han observado dife-

rencias en los resultados obtenidos entre el compartimento lateral y el medial.

Respecto al grado de extrusiéon meniscal, en el presente estudio aquellos casos en que
la fijacién del injerto fue s6lo mediante suturas (Grupo A), presentaron mayor grado
de extrusién. Esto podria estar relacionado con el menor rendimiento biomecanico

de la fijacion sin soporte 6se0™151%,

A pesar de que la literatura no esta de acuerdo con el limite a partir de cuando un
menisco subluxado o extruido puede considerarse patologico, la mayor parte de los
estudios sitlan este valor de normalidad en los 3mm?®®*?”. Porcentualmente hablan-

do, se puede considerar patolégico una extrusiéon mayor del 25%%.

Consideramos que la valoracién porcentual puede ser mas adecuada que la valora-

cién en milimetros, ya que tiene mayor correlaciéon con diferentes morfotipos.

Cabedecir quelaliteratura muestra buenos resultados del TMA a pesar de cierto grado
de extrusién del injerto*®°, aunque a la vez se ha observado una cierta relacién entre

el grado de extrusién meniscal con rotura del injerto y degeneracién articular'©®*”,

Anteriormente, la literatura ya mencionaba como posible causa de extrusion la fija-
cién del aloinjerto sélo con suturas*, en concordancia con lo observado en el presente

estudio. Sin embargo, otro trabajo reciente no mostré relaciéon entre el porcentaje de
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extrusion meniscal con el grado de colapso articular®. Es llamativo que el grado de
extrusion del injerto tiende a ser estable a lo largo del tiempo y su repercusién clinica
aun esta por demostrar’®, lo cual se correlaciona con los resultados de este estudio
donde el porcentaje de extrusiéon no influyé en los resultados funcionales obtenidos.
Esderemarcar quea pesar de que el grado de extrusién del menisco nativo es variable,
esta se presenta con mayor frecuencia en los meniscos trasplantados'®®. Ha et al.*?® en
su serie de TMA fijados con soporte 6seo reportaron una tasa de extrusion del 42,1%,
con una extrusion major en el 75% de sus pacientes. Lee at al.”®! reportaron una me-
dia de extrusion del 33%, porcentaje similar al apreciado en el grupo A del presente
trabajo, mientras que el grupo B reporta una porcentaje considerablemente menor de
pacientes con extrusiéon major. El grupo fijado con suturas (A) tuvo una tasa del 36,3%
de extrusion, estadisticamente superior al 28,13% presentado por el grupo fijado con
soporte 6seo (B). A pesar de que basado en la literatura comentada previamente el
grado de extrusiéon no parezca clinicamente relevante, el grupo A presenté dos veces
mas casos de extrusiéon major. Estos hallazgos sugieren que la fijacién con suturas tie-
ne mayor tendencia a la extrusion del injerto. Y si bien se debe tener presente que no
se conoce aun el efecto a largo plazo de esta extrusién del injerto, teéricamente podria
comportar efectos nocivos en el cartilago articular. Ademas se especula sobre si esta
extrusion puede comportar pérdida de resistencia del tejido meniscal y predisponer a

su degeneracion, rotura o pérdida de fijacién meniscocapsular’.

6.2. Preservacion del injerto

En cuanto al método de preservacion del injerto meniscal para el TMA, el principal
hallazgo fue que la suplementacion del medio de cultivo con ITS mostr6é una expre-
sion genética mas similar a la del grupo control que la conseguida con sumplemen-
tacion con FBS y ademas no se alterd la red de colageno, datos que confirmaron nues-

tras hipotesis iniciales de trabajo.

El coldgeno tipo I (la proteina mds importante en la matriz extracelular)®” se incre-

menté significativamente en el grupo FBS. Actualmente se desconoce si este gran
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aumento de colageno puede conducir a un menisco fibrético. En el estudio del agre-
cano, el proteoglicano mas importante en la matriz extracelular, no hubo diferencias
en la cantidad del mismo a lo largo de las 4 semanas de analisis entre los tres grupos
estudiados. Esto contrasta con trabajos previos'***** en los cuales la sintesis de pro-
teoglicano bajaba drasticamente a las 4 semanas, sugiriendo una pequefia ventana

de seguridad de entre 10 y 14 dias para la implantacién de un injerto meniscal viable.

El colageno tipo Il se halla en mas proporcién en la parte interna del menisco®, a pesar
de ello la importancia de esta proteina para la matriz extracelular no es bien conoci-
da. En este caso, el medio FBS mostré tener mejor expresion de colageno tipo Il que el

medio suplementado con ITS.

Este estudio representa uno de los primeros en evaluar la expresiéon génica de las
proteinas tras un periodo de cultivo. Verbruggen et al.*** compararon el metabolismo
celular de meniscos humanos cultivados en un medio suplementado con suero fetal
bovino al 20% con otro medio de cultivo libre de suero. Concluyeron que el menisco
mantenia sus condiciones viables hasta dos semanas con este suero fetal bovino, por-
que en periodos mas largos de tiempo el nivel de proteoglicanos decrecia considera-
blemente. Para estudiar el metabolismo celular, los autores mencionados estudiaron
el grado de sulfato que se habia incorporado a los proteoglicanos. Por el contrario en
esta investigacion la viabilidad de los fibroblastos fue estudiada evaluando la capaci-

dad de producir colageno tipo I, [T y agrecano.

El método utilizado expresa la produccién exacta de estas proteinas en un momento
especifico, por lo que resulta una técnica con una alta sensibilidad. Esta alta sensibili-
dad, la alta variabilidad celular y de distribucién de las proteinas entre los meniscos e
incluso en diferentes zonas de cada menisco®, asi como el hecho de que Verbruggen
et al. ™ no evaluaran la expresién génica a las 2 semanas, representan importantes

diferencias con el estudio que se presenta.

En la literatura podemos hallar numerosos estudios que describen la distribucién de

los distintos tipos de coldgeno en el menisco®”*3>**, La proteina de coldgeno represen-
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ta el 70% del peso seco de menisco. De éste, el 70% representa colageno tipo I. A pesar
de que no queda clara la funcién del coldgeno tipo II, su localizacién especifica en la
el tercio interior del tejido meniscal, probablemente como consecuencia de la esti-
mulaciéon mecénica, puede sugerir una funcién arquitectural mucho mas importante
de la planteada en un inicio. En este estudio, la baja (y en algunos casos incluso nula)
expresion génica de colageno tipo II en ambos medios a las 4 semanas podria inter-
pretarse como una desventaja importante con respecto a la capacidad de mantener

una arquitectura de red de coldgeno normal.

La estructura de la red colageno ha sido evaluada mediante la escala CMA propuesta
por Gelber et al.** y mediante la medicion de las fibras de colageno tanto en su didme-
tro transversal como longitudinal. La fiabilidad interobservador fue calculada, siendo
en éste estudio moderada, en contraste con resultados superiores obtenidos en un
estudio previo®. No se hallaron diferencias entre los tres grupos a estudio en cuanto a
puntuacién de la escala CMA o en el tamafio de las fibras de coldgeno en las secciones
meniscales estudiadas. Esto sugiere una buena preservacién de la red coldgena en
ambos medios de suplementacién, aunque se observd un leve aumento en el tamafio
delas fibras en los medios utilizados (FBS y ITS). Esto puede estar justificado por el he-
cho de que las fibras de colageno estuvieron embebidas en un medio acuoso durante
28 dias. Aligual que otros estudios se objetivé integridad ultraestructural de lared de

coladgeno a las 4 semanas®®*®.

La criopreservacion y la ultra-congelacién son dos técnicas diferentes ampliamente
utilizadas para preservar el tejido meniscal. Parece ser que la criopreservacién man-
tiene la arquitectura de lared colagena intactay comporta un grado variable de super-
vivencia celular. Por otro lado la congelacién simple en este aspecto tiene estudios a
favory en contra®*#. Un punto clave a tener en cuenta para los resultados funcionales
del trasplante meniscal es la viabilidad de las células para repoblar el injerto meniscal
y sintetizar matriz extracelular®. Con esto se consigue que las células trabajen ade-
cuadamente, sean capaces de remodelar y mantener la matriz extracelular y por lo

tanto puedan retener las propiedades biomecanicas del menisco. Hay estudios con-
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tradictorios en relacion con el tiempo necesario para la repoblacién celular del injer-
to meniscal. Arnozcky et al.**° demostraron que este proceso es lento y en ocasiones
incluso incompleto. Mostraron como tras 6 meses el centro del menisco congelado
trasplantado permanecia acelular. Ademas Verdonk et al."* mostraron que el ADN
del donante puede ser detectado hasta 64 meses tras el trasplante. Se demostré que
éste ADN del donante se hallaba en el borde interior de los meniscos (regiéon en donde
se retiene mayor actividad biolégica), sugiriendo que las células del donante sobrevi-
virfan durante un largo periodo de tiempo. En contraste, Jackson et al.** observaron
que las células de huésped rapidamente repoblaban el menisco trasplantado y que no
quedaba evidencia de las células del donante en la matriz extracelular del menisco a
largo plazo. Estudios realizados a largo plazo en el TMA con técnicas de criopreser-
vacion o de congelacion simple no han mostrado diferencias en comparaciéon con la
viabilidad el trasplante®#*?¢2. Por lo tanto, cuando se realiza un trasplante meniscal,

la calidad relativa a la celularidad o al colageno es desconocida.

El medio suplementado con FBS ha sido ampliamente usado para preservar tejido
meniscal en estudios de laboratorio?®?733, A pesar de ello, su composicién no es bien
conocida ya que es producida a través de suero bovino y depende del animal sacrifi-
cado. Este medio no puede ser usado cuando el menisco debe ser trasplantado a un
humano y en estos casos se obtiene suero de huésped para suplementar el medio del
menisco. Es relativamente dificil obtener menisco fresco del banco de tejidos ya que
solo se dispone de una ventada de dos semanas para el trasplante del mismo. Contra-
riamente al FBS, el ITS, tiene una composicién bien conocida y se usa ampliamente

para la preservacion de tejido humano3+143,

Con los datos obtenidos en el presente estudio parece demostrarse que el ITS puede
usarse para conservar el tejido meniscal en lugar del suero del donante al menos tras

4 semanas desde su obtencion.

Losresultados del estudio sugieren que la suplementacién con ITS podria ser utiliza-

daenlugar de suerodel huésped con el fin de preservar el tejido meniscal. Como se ha
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demostrado que la arquitectura de red de coldgeno y metabolismo de las proteinas de
coldgeno de tipo I y agrecano se mantienen al menos 4 semanas sin tener en cuenta
la practica ausencia de coldgeno de tipo I, la solucién de insulina-transferrina-sele-
nio podria ser considerada como un buen complemento para preservar el tejido me-
niscal humano. Los estudios en animales deberian ser el siguiente paso con el fin de
averiguar si se pueden crear bancos de meniscos frescos utilizando medios ITS. Esto
permitiria prolongar el tiempo entre la obtencién del injerto meniscal y su colocacién
en una rodilla huésped. La relevancia clinica de este estudio radica en que la suple-
mentacién del medio de cultivo con ITS puede ser utilizado en lugar de FBS o suero
de huésped en la preservacion del injerto meniscal. Esto puede hacer que el trasplante

meniscal fresco sea menos complicado logisticamente de realizar.

