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“If we consult the standard Chirurgical Writers from Hippocrates down to
the present Age, we shall find, that an ulcerated Cartilage is universally
allowed to be a very troublesome Disease, that it admits of a Cure with

more Difficulty than carious Bone,; and that, when destroyed, it is not

recovered’ (una vegada destruit mai no es recupera)

William Hunter (1743)

"On the structure and diseases of articulating cartilages”
Trans R Soc Lond 42B: 514-21
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ACI Transplantament de condrocits autolegs

DMEM Medi de Dulbecco’s modificat d’Eagle

FBS Serum fetal bovi
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2. RESUM I MOTIVACIO

El cartilag hiali articular té una capacitat molt limitada de reparacid. Les lesions
traumatiques, I'osteocondritis dissecant i les patologies degeneratives com ara l'artrosi o I'artritis
reumatoide entre d‘altres, poden provocar lesions condrals severes que causen dolor, rigidesa,
disminucid de moviment i finalment destruccié de l'articulacié. Per a intentar reparar aquest

cartilag articular lesionat s’han desenvolupat diferents estratégies terapéutiques:

- técniques d’estimulacié medul‘lar o de I'os esponjés (perforacions subcondrals, condroplastia
per abrasid, microfractures)

- mosaicplasties

- transplantament de periosti o pericondri com a recobriment del cartilag lesionat

- reparacid amb cultius de condrocits

Totes aquestes tecniques tenen 2 importants limitacions:

- condicionades a la localitzacié i grandaria del defecte

- relacionades amb el teixit de reparacié que es forma

En la majoria dels casos el defecte es repara amb un teixit fibrocartilaginds, amb unes

caracteristiques histologiques i biomecaniques diferents a les del cartilag hiali sa (1-3).

Les microfractures no estan indicades en els defectes superficials. En lesions condrals de
gruix complet es poden aconseguir reparacions parcials amb un teixit fibrocartilaginds. Aquest
teixit és format pel reclutament de cél'lules pluripotencials mesenquimals de |'os subcondral
subjacent (1-3).

La mosaicplastia esta limitada per la grandaria de la lesié i la zona donant escollida. De
la zona donant s‘obtenen els empelts autolegs osteocondrals que posteriorment s'implantaran a
la zona receptora on es localitza la lesié. S’han aconseguit bons resultats funcionals i
histologics, tot i les limitacions que hem comentat. No s’han obtingut bon resultats amb empelts

osteocondrals al*logénics (1-3).
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Fa uns 20 anys es van publicar els primers resultats clinics del transplantament de
condrocits autolegs recoberts amb una capa de periosti (ACI) en humans (4). Actualment els
condrocits cultivats també es poden sembrar en una matriu sintetica que sera la que recobrira
el defecte (MACI) (5). Tot i que aquesta tecnica s’ha aplicat amb éxit durant practicament 2
decades, té dos grans inconvenients: cal una gran incisid per a realitzar I'artrotomia que ens
permetra accedir al defecte del cartilag i cal sotmetre al pacient a dos actes quirdrgics. El
primer per a l'obtencié de condrocits que s’hauran de cultivar i replicar per al seu posterior
transplantament en una segona cirurgia. Alguns estudis han demostrat que els resultats clinics i
histologics obtinguts després de 5 anys de la reparacid amb ACI sén iguals que els resultats

obtinguts amb les microfractures (1-3, 5-8).

Darrerament |'enginyeria tissular basada en I'aplicacié de condrocits amb el suport d’'una
bastida o matriu (scaffo/d en anglés), han mostrat resultats esperancadors en la reparacié de
les lesions condrals. Les matrius de suport poden tenir un paper molt important per a la
reparacio de lesions condrals mantenint la integritat mecanica del defecte, fent de vehicle de
cél'lules sembrades previament i/o servint de suport per a l'adhesidé de les ceél-lules
pluripotencials (stem cells) provinents de l'os subcondral. S’han testat matrius de suport de
diferents materials biodegradables com ara el poliglicdlic, el quitosa, I'acid polilactic, la
policaprolactona (PCL) i els seus copolimers. Tots aquests materials han demostrat afavorir
I'adhesid, la proliferacid cel*lular i la produccié de la matriu extracel*lular amb cel*lules com ara:

condrocits, osteoblasts i cel*lules mare pluripotencials (9-12).

Seguint les linies de recerca en la reparacio del cartilag articular en models animals que
s’havien dut a terme en el Servei de Cirurgia Ortopedica i Traumatologia de I'Hospital del Mar
amb les Tesis Doctorals del Dr. Cebamanos (13) i el Dr. Martin (14, 15), i afegint técniques

d’enginyeria tissular, vam comencar a dissenyar els treballs que conformen aquesta tesi.

El grup de recerca en cartilag del Servei de Cirurgia Ortopedica i Traumatologia de
I'Hospital del Mar (Universitat Autobnoma de Barcelona) treballa, des de fa uns 15 anys, integrat
en la Unitat de Recerca en Fisiologia Ossia i Articular (URFOA) de I'Institut Hospital del Mar
d'Investigacid Medica (IMIM) ubicat al Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB) en
I'entorn del Parc de Salut Mar. Durant tots aquests anys, en col'laboraci6 amb la Universitat
Politecnica de Valéncia (UPV), s’han desenvolupat i estudiat /7 vitro una serie de suports
polimérics macroporosos, adequats per a ser envaits per cel*lules (condrocits autolegs,
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al*logenics o cél'lules pluripotencials (stem cells) de I'os subcondral) per a la regeneracié de

defectes del cartilag articular.

En aquesta linia es van desenvolupar matrius de suport tridimensionals biodegradables
de PCL que permeten /n vitro la invasio i creixement de condrocits cultivats (16-18). El segiient
pas ha estat valorar la seva capacitat de regeneracié /n vivo de lesions condrals experimentals.
Per a aquest motiu es van dissenyar 2 treballs de recerca amb l'objectiu d’avaluar la capacitat
de reparacié de lesions condrals /in vivo creades a la troclea femoral del conill, utilitzant matrius
de suport de PCL sembrades o no, amb condrocits al*logenics de conill i comparar-les amb

altres técniques classiques.

L'objectiu d’aquests treballs ha estat demostrar la utilitat d'aquests suports
tridimensionals per a la reparacié de lesions condrals en un model animal. L'objectiu final és
desenvolupar un nou model de reparacid cartilaginosa mitjancant I'enginyeria tissular aplicable
a l'esser huma. Aixi doncs, aquests treballs han estat concebuts per poder avaluar i validar tot

el model.

Els esmentats treballs, que han estat ja publicats en revistes internacionals, sén doncs la
base d'aquesta tesi en el format de compendi de publicacions recomanat per la Universitat

Autonoma de Barcelona.

En els prolegdmens d'aquesta tesi es pretén fer una actualitzacié del coneixement de la
fisiologia i patologia del cartilag articular hiali i dels diferents tractaments que s’han emprat
historicament per tractar la seva lesio. S'emfatitza en les alternatives terapeutiques més actuals,
fonamentades en l'enginyeria de teixits i, molt especialment, en les relacionades amb les

matrius de suport de PCL que hem utilitzat en els nostres treballs.

Finalment s’‘exposaran els resultats i conclusions obtinguts, dels 2 articles que
conformen aquesta tesi per compendi de publicacions.
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3. INTRODUCCIO

3.1. DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI DE LES ARTICULACIONS

A I'esquelet cartilaginds huma, constituit per una estructura continua, apareix al voltant
de la sisena setmana una condensacié cel*lular denominada interzona homogenia la qual
correspondra a la futura articulacid (19). Aquestes cel'lules segreguen una substancia
intercel*lular (sulfat de condroitina) que les separa, apareixent tres zones: dos paral-leles,
oposades i d'alt poder condrogenic, cadascuna de les quals actua com a una zona de
creixement per aposicio del cartilag adjacent i es continua en la periféria de l'articulacié amb el

pericondri; i una zona intermedia menys densa.

Per a la total diferenciacié d'una veritable articulacié és necessaria |'aparicié d‘altres
elements com la capsula articular i la membrana sinovial. La capsula articular deriva de la zona
de interfase entre la capa mitja i profunda del mesoderm que, a la vegada, déna origen al
pericondri i al periosti permeten d’aquesta manera establir una continuitat amb els teixits tous i
o0ssos adjacents. La sinovial articular és constituida per les cel'lules mesénquimals de la porcid
més periferica de la zona intermédia que es troba envaida per vasos i macrofags. Pel contrari la
porcié central roman habitualment avascular i juga un paper important en la formacié de
I'articulacio (19).

A l'articulacié del genoll, els meniscos i els lligaments encreuats apareixen ulteriorment

com a condensacions de la capa intermedia del mesoderm (20).

La formacio de la cavitat articular o procés de cavitacio, té el seu origen en la porcio
central de la interzona i s'expandeix rapidament a la resta de porcions. Aquestes pateixen un

procés de ligliefaccid per accié enzimatica i de necrosi cel*lular (21).

D’altra banda, el moviment resulta essencial per al desenvolupament i manteniment de
les articulacions. Si bé el paper del moviment ha estat font de controvérsia, diferents autors han

aconseguit provocar fusions cartilaginoses o formacio de teixit fibros mitjancant la paralisis del
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membre (22, 23); pel contrari, altres han aconseguit I'aparicid6 preco¢ d’'una articulacié

mitjancant procediments d’estimulacié del moviment (24).

3.2. EL CARTILAG ARTICULAR

El cartilag és una varietat del teixit conjuntiu que esta present en nombroses
localitzacions del cos. Es classifica en 3 variants segons la seva composicié histologica: cartilag
elastic, fibrocartilag i cartilag hiali. A la fase embrionaria existeix una quarta varietat, el cartilag
epitelioide, que deriva del mesenquima i que madurara cap a les altres variants en funcid de la

seva localitzacio i funcid (25).

El cartilag articular és una variant especial de cartilag hiali, és un teixit sense vasos ni
nervis que recobreix |'os a l'interior de I'articulacié sinovial. Es tracta de la variant més abundant
de cartilag. Macroscopicament té un aspecte blanc anacarat. Esta composat per cel'lules
(condrocits), col'locades en cel*les individuals, i substancia intercel*lular o matriu extracel*lular,

que engloba aquestes céllules (26).

Els condrocits ocupen un escas volum, variable segons els autors (26, 27), que
representa menys del 10 % del volum total, i té per funcid mantenir el control del metabolisme
del cartilag mitjancant processos d‘anabolisme (conservacid de la homeostasi i integritat del
medi intern) i catabolisme (neteja de I'entorn de detritus). Son els encarregats de la producci6 i
manteniment de la substancia intercel*lular o matriu extracel*lular. Els condrocits tendeixen a

formar petits grups i la seva matriu extracellular és rica en col‘lagen tipus II.

La matriu extracel*lular esta constituida per una estructura de collagen (denominada
matriu fibrillar) encarregada de la textura i rigidesa, que envolta a la substancia fonamental
(denominada interfibril*lar), rica en aigua i proteoglicans. Aquesta darrera ocupa per tant I'espai
lliure que deixen les cél-lules i les fibres, i la seva funcié és la de conferir elasticitat al cartilag
articular (28).
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3.3. COMPOSICIO DEL CARTILAG ARTICULAR

3.3.1. CONDROCITS

Al igual que la majoria de les cel'lules mesenquimals, el condrocit es rodeja de la seva
matriu extracel*lular i no contacta amb les cél*lules veines. La sintesi de la matriu es realitza en

el reticle endoplasmatic rugds i I'aparell de Golgi (28).

La funcié dels condrocits esta influenciada pels canvis que es produeixen en la matriu,
de manera que les alteracions en la concentracié de proteoglicans i altres constituents,
determinen la seva actuacié. S’ha especulat que el mecanisme desencadenant pot ser la
transmissié mecanica dels canvis de pressid en la membrana cel*lular i aixd podria explicar la
necessitat d'aplicacié de carregues com a element regulador de la qualitat del cartilag reparat.
Un altre factor és l'edat i s‘observa que amb la maduracid disminueix la sintesis de matriu i

també la cel*lularitat, per la qual cosa existeix una menor capacitat de reparacié (29).

Estudis experimentals /n vitro indiquen que els condrocits procedents de cultius
d‘articulacions artrosiques mostren una morfologia diferent als dels que s’originen de teixit sa i
presenten també alteracions en I'expressié de determinats gens (30, 31). Es important establir
el paper que duu a terme I'ambient on es desenvolupen els condrocits per a comprendre la
modulacié de la biosintesi i el manteniment del cartilag. Si bé els canvis en el tipus de col*lagen
i en la seva proporcid respecte als proteoglicans poden no ser la causa Ultima de I'artrosi o de
I'artritis, la identificacié de les condicions ambientals responsables d'aquests canvis si que poden
aportar important informacié per trobar sistemes capagos d’estabilitzar I'alteracié articular i,

com a conseqiiencia, poder prevenir tant els canvis degeneratius com els inflamatoris.
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3.3.2. LA MATRIU CARTILAGINOSA

Com la major part dels teixits del cos huma, el cartilag hiali esta altament hidratat: el
seu contingut en aigua oscil'la entre el 75 i el 80 % depenen de nombrosos factors. L'aigua
perdo no té en el cartilag una funci®6 merament estructural o de suport de les relacions i
reaccions metaboliques de les cel*lules, sind que va més enlla. Intervé activament i és causa
directa de la gran capacitat d‘aquest teixit per a complir la seva funcié biologica: absorbir

impactes i impedir el desgast que es produiria per la friccié directa de les superficies ossies.

La gran capacitat del cartilag per amortir impactes i suportar la friccié continua és el
resultat de les propietats mecaniques de la matriu extracel*lular segregada i mantinguda
continuament pels condrocits. Aquesta matriu extracellular esta composada per
macromolécules, que formen una unitat funcional que adquireix coheréncia mitjangant la unid,
quimica o purament mecanica, d'un gran nombre d'aquestes. Entre aquestes macromolécules,
la més abundant i caracteristica del cartilag hiali és sense dubte el col‘lagen tipus II. Altre
component fonamental per la seva abundancia és un gran proteoglica amb funcié agregant

denominat agreca (32-33).