6.3. Limitaciones de los estudios presentados

Los estudios presentaron algunas limitaciones, como que aun siendo estudios pros-
pectivos, los grupos no fueron aleatorizados. Los primeros 33 pacientes fueron ad-
judicados al grupo A y los siguientes 55 pacientes al grupo B. Es légico pensar que
la curva de aprendizaje en la técnica del TMA podria haber tenido cierta influencia
en los resultados. A pesar de ello todos los casos se siguieron longitudinalmente con
exploracion clinica y radiografica, siendo ambos grupos comparables en las variables
que los definen. Otra limitacién importante es la inclusién de pacientes con patologia
asociada como reconstrucciones del LCA asi como la falta de un grupo control. Ana-
lizar el grado de extrusién con imagenes estaticas en dectbito supino representa otro
punto cuestionable del estudio. Boxheimer et al.*** objetivaron que durante el movi-
miento postero-anterior del menisco durante la flexién se produce un mayor grado de
extrusion con el paciente en bipedestacion. A pesar de ello, la utilizaciéon de iméagenes
de RM en decubito supino es una limitaciéon habitual en estudios de estas caracteris-
ticas™22145. Ademads, el hecho que esta condicién se repitié invariablemente en todos

los individuos estudiados minimiza el posible impacto de la misma.
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En cuanto al estudio de la preservaciéon del injerto caben destacar algunas limitacio-
nes. La principal es la gran variabilidad existente entre cada menisco. Esto puede ser
debido a que el tejido meniscal ha sido obtenido de pacientes de edad avanzada. A
pesar de que fue obtenido en buenas condiciones macroscépicas, el menisco en pa-
cientes de 70 afios ya ha comenzado su proceso degenerativo. Incluso en el entorno
clinico se espera una alta variabilidad en los componentes de colageno y células de
los aloinjertos. Sin embargo, las mismas muestras se utilizaron como grupos experi-
mentales y grupos controles para minimizar asf cualquier posible sesgo. Otra posible
explicacién para la gran variabilidad observada podria ser que la viabilidad celular se
evalué mediante la expresion de genes en lugar de la cantidad total de proteina sin-
tetizada durante las 4 semanas de estudio, que como se comento previamente es una
técnica de muy alta sensibilidad. Otra limitacién fue que aunque los didmetros de las
fibrillas de coladgeno se midieron con la ayuda de un calibre digital de alta precision,
esto se hizo manualmente, lo cual podria haber sido mejorado con la ayuda de algin

software de analisis de imagen?®.

A pesar de las limitaciones mencionadas los trabajos presentados mostraron tres im-

portantes hallazgos no descritos previamente en la literatura:

1. Fue la primera comparacién clinica, radiografica y funcional descrita en la litera-
tura entre fijacién sélo con suturas versus fijaciéon asociada con soporte 6seo, en

dos grupos comparables de pacientes e intervenidos por el mismo cirujano.

2. Fuelaprimeravez que se relacioné el porcentaje de extrusién meniscal con el tipo

de fijacion utilizado en TMA.

3. Fue el primer trabajo que presenté un medio alternativo de preservacion del injer-

to fresco.
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7. CONCLUSIONES

TRABAJO n.1: Abat E Gelber PE, Erquicia J, Tey M, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC.
Prospective comparative study between two different fixation techniques in meniscal allo-

graft transplantation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2013 Jul;21(7):1516-22.

El trasplante meniscal alogénico obtuvo buenos resultados radiograficos y funciona-

les con las dos técnicas de fijacion estudiadas a medio plazo.

Ninguna delas dos técnicas de fijacién mostraron diferencias funcionales o radiograficas.

Se present6 una tasa considerablemente mayor de complicaciones en los injertos fi-
jados con suturas sobre aquellos en los que se asoci6 fijaciéon 6sea, aunque estas no

alcanzaron diferencias estadisticas.

Los datos obtenidos sugieren que se alcanzan resultados funcionales similares entre
los métodos de fijacion, pero las roturas del injerto tienden a ser mas frecuentes en los

injertos fijados sin soporte 6seo.

TRABAJO n.2: Abat E, Gelber PE, Erquicia J, Pelfort X, Gonzalez-Lucena G, Monllau JC.

Suture-Only Fixation Technique Leads to a Higher Degree of Extrusion Than Bony Fixation

in Meniscal Allograft Transplantation. Am J Sports Med. 2012 Jul;40(7):1591-6.

Los injertos meniscales fijados con suturas en el TMA presentaron un mayor grado
de extrusién que aquellos en los que se les asocia fijacién 6sea. Este mayor grado de

extrusién no tuvo influencia con los resultados funcionales obtenidos con el TMA.

Se produjeron considerablemente mas casos de roturas del injerto en aquellos TMA

fijados con suturas, aunque sin alcanzar la significacion estadistica.
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TRABAJO n.3: Gelber PE, Torres R, Garcia-Giralt N, Erquicia J, Abat E Monllau JC.
Host serum is not indispensable in collagen performance in viable meniscal transplanta-

tion at 4-week incubation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2012 Sep;20(9):1681-8.

El medio suplementado con insulin-transferrin-selenio fue al menos tan eficaz como
el medio suplementado con suero fetal-bovino en la preservacién de la arquitectura
de la red del tejido meniscal. La expresion génica de las proteinas estudiadas fue si-
milar en el grupo de ITS a la observada en el grupo control a las 4 semanas. Desde un
punto de vista logico, la suplementacién con ITS podria ser una mejor y mas accesible
alternativa como suplemento para un medio de cultivo orientado a la preservacién

del tejido meniscal que la FBS o suero del huésped in vivo.
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Abstract

Purpose To compare the functional and radiographic
results between two different horn fixation techniques for
meniscal allograft transplant.

Methods This is a prospective study of 88 meniscal
allograft transplants with a mean 5-year follow-up. Forty
transplants were performed on the medial compartment and
48 on the lateral compartment. The same surgeon per-
formed all surgeries. Thirty-three grafts were fixed only
with sutures (Group A) and 55 only with bony fixation
(Group B). Both groups were comparable in terms of age,
laterality, time since meniscectomy and preoperative
functional and radiographic status. Functional assessment
was done with Lysholm and Tegner scores and the Visual
Analogical Scale for pain. Joint space narrowing was
evaluated in the Rosenberg view.

Results There was a significant improvement in Lysholm,
Tegner and VAS scores without differences between Group
A and Group B (n.s.). Radiographic evaluation did not
show any joint space narrowing (n.s.). No differences in the
comparison of all the variables of the two compartments
were found. There were complications in 33.3 % of
patients in Group A that including 7 graft tears (21.4 %)
and in which there was an allograft failure rate of 9 %.
Group B showed complications in 16.4 % of the patients
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and included 4 graft tears (7.3 %, n.s.) with an allograft
failure rate of 3.6 %.

Conclusions Meniscal allograft transplantation with
either technique provided good functional and radiographic
results at mid-term follow-up. Both graft fixation methods
showed no differences relative to functional and radio-
graphic results. There was a considerably higher rate of
complications in transplantations performed with the only-
suture technique than those with bony fixation, although
the difference was not statistically significant with the
numbers available. The results suggest that similar func-
tional results should be expected whether the meniscal
graft includes bone plugs or not. However, graft tears seem
to happen more frequently if the MAT is performed
without bony fixation.

Level of evidence Prospective comparative study, Level
1L

Keywords Meniscectomy - Meniscal transplantation -
Meniscal allograft - Suture fixation - Bony fixation

Introduction

Total meniscectomy was the treatment of choice for a
meniscal rupture for a long period of time. Since Fairbank
described arthritic changes occurring in a meniscectomized
knee, which was later confirmed by others investigators [9],
more conservative techniques such as partial meniscec-
tomy and meniscal repair have increasingly been used.
More recently, in an attempt to replace the lost tissue and to
possibly prevent progressive deterioration of the joint,
meniscal allograft transplantation (MAT) was introduced
in clinical practice by Milachowsky et al. [23]. Since then,
good mid- and long-term results have been reported after
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MAT as a treatment for pain in the previously meniscec-
tomized compartment of the knee [11, 20, 24, 33, 36, 37].
Although MAT might offer a certain chondroprotective
effect in some cases, it is still a matter of controversy [7,
18, 19, 28, 30, 36].

Controversy regarding the best fixation method for the
graft still exists. Although it may be easier to secure the
graft with soft tissue alone (only-suture technique), cadaver
model research indicates that superior transmission of load
occurs when fixing the meniscal horns of the graft with
bone plugs (bony-fixation technique) [2, 6]. However, the
superiority of one fixation technique over another has not
been clinically demonstrated. McDermott et al. [22], in one
of the few clinical studies that compares different meniscal
graft fixation methods, reported similar results in the
reduction in articular stress using only sutures and bony
fixation in lateral meniscal transplantations. In the Verdonk
[35] or van der Wal et al. [33] clinical studies, good results
were reported on MAT without bone plugs. On the other
hand, authors like Stollsteimer et al. [29] and Hommen
et al. [16] reported good results with bony fixation.

The aim of this study was to compare the functional and
radiographic results as well as the complications observed
in MAT performed with 2 distinct allograft fixation tech-
niques (bony and only-suture fixation) in a short-term
prospective clinical study.

The first hypothesis of the work was that MAT would
give similar results with both techniques. The second
hypothesis was that both techniques would show a similar
complications rate.

Materials and methods

A prospective study of 88 consecutive patients was carried
out between 2001 and 2008. The senior surgeon (JCM)
performed all the surgical procedures. The average follow-
up period was 5 years (range, 2.5-10). The inclusion cri-
terion was joint line pain due to a previous total or subtotal

meniscectomy (postmeniscectomy syndrome). Malaligne-
ment was considered an exclusion criterion. Normal
alignment was considered up to 5° varus alignment and 7°
valgus alignment. Those patients who presented with an
Ahlbick greater than grade II in the Rosenberg view were
also excluded. An ACL-deficient knee was not considered
a contraindication if the ligament was reconstructed at the
same time as the transplant.

The series was composed of 56 men (64 %) and 32
women (36 %) with a mean age of 37.3 years (range,
15-51 years). Forty transplantations (45 %) were per-
formed to replace the medial meniscus and 48 (55 %) to
replace the lateral meniscus. Fifty-four (61 %) were per-
formed on right knees and 34 (39 %) on left knees. It was a
consecutive series in which the first 33 of the grafts
(37.5 %) were fixed with an only-suture technique (Group
A) and the following 55 cases (62.5 %) with associated
bony-fixation technique (Group B).

Both groups were comparable in terms of gender, age,
previous functional status, radiographic evaluation, time
since meniscectomy and number of previous surgeries
(n.s.) (Table 1).

Additional procedures were performed on 13 patients
(39 %) in Group A: ACL reconstruction in 8, microfracture
in 8 and chondral shaving in 9. On the other hand, 24
patients (43 %) in Group B had concomitant surgical
procedures: ACL reconstruction in 10, microfracture in 7,
hardware removal in 3 (Puddu osteotomy plate) and
arthroscopic cartilage repair with TruFit plugs (Smith and
Nephew, Andover, MA, USA) in 2.

The clinical research ethics committee of our institution
approved the study (10/090/1129). All the patients signed
an informed consent to participate in the study as well as
for the evaluation and publication of their results.

Type of graft

Fresh-frozen (—80 °C), non-irradiated, non-antigen-mat-
ched meniscal allografts [10] were used in this series.

Table 1 Description of both

groups Variables Group A Group B Sig. (p)
Sex (male/female) 27 %I73 % 40 %/60 % n.s.
Age (years) 388 £6.3 357+79 n.s.
Knee (R/L) 67 %/33 % 61 %/39 % n.s.
Compartment (med/lat) 42 %/58 % 46 %I154 % n.s.
Number of previous surgeries 1.5 £ 0.6 1.8 £0.7 n.s.
Time since meniscectomy (years) 112 £22 155+ 3.8 n.s.
Rosenberg pre-surgery (mm) 32+£08 3.05 £ 1.1 n.s.
Lysholm pre-surgery 654 +11.6 623 +9 n.s.

Values are presented as Tegner pre-surgery 3 (1-6) 3 (1-7) n.s.

percentages, mean + SD or VAS pre-surgery 6.4 +22 6.7+22 n.s.

median (range)
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Fig. 1 Medial meniscus allograft of a left knee. The sutures in both
horns pierced directly in the meniscal tissue (Group A). Inset
Meniscus corresponding to Group B; the suture is passed through a
1.5-mm transversal hole in the bone plug (asterisks) attached to the
posterior horn of the allograft

Local authorized tissue banks supplied the allografts.
Allograft sizing was done according to the morphometric
dimensions (weight and size) as well as the radiographic
measures of the donor and recipient’s knee as described by
Pollard et al. [25].

Surgical technique

The surgical technique was completely arthroscopic. In all
the cases, the previous meniscal resection was almost
complete. Two 6-mm bone tunnels were drilled at the
anatomic sites of meniscal insertion: one at the anterior
horn and the other at the posterior horn. In those allografts
corresponding to Group A, either No. 2 high-strength
sutures (FiberWire; Arthrex, Naples, FL) or No. 2 polyester
sutures (Ethibond; Ethicon, Somerville, NJ) with a Krac-
kow mattress were placed at both horns. In those patients
corresponding to Group B, a 6-mm-diameter and 10-mm-
long bone plug was left on each horn. Then, a transversal
1.5-mm tunnel was drilled in each bone plug, and a No. 2
FiberWire suture was passed through it (Fig. 1). One
additional vertical mattress suture was placed in each
allograft of both groups at the junction between the pos-
terior horn and the body of the meniscus. The posterior
horn suture was used to pull the meniscal allograft in place.
The additional vertical suture aids in situating the graft
because it is first retrieved from the posterolateral or pos-
teromedial corner with an outside-in technique and pulled
when the graft is being introduced into the joint. The

allograft was then well fixed to the rim using either an
inside-out technique with mattress sutures (SharpShooter;
ConMed Linvatec, Largo, FL) or an all-inside technique
(FasT-Fix; Smith and Nephew, Andover, MA). Both kinds
of sutures were oriented vertically whenever possible.
Finally, the sutures placed in the anterior and posterior
horns or through the bone plugs of each horn were tied
together over the tibia cortical surface.

Major concomitant procedures included treatment for
cartilage injuries and ACL reconstruction or revision. In
the case of localized Outerbridge grade IV cartilage inju-
ries, microfractures were made on the bone that had
undergone eburnation to promote a healing response.
Debridement and shaving were used in cartilage lesions
graded as III or less to obtain smooth articular surfaces.
When necessary, a standard arthroscopic ACL reconstruc-
tion was performed as a final step. This allowed for max-
imum joint line distraction, especially in stiff joints, at the
time of the transplant. The tibial bone tunnel for the ACL
graft was previously established to avoid wall breakage
between the different bone tunnels.

Rehabilitation protocol

Both groups followed the same rehabilitation protocol.
Partial weight bearing with a knee immobilizer was
allowed at 3 weeks and progressed to full weight bearing at
about 6 weeks. Patients returned to a normal workload by
the fourth month after surgery.

Functional and radiologic evaluation

Functional follow-up included the 100-point Lysholm
score as well as Tegner score. A ten-point Visual Ana-
logical Scale (VAS) for pain was also used. Patient satis-
faction was evaluated with a subjective score and graded as
very satisfied (4 points), satisfied (3 points), neutral (2
points), somewhat dissatisfied (1 point) and not satisfied at
all (0 points).

Radiographic assessment included long-standing X-ray
as well as the posteroanterior 45° flexion Rosenberg view.
Because one of the potential effects of MAT might be the
preservation of the cartilage, joint space narrowing in the
involved compartment measured at the beginning and at
final follow-up was focused on. The shortest distance
between the femoral condyle and the tibial plateau of the
involved compartment was measured preoperatively and at
latest follow-up in the Rosenberg view as a measure of
joint space narrowing. Measurements were carried out with
the ePACS viewer software (5.0; Real Time Image, San
Bruno, CA), which might improve the accuracy of the
measurement of the joint space width. However, it still
depended on the influence of radio-anatomical plane of
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measurement, degree of knee flexion, magnification and
angulation of the X-ray beam [5].

Functional as well as radiographic evaluation was car-
ried out by two independent observers who were blinded
for the type of allograft fixation used. It was done so
because, although the series are consecutive, the evalua-
tions of the radiographies and functional scores corre-
sponding to a similar a follow-up period were done at the
same time. Medial allografts were also compared with
lateral allografts at final follow-up. The intraclass correla-
tion coefficient for the radiographic evaluation was calcu-
lated. Values ranged between 0 (poor) and 1 (excellent)
[13].

Statistical analysis

Categorical variables are presented as percentages and
frequencies. Continuous variables are presented as aver-
age + standard deviation, maximum and minimum values.
Categorical variables are presented as a median (range).
Interobserver agreement was analysed using the intraclass
correlation coefficient (ICC). In those relevant cases, a
95 % confidence interval was calculated. The Pearson
correlation coefficient was also calculated. A Kolmogorov—
Smirnov analysis was performed to test for the normal
distribution of the difference between the preoperative and
postoperative scores. The inferential statistic applied was
the 7 test from a sample in order to compare the results with
a previous study. In the case of studying two situations (e.g.
medial vs. lateral compartment), a ¢ test for independent
data was employed. Likewise, the comparisons between
previous and posterior values were made with a “¢” test but
with paired data in this case. The level of significance was
set at 5 % (o = 0.05, p < 0.05). Statistical analysis was
performed using SPSS version 19.0 (SPSS Inc, Chicago,
Illinois).

Results

At a mean of 5 years (range, 2.5-10 years), all the 88
patients were available for follow-up.

Table 2 Comparison of functional and radiographic outcomes

Functional and radiographic results

An overall improvement was obtained in terms of Lys-
holm, Tegner and VAS scores. The Lysholm score
improved from 65.4 £ 11.6 to 88.6 £ 7 in Group A and
from 623 £9 to 91.2 & 6.9 in Group B, respectively
(p = 0.04). The median follow-up Tegner score signifi-
cantly improved from 3 (range, 1-6) to 6 (range, 3-8) in
Group A and from 3 (range, 1-7) to 6 (range, 2-9) in
Group B (n.s.). The average VAS score dropped 4.9 and
5.8 points in Groups A and B, respectively. The satisfaction
of the patients with regard to the procedure had a mean
overall degree of 3.7 & 0.3 points out of a maximum of 4.
No differences were observed when the two groups under
study were compared in any of the analysed variables
(Table 2). The radiographic evaluation with the Rosenberg
projection did not show any joint space narrowing (n.s.).
The intraclass correlation coefficient (0.89) as well as the
Pearson correlation coefficient (0.91) for the interobserver
agreement relative to the radiographic assessment qualified
both as excellent.

When the results were analysed by compartment (medial
vs. lateral), there were no differences found in any of the
studied variables (Table 3).

Complications

There were complications in 11 patients (33.3 %) in Group
A. Two patients developed arthrofibrosis who required
arthroscopic arthrolysis. There were also 2 cases of septic
arthritis that needed arthroscopic lavage plus specific
antibiotic therapy over a period of 6 weeks. In all the
aforementioned 4 cases, the transplanted menisci looked
viable and were kept in place. Due to graft tears, a second
surgery was necessary for the remaining 7 patients
(21.4 %). Four of them had later loss of allograft fixation
requiring new fixation. In the other 3 cases of graft tears,
the allograft had to be completely removed. This represents
an allograft failure rate in this group of 9 % (3 out of 33).

In Group B, there were complications in 9 patients
(16.4 %). They included 3 arthrofibrosis and 2 infections.
In these 5 cases, the transplanted grafts were also viable

Variables Group A Group B Sig. (p)
Lysholm (pre—post) 654 + 11.6-88.6 + 7 62.3 +£9-91.2 £ 6.9 n.s.
Tegner (pre—post) 3 (1-6)-6 (3-8) 3 (1-7)-6 (2-9) n.s.
VAS (pre—post) 6.4 +2-15+12 6.7+2-09+13 n.s.
Radiographic joint space narrowing (mm; pre—postoperative) 32+1232+£19 31 £1.535+£15 n.s.
Satisfaction 3.6+02 3.8+02 n.s.

Tegner scores are shown as median (range). The remaining variables are shown as mean + SD
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Table 3 Postoperative functional outcomes comparing medial versus lateral meniscal transplantation

Group A Group B p value
Medial Lateral Medial Lateral
Lysholm 884 75 89 £9.2 892+ 74 932 +62 n.s.
Tegner 6 (3-8) 6 (3-8) 6 (3-9) 7 (1-9) n.s.
VAS 14+15 1.8+ 13 09+ 1.1 09+ 14 n.s.
Satisfaction 3.6 £ 031 35+05 3.8+04 37+05 n.s.

Tegner scores are shown as median (range). The remaining variables are shown as mean £+ SD

and kept in place after arthroscopic arthrolysis or arthro-
scopic lavage plus specific antibiotic therapy for 6 weeks.
There were graft tears in 4 patients (7.3 %). Two of these
graft tears could be saved after re-fixation. The remaining 2
meniscal allograft that developed tears had to be com-
pletely removed. They represent an allograft failure rate in
Group B of 3.6 % (2 out of 55). However, the difference in
graft failures between Group A (9 %) and Group B (3.6 %)
was not statistically significant with the numbers available
(n.s.). This was also true with the graft fixation failure,
which included not only the grafts that had to be finally
removed but also those graft that had to be refixed (n.s.).

Discussion

The most important finding of the current study was that no
differences were observed in terms of pain, functionality
and joint space narrowing between the two different
methods of graft fixation investigated. This confirms our
initial hypothesis. However, the second hypothesis was
refuted because a considerably higher complication rate,
although without statistical significance, was observed in
the group in which the allografts were fixed only with
sutures.

The main difference between the two performed tech-
niques was found in the percentage of complications
observed between groups. MAT fixed with an only-suture
technique showed a complications rate that was 3 times
greater than MAT performed with a bony-fixation method.
The literature reports a complication rate of 045 % [14].
This high variation depends on what is considered a
complication. However, the most frequent complication
reported in MAT is tearing of the allograft. In a review of
15 series evaluating the clinical outcome of meniscal
transplantation, Matava et al. [21] found a tear rate of
8.2 %. Our series has shown an overall tear rate of 12.5 %.
However, a clearly lower tear rate was observed in those
implants fixed with bony plugs (7.2 %) in comparison with
those fixed with sutures (21.2 %). This difference might be
due to the greater stability of the implant when bone fix-
ation was used [29]. In the case of infections, while some

series have not reported any cases, some others reached a
rate of 4.5 % [23], which coincides with the infection rate
observed in the present study. The fact that the graft could
be finally kept viable in place in all the patients who
developed septic arthritis showed the concordance with a
reported study, which suggested that early aggressive
arthroscopic debridement and repeated irrigation with graft
retention can be an effective treatment regimen in these
cases [4].

The overall complication rate was 22.7 % (20 of 88).
This percentage is not worse than the complication rate
observed after standard arthroscopic meniscal repair [31].
More in detail, the complication rate of Group A was
considerably worse (33.3 %) in comparison with the
complication rate observed in Group B (16.4 %). However,
following the criteria of Van Arkel and de Boer [32], which
considers not only meniscal retention but also good knee
function, our global allograft survival rate was 92.4 % at a
mean 5 years postoperatively.