A part d'aquestes dues substancies, el cartilag hiali inclou en la seva composicio
col'lagens daltres tipus, diverses classes de proteoglicans sulfatats i proteines d'unid, a mes
d’acid hialuronic i altres components menys abundants, encara que no per aix0 menys
importants, com son els biglicans, decorina, fibromodulina, fibronectina, perleca o lipids.
L'entramat tridimensional d'aquestes macromoléecules resulta complex; justament en aquesta

complexitat radica la perfeccié d’aquesta matriu per amortir impactes i suportar la friccié (33).
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3.3.3. AIGUA

L'aigua constitueix aproximadament entre un 60 i un 80 % del pes del cartilag. La major
quantitat es troba en I'espai extracel*lular i forma part del gel que déna suport al col*lagen i als
proteoglicans. També es troba, encara que en escassa quantitat, dintre de la cél'lula on

participa en la difusié de nutrients (2).

3.3.4. COL'LAGEN

Representa aproximadament un 20 % del pes total del cartilag articular i li confereix la
seva estructura i rigidesa. Tal com succeeix a d‘altres teixits, en el cartilag articular hi ha
diversos tipus de col*lagen, sent el fonamental el tipus II amb un percentatge del 95 %. EI 5 %
restant esta format pels tipus IX, X i XI, i en menor quantitat pels tipus I, III, V, VI i VII. Les
molécules de col*lagen estan constituides per tres cadenes de polipéptids, I'estructura primaria

de les quals és simple i repetitiva per a formar una hélix tancada (1, 2, 9, 10).

3.3.5. PROTEOGLICANS

Sén complexes que existeixen com a monomers o com agregats units a I'acid hialuronic.
Els glucosaminoglicans, que constitueixen el 95 % dels proteoglicans sén el condroitin i el

queratin sulfat.

AGREGATAN

HIALLIRCHATO

Figura 1. Estructura tridimensional d'un proteoglica.
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Les cadenes de glucosaminoglicans estan dotades d'un gran nombre de carregues
negatives el que els hi confereix caracteristiques fisiques importants, tant pel seu
comportament hidrofilic i la capacitat de repel‘lir-se entre elles, com per a la interrelacid amb
les fibres de col*lagen tipus II. Aquesta relacid esta intimament lligada a la difusio del I'aigua a
través de la matriu extracel-lular, el seu equilibri determinara les propietats fisiques del cartilag i

la seva funcié mecanica (1, 2).

3.3.6. ACID HIALURONIC

Es un polisacarid lineal format per milers d’unions d’acid glucoronic i de N-
acetilglucosamina que li confereixen les seves caracteristiques viscoses i elastiques. Una vegada
els proteoglicans son segregats pels condrocits aquestes molécules serien lliures de migrar a
través de la matriu i difondre fins I'espai articular, la seva capacitat d’agregar-se especificament
amb les cadenes d‘acid hialuronic les immobilitza dintre de la matriu. Per aquesta rad I'acid
hialuronic té un destacat paper en l'organitzacié de la matriu cartilaginosa i per tant en les
seves caracteristiques biomecaniques. Els condrocits disposen de receptors de membrana CD44
per a l'acid hialuronic que sembla que intervenen en processos anabolics i catabolics del cartilag
articular (34).

3.3.7. FUNCIONS DELS COMPONENTS DE LA MATRIU EXTRACEL'LULAR

Existeixen una gran quantitat de molécules presents en el cartilag hiali, algunes de les
quals encara estd comencant a comprendre’s. Es sabut que els components de la matriu
extracel'lular no funcionen exclusivament com a un suport estructural inert, sind que tenen
també gran importancia en el control del comportament cel*lular. En el cas del cartilag articular,
el col*lagen tipus II, que és el seu principal constituent manté una influéncia molt acusada en la
diferenciacié dels condrocits, de manera que una matriu sana contribueix de forma definitiva al

manteniment d'un fenotip cel*lular normal (1, 2, 9, 10).
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El fenotip dels condrocits pot veure’s alterat tot depenen de les condicions d‘aquesta
matriu i aquestes alteracions, representen un paper definitiu en la patogénia de determinades

malalties articulars (1, 2, 9, 10).
3.4. ESTRUCTURA DEL CARTILAG ARTICULAR

Amb I'ajut del microscopi optic i I'electronic de transmissid s’han establert de manera
classica quatre capes o estrats en I'estructura del cartilag articular madur.

1. Capa superficial o tangencial

Ocupa al voltant d'un 3 % del cartilag hiali. Adjacent a la cavitat i formada per
condrocits aplanats o ovals, paral‘lels a la superficie amb escassa activitat, i fines fibres
tangencials de col'lagen associades a proteoglicans que van a suportar l'estrés de
cisallament durant el moviment articular. Aquesta zona més superficial s’ha denominat
classicament /amina splendens. Proporciona al cartilag articular una superficie de molt

baixa friccio.

2. Capa intermeédia o transicional

Forma aproximadament un 5 % del gruix del cartilag hiali. Per tant és de major volum
que la capa superficial. Constituida per condrocits més arrodonits, disposats
irregularment i fibres de col'lagen que adopten majoritariament una disposicié obliqua a
la superficie.
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3. Capa profunda o radial

Es la capa de major gruix formant practicament el 90 % del cartilag hiali. Constituida
per condrocits arrodonits disposats en columnes i fibres mes gruixudes, paral*leles entre
si i perpendiculars o obliglies a la superficie 0ssia, amb una funcié de distribucié de les
forces de compressid. El contingut en aigua és menor que en les anteriors i major el
percentatge de proteoglicans. Es divideix en 2 parts atenen a la organitzacid dels
condrocits: la superior (on els condrocits apareixen aillats) i la inferior (on els condrocits
formen grups de 3 6 4 cel'lules amb estructura columnar, els denominats “condrons”).
En aquesta capa les fibres de col'lagen de la matriu es troben organitzades de forma
perpendicular a la superficie interposant-se com a septes entre les columnes de
condrocits. L'orientacid vertical d’'aquesta xarxa comenca a linterval cartilag-os i
continua a través de la zona de cartilag calcificat i la zona radial. Aquestes fibril*les
comencen a corbar-se ja en la zona de transicid, assumint una orientacid tangencial

respecte a la superficie del cartilag articular.

Capa calcificada

Constitueix el 2-3% del gruix del cartilag articular. En aquesta capa, a la matriu trobem
diposits d’hidroxiapatita i els condrocits adopten una disposicié en columnes verticals
cap a la superficie articular. Es adjacent a I'os subcondral i es veu separada de la capa
profunda o radial per una linia basofila denominada classicament front de calcificacié o
tidemark (35). Aquest front de calcificacio té la tendéncia a progressar dins la capa més
superficial del cartilag hiali veient-se frenat per a I'activitat inhibidora dels condrocits

adjacents. Aquesta capa també té la funcid de fixar el cartilag a I'os subcondral.
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Figura 2. Imatge esquematica de I'estructura cel*lular del cartilag hiali madur. LS: /amina splendens;

ZT: zona tangencial; ZR1: zona radial superior; ZR2: zona radial inferior; FC: front de calcificacio; i PS:

placa subcondral.

Disposicio de les fibres de col-lagen.

La disposici6 de les fibres de col*lagen, formada fonamentalment com s’ha comentat per

col*lagen de tipus II, fou descrita inicialment per Hunter al 1743 (36) com a un sistema radial

de fibres perpendiculars a la superficie. Benninghoff al 1925 (37), amb I'ajut del microscopi de

llum polaritzada, va descriure les famoses arcades de direccid radial recobertes per una capa

tangencial superficial. MacConaill al 1951 (38) introdueix una modificacid i descriu un sistema

de fibres obligles

entrellagades recobertes per la controvertida /amina splendens.

Posteriorment, amb |'aportacié de la microscopia electronica (transmissio-escombratge), s’han

corroborat les descripcions classiques i, més recentment al 1990, Clark (39) mitjancant métodes

de criofractura ha observat que la capa tangencial es continua amb les fibres de la capa radial,

observacié semblant al model préviament descrit per Benninghoff.
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Figura 3. Esquema del cartilag hiali on s’aprecia la disposicio de les cél*lules i fibres de col*lagen.

3.5. FISIOPATOLOGIA DEL CARTILAG ARTICULAR

3.5.1. NUTRICIO

En el moment actual, malgrat les nombroses investigacions realitzades, la nutricié del
cartilag articular segueix sent objecte de discussid. Tant la via sinovial, com la vascular ossia

sembla que actuen en el metabolisme del cartilag articular.

Diversos factors poden contribuir a explicar aquestes diferencies d’opinio i tal vegada fer

compatibles ambdues teories.
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A favor de la teoria de la nutricié sinovial s’han de considerar fenomens com: a) I'efecte
de bombeig, provocat pel moviment i la carrega articular alternativa amb fases de repos; b) la
gran superficie de cartilag articular en contacte amb la membrana sinovial; c) la supervivencia
del cartilag dels cossos lliures d’origen cartilaginds articulars (per exemple en el fragments
osteocondrals lliures que es desprenen a l'articulacid); i d) la impossibilitat de pas de diferents
substancies a través de I'os subcondral, quan s’ha assolit la maduracié esquelética, per I'accié

de barrera de la capa de calcificacié (40, 41).

A favor de la teoria de nutricid sanguinia a partir de I'os subcondral trobem alguns fets
clinics: a) quan es realitzen sinoviectomies el cartilag segueix viu; b) la persisténcia de canals
vasculars en grans mamifers despres de la maduracid i que, per tant, nodreixen capes més
profundes del cartilag; i c) l'aparicié de canvis artrosics quan es desvascularitza I'os subcondral
(42, 43).

Per tant, és possible que ambdues teories siguin valides i complementaries, considerant
en primer lloc la via sinovial com a principal medi d'aportacié de nutrients al cartilag hiali i
acceptant I'existéncia de la via vascular amb una funcié secundaria. Donada I'absencia de vasos
dintre del cartilag articular, el transport de nutrients a través del mateix fins arribar al condrocit
pot realitzar-se per tres mecanismes: 1) difusio, 2) conveccid i 3) una combinacié d’'ambdues. El
mecanisme de conveccid esta produit pel flux de liquids intersticials, quan el cartilag es deforma

en sotmetre’l a carrega o quan es realitza una mobilitzacié (1-3, 41).

3.5.2. COMPORTAMENT MECANIC

El comportament d’'un material o teixit sotmes a I'accié d’una forca, reflecteix les seves
propietats biomecaniques. Aquest pot trobar-se fix o en moviment. L'aplicacié d’'una forca en

una determinada unitat de superficie constitueix el denominat estrées.

L'aplicacié d'una forca pot tenir lloc en compressid, en tensid (distraccid), friccio i

cisallament (tangencial). La resposta s'expressara per un coeficient o modul d’elongacio i de
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cisallament. Quan s’afegeix el factor temps a l'aplicar la forca podem trobar una resposta que
depen o no d’ ell. Si no existeix relacié obtindrem bé una deformacio reversible (elasticitat) o
pel contrari una deformacio irreversible (plasticitat). En canvi, quan la resposta si guarda relacié
amb el temps i té lloc en dos fases, direm que aquell teixit presenta una propietat denominada

viscoelasticitat (14).

A les articulacions de carrega, com el genoll, durant la marxa el cartilag articular es veu
sotmes a pressions de magnitud variable. L'aplicacié d'aquestes pressions es dona en petites
arees que es van desplacant al llarg de tota la superficie articular, a mesura que I'articulacié es
mou, provocant un considerable estrés. Les fibres de col‘lagen i els proteoglicans donen al
cartilag una ultraestructura que li confereix la seva consisténcia elastica. Els cisallaments i
friccions als que esta sotmes el cartilag sén absorbits per les fibres de col'lagen, mentre que les

sollicitacions verticals, de compressid, ho son pels proteoglicans (14).

3.5.3. RESPOSTA VISCOELASTICA DEL CARTILAG ARTICULAR

El cartilag articular posseeix aquesta propietat biomecanica i aixi presenta una resposta
variable quan esta sotmés a una pressid o deformacid constant. Aquesta resposta és doble,
davant una pressid constant es produeix una compressio i davant una deformacié constant es
produeix una relaxacio o estirament. Aquests fenomens es produeixen en una primera fase, de

forma instantania i en una segona fase de forma progressivament lenta (1-3, 13, 14).

Aquesta resposta o comportament viscoelastic es produeix pel flux inicial del fluid
intersticial, I'aigua continguda a la matriu. Aquest flux determina, per la seva banda, un
moviment de les macromolécules que originen un nou flux independent o intrinsec i per tant la
resposta és de tipus bifasic. En primer terme, quan el cartilag és comprimit, es produeix la seva
deformitat motivada per la sortida de liquids intersticials. Aquest procés inicialment és rapid
provocant la deformacid, despres pero es fa més lent, fins que s'atura el flux de liquid. Quan la
pressio és elevada, al voltant del 70% del fluid total és exprimit des de la matriu, encara que en

el moment que varia la pressié és completament recuperable. Al mateix temps que es produeix

18



INTRODUCCIO

la sortida, per I'estrés aplicat, quan es produeix la relaxacié d'aquest estres en el si del cartilag,
es dona lloc a una redistribucid del fluid en els porus de la matriu solida de col'lagen-

proteoglicans (1-3, 13, 14).

El cartilag articular sota tensid també presenta un comportament viscoelastic, mentre
que sota friccid pura (en condicions infinitesimals de tensid) no es produeixen canvis de pressio
o volumetrics dintre del teixit, és a dir, no s'indueixen efectes derivats del flux de fluids (13,
14).