Allograft fixation techniques continue to be the subject
of debate. Although it may be easier to secure the graft by
soft tissue alone, cadaver model research indicates that
superior transmission of load occurs when fixing the
meniscal horns of the graft with bone plugs [2, 5]. How-
ever, other experimental studies have shown good healing
of the transplanted allograft when both horns are sutured
without bone plug fixation [8, 26]. Some authors have
otherwise suggested introducing the graft through the
patellar tendon [39] or to plicate the capsule arthroscopi-
cally [17] in order to improve the biomechanical charac-
teristics of the graft. Hunt et al. [16], in an experimental
investigation comparing grafts fixed with and without bone
plugs, showed no differences in terms of the mean pullout
strength in a cadaveric model. There are also clinical
studies in which satisfactory results have been obtained
with the only-suture technique [11, 20, 33-35, 37] as well
as with bony fixation [12, 18, 29, 38]. Interestingly enough,
although a different degree of reproducibility of the men-
iscal belt might be expected, similar functional outcomes
were also observed when the only-suture technique was
performed with simple peripheral sutures without any horn
fixation [33-35, 37] or including horn fixation through
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tibial tunnels [14, 20], as was performed in the present
study. One of the few clinical studies comparing both fix-
ation techniques did not find any functional differences
[15]. This was in agreement with the similar functional
results obtained in the current study with the use of both the
soft-tissue and bony-fixation techniques.

It has also been reported that lateral allografts yielded
better functional scores than medial allografts [30]. How-
ever, this was in contrast to the results observed in the
present investigation and in agreement with other studies
[1, 11, 14, 36], where lateral and medial MAT scored
similarly in all the analysed variables.

Most of the authors have found pain relief and func-
tional improvement to be the main benefits of MAT. This
has been demonstrated not only during the first years after
the procedure [1, 11, 20, 29, 36, 40], but also in a long-term
follow-up [7, 15, 33, 35, 37]. Similarly, a significant
improvement in the functional evaluation as well as in pain
measured with a VAS in the two studied groups was found.

One limitation of this work is that, although prospective,
the study was not randomized as the first 33 patients were
assigned to Group A and the following cases to Group B.
Thus, the learning curve may have had a certain relation-
ship to the obtained results. However, all cases were fol-
lowed longitudinally through all the clinical and radiologic
aspects and both groups were also comparable in terms of
age, gender and radiographic and functional preoperative
state. In addition, although the series were consecutive, the
evaluations were done at the same time by two independent
observers who were blinded for the type of allograft fixa-
tion used.

Another important limitation is that the studied groups
included patients undergoing isolated MAT as well as
patients with concomitant ACL reconstruction to address
not only their meniscal problems but also concurrent lig-
amentous deficiencies. This is an obvious limitation that
makes a more accurate assessment of the transplantation
difficult because combined procedures introduce a degree
of performance bias into the results. On the basis of the
interdependence of ACL reconstruction and meniscal sur-
gery on knee function [3], patients undergoing a combined
procedure would be more likely to have an improved
outcome compared with those with unaddressed knee
instability who are undergoing isolated MAT. Neverthe-
less, the added morbidity of these concurrent surgical
procedures may diminish the likelihood of a successful
outcome or presents a higher rate of complications [27, 28].
In addition, ACL reconstruction was performed in similar
percentages of patients in both groups. Future investigation
comparing isolated MAT versus a MAT procedure with
concomitant ACL reconstruction or other concomitant
procedures should be addressed. Finally, there was no
postoperative magnetic resonance imaging evaluation. It
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could have permitted the assessment of the healing process
and also the degree of graft extrusion in the two fixation
techniques.

Regardless of the aforementioned limitations, our study
provides one of the first comparisons between a group of
MAT fixed only with sutures versus another group of MAT
fixed with bone plugs in which all the surgeries were
performed in comparable groups of patients by the same
surgeon.

Conclusion

Meniscal allograft transplantation performed with either of
the evaluated fixation methods provided good functional
and radiographic results at mid-term follow-up. Both graft
fixation techniques showed no differences relative to
functional and radiographic results. There was a consid-
erably higher rate of complications in transplantations
performed with the only-suture technique than those that
included bony fixation, although the difference was not
statistically significant with the numbers available.

The results suggest that similar functional results should
be expected if the meniscal graft includes bone plugs or if
it does not. However, graft tears seem to happen more
frequently if the MAT is performed without bony fixation.
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TRABAJOn.2

Suture-Only Fixation Technique Leads to
a Higher Degree of Extrusion Than Bony
Fixation in Meniscal Allograft Transplantation

Ferran Abat,* MD, Pablo Eduardo Gelber,**' MD, PhD, Juan Ignacio Erquicia,* MD,

Xavier Pelfort,¥ MD, Gemma Gonzalez-Lucena,* MD, and Juan Carlos Monllau,*¥ MD, PhD
Investigation performed at the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau; and the ICATME-Institut
Universitari Dexeus, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain

Background: Most of the published series of transplanted menisci have consistently shown some degree of allograft extrusion.
The speculation is that this meniscal extrusion may be caused by the soft tissue technique used to fix the allograft.

Hypothesis: The percentage of extruded meniscal graft would be higher if the allograft were only fixed with sutures rather than
with associated bony fixation.

Study Design: Cohort study; Level of evidence, 2.

Methods: We performed a prospective series of 88 meniscal allograft transplantations. Thirty-three of the grafts were fixed with
the suture-only technique (group A). The remaining 55 cases were performed with the bone plug method (group B). All patients
were studied with magnetic resonance imaging (MRI) at a minimum 3 years’ follow-up to determine the degree of meniscal extru-
sion. The time between surgery and MRI evaluation was 40 months (range, 36-48 months) in both groups. Meniscal extrusion was
measured on coronal MRI. The percentage of the meniscal body width that was extruded was calculated. The average percent-
age of extrusion for each group was compared. The Lysholm score was analyzed in relation to the fixation method and degree of
meniscal extrusion. Tears of the allograft that required surgical intervention were also reported.

Results: The average percentage of meniscal tissue extruded in group A was 36.3% * 13.7% without differences between the
medial (35.9% * 18.1%) and lateral (38.3% = 14.4%) compartments (P = .84). Group B had a mean 28.13% * 12.2% of the
meniscal body extruded without differences between the medial (25.8% =+ 16.2%) and lateral (30.14% = 13.5%) compartments.
A higher percentage of extruded meniscal tissue was found in group A than in group B (P < .001). No association between the
degree of meniscal extrusion and the functional score was observed (P = .4). Graft tears were observed in 21.4% of the cases in
group A and in 7.3% of the cases in group B (P = .09).

Conclusion: A meniscal allograft fixed with the suture-only technique showed a significantly higher degree of extruded meniscal
body than that fixed with the bony fixation method, with no influence on the functional outcome. There was also a considerably
higher rate of graft tears observed in those menisci fixed only with sutures, although this difference was not statistically significant
with the numbers available.

Keywords: meniscal transplantation; meniscal extrusion; meniscal allograft; meniscal fixation

The transplantation of a meniscus as a free graft was One of the goals of a meniscal transplant is to restore the
developed in Germany in the mid 1980s?! in an attempt mechanical properties of the meniscectomized knee. Most
to replace damaged tissue and to prevent progressive dete- cadaveric studies have shown that secure anatomic fixa-

11,17 tion of bone plugs is required to restore the normal contact

mechanics for medial and lateral allografts, whereas the
joint load distributions are similar to meniscectomized

rioration of the joint that occurs after meniscectomy.
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TABLE 1
Composition of Both Groups Before Surgery®

Variable Group A Group B Significance (P)
Age, y 38.8 + 6.3 35.7 = 17.9 .06
Gender, male/female, % 27/73 40/60 12
Lysholm 65.4 = 11.6 623+ 9 .03
Tegner 3.1+21 34 14 21
Visual analog scale 6.4 +2 6.7+ 2 .07
Radiographic joint space narrowing, mm 3.2+ 12 31+15 44
Ahlback grade 0/I/11, % 9.1/54.5/36.4 12.7/49.1/38.2 .18

“Values expressed as mean *+ standard deviation unless otherwise indicated.

allograft transplantation, extrusion of the graft might min-
imize some of its beneficial effects.

There is no agreement with respect to the amount of
meniscal subluxation that can be considered physiological.
Several studies used 3 mm as a threshold value for menis-
cal extrusion.®® However, instead of a fixed measure and
to standardize the results, Miller et al?? defined meniscal
extrusion as when more than 25% of the meniscal body
width is beyond the tibial margin. However, the percent-
age that can be considered as normal in cases of meniscal
allograft transplantation is still controversial.

Little about the incidence and predisposing factors rela-
tive to meniscal extrusion has been described. Osteoarthritic
knees are known to present a high incidence of meniscal
extrusion.* However, it has been recently demonstrated
that meniscal extrusion is much more common in nonos-
teoarthritic knees than had been previously thought.?®

Most of the published series of transplanted menisci
showed good knee function but consistently showed some
degree of allograft extrusion.**'%33 It has been speculated
that this meniscal extrusion could be caused by the soft tis-
sue technique used to fix the allograft.® This is still a spec-
ulation, and it might be, in part, because of the lack of
clinical studies comparing meniscal extrusion in meniscal
grafts fixed only with sutures versus meniscal grafts that
include bony fixation.

The aim of this study was to determine, on a midterm
basis, whether the fixation method of the transplanted
menisci had any influence on the degree of meniscal extru-
sion. The hypothesis was that the percentage of extruded
meniscal graft would be higher if the allograft was only
fixed with sutures.

MATERIALS AND METHODS

Between 2001 and 2008, a prospective study was performed
on 88 consecutive patients who underwent meniscal allo-
graft transplantation (MAT). The senior surgeon (J.C.M.)
performed all the surgical procedures. Informed consent
was obtained from each patient following the guidelines
laid down by our local Ethics Committee. The inclusion cri-
terion was joint line pain due to a previous meniscectomy.
Although no relationship has been established between
malalignment and meniscal extrusion, malalignment was

considered an exclusion criterion. Normal alignment was
considered up to 5° varus alignment and 7° valgus align-
ment. Patients who had an Ahlbick grade? greater than
grade II with posteroanterior 45° flexion weightbearing
radiographs were also excluded. Finally, only patients
with a body mass index below 30 were included.

The series was composed of 56 men (64%) and 32 women
(36%) with a mean age of 37.26 years (range, 15-51 years).
Forty transplantations (45%) were performed to replace
the medial meniscus and 48 (55%) to replace the lateral
meniscus. Fifty-four (61%) were performed on right knees
and 34 (39%) on left knees. The first 33 of the grafts
(37.5%) were fixed with a suture-only technique (group
A) and the following 55 cases (62.5%) with associated
bony fixation (group B). Both groups were comparable in
terms of age, gender, and radiographic as well as func-
tional preoperative state (Table 1).

Surgical Technique

Fresh-frozen (—80°C), nonirradiated, non—antigen matched
meniscal allografts were used in this series. Local authorized
tissue banks supplied the allografts. Allograft sizing was
done according to the method described by Pollard et al. %
The surgical technique was completely arthroscopic.
Two 6-mm bone tunnels were drilled at the anatomic sites
of meniscal insertion: one at the anterior horn, and the
other at the posterior horn. In those allografts correspond-
ing to group A, No. 2 high-strength sutures (FiberWire,
Arthrex, Naples, Florida) with a Krackow mattress were
placed at both horns. In those patients corresponding to
group B, a 6-mm-diameter and 10-mm-long bone plug
was left on each horn, and a No. 2 FiberWire suture
(Arthrex) was passed through a 1.5-mm tunnel drilled
transversally in each bone plug. One additional vertical
mattress suture was placed at the junction between the
posterior horn and the body of the meniscus in every allo-
graft of both groups. The posterior-horn suture was used to
pull the meniscal allograft in place. The additional vertical
suture aids in situating the graft because it is first
retrieved from the posterolateral or posteromedial corner
with an outside-in technique and pulled when the graft is
being introduced into the joint. The allograft was then
well fixed to the rim by use of either an inside-out tech-
nique with vertical mattress sutures (SharpShooter,
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ConMed Linvatec, Largo, Florida) or an all-inside tech-
nique (FasT-Fix, Smith & Nephew, Andover, Massachu-
setts). Finally, the sutures placed in the anterior and
posterior horns or through the bone plugs of each horn
were tied together over the tibial cortical surface.

Magnetic Resonance Imaging (MRI) Evaluation

To determine the degree of meniscal extrusion, all 88
patients underwent an MRI examination on the operated
knee joint in the supine position with full knee extension
before surgery and between 36 and 48 months of follow-
up. All studies were performed with a 1.5-T superconduct-
ing magnet (Prestige 2T, Elscint, Haifa, Israel) using
a knee-specific circular coil. A positioning device for the
ankle was used to ensure uniformity. The standard knee
protocol for each patient consists of the following sequence:
axial fast spin echo T2-weighted with fat saturation (repe-
tition time [TR], 2300 msec; echo time [TE], 30 msec; flip
angle [FA], 90°; slice thickness [ST], 3 mm; field of view
[FOV], 20 cm), coronal fast spin echo intermediate-
weighted (TR, 2500 msec; TE, 30 msec; FA, 90°; ST, 4
mm; FOV, 18 cm), sagittal spin echo intermediate-
weighted (TR, 700 msec; TE, 14 msec; FA, 90°; ST, 4 mm;
FOV, 18 cm), and sagittal fast spin echo T2-weighted
with fat saturation (TR, 2500 msec; TE, 85 msec; FA,
90°; ST, 4 mm; FOV, 18 cm).

The MRI scans of the cases were individually evaluated
twice by 2 of the authors and then averaged. It was per-
formed using the PACS workstation (Centricity Enterprise
Web V3.0, General Electric Healthcare, Milwaukee, Wis-
consin). The evaluators were blinded to the type of MAT
fixation technique by only allowing them to observe the
selected coronal image. Thus, these authors could not scroll
through the MRI scans, as it would have allowed them to
see when any bone plug was present. The intraclass corre-
lation coefficient was calculated. Values ranged between
0 (poor) to 1 (excellent) agreement.

Based on the work performed by Puig et al,?® meniscal
extrusion was measured in those coronal images where
extrusion was maximum with the use of an MRI-generated
scale on each image. Those coronal images usually coincided
at the level of the corresponding collateral ligaments.?®

The measurement was performed by first drawing 2
lines. The first one was a vertical line that intersected the
peripheral margin of the medial/lateral tibial plateau at
the point of transition from horizontal to vertical. Next,
a perpendicular line was drawn from the outer margin of
the meniscus to the former line. The perpendicular line’s
length in millimeters was defined as the amount of meniscal
extrusion.’ Based on the study performed by Costa et al,’
when subluxation of the meniscus was <3 mm, it was con-
sidered minor extrusion. Conversely, when the measured
extrusion was >3 mm, it was defined as major extrusion.
Afterward, the percentage of extruded meniscus size was
calculated to standardize the results (Figure 1). This was
performed by dividing each measurement of meniscal extru-
sion by the total measured width of the meniscus in the
same MRI scan.

Suture-Only Fixation Technique in Meniscal Allograft Transplantation 1593

Figure 1. Magnetic resonance image showing the used
method for meniscal extrusion calculation. Distance ab,
meniscal extrusion in mm; ab/acx100, percentage of menis-
cal extrusion.

The number of major and minor extrusions as well as
the percentage of extruded meniscal tissue observed were
compared between group A and group B. Then, the differ-
ences between the degrees of graft extrusion of the trans-
planted medial menisci versus the transplanted lateral
menisci into each group were also calculated.

Tears of the allograft that required surgical interven-
tion were also reported on. Functional evaluation at final
follow-up with the 100-point Lysholm score was also
reported and compared between groups. Although the
series is consecutive, the evaluations of functional scores
corresponding to a similar follow-up period were done at
the same time. This was possible as all the patients com-
pleted a Lysholm score questionnaire at each of their
yearly follow-up visits. In addition, the relationship
between the functional status and the percentage of menis-
cal extrusion was also calculated.

Statistical Analysis

Categorical variables are presented as percentages and fre-
quencies. Continuous variables are presented as mean *
standard deviation. Interobserver agreement was analyzed
using the intraclass correlation coefficient. In those rele-
vant cases, a 95% confidence interval was calculated. The
Pearson correlation coefficient was also calculated. The
relationships between categorical variables were described
with contingency tables. The inference was studied with
the x? test or Fisher exact test depending on what corre-
sponded. Meniscal extrusion rates and functional scores
were compared between the 2 groups using the Student
t test. Multiple linear regression analysis was used to
determine whether meniscal extrusion and functional
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TABLE 2
Differences in Major and Minor Meniscal Extrusion
Grades Between Groups

The American Journal of Sports Medicine

TABLE 3
Differences in Percentage of Meniscal Tissue
Extrusion Between Groups®

Extrusion Group A Group B Significance Group Group Significance
Grade (n =33) (n = 55) (P) Extrusion A B P)
Minor 9 knees (27.3%) 38 knees (69.1%) <.001 Global 36.3 = 13.7 28.13 = 12.2 <.001
Major 24 knees (72.7%) 17 knees (30.9%) <.001 Medial compartment 35.9 = 18.1  25.8 = 16.2 <.001

evaluation were associated. The meniscal extrusion of
medial and lateral compartments was defined as indepen-
dent or explanatory variables. Results of multiple linear
regression analyses were summarized using coefficients
of determination and P values.

Statistical analysis was performed using SPSS 19
(SPSS Inc, Chicago, Illinois). Statistical significance was
set at .05.

RESULTS

No patients were lost during follow-up. Based on the afore-
mentioned extrusion criteria, 47 knees (53.4%) had minor
graft extrusion (2.31 * 0.52 mm), and 41 (46.6%) had
major graft extrusion (3.85 *= 0.64 mm). However, while
group A showed grafts with major extrusion in 72.7% of
the cases, only 30.9% of the patients in group B had major
graft extrusion (P < .001) (Table 2).

The percentage of extruded meniscal tissue in group A
was 36.3% * 13.7%. No difference (P = .84) between the
medial (35.9% = 18.1%) and lateral (38.3% + 14.4%) com-
partments was observed. Group B had a mean percentage
of meniscal body with extrusion of 28.13% *+ 12.2%. Differ-
ences between the medial (25.8% =+ 16.2%) and lateral
(30.14% * 13.5%) compartments were not observed either.
When comparing the degree of meniscal extrusion with the
type of fixation employed, a higher percentage of extruded
menisci was found in group A in both compartments (P <
.001) (Table 3).

With regard to the functional results assessed with the
Lysholm score, an overall improvement was obtained. The
final follow-up score in group A was 88.6 = 7 and in group
B was 91.2 = 7 (P = .38). Additionally, when the Lysholm
score was compared with the degree of meniscal extrusion,
no relationship was observed (Pearson correlation coeffi-
cient, -1.117; P = .4).

There were 7 graft tears in group A (21% of the cases).
Four of them had later loss of allograft fixation requiring
refixation. The allograft had to be completely removed in
the remaining 3 cases, and they were obviously excluded
for the meniscal extrusion analysis. Conversely, in group
B, only 4 graft tears (7.3% of the cases) were observed after
a minimum follow-up of 40 months (P = .09). Two ruptures
of grafts required refixation, whereas the allografts had to
be completely removed in the remaining 2 cases. The intra-
class correlation coefficient (.89) as well as the Pearson cor-
relation coefficient (.91) for the interobserver agreement
both qualified as excellent.'®

Lateral compartment 38.3 = 14.4 30.14 = 13.5 <.001

“Values expressed as mean *+ standard deviation.

DISCUSSION

Transplanted menisci fixed with a suture-only technique
showed a higher percentage of extruded tissue than those
performed with the bony fixation technique. Although the
differences were small, this confirmed our hypothesis. In
addition, a considerably higher percentage of graft tears
were observed in group A. It is unclear whether the latter
is because of this higher tendency to extrude the menisci
only fixed with sutures. However, the higher graft extru-
sion and graft tear rate observed in group A might have
a relationship to the inferior biomechanical performance
reported in the literature when the meniscal allograft
does not include bony fixation.>"24

Although there is no agreement with respect to the
amount of meniscal subluxation that can be considered
physiological, most studies used a fixed measure of 3 mm
as a threshold value for meniscal extrusion.®® When
a native meniscus is subluxated more than 25%, it can
also be considered abnormal.?? Nevertheless, assessing
the percentage of allograft extrusion instead of a fixed
measure might be more reliable, as it avoids the influence
of the variability in knee sizes. While the percentage of
meniscal extrusion in MAT that can be considered as nor-
mal also remains controversial, the present study focused
on the differences in meniscal extrusion observed in the 2
fixation techniques performed instead of considering
whether the extrusion observed should be considered phys-
iological or not.

Most of the published series of transplanted menisci
showed good knee function but consistently showed some
degree of allograft extrusion. 1418242633 Whether MAT
provides some chondroprotective effect is up for debate,*°
but a recent experimental study with an animal model has
shown less cartilage degeneration after MAT compared with
meniscectomy.'® Some studies have suggested that allograft
extrusion may lead to increased degeneration of the carti-
lage and graft failure.?® Some relationship between menis-
cal allograft extrusion with a meniscal tear and early
osteoarthritis has also been found.** A higher degree of
medial meniscal extrusion in the symptomatic osteoarthritic
knee in comparison with the asymptomatic knee has been
also reported.’*'® It has been speculated that allograft
meniscal extrusion may be caused by the soft tissue tech-
nique used to fix the graft.® This is in agreement with the
results observed in the current study. However, no differen-
ces in clinical outcomes have been shown when analyzing
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the published series performed with different graft fixation
methods,'® which is also in concordance with the functional
results observed in the present investigation. This may be
attributable to several factors. First, the present study has
shown only small differences in meniscal extrusion between
the suture-only and bony fixation techniques. Second, other
MAT series were in contrast with our findings and have
shown the same proportion of graft extrusion with different
fixation techniques performed.'*®33 Third, no differences
in the progression of cartilage degeneration between the
group with graft extrusion and the one without graft extru-
sion have been reported.®* In addition, no radiological differ-
ences between the amount of extrusion and degree of joint
space narrowing have been recently documented.'® Finally,
and most importantly, meniscal allograft extrusion tends to
be stable over the long term, and clear clinical relevance has
not been proven to exist.’® This was also supported in the
present study when the degree of meniscal extrusion had
no influence on the functional outcome of the patients.

Meniscal subluxation can often be seen in nonarthritic
asymptomatic knees.*%?7 Although the reported ratio of
extrusion of native menisci is variable,'®?? it is clear that
meniscal extrusion is more common in transplanted
menisci than in normal knees.® Ha et al,'* in their series
of meniscal transplantation performed with a bony fixation
technique, reported a mean percentage of extruded menis-
cal tissue of 42.1% and a major extrusion rate in 75% of
their patients. This is similar to the results observed in
the suture-only fixation group of the present study. On
the other hand, the bony fixation group showed a consider-
ably lower degree of graft subluxation as well as a lower
percentage of patients with major extruded grafts in the
current investigation. A recent study performed by Lee
et al'® has shown a global extrusion percentage of 33%
and a mean relative graft extrusion percentage of 29.2%
at 6 weeks, 29.4% at 3 months, 32.4% at 6 months, and
31.9% at 1l-year follow-up in meniscal grafts performed
with bony fixation. This rate is similar to the results found
in the current investigation, but with a much longer follow-
up. However, it seems that the percentage of tissue extru-
sion does not progressively rise and tends to be stable over
time.!® The mean 36.3% of extruded meniscal tissue
observed in the group with only soft tissue fixation was sta-
tistically higher than the 28.13% seen in the group with
bony fixation. Although the slight difference might suggest
no clinical relevance, the major extrusion observed in
group A was twice that of group B. These findings suggest
that isolated soft tissue fixation more easily allows the
grafts to extrude.