3.5.4. PERMEABILITAT

La permeabilitat és la mesura de la facilitat amb que el fluid pot sortir a través d’un
material pords. El cartilag articular té molt baixa permeabilitat, pel que grans forces de
resisténcia friccional sén generades quan els fluids surten a través dels porus de la matriu del
teixit. Quan les forces de compressié son elevades la permeabilitat disminueix exponencialment.
Disminueix el diametre del porus dintre de la matriu solida, augmenta la resisténcia friccional i

per tant disminueix la permeabilitat (1-3, 13, 14).
3.5.5. RELACIO ENTRE MORFOLOGIA I SOLICITACIONS

L'estructura i composicié del cartilag articular permet I'absorcid i transmissid de
carregues fins I'os subcondral, mentre que la superficie actua de suport. La distribucié de les
sol*licitacions en un material esta relacionada amb el seu gruix i amb el grau de deformacid
davant la carrega. La deformitat és inversament proporcional al gruix, fins un nivell de carrega

a partir del qual aquesta relacié es perd.

El gruix del cartilag és inversament proporcional a la congruéncia articular (44) i per tant
aquelles articulacions d’elevada incongruéncia presenten un cartilag més gruixut. En aquestes la
deformacié és major, amb objecte d'incrementar la seva area quan s'aplica carrega. Finalment,
I'abséncia de cartilag articular provoca una carrega molt important a l'os subcondral, que pot
arribar a patir fractures per sobrecarrega.
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3.6. RESPOSTA DEL CARTILAG ARTICULAR DAVANT ALTERACIONS I LESIONS
MECANIQUES

Existeixen diferents situacions i procediments capacos de provocar una alteracio
histologica en el cartilag articular. Aquest procés, si bé és diferent en les seves fases inicials,
presenta un Unic final, i la seva traduccid és l'alteraci6 de la capacitat de resposta a les

sol*licitacions mecaniques.

A continuacié analitzarem aquesta resposta, quan el cartilag es sotmes a agressions de

caracter fisic.

3.6.1. IMMOBILITZACIO — COMPRESSIO

Les propietats fisiques del cartilag articular son degudes com hem vist a la resposta
viscoelastica que exhibeix quan es sotmes a carregues i deformacions durant I'activitat articular.
Aquest tipus de resposta permet el pas d’electrolits i nutrients a través del teixit. Pel contrari,
quan s'immobilitza una articulacid o es sotmet a una compressié constant, es produeix un

deteriorament del cartilag articular, que té lloc en tres estadis:

Estadi I. Necrosis superficial, el cartilag es torna tou i els condrocits canvien la seva

forma i s‘agrupen en nius. Macroscopicament es tradueix per una coloracié groguenca.

Estadi II. Hi ha una pérdua del gruix del cartilag, fonamentalment de la capa

superficial.

Estadi III. Existeix una perdua total del gruix fins a arribar a I'os subcondral.
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Figura 4. Seccié de microscopia optica tenyida amb hematoxilina-eosina on podem observar un cartilag

articular amb signes degeneratius (fibril'lacié de la superficie, anomala disposicié cel*lular i formacié de

nius). Imatge reproduida amb I'autoritzacié del Dr. J. Cebamanos (13).

Diversos estudis han demostrat al llarg de la historia, que I'afectacié del cartilag quan es
sotmet |'articulacié a compressié és major a la zona d‘aplicacié de la carrega i menor a la zona
lliure (45-47). Pel contrari, a les articulacions immobilitzades, la zona de contacte articular

presenta un menor grau d’afectacié que a les zones lliures (13).
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3.6.2. IMPACTES REPETITS

L'aparicié de dolors articulars despres de traumatismes directes sobre articulacions ha
estat motiu constant de consulta per part dels pacients. Paradoxalment I'absencia d'una fractura
visible en I'estudi radiologic ha menyspreat aquesta situacid i ha resultat d’escas interes pels
metges i investigadors en la recerca d’'una explicacid per aquesta problematica. C. Ficat (48) i
posteriorment P. Ficat (49, 50) van ser dels els primers en relacionar el traumatisme per

impacte articular i I'aparicio ulterior del procés degeneratiu.

L'analisi d'una amplia série de treballs confirma que els traumatismes per impacte,
(simple o repetitiu) quan la forca és suficient, sén capacos de produir una degeneracié del
cartilag articular, que pot arribar fins la capa calcificada i I'os subcondral al igual que s‘observa
a l'artrosi, si bé la mobilitat articular preco¢ de forma controlada pot tenir un efecte reparador
(51-54).
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3.6.3. LESIONS PER PENETRACIO

La capacitat de reparacio intrinseca del cartilag lesionat ha estat objecte de nombrosos
estudis al llarg de la historia i ha provocat també certa controversia. Per a una millor

sistematitzacio dividirem les lesions en dos grups:
a) Superficials: afecten tan sols al cartilag sense arribar a I'os subcondral i

b) Profundes: afecten al cartilag i a I'os subcondral.
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3.6.3.1. PENETRACIO SUPERFICIAL (CONDRAL)

Tres son els procediments que, de manera experimental, han estat emprats per tal de
reproduir lesions superficials: escarificacio, afaitat i creacié de defectes superficials.

a) Escarificacio

Aquest procediment consisteix en la realitzacid de mdltiples talls a la superficie del
cartilag, sense penetrar la unié osteocondral. En els diversos estudis s'evidencia la sintesi de
col*lagen, glucosaminoglicans i el reclutament de condrocits sobre tot en les zones profundes,
sense evidenciar-ne cap procés de reparacié i sense signes degeneratius en el cartilag vei (55-
58).

b) Afaitat

El terme “afaitat del cartilag articular” (shaving angles) defineix una de les técniques
habituals de tractament de les lesions condrals que es fan servir en la cirurgia artroscopica.
Aquest procediment consisteix en la escissid parcial i posada a pla de lesions cartilaginoses,
mitjancant la utilitzaci6 d'una fresa motoritzada o, més recentment, d’emissors de
radiofreqliéncia. L'objectiu és aconseguir una superficie articular el més congruent possible i

evitar el despreniment de petits fragment condrals desvitalitzats (1-3).

Estudis classics que presenten els resultats dels pacients als que s’ha practicat aquesta
técnica per via artroscopica (59) reflecteixen I'abséncia de reparacid de la superficie articular,
amb un augment de la fibril*lacid i necrosi, i un deteriorament progressiu del cartilag adjacent
(1-3).

c) Defectes superficials

La creacid de defectes superficials en el cartilag articular d'animals d’experimentacié ha
estat realitzada per diversos investigadors, observant tots ells una abséncia de capacitat
reparadora per part de les cel*lules cartilaginoses, independentment de l'edat o el grau de

maduracio de I'animal (60-64).
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3.6.3.2. PENETRACIO PROFUNDA (OSTEOCONDRAL

Un escenari totalment diferent apareix quan es realitzen defectes profunds, que inclouen
l'os subcondral. En aquesta situacid molts estudis coincideixen en Iaparicid d'un procés
reparador. Aquest procés té per objectiu reomplir el defecte amb un nou teixit de reparacid,
que en les fases inicials presenta un cert potencial, perd que amb el decurs del temps pateix un
deteriorament progressiu i acaba per transformar-se en un teixit fibrés o fibrocartilaginds. Aixi
doncs semblen mantenir-se els postulats enunciats al segle XVIII per Hunter (36), sobre la
incapacitat del cartilag d’obtenir una reparacié de la seva superficie un cop lesionat ("once
destroyed it never heals”) (1-3, 36).

Cap dels tractaments actuals no ha aconseguit la reparacid ad integrum del cartilag
articular lesionat. Diverses linies de recerca pero, intenten aconseguir les millors condicions per
la regeneracié del cartilag, amb I'objectiu de potenciar el procés de reparacidé natural i poder

aixi deixar al marge els suposats processos reconstructors (1, 2, 9, 10).

Varies son les qiestions plantejades pels investigadors: mecanisme i naturalesa del teixit
de reparacid; grandaria i localitzacié del defecte; efecte de la mobilitzacid i els seus diferents
procediments; paper de la matriu ossia i, també, el model experimental emprat (tipus d’animal i

grau de maduracio).
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3.7. MECANISME DE REPARACIO

La seva existéncia sembla acceptada per tots els autors i té lloc a partir de la
profunditat, és a dir, des de l'os subcondral. La creacié d’'un defecte lesionant I'os subcondral,
actua de manera semblant a com ho fa després d'una fractura. En els primers dies es troba un
hematoma parcialment organitzat produit per la ruptura de vasos, que gradualment es
transforma en un coagul ric en fibrina, que conté hematies, leucocits i elements medul-lars
entre els quals es troben les cél'lules mare pluripotencials (stem cells). Amb el creixement de
capil'lars procedents del llit vascular el coagul es transforma en un teixit de reparacié de
caracter fibroblastic, ben vascularitzat. La metaplasia progressiva d'aquest teixit de granulacié
fa que es torni més cel'lular i menys vascular. En la profunditat de la lesié la formacié d'os és
un procés actiu que tendeix a progressar de forma centripeta cap a la superficie articular,
encara que habitualment resta limitat als vells marges entre la capa calcificada i I'os subcondral.
La detenci6 del creixement ossi des de la profunditat pot obeir a la menor preséncia de vasos i
a l'efecte del liquid sinovial procedent de l‘articulacid. L'abséncia o preséncia de capil‘lars
condicionara que les cel'lules ostedgenes es diferenciin en condroblasts o osteoblasts
respectivament (1, 2, 9, 10).

3.7.1. NATURALESA DEL TEIXIT DE REPARACIO

La discussié que ha existit i que encara existeix és condicionada per diferents aspectes.
Un dels factors critics en I'avaluacié dels resultats sembla ser el temps. Efectivament, el temps
transcorregut des de la reparacié fa que l'aspecte microscopic i I'avaluacié histologica del teixit
regenerat canviin de forma significativa. En general pero, les observacions a llarg termini (un o
dos anys) permeten afirmar el deteriorament del teixit de reparacid, que es tradueix basicament
per un aprimament del neocartilag, amb perdua de les caracteristiques microscopiques de la
superficie (1-3, 9, 10).
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2.7.2. ACTUACIO DE LA MATRIU OSSIA

L" actuacié de la matriu 0ssia com a factor inductor del procés de reparacié ha estat
estudiada al considerar la possibilitat de que contingui factors de creixement i diferenciacid, que
condicionin la formacié d'os i cartilag. Aixi doncs, en les lesions osteocondrals poden alliberar-se

aquests factors, fet que no succeira amb les lesions estrictament superficials (1-3, 9, 10, 65).

A diferencia de les lesions superficials, I'agressié de I'os subcondral desencadena un
procés biologic reparador, que si bé no arriba a una restitucio del teixit primitiu, permet obtenir

en determinades situacions un teixit fibrocartilaginds (Ayaline-like) (1-3).
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3.8. TRACTAMENT HISTORIC DE LES LESIONS DEL CARTILAG ARTICULAR

Com ja s’ha comentat préviament, és ben conegut des de fa més de tres segles que la
capacitat de reparacié del cartilag articular és practicament nul*la i s'assumeix per tant que la
degeneracio articular és fins a cert punt un procés normal relacionat amb I'envelliment (66, 67).
Aquest escas potencial de curacid espontania, junt amb la limitada capacitat de regeneracio
tissular exhibida pels metodes tradicionals de tractament, han estimulat recentment un nou
abordatge terapéutic basat en el desenvolupament de técniques de cultiu cel*lular i d’enginyeria

tissular que permeten la construccid /n vitro d'analegs del cartilag (16, 17, 68).

Dos sbén els mecanismes potencials de reparacid del cartilag articular i depenen,
basicament, de la profunditat i I'extensid de la lesid. En aquelles lesions en que la profunditat
no arriba a I'os subcondral i, per tant, no existeix aportacié sanguinia, la reparacio es basa en la
capacitat mitotica dels condrocits, que és certament limitada. Aquest mecanisme es coneix com
a reparacio intrinseca i rarament és efectiu. Pel contrari en les lesions més extenses, que
impliquen tot el gruix del cartilag i arriben a lI'os subcondral, el mecanisme de curacid es
denomina reparacidé extrinseca. Aquest procediment es fonamenta en el reclutament de
cel*lules pluripotencials mesenquimals (stem cells) procedents de I'os subcondral o de la sinovial
adjacent, que participen en la formacié d'un neoteixit connectiu que pot, o no, experimentar

canvis metaplasics per a formar finalment cartilag articular o, més aviat, fibrocartilag (69).

Basant-se en aquests coneixements, s’han desenvolupat diverses estrategies de
tractament quirdrgic encaminades per una part a disminuir la simptomatologia del pacient i per
altra a evitar el desenvolupament preco¢ de processos d‘artrosis. Aquests méetodes es poden
dividir en dos tipus: metodes per a la formacid d'un neoteixit cartilaginds mitjancant
I'estimulacié de la medul'la Ossia subjacent i els trasplantaments de auto o al*loempelts
osteocondrals (70-73).

Dintre del primer grup d’estimulacié medul*lar, on es pretén facilitar I'aportacié vascular
a la zona malmesa des de I'os subcondral, sén tractaments habituals: la condroplastia per
abrasid o espongialitzacid i la realitzacid de perforacions, abans mecanitzades i, més

recentment, per microfracturacio. En general, aquestes técniques ofereixen bons resultats
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clinics a curt termini, ja que el neoteixit fibrocartilaginds que recobreix el defecte millora la
simptomatologia, perd com aquest teixit resisteix bé la tensid perd no la compressio, els

resultats a llarg termini son impredictibles i controvertits (67, 74).

En el segon grup, I'abordatge terapeutic ha consistit en la reparacid directa del defecte
mitjancant empelts condrals o osteocondrals autolegs. Inicialment es tractava d’empelts de
molta grandaria, que ocasionaven una morbiditat considerable a la zona donant i dificultats per
la incorporacio a la zona receptora. En els Ultims anys pero, la técnica ha evolucionat cap a la
utilitzacié d’empelts multiples, de petita grandaria, en la técnica denominada mosaicplastia.
Aquesta técnica augmenta la taxa d'integracid dels empelts i ha resultat Util per a defectes
d’'una determinada grandaria, malauradament s’ha mostrat ineficag en defectes moderats o
grans (76-79).

També s'ha estudiat el potencial condrogenic dels trasplantaments de periosti i
pericondri, pero la seva utilitzacid en la clinica humana ha estat escassa i, per tant, I'experiéncia
és limitada (13, 80-83).

Els cultius de condrocits ofereixen una alternativa a totes aquestes técniques (84-86).
Donat que la utilitzacid de condrocits heterolegs pot produir reaccions immunologiques i
augmenta el risc de transmissid de malalties infeccioses, els estudis s’han centrat en la
implantacié de condrocits autolegs (6). El concepte de trasplantament autoleg de condrocits
cultivats (ACI) fou introduit fa més de 20 anys i es va considerar el metode amb més futur en el
tractament de les lesions condrals (4). La técnica consisteix en l'obtencid de cartilag autoleg en
una primera cirurgia, que es fragmenta i sotmet a una digestié quimica, amb el que s’‘obtenen
cel*lules cartilaginoses aillades, que despres es cultiven en medis especifics. Posteriorment
aquestes cel'lules cultivades s'implanten mitjancant cirurgia oberta en el defecte condral, que
préviament ha estat desbridat i es recobreix amb un penjoll de periosti obtingut normalment de
la part proximal i medial de la tibia, que es sutura a les vores del defecte i es segella amb cola
de fibrina (6, 87-93). Els principals problemes derivats de I'ls d'aquesta tecnica son la
necessitat de dues intervencions quirdrgiques, (una per obtenir les cel-lules cartilaginoses i
I'altra per a implantar-les) i la forma de contenir aquests condrocits cultivats a l'interior del
defecte (6, 94). Estudis experimentals en gossos han observat que la sutura del penjoll periostic
en el defecte presenta efectes nocius en el cartilag adjacent, com fissures, perdua de
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proteoglicans i augment de la clonacid de condrocits (88). Per aix0, a l'actualitat s’estan
dissenyant nous metodes d'implantacid dels condrocits en el defecte, com la substitucid del
penjoll de periosti per una membrana de col*lagen sintéetica, fixada amb cola de fibrina (95). En
I'experiéncia amb aquesta técnica, s’ha vist que la capacitat d’orientacié espaial dels condrocits
és limitada. Es per aixo que, a limplantar els condrocits en monocapa mitjancant una técnica
ACI, els condrocits no s'organitzen amb les caracteristiques tridimensionals del cartilag hiali sa i
finalment es diferencien en un teixit amb caracteristiques de fibrocartilag. Per aquest motiu, es
va comencar a treballar en la utilitzacid de sistemes de cultiu i implantacid tridimensionals de
condrocits, amb la finalitat de mantenir la ultraestructura del cartilag hiali sa i que en aquest
sentit actués com a modulador del creixement contribuint a mantenir I'estabilitat fenotipica dels
condrocits (1-3, 5, 16, 17).

Figura 5. — Fotografies intraoperatories d'una técnica d'implantacié de condrocits autolegs per a la reparacié d’un defecte al condil
femoral intern del genoll d'un pacient huma. Imatge de I'esquerra: Defecte condral en el condil femoral cobert amb una
membrana de col-lagen sintetica suturada al cartilag sa. Imatge de la dreta: Introduccié dels condrocits cultivats mitjangant una

canula. Fotografies reproduides amb I'autoritzacié del Dr. JC Monllau.
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3.9. ENGINYERIA TISSULAR

L'enginyeria tissular és una ciencia multidisciplinaria que aplica els principis i méetodes de
I'enginyeria de materials i la biologia molecular per a el desenvolupament de substitutius que
restaurin, reparin, millorin o mantinguin la funcié biologica d'un teixit o organ danyat (96, 98).

Aquests substitutius biologics estan basats en tres components principals: les cél*lules,
les molécules bioactives i els materials polimérics tridimensionals, les anomenades matrius de
suport o bastides (scaffolds en anglés). Les cel-lules sén les encarregades de sintetitzar la
matriu extracel*lular del nou teixit i restaurar la funcid dels teixits lesionats, mentre que la
matriu sintética de suport ha de proporcionar un ambient favorable per a I'adhesio, proliferacio i
diferenciacié cel'lular. Les molécules bioactives han de facilitar i promoure la regeneracié del

nou teixit.

La matriu de suport a part de proporcionar una estructura tridimensional temporal on es
formara el nou teixit pot ésser el vehicle que controli l'alliberament de substancies
bioldgicament actives que afavoreixin el creixement o la diferenciacio cel*lular. Aquesta matriu,
per a poder dur a terme aquesta varietat de funcions ha de complir alguns requeriments (97,
98):

1. Ha de ser biocompatible amb els teixits.

2. Ha de tenir una biodegradabilitat controlada amb la finalitat que el nou teixit substitueixi

eventualment a la matriu.

3. No ha d'induir cap resposta adversa a I'organisme.

4. Ha de tenir unes propietats mecaniques adequades segons el tipus d‘aplicacid.
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5. Ha de tenir una porositat i una morfologia apropiada per afavorir el transport de
cel*lules, gasos, metabolits, nutrients i molécules bioactives tant dintre de la matriu com

entre aquesta i el medi circumdant.

L'aportacid de l'enginyeria tissular pot ser d'una gran utilitat en el tractament de les
lesions cartilaginoses ajudant; a l'eleccid del tipus de cél'lula a utilitzar en el cultiu, a la
modificacid genética d'aquesta cel*lula, a aconseguir una medi extracel'lular adequat i a
proporcionar una adequada fixacid del sistema al defecte (69, 99-105). Grande (106) va
demostrar que la utilitzacié d'una matriu de suport sintetica, biodegradable, pot ésser un
requeriment basic per a aconseguir una reparacid organitzada i capag d'omplir d'una forma

funcional un defecte cartilaginés.
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3.10. SUPORTS MACROPOROSOS TRIDIMENSIONALS PER A L'ENGINYERIA
TISSULAR DEL CARTILAG

La matriu de suport tridimensional utilitzada en I'enginyeria tissular del cartilag,
subministra el substrat necessari per a l'ancoratge i la proliferacid de condrocits /in vitro,
mantenint la seva funcié diferenciada. Una vegada implantada en el lloc de la lesid, aquest
suport manté els condrocits en el lloc desitjagt mentre produeixen la seva propia matriu
extracel'lular, donant l'estabilitat mecanica necessaria en aquesta etapa, i té la capacitat de
degradar-se a mesura que es regenera el cartilag. Tanmateix, aquesta matriu pot ser el vehicle
que permet el subministrament controlat d’agents biologicament actius que afegint-se a la
matriu s'alliberen de forma controlada per difusid: com sén els factors de creixement, peptids
ancorats a la propia cadena polimerica, polisacarids, glucosaminoglicans, condroitin sulfat, acid
hialuronic, etc (98, 107-109).

S’han fet servir (a nivell de recerca) una important varietat de matrius poroses per al
cultiu i transport de condrocits: gels basats en el col'lagen, fibrina, alginat, acid hialuronic,
polimers de la familia de acid polilactic i poliglicolic, la policaprolactona, hidrogels de polioxid
d’etilé, copolimers biomimétics que imiten la composicié de la matriu extracel*lular, quitosa i
altres (98, 106-114).

Alguns detalls técnics respecte al procediment de cultiu /n vitro dels condrocits semblen
també forca importants, com és el cas de la penetracid de les cellules cultivades cap a l'interior
de la matriu de suport. Els condrocits en cultius estatics tendeixen a aglomerar-se en la
superficie del material de suport (confluencia). La penetracié de les cel*lules en el suport es veu
afavorida per cultius dinamics realitzats amb bioreactors. La influéncia de I'estimulacié mecanica
del cultiu bé sigui mitjancant pressié hidrostatica o mitjancant esforgos mecanics aplicats a
sobre el material de la matriu de suport pot ésser també un factor clau en el manteniment del
fenotip dels condrocits en cultiu, tot i que aquest aspecte encara no és suficientment conegut
(16, 17, 124-126).
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3.11. PRINCIPALS CARACTERISTIQUES DE LA POLICAPROLACTONA

La PCL pertany a la familia dels poliésters, és un polimer semicristal’li, amb un baix punt
de fusid (60°), una temperatura de transicié vitria al voltant dels — 60° i s'obté mitjancant una
reaccid de polimeritzacid d'obertura d‘anell a partir de la e-caprolactona, fent servir com a
catalitzador I'octanoat d’estany (16-18, 98, 115).

Catalizador

O
+ Calor |

0 0 {CHI:]S C

-/ n

Folicaprolactona

Y

E-caprolactona

Figura 6. Sintesis per obertura d’anell de la policaprolactona.

L'estructura molecular de la PCL consta d'un grup éster polar i cinc grups metilens amb
caracteristiques apolars. La seva biodegradabilitat en medis biologics in vitro i in vivo és
conseqiiéncia de la susceptibilitat dels enllagos ester a la hidrolisi.

La cinetica de degradacié de la PCL és més aviat lenta degut a la seva cristallinitat i a la
seva semblanga estructural amb les olefines. La completa degradacié i eliminacié /in vivo dels
homopolimers de poli (caprolactona) poden trigar fins a 2 6 4 anys. La velocitat de degradaci6
de la PCL es pot incrementar notablement mitjancant copolimeritzaci6 o a través de la formacié
de mescles amb polimers hidrofilics com per exemple I'addicié d’acid oleic, amines terciaries,
acid hialuronic, etc (18, 115).
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3.12. FONAMENTS PER A LA REALITZACIO DELS NOSTRES TREBALLS DE RECERCA

Estudis previs del nostre grup de recerca ens van permetre sintetitzar una série de
suports macroporosos de PCL pel cultiu /7 vitro de condrocits (16-18). Es va fer servir per a
formar els porus un material poliméric que es dissol despres de modelar-los a la PCL que forma
la matriu de suport. Els principals avencos teécnics van ser per una banda preparar una serie de
matrius de suport d'un mateix material, amb diferent grandaria de porus i amb distints graus
d'interconnexid espaial. I per altra banda, preparar una serie homologa de materials en els que
€s va variar una caracteristica de la seva estructura quimica, la hidrofilia, mantenint invariable
I'arquitectura de I'estructura porosa (16-18, 115, 116). Es troben a la literatura pocs exemples
de procediments de preparacié de matrius de suport en els que la microestructura porosa no
depengui directament del material amb que es fabrica I'esponja i de la técnica emprada per a
generar el porus, com ara les técniques de preparacid de suports utilitzant maquines de
prototip rapid (110-113) o utilitzant com a formador dels porus les esferes de parafina (109).
Es van realitzar diversos assajos /n vitro amb grandaria de porus variables, d’entre 80 i 600 y,

fins a posar a punt les matrius de suport per els estudis /n vivo (16-18, 116).

Aquets dissenys de matrius de suport ens van permetre avancar en la comprensié de la
influencia de les caracteristiques fisiques i quimiques del suport sobre I'adhesié cel*lular i la

proliferacio, i les caracteristiques biologiques dels condrocits cultivats (16-18).

Una vegada es va optimitzar el disseny de les matrius de suport de PCL /n vitroi es va
comprovar la viabilitat de les sembres de condrocits (16, 17), es va considerar que estavem en
disposicio tecnica de determinar la viabilitat del procés de regeneracié del cartilag en un model
d’experimentacié animal i comparar-lo amb els cultius habituals en monocapa (tipus ACI). Era
necessari valorar la produccid de la matriu extracel'lular, el fenotip dels condrocits, la
morfologia i biomecanica del teixit resultant, i de la cinética de reabsorcié del suport sintétic /n
vivo. Per aquest motiu es van dissenyar els 2 estudis que conformen aquesta tesi amb Ila

intencié de valorar aquests parametres en un model d’experimentacié animal.
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Figura 7. Microfotografia de microscopia electronica d’experiments previs amb un suport macroporosos
de copolimers de poliacrilat d’etil i polimetacrilat d’hidroxietilé on podem observar com es conformen
porus esferics bioestables. Marca a peu de foto de 80 micres. Imatge reproduida amb l'autoritzacié de

Carmen Antolinos i el Prof. JL Gomez-Ribelles de la Universitat Politécnica de Valéncia.

En el treball n°® 1 es va demostrar la capacitat de les matrius de suport de PCL
sembrades amb condrocits al*logenics de conill de reparar lesions condrals realitzades a la seva
troclea femoral. Amb aquestes matrius de suport es va aconseguir una reparacid amb
caracteristiques de cartilag hiali sa tant biomecaniques, com histologiques i
immunohistologiques. També es va evidenciar que les matrius de suport de PCL no es
degradaven completament al final de I'estudi i que milloraven la qualitat del teixit de reparacio
condral quan s'implantaven després de realitzar perforacions subcondrals, encara que no
estiguessin sembrades amb condrocits. Aquestes matrius de suport no sembrades amb
condrocits que es van implantar en lesions condrals amb perforacions subcondrals, van mostrar
una reparacio atribuible a la invasid per stem cells mesenquimals provinents de I'os subcondral.
Igualment es va observar que les matrius de suport no es degradaven completament i que

aquesta invasio per stem cells era bastant pobre.

Per aquest motiu es va dissenyar el treball n® 2, on es va estudiar la capacitat de
reparar lesions condrals de les matrius de suport de PCL i de les matrius de suport de PCL
enriquides amb acid hialuronic (PCL-AH); sense ser sembrades amb condrocits al*logénics perd
realitzant perforacions subcondrals per a afavorir la invasid cel'lular per stem cells. L'acid
hialuronic és un polisacarid natural hidrofilic que forma part del cartilag hiali sa i del liquid
sinovial. A través del receptor CD44 de la superficie dels condrocits influeix positivament en la

proliferacio cel*lular, formacié de matriu extracellular i regulacié del fenotip cel*lular a condrocit
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(116-119). Com hem comentat anteriorment, la PCL és una substancia bastant hidrofoba. En
afegir acid hialuronic a les matrius de PCL es va buscar conferir-lis unes caracteristiques més
avantatjoses secundaries al seu perfil hidrofilic. Aquestes caracteristiques cercaven facilitar la
invasié sanguinia provinent de l'os subcondral, dotar al medi d’'unes caracteristiques similars al
cartilag hiali sa i afavorir la diferenciacié cel*lular a condrocits. A més secundariament es va
voler estudiar el ritme de degradacié de les matrius de suport; presumiblement les matrius de
PCL-AH havien de degradar-se més rapidament al ser més hidrofiliques, que les matrius de PCL
estandard (com hem comentat anteriorment la PCL és una molecula bastant hidrofoba). La
motivacié d'aquesta modificacié técnica va ser demostrar que es podia aconseguir una correcta
reparacio de les lesions condrals amb matrius de suport de PCL (amb o sense acid hialuronic)
no sembrades préviament amb condrocits. Aixo els hi conferiria moltes avantatges a I'hora de
ser utilitzades a la practica clinica habitual. La més important d’elles seria evitar la cirurgia
prévia per a l'obtencid dels condrocits autolegs, necessaris per a realitzar els cultius cel*lulars

que s’han d‘afegir a les matrius de suport abans de ser implantades.
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4. HIPOTESI DE TREBALL

La hipotesi de treball es basa en 2 estudis relacionats amb la reparacié de lesions condrals
mitjangant suports macroporosos biodegradables tridimensionals de PCL en el conill com a
animal experimental. Es tracta de valorar /n vivo la reparacié de lesions condrals realitzades a la
troclea femoral del genoll del conill amb matrius de suport tridimensional de PCL, comparant-les
amb técniques habituals i validades per a la reparacié de lesions condrals.