The studies conducted by van Arkel et al®**2 showed, in
their series performed with an open technique and fixed
only with sutures, that the graft subluxated or even com-
pletely displaced over the peripheral border of the tibial
plateau in 87.5% of their cases. This was in close agree-
ment with the 70.6% extrusion rate observed in the Ver-
donk et al study®® performed with a similar surgical
technique, but after more than 10 years of follow-up.

Although those previous reports did not reveal correla-
tions between meniscal extrusion and other parameters,
meniscal extrusion may have adverse effects on long-term

Suture-Only Fixation Technique in Meniscal Allograft Transplantation 1595

clinical results. It has been speculated that this meniscal
extrusion might be caused by degeneration and tears of
the meniscus, reducing the resistance to hoop strain,® or
caused by the soft tissue technique used to fix the allo-
graft,® leading to loosening of the graft’s meniscocapsular
attachment.® Thus, improvement in the surgical techni-
ques and biomechanical studies of these phenomena are
necessary to reduce or prevent these effects. Lee et al'®
suggested various techniques to reduce meniscal extru-
sion, including the use of the bone plug method to achieve
firm fixation. In fact, the current study is the first inves-
tigation of MAT that reports a difference in meniscal
extrusion between 2 different fixation techniques.
Although not statistically significant probably because
of its low occurrence, it also shows a considerably higher
graft tear rate in those menisci fixed only with sutures.
This might suggest a cause and effect relationship
between the suture-only fixation, graft tears, and extru-
sion. This is still a matter of speculation.

One limitation of this work is that, although prospec-
tive, the study was not randomized as the first 33 patients
were assigned to group A and the following cases to group
B. We started the meniscal transplantation procedures,
performing the suture-only technique in more than 50
cases. Because of an initial perception of there being
a high degree of mechanical failures and the experimental
scientific data supporting bony fixation,? the decision was
made to switch to a bony fixation technique. It is important
to remark that to minimize the learning curve, the patients
included in group A were the last 33 patients operated with
the suture-only technique. In addition, both groups were
comparable in terms of age, gender, and radiographic
and functional preoperative state. Another weakness was
the lack of a control group of untreated knees. However,
the main limitation of the study was that extrusion was
assessed in static images taken in the supine decubitus
position. Boxheimer et al® showed, in an MRI study, that
the meniscus moves from posterior to anterior as the
knee goes into flexion and that maximum extrusion was
found in the weightbearing position. Although this is a com-
mon limitation observed in the studies of this area,?-262% it
cannot be considered a reason to completely justify this
weakness of the study design. The fact that the same con-
dition was uniformly distributed among all the patients in
both groups minimizes this limitation. Regardless of the
aforementioned limitations, our study provides the first
analysis of the relationship between the fixation method
used in MAT and the percentage of extruded meniscal
allograft.

CONCLUSION

Meniscal allografts fixed with a suture-only technique had
a slightly higher degree of extruded meniscal body than
those fixed with the bony fixation method, with no influ-
ence on the functional outcome. There was also a consider-
ably higher rate of graft tears observed in those menisci
fixed only with sutures, although this difference was not
statistically significant with the numbers available.
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Abstract
Purpose Viable meniscal transplantation has been criti-
cized as an expensive and logistically demanding tech-
nique. The purpose was to compare the standard culture
medium with another culture medium that is more widely
available and easier to work with and to assess the collagen
net ultrastructure architecture and the capacity of the pre-
served cells to produce proteins.

Methods Ten fresh lateral menisci were harvested. Each
meniscus was divided into three parts; control group, fetal-
bovinum-serum group and Insulin-Transferrin-Selenium
group during 4 weeks. Cell metabolism was assessed with
the gene expression of type I collagen, type II collagen and
aggrecan. Collagen ultrastructure was assessed with trans-
mission electron microscopy. The Collagen Meniscal
Architecture scoring system was used to evaluate the degree
of meniscal disarray.
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Results Type I collagen was expressed more in the fetal-
bovinum-serum group than in the ITS group (P = 0.036).
No differences were found between cultured samples and
control groups. Type II collagen showed decreased
expression in both cultured groups compared with the
control group. No differences were observed in the gene
expression of aggrecan in either group. No differences
were observed when the Collagen Meniscal Architecture
scoring system was applied.

Conclusions Insulin-Transferrin-Selenium-supplemented
medium is at least as effective as the fetal-bovinum-serum-
supplemented medium to preserve the net architecture of
the meniscal tissue. Gene expression of the studied proteins
was similar in the Insulin-Transferrin-Selenium group to
that observed in the control group at 4 weeks. Insulin-
Transferrin-Selenium might be a better alternative and
might be used instead of fetal-bovinum-serum or an
autologous host serum in order to preserve meniscal tissue,
which precludes the necessity of obtaining host serum
previously. Thus, viable meniscal transplantation would
logistically be less complicated to perform.

Keywords Meniscus - Insulin-Transferrin-Selenium -
Allograft - Viable meniscal transplantation - Fetal bovine
serum - Menisci preservation

Introduction

Isolated allograft meniscus transplantation was first per-
formed in 1984 by Milachowky et al. [16]. Since then, it
has become an increasingly used option for the treatment of
knee pain after total meniscectomy.

Controversies still exist relative to meniscal transplan-

tation. Regarding meniscal preservation techniques,
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different methods are currently used to keep menisci allo-
grafts in an acceptable condition until transplantation.
Lyophilization is no longer used as it has been shown to
alter the size and characteristics of the meniscal tissue
leading to poor clinical results [24]. Freezing has been
accepted as a simple and reliable way of preserving those
tissues that only have to retain mechanical and some bio-
chemical properties. It has been shown, in an animal
model, to maintain the ultrastructure of the collagen net
[8]. However, Gelber et al. [11] have more recently refuted
this affirmation showing that, when ultrastructurally stud-
ied, the freezing process led to severe architectural disar-
ray. Conversely, cryopreservation has been shown not to
alter its biomechanical properties [12]. In addition, the
main theoretical advantage of cryopreservation might be
that it does not destroy cells. This was also recently
questioned, as different ranges of cell survival have been
observed with this technique [12, 23].

Regardless, fresh allografts may be advantageous as not
only does it not destroy cells but it also keeps them viable
by producing proteoglycans and collagen fiber structures.
Thus, a normal or nearly normal cellular function can be
expected from the moment of implantation [1, 4, 23].
Verdonk and Khon [23] showed that menisci can be safely
kept at 4°C in sterile tissue culture medium solution for up
to 15 days without a remarkable loss of cell viability.

It has been demonstrated that cellular repopulation
occurs in the meniscal allograft after transplantation even if
there are no viable cells in the time of surgery [2, 17, 18,
25]. However, donor DNA in the viable human meniscal
allograft has been detected for as long as sixty-four months
after transplantation, indicating that donor cells survive for
a long period of time [21]. Thus, the replacement process
by host cells is probably slower in the human model,
suggesting the superiority of a preserving system that is
able to maintain the cell viability. In this controversial
debate, other authors [3] have shown that sometime after
transplantation the allograft meniscus nearly has only host
DNA. Therefore, it suggests that cell viability is not as
important as preservation of the collagen net architecture.

Fresh meniscus allograft has been shown to remain
viable after 2 weeks in the Dulbecco modified Eagle’s
medium (DMEM; Gibco Invitrogen, Merelbeke, Belgium)
supplemented with 20% of autologous serum [22, 23]. In in
vitro studies, the autologous serum is replaced with fetal-
bovinum-serum, which has shown its effectiveness in
preserving the meniscal collagen net and cell viability for
2 weeks [20]. The exact composition of the fetal-bovinum-
serum is not well known, and it has great variability
depending on the source of the serum. Insulin-Transferrin-
Selenium is a product that is commonly used to supple-
ment chondrocyte culture mediums [7, 9, 26]. This is a
controlled medium, available in any laboratory. Its
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composition is well known; it is a potential culture medium
that can be used to maintain meniscal tissue for clinical use
and avoids the need of host serum. On the other hand,
Insulin-Transferrin-Selenium medium does not contain
growth hormones, which in theory are of utmost impor-
tance to maintain a proper cell metabolism. However,
specific growth hormones in a specific quantity can be
easily added if needed. As far as we know, the use of
the Insulin-Transferrin-Selenium solution to supplement
mediums for meniscal tissue conservation has not been
described. In addition, although the recommended 2-week
window for safe transplantation after harvesting appears to
work well according to previous studies [22, 23], it might
not contribute to the widespread use of this technique for
obvious time-relative limitations.

The aim of this study was to assess the meniscal tissue in
terms of cell metabolism and collagen net ultrastructure
architecture, comparing the standard laboratory culture
medium supplemented with 20% of fetal-bovinum-serum
with other medium supplemented with 1% of Insulin-
Transferrin-Selenium after 4 weeks of the harvesting. Our
first hypothesis was that an Insulin-Transferrin-Selenium-
supplemented medium would maintain the collagen men-
iscal architecture and cell viability for up to 4 weeks after
harvesting. The second hypothesis was that this ability of
the Insulin-Transferrin-Selenium solution would be at least
as good as that of a fetal-bovinum-serum-supplemented
medium.

Materials and methods
Meniscal harvesting

Ten fresh human lateral menisci were harvested in sterile
conditions during total knee replacement procedures
(6 women, 4 men). The study group had a median age
of 70 years (range 64—79). Informed consent was obtained
from each donor following the guidelines laid down by our
local Ethics Committee. Five of the menisci were obtained
from the right side, and the other five from the left side.
Radiographic evaluations as well as clinical intraoperative
assessments were performed in order to ascertain the
indemnity of the lateral femorotibial compartment. Cases
with more than 50% of lateral joint space narrowing in the
standing 45° posteroanterior radiograph position, macro-
scopic degeneration or even minimal calcification were all
excluded from the study. Culture analysis was performed
for each graft, and if positive, they were also excluded.
Eight menisci did not meet these criteria, so they were
excluded, and another eight were consecutively harvested.
Collagen and cell distribution vary between the inner, the
central and the outer section of the meniscus [6]. Thus,

76



Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc (2012) 20:1681-1688

1683

only the central region of the body of each meniscus was
used. The inner and the outer region of each corresponding
body of the menisci were discarded. This central zone of
each meniscus was divided into six sections in the surgical
theatre in sterile conditions. One of these sections was then
sectioned into 1 mm? slices and preserved in a 2.0% glu-
taraldehyde solution. At no more than 2 h of harvesting, a
pathologist prepared the samples for analysis with trans-
mission electron microscopy. This section was used as a
control group. The other five pieces of the meniscus were
placed in a sterile receptacle with DMEM medium, and
they were sent to the laboratory.