En el primer article es compara la capacitat de regeneracié d’aquestes lesions condrals amb
la implantacié de matrius de suport de PCL sembrades o no amb condrocits al*logenics de conill
i comparant-les amb la reparacid que proporciona la sembra de condrocits en monocapa
(implantant un pél-let de condrocits), la reparacid amb matrius de suport de PCL sense sembra
de condrocits realitzant perforacions subcondrals, la reparaci6 amb matrius de suport de PCL
sense sembra de condrocits en abséncia de perforacions subcondrals i la reparacié deixada a
una evolucid natural d'aquestes lesions realitzant Unicament perforacions subcondrals en el

defecte creat.

Donat que en el primer treball s’evidencia una millor capacitat de les matrius de suport de
PCL no sembrades amb condrocits quan es realitzaven perforacions de l'os subcondral de
reparar les lesions condrals, que les lesions condrals sense cap tipus dimplant deixades a la
seva evolucié natural i, que la degradacid de les matrius implantades /7 vivo no va ser completa
al final de l'eutanasia dels animals, es va dissenyar el segon treball. En aquest segon treball,
fruit del segon article que conforma aquesta tesi per compendi de publicacions, es compara la
capacitat de reparar lesions condrals de les matrius de suport de PCL estandard amb les
matrius de suport de PCL-AH, ambdues sense ser sembrades amb condrocits. El fonament
d’aquest segon treball, es basa en que I'acid hialuronic, donat que és una substancia hidrofilica i
que forma part del cartilag hiali, ha de permetre una millor reparacié de les lesions condrals i
una més rapida degradacié de les matrius de suport de PCL-AH, que les matrius de suport de
PCL.
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HIPOTESI DE TREBALL

Hipotesi del treball 1.

Les matrius de suport tridimensional de PCL sembrades amb condrocits al*logénics
de conill proporcionen una millor capacitat de reparar les lesions condrals realitzades a
la troclea femoral del conill amb un teixit amb caracteristiques similars al cartilag hiali
sa, que la reparacid d'aquesta lesid amb condrocits al*logénics de conill sembrats en
monocapa (pel‘let), les matrius de PCL sense condrocits sembrats amb perforacions
subcondrals, les matrius de PCL sense condrocits sembrats i sense perforacions
subcondrals i que les lesions sense implants ni condrocits al*logénics sembrats amb

perforacions subcondrals.

Hipotesi del treball 2.

Les matrius de suport tridimensional de PCL-AH proporcionen una millor capacitat
per a reparar les lesions condrals realitzades a la troclea femoral del conill i es degraden

més rapidament que les matrius de suport tridimensional de PCL.
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5. MATERIAL I METODES

El material i metodes es correspon amb cadascun dels treballs que formen part

d’aquesta tesi per compendi d‘articles i que s'adjunten a I'apartat nimero 9.

Treball n°© 1

Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Lebourg M, Gémez-Tejedor JA, Vila G, Caceres E, Benito P,
Pradas MM, Nogues X, Gdmez-Ribelles JL, Monllau JC.

In vivo evaluation of three-dimensional polycaprolactone scaffolds for cartilage

repair in rabbits.

Am ] Sports Med. 2010 Mar;38(3):509-19.

5.1. PREPARACIO DE LES MATRIUS DE SUPORT

Es van preparar plantilles poroses de les matrius per aglomeracid de microesferes de
resines acriliques (Elvacite 2043, Lucite Internacional) a 140°. La porositat de les plantilles es
va ajustar sotmetent-les a una determinada compressio. Les matrius de PCL es van obtenir amb
la injeccid6 de PCL fosa (Polysciences, Mw=50000) a 110° dins les plantilles fetes a mida
mitjancant un efecte de pressié amb gas nitrogen. Més tard es van filtrar les particules poroses
(microesferes acriliques) amb rentats repetits d'etanol. Les matrius resultants tenien una
porositat del 70 +/- 2 % amb una bona morfologia i homogeneitat. El tamany del porus que es

va dissenyar va ser d’'unes 200 micres.

El diametre de les matrius de suport era de 3 mm amb una profunditat d'uns 0,8-1 mm.
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Figura 8. Microfotografia de microscopia electronica d’'una matriu de suport macroporosa de
policaprolactona amb estructura de pords esférics altament interconnectats amb grandaries de l'ordre de
200 micres. Marca del peu de foto de 1 mm. Imatge reproduida amb l'autoritzacié de Marta Oliver, Line

Vikingsson i el Prof. JL Gomez-Ribelles de la Universitat Politecnica de Valéncia.

5.2. ANIMAL D'EXPERIMENTACIO

Es van fer servir 26 conills albins de raga New Zealand, adolescents, mascles, de més de
tres mesos d'edat amb un pes d'uns 2,5 i 3,00 kg. Per abaratir el cost de I'experiment i per
estalviar una cirurgia a cada conill per a l'obtencié de condrocits autolegs, amb el patiment que
aix0 suposaria, es van utilitzar en els primers espécimens els condrocits d’un Unic donant inicial.
Hi treballs previs que demostren practicament I'abséncia de rebuig amb condrocits al*logénics
de conills New Zealand estandard (120-123).

Igualment donat que esta demostrat com hem comentat que els condrocits de cada
especimen de I'experiment poden ser Utils per a la resta (s6n igualment al*logenics), en els
primers sacrificis reglats, es van obtindre condrocits del cartilag hiali de les articulacions no
intervingudes préviament. Aquests condrocits es van processar i cultivar, i es van implantar en

la resta d’especimens segons la metodologia assignada.
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En el postoperatori immediat als animals se’ls hi permetia la mobilitzacié lliure i en
gabies individuals adequades segons la normativa vigent i acceptada pel Comité Etic

d’Experimentacié Animal del centre on els animals van estar estabulats.

El control general de I'animal es va realitzar a la seva recepcié i diariament despres de la
intervencié per personal qualificat segons el protocol de supervisié acceptat pel Comité Etic
d’Experimentacié Animal. Tots els animals van estar estabulats un minim de 4-7 dies com a
periode de quarantena amb la finalitat de permetre’ls la seva aclimatacié al seu nou estabulari
abans del procés quirdrgic. Es va registrar el pes inicial i el final en el moment del sacrifici de
cada animal. Els genolls dels animals van ser revisats per tal de comprovar I'evolucié de la
ferida quirdrgica i descartar possibles infeccions, rigideses, fractures i luxacions de la rotula. Els

animals van rebre menjar i beguda ad /ibitum durant tot el procés.

En tot moment es va seguir la normativa vigent (86/609/CEE) relativa a la proteccio
d’animals utilitzats per a I'experimentacid i altres finalitats cientifiques, i a la modificacié de la
Generalitat de Catalunya amb la llei 5/1995 i els decrets 214/1997 i 164/1998. El protocol de
I'estudi va ser aprovat pel Comité Etic d’Experimentaci® Animal de la Universitat de Barcelona
(Permis 273/6) d'acord amb la llei 86/609/EEC (European Economic Community) i el decret
214/1997 de la Generalitat de Catalunya.
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5.3. OBTENCIO DELS CONDROCITS DE CONILL

Es va obtindre cartilag articular dels genolls dels conills, una vegada sacrificats amb una
sobredosi de Tiopental (Tiobarbital, Braun Laboratoris) intravenosa a la vena marginal de

I'orella.

Primerament es va sacrificar un Unic conill per tal d'obtenir suficients condrocits per
sembrar les matrius de PCL i preparar els pellets, necessaris per a ser utilitzats a la primera

ronda d’experiments /n vivo.

El cartilag articular del genoll sa contralateral (no intervingut) dels conills sacrificats un
cop finalitzada la primera ronda, es va utilitzar per a I'obtencié de més condrocits i preparar-los
per a la seva implantaci6 segons el grup assignat a les posteriors cirurgies. Tal com hem
comentat préviament, en tot moment es van implantar condrocits al*logénics donat que esta

demostrat que no produeixen rebuig en aquestes linies d’animals (120-123).

Per a I'obtencid dels condrocits es va dissecar el cartilag de I'os subcondral, es va tallar
finament i es va conservar en un medi que consta de: penicil*lina (100U), estreptomicina (100
micrograms) (Biological Industries) i 0,4% de fungizona (Gibco), anomenat Medi de Dulbecco’s
modificat d’Eagle (DMEM). Els enzims de digestié de cartilag es van preparar en aquest medi.
Per a laillament dels condrocits es van incubar les mostres de cartilag amb 0.5 mg/ml de
hialuronidasa (Sigma-ALdrich) durant 30 minuts a una temperatura de 37° C. Posteriorment es
va retirar la hialuronidasa i es va afegir 1 mg/ml de pronasa (Merck,VWR Internacional SL).
Després de 60 minuts d‘incubacié dins aigua a 37° C les mostres es van rentar amb la solucid
DMEM. Es va continuar la digestié enzimatica afegint 0.5 mg/ml de col*lagenasa-IA (Sigma-
Aldrich) que es va mantindre al mateix bany a 37° C durant 12 hores. La suspensid cel*lular
resultant es va filtrar a través d'un filtre pords de nylon de 70 micres (BD biosciences) per
eliminar tot el teixit sobrant. Les cel-lules es van centrifugar i rentar amb el medi DMEM
suplementat amb 10% de sérum fetal bovi (FBS) (Invitrogen SA). Finalment les cél*lules es van
col*locar en flascons de cultiu tissular per a realitzar el cultiu de condrocits immediatament o bé
per a criopreservar-les en nitrogen liquid amb DMEM al 20% de FBS i 10% de dimetil sulfoxid

(DMSO) (Sigma Aldrich) fins que va ser necessaria la seva utilitzacio.
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5.4. CULTIU CEL'LULAR EN MATRIUS DE POLICAPROLACTONA

Després de laillament cel*lular, els condrocits es van dipositar en recipients especifics
amb una densitat elevada de medi de cultiu (DMEM suplementat amb 10% de FBS i 50
micrograms/ml d‘acid ascorbic) a 37° C i en una atmosfera al 5% de CO, humidificat. El medi
es va canviar cada tres dies. Després de 7-14 dies es van recollir les cél'lules adherides per
incubacié amb tripsina-EDTA (Biological Industries) i es van resuspendre amb un minim volum
de medi de cultiu. A l'arribar a la fase de confluencia, les cel-lules es van subcultivar en
proporcid 1:4. Es van fer servir els condrocits obtinguts entre el primer i el segon subcultiu. Les
mostres de PCL es van col*locar a una safata de cultiu de 96-well polystyrene (Nunc A/S) i es
van barrejar amb Hank’s Balanced Salt Solution (Sigma-Aldrich). Després de retirar la solucid de
Hank, la suspensio cel'lular (0.5-1x10°) es va abocar a les matrius de suport de PCL per
permetre la infiltracié cel*lular dins I'estructura porosa. Es va deixar una hora i es va afegir medi
de cultiu fins a cobrir tot el material. Les cel.lules es van cultivar amb DMEM suplementat amb

1% ITS (BD Biosciences) i 50 micrograms/ml d'acid ascorbic durant 7 dies.

Es van preparar 2 mostres addicionals de matrius de PCL sembrades amb condrocits.
Aquestes no van ser implantades i es van analitzar en paral‘lel a les implantades en el conills

per a complementar els resultats, i valorar la viabilitat dels condrocits.

Les matrius de PCL es van dipositar en pous de 16 mm de diametre afegint els
condrocits que s’havien incubat amb HAM'S F-12/DMEM complementat amb un 10 % de FBS,
antibiotics i acid ascorbic. Els subcultius dels condrocits en monocapa es van centrifugar per a
aconseguir un pel-let. Es van incubar durant 2 setmanes abans de ser implantats als defectes

produits als conills.
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5.5. PREPARACIO DELS PEL'LETS DE CONDROCITS

Un cop recollides les cél*lules dels pots de sembra, es van transferir a un tub per a
centrifugar-les (1.000.000 de cél*lules per tub) al que es va afegir medi de cultiu fins a obtenir
1 ml. La suspensio cel*lular es va centrifugar durant 4 minuts a 1200 rpm. El pél*let resultant es
va cultivar amb DMEM suplementat amb un 1% d’ ITS i 50 micrograms d’ acid ascorbic i es va

deixar durant 7 dies a una temperatura de 37° C i una atmosfera al 5% de CO, humidificat.

Es van preparar 2 mostres addicionals de pel‘les de condrocits. Aquestes no van ser
implantades i es van analitzar en paral‘lel a les implantades en el conills per a complementar els

resultats, i valorar la viabilitat dels condrocits.
5.6. ANESTESIA DELS ANIMALS

Es va administrar una dosi preanestesica de sedants i relaxants musculars per evitar en
tot el moment el patiment de I'animal en la fase inicial de preparacid. Aquesta preanestésia es
va realitzar mitjancant I'administracié subcutania d'una barreja de Ketamina (Ketolar®
laboratori Pfizer) 25 mg/Kg i Xilacine (Xilagesic 2% ® laboratori Calier S.A.) 3 mg/Kg. Aquesta
medicacié provoca una sedacid, analgesia i relaxacid® muscular als 5-10 minuts de la seva
administracid que va permetre realitzar la preparacié prévia a la cirurgia (rentat, rasurat,
collocacid...) sense forcejar amb I'animal estalviant-li aixi un patiment innecessari. Una vegada
preparat I'especimen per a I'acte quirurgic i abans de comencar-lo, es va induir I'anestésia amb
isofluora al 4% amb una mascareta conformada fins a obtenir la profunditat anestesica
adequada. El manteniment anestesic es va fer amb isofluora al 2 % amb un flux d’oxigen de 2
litres/minut fins a la conclusié de I'acte quirdrgic. Per tal de protegir la cornia de I'animal, una
vegada anestesiat es va tancar la parpella i es va fixar amb esparadrap especific (micropore 0)
tal com es realitza amb els humans. L'esparadrap es va retirar en el moment previ al despertar

de I'animal.
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5.7. IMPLANTACIO DE LES MOSTRES AL CONILL

Amb l'animal ja anestesiat, es va preparar un camp quirdrgic esteril i s’ inicia l'acte
quirdrgic: abordatge central, artrotomia medial pararrotuliana interna, luxacié de la patel‘la a
nivell extern i amb una trefina de 3 mm de diametre es va realitzar de forma manual un defecte
condral al solc intercondili troclear de 3 mm de diametre per aproximadament 1 mm de
profunditat. La localitzacié del defecte al solc intercondili ofereix una bona grandaria i és
avalada per nombrosos estudis (13-15, 127-129). El cartilag es va buidar mitjancant I'ajut d’una
cullereta per a curetatge de 4/0. No es va penetrar en cap moment I'os subcondral a excepcid
dels especimens seleccionats a tal efecte. Després del curetatge i buidament del cartilag del
defecte, es van implantar les mostres preparades préviament de manera aleatoria. En els casos
en que es van fer lesions subcondrals per afavorir la preséncia d'un hematoma i de cél*lules
pluripotencials provinents del moll d'os, aquestes es van realitzar mitjancant 4-5 perforacions
amb una agulla de 25 G (BD Microlance™ 3) en el diametre del defecte creat, assegurant-nos
macroscopicament de la penetracid subcondral i de la presencia activa de sagnat. Una vegada
es va implantar la mostra es va fixar, es va reduir la patel'la i es van realitzar varies
mobilitzacions articulars del genoll per objectivar el correcte recorregut sobre I'empelt i
I'estabilitat i permanéncia d'aquest en el defecte creat. L'estabilitzacié de limplant es va
realitzar mitjancant una sutura amb Coated Vicryl ® de 6/0 (Johnson-Johnson Intl) que es va
fixar a banda i banda del cartilag circumdant a la lesi6 amb 4 punts. En els casos que es va
utilitzar periosti per a donar suport al pél‘let, aquest es va obtenir de la metafisi medial de la
tibia intervinguda. Finalment, es va reduir la patel*la i es va tancar |'artrotomia per plans amb
vycril 4/0. Es va col*locar un embenat elastic que es va mantenir durant 24-72 hores segons el
deteriorament del mateix. Després de la finalitzacié de l'acte quirdrgic els animals es van
retornar a les seves gabies i sels va deixar lliures, amb alimentacié i beguda ad /libitum.
L'analgesia postoperatoria va consistir en una injeccid intramuscular de dexketoprofe
(Enantyum ® , Menarini Laboratoris) a una dosi de 3 mg/Kg cada 24 hores durant 3 dies. Al
final de la intervencidé quirdrgica també s'administra una dosi de Gentamicina (Genta-Gobens ®,

Normon Laboratoris) intramuscular de 3mg/Kg com a profilaxi antibiotica.
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5.8. CONDICIONS D'ESTABULACIO

Es va respectar un cicle de llum de 12 hores al dia alternat amb 12 hores de foscor. Els
animals van disposar d‘aigua i menjar ad /ibitum. Tant I" humitat relativa com la temperatura es
van mantenir constants amb condicionadors d’aire. Es va canviar cada 24 hores el material

absorbent d’excrements segons la indicacié del fabricant.

5.9. PROTOCOL DE SUPERVISIO

Es va seguir en tot moment el protocol de supervisi6 aprovat pel Comité Etic
d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona (Permis 273/6) d'acord amb la llei
86/609/EEC i el decret 214/1997 de la Generalitat de Catalunya.

No va ser necessari en cap moment prendre mesures de punt final per patiment animal

durant tot I'estudi.

5.10. EUTANASIA

El sacrifici del primer especimen per a l'obtencid de cartilag pel processament de
condrocits i de la resta d’especimens després del periode d'estabulacidé de 3 mesos, es va
realitzar amb una dosis de 500 mg/ev de Tiopental (Tiobarbital ® de laboratoris Braun). Previa
cateteritzacio de la vena marginal de l'orella del conill, es va administrar una dosis de 500 mg
de Tiopental provocant la mort immediata de I'animal. Aquest procediment obté la més alta
puntuacid, un valor de 5 punts, dels mitjans d’eutanasia per evitar el patiment animal segons

les associacions americana i europea de veterinaris (AUMA i FELASA respectivament).

Es va seguir en tot moment els criteris per a practicar I'eutanasia establerts en el

protocol de supervisio validat pel comite etic per aquest procediment.
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5.11. OBTENCIO DE MOSTRES

Una vegada es va sacrificar I'animal es va procedir al rasurat, pintat amb povidona
iodada del genoll intervingut i la preparacié d'un camp esteéril. Sobre la cicatriu cutania previa i
amb un artrotomia interna es va accedir a la troclea femoral. Es va identificar I'area del defecte
i es va realitzar un forat vertical a la superficie articular, a nivell de la unié proximal del defecte
amb el cartilag sa, amb una broca de 1.2 mm. Aquest orifici es va realitzar amb la finalitat
d'identificar macroscopicament amb els talls del microtom, el comengament del defecte i I'area
de reparacid, ja que en alguns casos aquesta transicid6 era practicament inapreciable
macroscopicament. Una vegada realitzat aquest marcatge amb la broca, es va procedir a
I'obtencid del defecte inclos en un bloc quadrat de troclea femoral amb uns 6-8 mm de costat
mantenint la lesid al centre; el tall ossi es va realitzar amb una mini serra circular de 20 mm de
diametre a baixa velocitat. La mostra obtinguda es va rentar repetidament amb serum fisiologic
i es va introduir en flascons també en serum fisiologic pel seu transport. Els flascons amb les
mostres es van mantindre en nevera a 4-7° C durant el transport i fins l'arribada al laboratori

on va ser processats.

En els 6 espécimens en els que es va realitzar I'estudi biomecanic a la Universitat
Politecnica de Valéncia, es va obtindre la mostra de la troclea femoral tal com s’ha explicat
préviament, per0 sense realitzar el brocat previ de marcatge amb la broca de 1.2 mm. La part
contraria a la superficie articular (la zona d'os subcondral-esponjos) es va regularitzar amb la
mini serra circular de 20 mm de diametre amb la finalitat d’obtenir un recolzament pla de la
mostra per a fixar-la correctament al portaobjectes de l'indentador de pressions. Es va fer servir
la zona homonima de la troclea femoral esquerra com a control en els 6 casos. A 3 d'aquests 6
conills se'ls hi havia implantat una matriu de suport de PCL amb condrocits al*logenics i als
altres 3 se'ls hi havia implantat un pel-let de condrocits recobert amb periosti autoleg. Les
mostres es van traslladar a la Universitat Politecnica de Valéncia en menys de 12 hores en

serum fisiologic i refrigerades a uns 4-7° C, fins al seu processament per a |'estudi biomecanic.
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5.12. GRUPS EXPERIMENTALS I PROCEDIMENT

L'experiment va consistir en realitzar lesions condrals amb o sense perforacions
subcondrals, a la troclea femoral del genoll dret dels conills, que es van reparar de forma

aleatoria segons cada grup:

a) Sense implant amb perforacions de I'os subcondral
b) Amb matrius de PCL sense condrocits i amb perforacions de I'os subcondral
c) Amb matrius de PCL sense sembrar sense perforacions de |'os subcondral

d) Amb matrius de PCL sembrades amb condrocits al'logenics sense perforar |'os

subcondral

e) Lesié condral amb pél*let de condrocits cobert amb periosti autoleg de metafisi proximal
de tibia dreta

Es van fer servir un total de 26 conills. La distribucid per grups va ser la segiient:

GRUP No
d’espécimens

Lesié condral amb perforacions subcondrals sense implant 2

Lesid condral amb perforacions subcondrals amb matrius de PCL sense condrocits 4

Lesié condral amb matrius de PCL sense sembrar amb condrocits 4

Lesid condral amb matrius de PCL sembrades amb condrocits al*logenics 10

Lesi6 condral amb pél-let de condrocits recobert amb periosti 6

Taula 1. Distribucié per grups i nimero d’espécimens de cada grup.

50



ity

{4
MATERIAL I METODES: Treball n° 1

El sacrifici es va realitzar als 3 mesos de la cirurgia i les mostres es van processar pel
posterior estudi biomecanic (comportament viscoelastic i técnica d’espectrometria mecanica i
dinamica) i histologic (proliferacid cel*lular, expressid de fenotip, sintesi de col*lagen tipus II,

expressio de proteina S-100 i sintesi de proteoglicans).

5.13. ESTUDI HISTOLOGIC

Es va mesura la capacitat dels condrocits per a sintetitzar glucosaminoglicans en els
porus de les matrius de PCL i en els pel'lets de condrocits, en les mostres de controls no
implantades i en les mostres implantades després del sacrifici dels animals als 3 mesos. Les
mostres van ser analitzades amb microscopia Optica després de ésser tenyides amb blau alcia i

hematoxilina de Mayer, i tallades amb microtom.
5.14. ESTUDI IMMUNOHISTOLOGIC

Es va mesura la capacitat dels condrocits per a sintetitzar col*lagen tipus I i tipus II i
I'expressid de Ki-67 (com a marcador de proliferacid) en els porus de les malles de
policaprolactona i en els pél‘lets, dels controls no implantats, i de les mostres implantades

després del sacrifici dels animals als 3 mesos
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5.15. TESTS D'INDENTACIO

Les propietats mecaniques es van mesurar amb un equip Seiko TMA/6000 en mode de
compressio, amb una sonda d’acer inoxidable d'Imm de diametre. Les mostres van ser tallades
amb geometria prismatica i tamany aproximat de 10x10x5 mm i contenien tant teixit normal
com la zona defecte. El genoll contralateral es va utilitzar com a grup control. Es va aplicar la
sonda al centre del cartilag reparat i en el genoll contralateral en el punt que vam considerar de

simetria.

Es va aplicar un rampa de carrega a una velocitat constant 10 gr/min. Després s’elimina
la carrega a la mateixa velocitat i es deixa reposar la mostra 10 minuts. Es va repetir el mateix
procés unes 3-5 vegades per mostra. Es va realitzar I'experiment a una temperatura de 38° C

en solucio salina.

Es van mesurar les corbes de tensio-deformacié amb els resultats obtinguts d’aquestes

mesures i es va calcular el modul de Young en totes les mostres.

La pendent de la corba es va relacionar amb el modul de Young a través de la seglient

equacio:

2«E

On T és l'estres aplicat, on a és el radi de la sonda, v és la rad de Poisson, w és el gruix
del cartilag, epsilon és la tensid de la mostra i K'és un factor de correccié que depen de vide la

ratio a/h (h és el gruix de la mostra).

El gruix de la mostra es va mesurar amb un tall d’aquesta observat al microscopi optic,

aixi es va calcular la tensié dividint el desplagament entre el gruix del cartilag.
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Treball n° 2

Lebourg M, Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Torres-Claramunt R, Gomez-Ribelles JL, Vila-Canet
G, Monllau JC.

Cell-free cartilage engineering approach using hyaluronic acid-polycaprolactone

scaffolds: A study in vivo.

J Biomater Appl. 2014 May;28(9):1304-15.

5.1. PREPARACIO DE LES MATRIUS DE SUPORT

La preparacié de les matrius de suport va ser equiparable a la detallada a I'apartat 4.1
del treball n°® 1. Es van fabricar matrius de suport de 2 tipus: de PCL i de PCL-AH per a dotar-

les d'una major capacitat hidrofilica.

5.2. GRUPS EXPERIMENTALS I PROCEDIMENT

Es van fer servir 28 conills de caracteristiques idéntiques als del treball n° 1. Es va
realitzar la mateixa preparacié i técnica quirdrgica que al treball n° 1 realitzant una lesié condral
completa de 3 mm de diametre i de aproximadament 1 mm de profunditat fins a aconseguir el
sagnat macroscopic de la lesido amb perforacions subcondrals. Es van crear 3 grups amb lesions

identiques:

- Grup sense implant
- Grup amb matriu de suport de PCL.
- Grup amb matriu de suport de PCL-AH.

L'eutanasia es va realitzar segons el grup assignat a 1 setmana de la cirurgia, a les 4
setmanes de la cirurgia, a les 12 setmanes de la cirurgia i a les 24 setmanes de la cirurgia.
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NUmero d’espécimens
Temps Temps Temps Temps
1 setmana 4 setmanes 12 setmanes 24 setmanes
CONTROL > > 5 5
(sense implant)
Hen 2 3 3 2
PCL-AH 5 3 3 5

Taula 2: PCL; grup al que se li va implantar una matriu de PCL. PCL-AH; grup al que se li va implantar

una matriu de PCL-AH. Temps: en setmanes fins a eutanasia.

5.3. PROTOCOL QUIRURGIC I D'ESTABULACIO

El protocol anestesic, d'implantacié de matrius, de condicions d’estabulacié i d’eutanasia
van ser idéntics als del treball n° 1.

El protocol de supervisié aplicat va ser igual al del treball n® 1 seguint la normativa
aprovada pel Comité Etic d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona (Permis
202/10) d’acord amb la llei 86/609/EEC (European Economic Community) i el decret 214/1997 i
164/1998 de la Generalitat de Catalunya.