Meniscus culture

One of the pieces of each meniscus was diced and incu-
bated within an hour of harvesting with RNAlater (Qiagen)
overnight at 4°C, and then, it was cryopreserved at —80°C
for gene expression assessment. This sample (not cultured)
was also used as a control group. The other four sections
were placed into a 15-ml polystyrene centrifuge tube, and
the culture medium was added up to the total volume
required to cover the sample. The menisci were cultured
with DMEM and supplemented either with 20% fetal-
bovinum-serum or with 1% Insulin-Transferrin-Selenium
and 50 pg/ml ascorbic acid at 37°C in a 5% CO, humidi-
fied atmosphere during 28 days. The medium solution was
changed every 3—4 days.

Two of the sections of the menisci were used for RNA
quantification. One sample was cultured in a medium sup-
plemented with fetal-bovinum-serum, and the other sample
was cultured with a medium supplemented with Insulin-
Transferrin-Selenium. They were diced and incubated with
RNAlater overnight at 4°C prior to storage at —80°C. The
menisci used for transmission electron microscopy analysis
were fixed with 2.0% glutaraldehyde solution. Figure 1
summarizes the transmission electron microscopy and gene
expression protocol for each harvested meniscus.

Total RNA isolation and gene expression quantification
of cartilage matrix proteins

The 2 sections of the menisci that were used for RNA
quantification and cultured in a medium supplemented with
fetal-bovinum-serum and in another supplemented with
Insulin-Transferrin-Selenium were suspended in 1 ml of Tri
Reagent (Molecular Research Center, inc.) and homogenized
using a T8 Ultra-Turrax homogenizer (IKA), and finally, the
RNA was extracted according to Tri Reagent manufacturer
instructions. Seven ul of total RN A was used to synthesize the
DNA complementary strain according to the protocol of
TagMan® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosys-
tems, Foster City, USA). TagMan probes and primers for all
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Fig. 1 Harvesting and processing protocol for each harvested
meniscus. DMEM Dulbecco modified Eagle’s medium, TEM sample
sent to be studied with transmission electron microscopy, GE sample
sent to be for gene expression evaluation of type I and II collagen and
aggrecan, FBS sample to be cultured with 20% of fetal-bovinum-
serum medium, /7S sample to be cultured with 1% of Insulin-
Transferrin-Selenium medium

genes were obtained as inventoried assays from Applied
Biosystems. The product was diluted by half with RN Ase-free
pure water, and 1 pl of the resultant solution was used to
determine gene expression, aggrecan (AGC1), type I collagen
(COL1A1) and type I collagen (COL2A1), using quantitative
real-time PCR (all reagents were obtained from Applied
Biosystems). Quantitative real-time PCR and its subsequent
analysis were performed according to the manufacturer
instructions. Real-time PCR was conducted in a volume of
20 pl containing gene-specific Assay on Demand primers,
TagMan-MGB probe and 10 ul TagMan Universal PCR
MasterMix 2X (Applied Biosystems) reacted in the following
sequence: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C followed by 40
cycles of 15 sat 95°C and 60 s at 60°C each cycle in 384-well
plates with the ABI PRISM 7900 HT Detection System
(Applied Biosystems). The results were analyzed using SDS
TM Software 2.3 (Applied Biosystems), and the expression
levels were calculated against 18S expression and then nor-
malized to an internal sample (relative quantification) using
arbitrary units. All real-time PCRs for each sample were
performed in triplicate. Real-time PCR for 18S was carried out
under the same conditions using an 18S endogenous control
Assay on Demand (Applied Biosystems) for normalization
purposes. Relative quantification of gene expression was
performed using the comparative Ct method (AACt method)
with one sample from the experiment as a reference sample
(one sample cultured in Insulin-Transferrin-Selenium). The
Repeatability (short-term precision or intra-assay variance) of
the method has a Ct SD among replicates lower than 0.3. The
Reproducibility (long-term precision or interassay variance)
of the technique has a max SD in Ct interassay of 2.5 (Bio-
systems A. User Bulletin #2. ABI Prism 7700 Sequence
Detection System. In; December 11, 1997; updated 10/2001).
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Transmission electron microscopy procedure

The architectural state of the menisci was analyzed with
transmission electron microscopy. The changes observed
were quantified and qualified according to the previously
described scoring system [7, 8].

Due to the fact that parties obtaining the initial menisci
samples were also executing the final analysis of the his-
tologic sections, a double-blinded study design was per-
formed so as to minimize possible biases.

Forty sections of 1 mm® from each sample of the
menisci were immediately fixed in a 2.0% glutaraldehyde
cacodylate buffer solution. Before dehydration, post-fix-
ation in osmium tetroxide was done in increasing con-
centrations of ethanol. Next, the menisci sections were
treated with propylene oxide and placed in progressive
concentrations of epon. The most representative zone was
chosen from five different 1-pum-thick toludine
blue-stained sections with the help of a light microscope
(SMZ-10A, Nikon, Japan; 40x magnification). Ninety
nanometer sections from the selected zone were finally
stained with metal salts (uranyl acetate and lead citrate)
and were analyzed with a transmission electron micro-
scope (Philips, model #CM 100, Holland). For each cross-
section, four transmission electron microscopy photo-
graphs were randomly taken.

Fibril collagen measurements and histologic
classification

Four hundred collagen fibrils were recorded and measured
in longitudinal and transversal sections from every
meniscus. Based on recent studies [6, 7], the analyzed
photographs were set at 19,000 x magnification. All mea-
surements were determined by one independent observer
with the help of an electronic digital caliper (ProMax,

Fowler; USA Range 0-150 mm, resolution 0.02 mm) and
then multiplied by 19,000 to get the corresponding measure
in nanometers.

According to the published Collagen Meniscal Archi-
tecture scoring system [6], the collagen’s periodicity and
degree of disruption, loss of banding, degree of collagen
packing, fibril size variability, and its intrafibrilar edema
were evaluated. On this scale, the meniscus scored from 0
to 7. Following the established criteria, they were classified
by two pre-instructed independent observers and then
averaged in grades ranging from a normal state (grade I
0-2 points) to severe disarray (grade III 5-7 points). The
interclass reliability for these two observers was finally
calculated.

Statistical analysis

Cell viability variables are presented as mean £ SD,
median, 25th and 75th percentiles, maximum and mini-
mum and were compared using the nonparametric paired
Wilcoxon signed rank test. The meniscus’ ultrastructure
data have been presented as mean + SD for transversal
and longitudinal variables. The one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparison correction was used for
comparisons. Interobserver agreement was analyzed using
the interclass correlation coefficient (ICC). Statistical
analysis was performed using SPSS 15 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA). Statistical significance was set at 0.05.

Results

Gene expression measurements

Table 1 shows the descriptive and statistical data of each
studied protein (type I collagen, type II collagen, and

Table 1 Cell viability assessed with genetic expression (gene expression unit) of three extracellular proteins of the meniscus

Control group ~ FBS ITS P value® P value* P value®
Cg versus FBS ~ Cg versus ITS  FBS versus ITS

AGG Mean (SD) 14 (1.1 13 (1.1) 1.3 (0.9) ns ns ns

Med (P25-P75) 1.3 (0.4-1.9) 1.3 (0.2-2.4) 1.2 (0.4-2.0)

Min-Max 0.2-4.0 0.0-2.7 0.0-3.1
Type ICol  Mean (SD) 3.3 (4.5) 4.8 (4.2) 1.2 (1.1) ns ns 0.036

Med (P25-P75) 1.5 (0.6-5.6) 5.3(04-8.2) 1.0 (0.7-1.3)

Min-Max 0.2-13.0 0.1-10.8 0.1-4.0
Type II Col Mean (SD) 2.1 (24) 0.7 (1.3) 0.2 (0.5) n.s 0.012 n.s

Med (P25-P75) 0.7 (0.2-3.8) 0.0 (0.0-0.9) 0.0 (0.0-0.2)

Min-Max 0.0-7.3 0.0-4.1 0.0-1.4

AGG aggrecan, type I Col type 1 collagen, type II Col type II collagen in the three groups of the study; FBS meniscus cultured with 20% of fetal-
bovinum-serum medium, /7S meniscus cultured with 1% of Insulin-Transferrin-Selenium medium

# Nonparametric Wilcoxon signed rank test
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Table 2 Median diameter in nanometers of the collagen fibers in
longitudinal and transverse section observed in the different culture
mediums

Transversal Longitudinal
Control group 144 £ 4.1 123 + 3.8
ITS 146 £33 13.1 £ 3.8
FBS 153+ 44 126 £33
P value®
Control group versus ITS n.s 0.005
Control group versus FBS 0.002 n.s
FBS versus ITS 0.025 n.s

FBS menisci cultured with 20% of fetal-bovinum-serum medium, /7S
menisci cultured with 1% of Insulin-Transferrin-Selenium medium

@ P value from Tukey’s multiple comparison correction

aggrecan) in the three groups: gene expressions in the
control group, in the samples cultured with a supplement of
fetal-bovinum-serum, and in the samples cultured with a
supplement of Insulin-Transferrin-Selenium medium. As
data obtained showed great variability with large standard
deviations, comparisons were performed with medians and
percentiles. No differences were observed in relation to the
aggrecan gene expression comparing the three groups.
Regarding the expression of type I collagen, a statistical
difference (P = 0.036) was observed comparing Insulin-
Transferrin-Selenium medium with fetal-bovinum-serum
medium. No differences were detected when both mediums
were compared with the control group. Regarding the type
II collagen, a great decrease in the expression of this pro-
tein was observed in both mediums.

Fibril collagen size

Table 2 provides descriptive data regarding the size of the
longitudinal and transversal sections of the collagen fibrils.
Increases in the size of both sections in both culture
mediums in comparison with the control group were
observed. This increase has statistical significance in the
Insulin-Transferrin-Selenium medium in the longitudinal
sections (P = 0.005) and in the fetal-bovinum-serum
medium in the transversal sections (P = 0.002), but in all
cases, a tendency to an increase in the size in both sections
was observed (Fig. 2).

Architectural degree and scoring

Following the Collagen Meniscal Architecture scoring
system criteria, eight of ten samples were graded as I, the
other two as II in the control group. In the fetal-bovinum-
serum and Insulin-Transferrin-Selenium groups, seven of
ten previously cultured menisci were classified as grade I
and the remaining samples as II. Similarly, no differences

were observed with respect to the scoring aspect of the
scale. The control group averaged 1.5 points 0.7, the
fetal-bovinum-serum group 1.7 £ 0.9, and the Insulin-
Transferrin-Selenium samples 1.9 £ 0.5 (ns). Interclass
correlation between both observers was considered mod-
erate with a single ICC 0.529 (95% IC 0.346-0.854).

Discussion

The main finding of this study was that the Insulin-
Transferrin-Selenium-supplemented menisci showed a
gene expression more similar to the control group than the
fetal-bovinum-serum group and that the collagen meniscal
net is not altered. This confirms our two hypotheses.
However, type I collagen, the most important protein in the
extracellular matrix [6], was significantly increased in the
fetal-bovinum-serum group. It is not known whether this
large amount of collagen production in the fetal-bovinum-
serum group might lead to a fibrotic meniscus. Aggrecan is
the most important proteoglycan in the extracellular matrix
of the menisci. In the three studied groups, there were no
differences in the aggrecan levels at 4 weeks. This is in
contrast to previous studies performed with fetal serum [20,
23], in which the proteoglycan synthesis declined dramat-
ically at 4 weeks, suggesting a recommendable window
period from day 10 to day 14 for implantation of a viable
meniscal allograft. In type II collagen, a protein found in
low proportion in the extracellular matrix strongly
decreased its expression in both the Insulin-Transferrin-
Selenium and the fetal-bovinum-serum solutions. Type II
collagen is mostly found in the inner part of the menisci
[6]. However, the actual relevance of this protein for the
extracellular matrix is not well known. The fetal-bovinum-
serum-supplemented medium showed to have better
induced type II collagen expression than the Insulin-
Transferrin-Selenium-supplemented medium.