5.4. ANALISIS MACROSCOPIC

En el moment de I'eutanasia es van prendre fotografies i videos de I'articulacié incloent
la lesié que van mostrats a cirurgians ortopedics amb experiéncia en la cirurgia de reparacié del
cartilag articular. En cap moment s’ els hi va fer cap referéncia al tipus d'implant utilitzat, tipus
de defecte ni temps d'implantacio.

Es van aplicar |'International Cartilage Repair Society Score (ICRS) i el Oswestry

Arthroscopy Score (OAS) calculant les mitges dels resultats observacionals obtinguts (130-132).
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L'ICRS ha estat validat per a realitzar una valoracié qualitativa de la reparaci6 i grau de
curacid del cartilag articular durant un procediment artroscopic. Valora el grau de la reparacié
del defectes, la integracié amb el cartilag sa de la periféria i 'aparenca macroscopica. El rang
varia de 0-12, sent normal amb 12 punts, quasi hormal entre 8 i 11 punts, anormal entre 7 i 4

punts, i severament anormal quan és menor de 4 punts.

L'OAS també ha estat validat per a valorar la qualitat de la reparacié del cartilag hiali
durant un procediment artroscopic de revisié articular. Es valora l'aparenca en superficie de la
lesio, el color, la integracié amb el cartilag sa adjacent i la consisténcia de la lesio per palpacio.

El rang varia de 0 a 10, sent 10 la puntuacié maxima.

Ambdues escales estan validades per a I'avaluacid macroscopica de lesions de cartilag i

s’han fet servir en models animals préviament (130-135).

5.5. ESTUDI HISTOLOGIC

A les mostres obtingudes es va valorar la preseéncia de glucosaminoglicans mitjancant

microscopia optica de forma equiparable al treball n° 1.

5.6. ESTUDI IMMUNOHISTOLOGIC

A les mostres obtingudes es va valorar la presencia de col*lagen tipus I, col-lagen tipus
IT i l'expressidé del marcador de proliferacid Ki-67. Aquestes valoracions es van fer amb

tecniques equiparables a les del treball n° 1.
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6. RESULTATS

Treball n°© 1

Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Lebourg M, Gémez-Tejedor JA, Vila G, Caceres E, Benito P,
Pradas MM, Nogues X, Gdbmez-Ribelles JL, Monllau JC.

In vivo evaluation of three-dimensional polycaprolactone scaffolds for cartilage

repair in rabbits.

Am ] Sports Med. 2010 Mar;38(3):509-19.
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6.1. ESTUDI DE LES MOSTRES IMPLANTADES

La regeneracio del cartilag després de la implantacié de les mostres es va avaluar amb
la formacio de col*lagen tipus I, col*lagen tipus II i amb la sintesi de glucosaminoglicans. Les
matrius sembrades en paral‘lel com a controls i no implantades, es van analitzar abans del
moment de la cirurgia per a determinar si les cel*lules adherides eren viables dins la matriu i
per determinar també el grau de diferenciacié dels condrocits. Totes les matrius de suport de
PCL implantades a l'articulacié van mostrar una elevada densitat cel*lular i produccié de matriu
extracel'lular (expressid de glucosaminoglicans i col*lagen tipus II) (Figures 9 A i B). També
es va detectar sintesi de col*lagen tipus I (Figura 9 C). Els resultats obtinguts van ser similars
amb pel*let i matrius de PCL no sembrades, pel que fa al grau de diferenciacié dels condrocits i

a la produccié de matriu extracel*lular (Figura 9 D i E).

El col*lagen tipus I es va expressar només en cel*lules de la periferia dels especimens

tractats amb pel-lets, les quals tenien una morfologia similar als fibroblasts (Figura 9 F).

Les cel*lules tant del pél'let com de les matrius de PCL expressaven S-100, el que
suggereix una bona diferenciacié a condrocits.
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Figura 9. Seccions del defecte reparat a I'articulacio del conill. A, B i C especimens amb implantaci6 de
matrius de PCL i condrocits. D, E i F especimens amb implantacié de condrocits en pél-let. Tincio
immunohistoquimica de Col‘lagen tipus II (A i D) i tipus I (C i F). Tincié6 amb blau d‘alcia (B i E). Escala
100 mp
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L'analisi macroscopic de les mostres va mostrar una bona integracié de I'implant amb el
cartilag natiu. Tot i aix0, la zona de transicio era visible a la majoria dels casos (Figura 10).
Les reparacions amb PCL sembrada amb condrocits (Figura 10 A) i els pel-lets (Figura 10 C)
mostraren una millor continuitat i transicid amb el cartilag natiu. En alguns casos d’especimens
als que s'els hi va implantar matrius de suport de PCL (amb o sense condrocits al*logénics) el
cartilag neoformat va presentar un aspecte molt similar al cartilag adjacent. En els casos en que
no es van implantar ni pellet ni matrius de PCL, els defecte era evident als 3 mesos i

mostraven diferencies clares amb el teixit sa de la periferia (Figura 10 E).

Figura 10. Visid macroscopica dels defectes reparats als 3 mesos. A, PCL + condrocits; B, PCL
+ lesié subcondral; C, Pél*let de condrocits; D, PCL i E, lesié subcondral lliure.
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L'analisi microscopic va evidenciar que totes les mostres implantades presentaven una
bona integracié amb I'os subcondral i al cartilag subjacent (Figura 11). Tot i aixi, només els
defectes reparats amb matrius de suport de PCL + condrocits (Figura 11 A) o matrius de
suport de PCL sense condrocits i amb perforacions subcondrals (Figura 11 B) mostraren una
estructura comparable al cartilag natiu, si eren comparades a les lesions reparades amb pél*let
(Figura 11 C), matrius de suport de PCL no sembrades i sense perforacions subcondrals
(Figura 11 D) i les lesions sense implants només amb perforacions subcondrals (Figura 11
E).

Es va evidenciar que les matrius de suport de PCL encara no s’havien degradat al

finalitzar I'estudi (3 mesos).

FIGURA 11. Preparacié d’hematoxilina per a I'observacié histologica de seccions del defecte
reparat a les articulacions del conill. A: PCL amb cél'lules sembrades; B: PCL amb lesié
subcondral; C: Pel'let; D: PCL i E: lesidé subcondral. B, os subcondral; S, matriu de suport
(scaffold); N, cartilag natiu; R, cartilag reparat. Escala 500 mu
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Es va detectar una baixa proliferacié cel*lular en totes les mostres (Figura 12). En els
defectes reparats amb matrius de suport de PCL sembrades amb condrocits i amb matrius de
suport de PCL sense condrocits i amb perforacions subcondrals es va evidenciar amb I'expressid
del Ki-67 una proliferacid cel*lular escassa (nuclis marrons en Figures 12 A i B). En la
reparacid amb pellet i les reparacions només amb perforacions subcondrals la proliferacio

cel*lular va ser una mica major (Figures 12 Ci E).

Figura 12. Seccions del defecte reparat a les articulacions del conill amb tincié
immunohistoquimica de Ki-67. A, PCL + condrocits; B, PCL + lesié subcondral; C, Pél'let; D,
PCL i E, lesid subcondral lliure. Els nuclis marrons indiquen les zones de proliferacié cel*lular.

Escala 100 mp.
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Es van detectar nivells elevats de glucosaminoglicans en totes les mostres (Figura 13
de la mostra A, a la mostra E). Els estudis immunohistoquimics de les mostres reparades
amb PCL i condrocits van evidenciar una sintesi de col-lagen tipus II amb distribucid similar a
cartilag natiu (Figura 13 K) i no es va detectar en aquestes mostres col-lagen tipus I (Figura
13 F). Una deébil expressid de col*lagen tipus I s'observa en els especimens tractats amb
matrius de PCL sense condrocits i perforacions subcondrals (Figura 13 G) amb una important
expressio de col'lagen tipus II (Figura 13 L) tot i que menor a que en el cartilag natiu. El
cartilag reparat amb matrius de PCL sense condrocits i sense perforacions subcondrals va
mostrar elevats nivells de col*lagen tipus II i baixos de col*lagen tipus I (Figures 13 NiI)
perd amb una gruix de cartilag molt fi i fragil. Les lesions reparades amb pél‘let de condrocits
van mostrar una sintesi de col‘lagen tipus II elevada i menors de col*lagen tipus I (Figures 13
H i M). Les lesions reparades només amb perforacions subcondrals sense cap tipus d'implant
van mostrar una expressid elevada de col*lagen tipus II i menor de I (Figures 13 J i O) pero

només en la seva superficie sense mostrar una correcta distribucid espaial.

Figura 13. Seccions histologiques i immunohistologiques del teixit de reparacio a les articulacions dels
especimens. A, F i K, PCL + condrocits, B, G i L PCL amb lesié subcondral; C, Hi M, Pél'let; D, I, i N,
PCL; E, J i O, lesi6 osteocondral lliure. A l'interior de les preparacions: B, os subcondral; S, restes de

matriu de suport (S=scaffold); N, cartilag natiu; R, cartilag reparat. Escala 500 mp.
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6.2. TEST D’INDENTACIO

Es van estudiar les caracteristiques biomecaniques de 3 lesions condrals reparades amb
matrius de suport de PCL sembrades amb condrocits al*logenics i 3 lesions condrals reparades
amb pel*lets de condrocits al*logenics. La zona simétrica del genoll contralateral no intervingut,

es va fer servir com a control en cada cas.

Les figures 14 A i B mostren un exemple de les corbes d'estrés obtingudes en els

experiments realitzats en dos dels especimens estudiats.
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Figura 14. Corbes de tensid/deformacio. A, o representa el genoll contralateral i +, representa
el genoll reparat amb policaprolactona i condrocits. B, o representa el genoll contralateral i X, el
genoll reparat amb un pél-let de condrocits.

La Figura 14 A mostra que per tensions menors al 20% la lesié que es va reparar amb
la matriu de suport de PCL i condrocits al*logenics tenia una resposta similar al cartilag control.
El modul de Young es calcula amb els resultats inicials d’aquestes corbes. Per tant, veiem
resultats del modul de Young similars per a la reparaci6 amb matrius de suport de PCL
sembrades amb condrocits al*logenics, si els comparem amb el cartilag control sa, tal i com
podem veure a la Taula 3. Es van evidenciar petites diferencies en deformacions superiors al
20%, pero es consideren de poca rellevancia pel nostre objectiu ja que sén similars a les que es

produeixen fisioldgicament.
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Les reparacions amb pel‘let no van tenir un comportament fisiologic: davant de poc

estrés es produien grans deformacions (figura 14B), resultant en un modul de Young menor al

del cartilag natiu sa (Taula 3).

El comportament mostrat a la Figura 14 és similar en totes les mostres de I'estudi

analitzades de cada grup.

La Taula 3 mostra el modul de Young de totes les mostres. En les mostres reparades

amb matrius de suport de PCL sembrades amb condrocits al*logénics aquest és molt similar al

cartilag natiu control. En canvi les mostres reparades amb pel-let de condrocits presentaven un

modul de Young molt menor al del cartilag natiu.

Implanted knee Contralateral knee
Specimen E (MPa) 5D (MPa) E (MPa) 5D (MPa)
implant method
Autologous 0.20 0.04 0.57 0.02
chondrocyte
transplantation 0.08 0.03 0.28 0.05
(pellet) 0.10 0.04 0.37 0.04
PCL/cells 0.33 0.28 0.38 0.55
047 0.04 043 0.02
0.28 0.04 0.26 0.03

Taula 3. Moduls de Young (E) i desviacié estandard (SD) calculats de la pendent de la corba de

tensio/deformacio.
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6. RESULTATS

Treball n° 2

Lebourg M, Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Torres-Claramunt R, Gémez-Ribelles JL, Vila-Canet
G, Monllau JC.

Cell-free cartilage engineering approach using hyaluronic acid-polycaprolactone

scaffolds: A study in vivo.

J Biomater Appl. 2014 May;28(9):1304-15.

6.1. ESTUDI DE LES MOSTRES IMPLANTADES

Es van estudiar microscopicament les matrius implantades evidenciant-se uns porus
homogenis i correctament interconnectats. La infiltracié del 2% de concentracié d‘acid
hialuronic a les matrius va ser valorada amb microscopi electronic observant-se una distribucid
homogeénia del mateix als porus permeten un diametre suficient per a la invasié cel*lular. Les
matrius conformades per PCL-AH van resultar 10 vegades més hidrofiliques que les

conformades només per PCL.

Figura 15. Imatges de microscopia electronica de matrius de sdpd?PCL (esquerra) i de PCL-
AH (dreta).
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6.2. OBSERVACIO MACROSCOPICA

A les 24 setmanes es va evidenciar una correcta integracié de les matrius al cartilag
natiu. Tot i que el lloc d'implantacié era apreciable en la majoria dels casos, I'aspecte del
cartilag reparat en quant a brillantor, duresa i color, era molt similar al cartilag natiu adjacent.
Als controls als que no se'ls hi van implantar matrius de suport el defecte era més evident, pero

també presentava un bon aspecte macroscopic de reparacio.

L" observacid macroscopica valorada mitjancant I'ICRS, comencant des de les mostres
obtingudes a les 4 setmanes, van ser millors pel grup de PCL-AH que per a les del grup de PCL.
Com hem comentat la puntuacid maxima d'aquesta escala és de 12 punts. Per a les mostres
obtingudes a les 24 setmanes, es van obtenir uns valors mitjans de 10.5 pel grup de PCL-AH,
mentre que va ser de 7 punts pel grup de PCL i de 5 punts pel grup control (ambdues

puntuacions, 7 i 5, son considerades com a un cartilag anormal en aquesta escala).

Respecte a I'observacié macroscopica valorada mitjancant 'OAS la puntuacié obtinguda
pel grup de PCL-AH va ser millor que l'obtinguda pel grup de PCL. Com hem comentat la
puntuacié maxima d'aquesta escala és de 10. Per a les mostres obtingudes a les 24 setmanes,
es van obtenir uns valors mitjans de 9.5 pel grup de PCL-AH, mentre que va ser de 6.5 punts

pel grup de PCL i de 5 punts pel grup control.