This is one of the first studies assessing the gene
expression of the proteins after a period of culture. Verb-
ruggen et al. [20] compared the cellular metabolism in
human menisci cultured in a medium supplemented with
20% fetal calf serum and in a serum-free medium. They
concluded that the menisci maintain their viable conditions
up to 2 weeks with the fetal calf serum—supplemented
medium. In longer periods of time, the levels of proteo-
glycan decrease considerably. To study the cell metabo-
lism, they assessed the degree of sulphate that it is
incorporated in the proteoglycan. Conversely, in the cur-
rent study, fibroblast viability was assessed by evaluating
the capacity to produce type I and II collagen and aggrecan.
This method expresses the exact production of these pro-
teins at a specific moment and therefore is a much more
sensitive technique. This high sensitivity, the high cell and
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Fig. 2 Transmission electron microscopy photographs of a meniscus
classified as grade I on the CMA scoring system. The cultured
sections showed a slightly increase in the collagen fiber diameters.

protein distribution’s variability between menisci and even
in different zones of each meniscus [6] and finally the fact
that we did not assess the protein gene expression at
2 weeks as Verbruggen et al. did [20] limit precise com-
parisons between these investigations.

There are several studies describing the distribution of
the different collagen types in the menisci [5, 6, 13, 15, 19].
Collagen proteins represent 70% of the dry weight of the
meniscus. Type I collagen represents about 70% of the
total collagen weight. Although there is no clear role for
type II collagen, the specific location of this protein in the
inner one-third of the meniscal tissue, possibly as a con-
sequence of mechanical stimulation, might suggest a more
important function in the net architecture than was initially
thought. The low (almost absent) type II collagen gene
expression at 4 weeks in both supplemented mediums in
the current study might be interpreted as an important
handicap regarding the ability to maintain a normal colla-
gen net architecture.

The collagen net architecture was assessed both with the
Collagen Meniscal Architecture score and by measuring
the collagen fibers diameter in transversal and longitudinal
sections of the menisci. Interobserver reliability calculated
in this study was only moderate in contrast to a better

@ Springer

a Control section. b Section cultured with 20% of fetal-bovinum-
serum medium. ¢ Meniscus cultured with 1% of Insulin-Transferrin-
Selenium medium

coefficient calculated in a previous study [12]. There were no
differences in the three studied groups regarding the scoring
and the sizing in both sections, suggesting a good preservation
of the collagen net in both mediums. However, a slight
increase in the fibers sizes in the fetal-bovinum-serum- and
Insulin-Transferrin-Selenium-supplemented mediums in both
sections was observed. This might be a logical consequence of
the collagen fibers being embedded in an aqueous medium for
28 days. Consistent with other studies [20, 22], it seems the
net collagen architecture is not ultrastructurally altered at
4 weeks.

Cryopreservation and deep-frozen are two different
techniques that are widely used to preserve meniscal tissue.
It seems that cryopreservation keeps the net collagen
architecture intact and produces a variable amount of cell
survival [12]. With regard to the deep-frozen technique,
there are conflicting studies [8, 11]. The key factor for the
ultimate functional success of meniscal transplantation is
the ability of the cells that repopulate a meniscal allograft
to synthesize extracellular matrix [25]. Cells functioning
adequately will remodel and maintain the extracellular
matrix and thus maintain the biomechanical properties of
the meniscus. There are contradictory studies relative to
the time necessary to effectively repopulate the graft.
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Arnozcky et al. [2] showed that this phenomenon is slow
and might even be incomplete. They showed that the core
of the meniscus remained acellular after 6 months from the
transplantation of a deep-frozen meniscal autografts. In
addition, Verdonk et al. [21] showed that donor DNA in the
viable human meniscal allograft can be detected for as long
as sixty-four months after transplantation. Although this
donor DNA was found at the inner edge of the menisci, the
region in where most biologic activity is retained, the
aforementioned indicates that donor cells survive for a long
period of time [21]. In contrast, Jackson et al. [14] sug-
gested that host cells rapidly repopulate the transplanted
meniscus and that there is no evidence that donor cells
maintain the extracellular matrix of the meniscus on a
long-term basis. Thus, no justification for using grafts with
living cells was concluded. Long-term studies of meniscal
transplantation survival using deep-frozen or cryopreserved
menisci had not shown remarkable differences in com-
parison with viable transplanted menisci [9, 22-24]. In
addition, when an allograft meniscus is being transplanted,
the quality relative to cell and collagen components is
unknown. However, many different variables inhomoge-
neously distributed in those studies make them non-
comparable.

Fetal-bovinum-serum is a medium supplement widely
used to preserve meniscal tissue in laboratory studies [20,
22, 23]. Its composition is not well known because it is
produced from bovine serum and depends on the animal
killed. This medium cannot be used when the menisci
have to be transplanted to a human knee. In these cases,
we need to obtain host serum to supplement the medium
of the menisci. It is difficult to set up fresh menisci banks
because there is only a two-week window to transplant
the meniscus. In addition, the host patient must be
determined in advance in order to obtain his/her serum.
Conversely, the Insulin-Transferrin-Selenium has a well-
known composition, and it is widely used to preserve
other human tissues [7, 10, 26]. With the data obtained in
this study, it seems the Insulin-Transferrin-Selenium
might be used to maintain meniscal tissue instead of the
host donor or bovine serum at least at 4 weeks from
harvesting.

The main limitation to the present study is the great
variability observed in each meniscus. This might be due to
the fact that meniscal tissue was harvested in aged patients.
Although the menisci were obtained in good condition,
menisci in 70-year-old patients had already initiated a
degenerative process. Even in the clinical setting, a high
variability in the collagen and cell components of the
allografts is expected. However, the same specimens were
used as experimental and control groups to thereby mini-
mize any possible bias. Another possible explanation for
the great variability observed might be that cell viability

was assessed with gene expression instead of the total
amount of protein synthesized during the 4 weeks of cul-
ture. Another limitation perceived was that although the
fibril collagen diameters were measured with the help of a
precise electronic caliper, this was done manually. It could
have been solved with the help of image analysis software
previously described [4].

The results of the study suggest that Insulin-Transferrin-
Selenium might be used instead of fetal-bovinum-serum or
autologous host serum in order to preserve meniscal tissue.
It has been shown that collagen net architecture and protein
metabolism of type I collagen and aggrecan are maintained
at 4 weeks, regardless the practical absence of type II
collagen. Hence, the Insulin-Transferrin-Selenium solution
might be considered a good supplement to preserve men-
iscal tissue. Animal studies should be the next step in order
to find out whether fresh menisci banks may be created
using Insulin-Transferrin-Selenium as a medium supple-
ment. This might extend the time between the harvesting of
the meniscus and its placement in a host knee. Thus, viable
meniscal transplantation would be logistically less com-
plicated to be performed.

It is generally accepted that an intact collagen net
architecture is a key factor for the graft to act as a proper
scaffold. Currently, it is no possible to state that viable
meniscal allografts have more clinical benefit than cryo-
preserved or deep-frozen allografts. However, a graft
without cells maintaining the collagen ultrastructure might
lead to temporary collagen net disarray due to the fact that
repopulation occurs later on. Theoretically, this makes
viable meniscal graft a step forward relative to other
meniscal preservation techniques.

The clinical relevance of this study is that an Insulin-
Transferrin-Selenium-supplemented medium might be
used instead of fetal-bovinum-serum or an autologous host
serum to preserve meniscal tissue, which precludes the
necessity of obtaining host serum previously.

This might make viable meniscal transplantation less
complicated logistically to perform.

Conclusion

The Insulin-Transferrin-Selenium-supplemented medium
is at least as effective as the fetal-bovinum-serum-supple-
mented medium in preserving the net architecture of the
meniscal tissue. The gene expression of the studied pro-
teins was similar in the Insulin-Transferrin-Selenium group
to that observed in the control group at 4 weeks. From a
logical point of view, Insulin-Transferrin-Selenium might
be a better alternative as a medium supplement for pre-
serving meniscal tissue than fetal-bovinum-serum or host
serum in vivo.
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10. APENDICES

1. Escala de actividad de Tegner

HOMBRE

H* HISTORIA

TEGMER ACTIVITY SCORE

AMTES DE LESION ACTUALMENTE

?
8

10 Deporte de competicisn: Ej. Fatbal/Rugby (1° divisién)

Deporte de competicién: Fitbol/Rugby [no 1% divisidn), Basquet, Artes marcioles, Gimnasta
Deporte de competicién: Paddle/Squash, Atlefismo con saltes, Esqui tradicional

Departe de compaficidn: Tenis, Corredor, Autemavilisma/Motaciclisma
& Deportista recreacional: Fithel, Rugby, Baloncesto, Squash, Allefisme con salfes

Deporte recreacional: Tenis, Balonmane, Esqui, Corredor 5 o més veces por semang

Trabajo pesado |ef. construccién, carpinterial
& Deporte de competicién: Ciclisme, Esqui de fondo
& Depaorte racreacional: Atlefismo de montafia 2 o mds veces por semana

Trabojo intermedio (ef., impieza, ronsportista, reponedor)
& Depaortes racraacionales: Ciclismo, Esqui de fonde, Afletisma 2 o mds veces por semana

Trabajo liviano (). comercial, sanidad)
& Maotacién compefifiva o recreacienal

& Cominar an monlafia

Trabaje liviana
& Caminar en suele irregulor pero ng an montafia

Trabajo sedentaric
& Caominar en suelo liso

Mula actividad fisica por sus problemas de radilla
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2. Escala funcional de Lysholm

ReGen Biclogics, Inc,
WwaLNganbao. com

DurbaF e #9050 Piate #080 isit #1040

Autoevaluacién S I:':":]:l

1 ANO del paciente
2ded Iniciabes ded pacsnte ED]

Escala de puntuacién de la rodilla segin Lysholm I pacients debs completsr ate for
INSTRUCCIONES: Margus o o aprnpesdo B0 code PO pErE GGl GOm0 B55d Bu rodkia en la aciuabdad. Ela
S0 LNE respURSts por Categonia, i Que mejor S ajushe & [a reabded. Si Bene aigun comentang, Solole un formulano de
COnTaniird @ fu mekdico o gk el araluy de p Por igvor no e en iop mirgenes.
1 Cojera
O Ninguna

O vuigera o periodica

D Severa y constante

2 Utilizacién de muletas

O Ninguna

O Bastén o muletas

O imposible soportar el peso

1 Blogqueo

[ Mo hay sensacién de blogueo ni de estar trabado
O sensacitn de estar rabada pero no hay bioguso
O sioqueo ocasional

O sisqueo frecuente |
O Atcutacion bloqueada al examinarse

4 Inestabilidad

O Munca cede

[ Rara vez durante pruebas atiéticas u otros esfuerzos severos
O Frecuentemente durante pruebas athéticas u otros esfuerzos severos (o incapacidad de participar)
[ ocasionalmente en las actividades diarias
O Frocuentemente en las actividades diarias
O A cada paso

5 Dolor

D Ninguno

O wo constante y ligero durante sjercicios fueres

[0 Marcado durante ejercicios fuertes

[J Marcado al camnar o después de caminar mas de 2 kilimetros
[0 Marcado al caminar o después de caminar mencs de 2 kibmetros

O constante
Ty OF, 2005 Tl Blogics Tne. Mo 216007 Page Wof 40
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3. Escala visual analégica

Se utiliz6 un regla espacialmente disefiado para que el paciente indique el grado de

dolor percibido (Figura 33).

Selector de
grado de dolor

Fig 33.
Regla utilizada para valorar el grado de dolor percibido por el paciente segtin la escala visual analégica (EVA).
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