En general, tot i que el niUmero de casos de cada grup és limitat, es va evidenciar una
millora de la qualitat del teixit reparat en totes les mostres observades en les que es van
implantar matrius de suport (tant de PCL com de PCL-AH) si les comparem amb les mostres
control. Igualment, basant-nos en les puntuacions obtingudes, es pot considerar que
macroscopicament les lesions a les que se’ls hi van implantar les matrius de PCL-AH van formar
un teixit cartilaginds amb unes caracteristiques macroscopiques millors i d’'una forma més
rapida, que quan es van implantar matrius de suport de PCL o quan no es va implantar cap

tipus de matriu de suport.
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PCL

PCL-HA

Figura 16. Exemples de |'aspecte macroscopic dels defectes creats a la troclea del conill a 1, 4,
12 i 24 setmanes en els diferents grups. Es van realitzar forats proximals i distals a la lesié per
a una millor localitzacié al preparar les mostres (exemple la figura control de les 24 setmanes).
Control: grup sense implant; PCL: grup amb matrius de PCL; PCL-HA: grup amb matrius de

PCL-AH.
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Temps t=1 setmana t=4 setmanes t=12 setmanes t=24 setmanes
Escala ICRS OAS ICRS OAS ICRS OAS ICRS OAS
Control 0 0 1.5 0 4 3 5 5
PCL 55 6 6 5.6 8.5 7 7 6.5
PCL-AH 5 55 9 7.2 9 7.2 10.5 9.5

Taula 4. PCL: grup amb matrius de PCL; PCL-AH: grup amb matrius de PCL-AH; Control:
grup control; ICRS: International Cartilage Repair Society score;, OAS: Oswestry Arthroscopy

Score.

6.3. ANALISI HISTOLOGIC

No va ser va possible I'estudi en les mostres dels espécimens que es van sacrificar en 1
setmana donat que les matrius estaven pobrament adherides al defecte i es desprenien en el
procés de fixacid. Els resultats histologics i immunohistologics es van realitzar amb les mostres
implantades a partir de les 4 setmanes. Des de les 4 setmanes les matrius de suport estaven

suficientment adherides per a la seva manipulacio i fixacio.

A les 4 setmanes en les mostres reparades amb matrius de suport es van evidenciar
signes de fixacié de la mateixa a I'os subcondral, una correcta alineacid en alcada amb la
superficie del cartilag sa circumdant i signes d'invasio i creixement cel*lular. En les mostres
examinades a les 12 i 24 setmanes, s'apreciaven signes de degradacid de les matrius de suport
(major a les mostres de 24 setmanes) que apareixien separades en diversos fragments i
aparentment desintegrades pel teixit neoformat en el defecte. A les 24 setmanes les matrius de
suport es mostraven envoltades d’os subcondral excepte la part de la mateixa que estava
integrada a la capa de cartilag neoformat. Comparant amb el grup control, ambdds grups amb
matrius de suport (PCL i PCL-AH) van produir una cobertura d‘aspecte llis de cartilag rica en
proteoglicans. Als controls examinats també es va observar la presencia de proteoglicans, pero
a les 24 setmanes la superficie del cartilag reparat apareixia desorganitzada, amb signes de

disrupcio i formacio de cavitats.
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Des del punt de vista histologic no es van evidenciar grans diferéncies entre els grups
tractats amb matrius de suport de PCL o PCL-AH: es va formar un teixit ordenat i amb
organitzacié columnar dels condrocits sobre tot a la capa mitja del cartilag. Si es va observar
per a totes les mostres estudiades, que el grup amb matrius de suport de PCL-AH, es va
integrar més rapidament amb el cartilag natiu circumdant que el grup de matrius de suport de
PCL.

4 setmanes 12 setmanes 24 setmanes

P

Control

Figura 17. Tincié amb blau alcia de les mostres reparades a les 4, 12 i 24 setmanes. Control:
grup control; PCL: grup amb matrius de PCL; PCL-AH: grup amb matrius de PCL-AH. L'escala
és de 1 mm a les 4 setmanes i de 500 um per a les mostres de 12 i 24 setmanes.
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A la Figura 18 es pot observar un exemple de com una mostra reparada amb una
matriu de PCL-AH presenta una millor organitzacid del teixit amb una estructura similar al
cartilag natiu i un creixement cel*lular controlat, mentre que el grup control presenta una

organitzacié i proliferacio cel*lular molt més irregular.

Figura 18. Detalls de l'organitzacié del teixit reparat en el grup control (sense matriu) a
I'esquerra i del grup al que es va implantar una matriu de PCL-AH a la dreta en una seccié a les
24 setmanes.
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6.4. ANALISI IMMUNOHISTOLOGIC

Es va observar la preséncia de col*lagen tipus II en les lesions reparades amb matrius
tant de PCL com de PCL-AH, a les 12 i 24 setmanes. També es va evidenciar la presencia de
col*lagen tipus II a les mostres control perd en menor quantia i amb una disposicié superficial i
desorganitzada similar a una reparacio de tipus fibrocartilag. Quan les reparacions de les lesions
es va fer amb matrius de PCL l'aspecte en disposicid columnar del col'lagen tipus II va ser

comparable a la del cartilag hiali sa.

4 setmanes 12 setmanes 24 setmanes

Control

PCL-AH

Figura 19. Preparacions immunohistoquimiques per a col*lagen tipus II en reparacions a les 4,
12 i 24 setmanes (Escala 500 um). Control: grup control; PCL: mostra reparada amb matriu
de PCL; PCL-AH: mostra reparada amb matriu de PCL-AH.
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Practicament no es va evidenciar la presencia de collagen tipus I a les mostres
reparades amb matrius de suport a les 4, 12 i 24 setmanes, en el gruix de cartilag neoformat, si
bé la seva tincid va ser positiva a la zona profunda mineralitzada. Al grup control la presencia
de col'lagen tipus I va ser abundant, sobre tot a les 24 setmanes, sent compatible amb una
reparacio del teixit de tipus fibrocartilag. A les 24 setmanes, les mostres reparades amb matrius
de suport de PCL-AH presentaven una fina capa de col'lagen tipus I visible a la superficie del
cartilag. No es va evidenciar aquesta capa de col'lagen tipus I en les mostres reparades amb

les matrius de suport de PCL-AH.

12 setmanes 24 setmanes

4 setmanes

Control

Figura 20. Preparacions immunohistoquimiques per a col‘lagen tipus I en reparacions a les 4,
12 i 24 setmanes (escala 500 um). Control: grup control; PCL: mostra reparada amb matriu
de PCL; HA: mostra reparada amb matriu de PCL-AH.
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L'estudi de la proliferacid cel'lular es va realitzar amb el marcador Ki-67. Es va
evidenciar una reparacié cel*lular controlada i a les zones superficials, en els especimens als
que sels hi havia implantat matrius de suport. En els controls es va observar una gran

proliferacio cel*lular perd desestructurada.

Control

Figura 21. Preparacions immunohistoquimiques per a Ki-67 en reparacions a les 24 setmanes
(escala 200 um). Les marques tipus “estrella” indiquen la preséncia de restes de matriu de
suport. Control: grup control; PCL: mostra reparada amb matriu de PCL; PCL-AH: mostra

reparada amb matriu de PCL-AH.
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DISCUSSIO: Treball n° 1

7. DISCUSSIO

La discussio s’ha agrupat en 2 blocs; primerament és discutiran els resultats obtinguts

en el treball n° 1 i després els del treball n° 2.
Treballn® 1

Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Lebourg M, Gémez-Tejedor JA, Vila G, Caceres E, Benito P,
Pradas MM, Nogues X, Gémez-Ribelles JL, Monllau JC.

In vivo evaluation of three-dimensional polycaprolactone scaffolds for cartilage

repair in rabbits.

Am ] Sports Med. 2010 Mar;38(3):509-19.

Aquest treball es va centrar en avaluar la capacitat de reparacid /in vivo de lesions
condrals creades al cartilag articular de la troclea femoral del conill (com a model
experimental), de les matrius de suport de PCL. Es va seleccionar el conill New Zealand ja que
és una especie molt docil, té un tamany de facil maneig i manipulacid. A més, com els conills
tenen una vida mitja curta, els processos de reparacid es produeixen amb més rapidesa.
Finalment, diferents autors han demostrat una resposta immunologica minima quan es
trasplanten condrocits al*logénics en el conill (120-123) . Per altra banda, sabem que hi ha
certes diferencies entre la morfologia i la cinematica del conill i de I'huma (136) perdo no s’ha
trobat cap model experimental ideal i validat per a realitzar estudis biomecanics (137). Per els
nostres estudis, el conill s'adequa bastant degut als seus aspectes biologics, d'ultraestructura

(138), creixement (139) i deteriorament progressiu (140).
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DISCUSSIO: Treball n° 1

El primer pas va ser avaluar la qualitat del cartilag a implantar estudiant les mostres de
matrius de suport PCL sembrades amb condrocits i les mostres de péel'let de condrocits,
preparades en paral-lel. Els resultats immunohistologics de les mostres preparades amb matrius
de suport de PCL sembrades amb condrocits al*logenics i les preparades amb pél*lets, van ser
similars als obtinguts previament en altres estudis del nostre grup (16, 17). En tots els casos a
les mostres es va evidenciar la capacitat de sintesi de proteines especifiques del cartilag

articular hiali sa.

Als 3 mesos post-implantacio, es van sacrificar els animals i es va realitzar I'analisi macro
i microscopic tal i com s’ha comentat préviament. Macroscopicament es va evidenciar una
reparacio parcial en diferents graus en tots els casos. En alguns casos de reparacions amb
matrius de suport de PCL sembrades amb condrocits al*logénics i de matrius de suport de PCL
sense cél'lules amb lesions subcondrals, era dificil diferenciar el teixit neoformat del teixit sa
circumdant. Les reparacions amb pél*let mostraven una coloracid més blanquinosa que el teixit
sa pero la rigidesa era similar. En cap cas es va detectar cap signe d'infeccid, sinovitis o rebuig

del material.

La regeneracié del cartilag va ser bona en els casos en que es van implantar matrius de
suport de PCL sembrades amb condrocits al*logenics i en els que es van implantar matrius de
PCL sense condrocits pero realitzant lesions subcondrals. En els casos restants (reparacions
amb pél‘let, matrius de suport de PCL sense cél*lules i sense realitzacidé de lesié subcondral, i
lesions subcondrals sense matrius ni condrocits implantats) aquesta regeneracio va ser menys

eficient.

El transplantament autoleg de condrocits (ACI) s’ha considerat el Gold Standard en la
reparacio de lesions condrals a la practica clinica habitual amb éssers humans (1-3). Es va
considerar que la reparacié realitzada al treball n® 1 amb pel-let de condrocits al*logenics
recoberts amb periosti com I'equiparable a aquest procés. Per aquest motiu es van fer servir els
especimens als que se'ls va reparar el defecte amb un pél‘let de condrocits recobert amb
periosti per a comparar-lo biomecanicament amb els que es van reparar amb matrius
sembrades amb condrocits al*logénics. Tal com hem comentat, vam obtenir millors resultats
biomecanics en les lesions reparades amb matrius de suport de PCL i condrocits al*logénics, que
les reparades amb pél‘let (Figura 14).
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DISCUSSIO: Treball n° 1

A les Figures 13 A i 13 B podem observar com la regeneracié tissular es bastant
diferent quan la matriu implantada amb condrocits es col*loca evitant I'aport sanguini (sense
lesid subcondral) i quan s'implanta sense condrocits i s'espera obtenir la regeneracié a partir de
les cel*lules (stem cells) que fluiran a la zona lesionada a partir de la lesié subcondral. En el
primer cas es va observar que als 3 mesos els porus de la matriu s’havien omplert de teixit
cartilaginos, la matriu mantenia la seva forma original i posicio ja que tal i com s’ha mencionat
abans, la cinética de reabsorcié de la PCL és molt lenta. Per tant, encara es podia trobar /n situ
la matriu després dels 3 mesos, és a dir, durant tot l'experiment la matriu va ser
biomecanicament activa i segurament va contribuir a que el teixit neoformat tingués una
morfologia similar al cartilag sa. Les cel'lules que ocupen els porus de les matriu estan
subjectes a forces de compressio similars a les forces que pateix el teixit cartilaginds sa (141-
143). Aquestes forces sembla que influeixen en la morfologia i les caracteristiques del cartilag
que es formara. A l'estudi biomecanic es va observar que els defectes que es van reparar amb
un pellet de condrocits, on les cél*lules microscopicament s‘organitzen més pobrament, també
mostraven un modul elastic menor, i per tant amb unes caracteristiques biomecaniques

diferents a les del cartilag natiu (Figura 14).

En els especimens en els que es va implantar una matriu de suport sense condrocits,
pero estimulant I'aport sanguini (realitzant perforacions subcondrals) a envair la zona lesionada,
el nou teixit es va formar a la part superior de la matriu (figura 11 B). Aquest teixit va
presentar caracteristiques histologiques similars a les del cartilag hiali amb la formacidé de
columnes de condrocits perpendiculars a la superficie articular, tot i que sobrepassant la matriu
de suport i progressant cap a la zona subcondral. Les imatges van evidenciar també que el
teixit format dins els porus de les matrius de suport era deficient. Per tant podem considerar
que l'adhesié entre el teixit neoformat i el biomaterial va ser bastant pobre. Aquest
comportament pot ésser degut al caracter hidrofob de la PCL, cosa que no afavoreix
l'ompliment dels porus amb l'aportacid sanguinia durant la implantacid. Aquests resultats
obtinguts amb les matrius de suport de PCL sense ser sembrades amb condrocits, ens deixaven
la porta oberta a testar nous materials més hidrofilics que la PCL i que afavorissin la invasid
cel*lular. Fruit d’aquests resultats, vam comencar a desenvolupar les matrius de suport de PCL-

AH que donarien pas al treball n® 2 que presentem.

77



DISCUSSIO: Treball n° 1

Els resultats obtinguts en el treball n°1 van ser similars als obtinguts per altres grups,
que també han demostrat bons resultats per a la reparacié condral utilitzant matrius de suport

tridimensionals sembrades amb condrocits al*logenics en el conill (144, 145).

Tot i que la PCL és biodegradable, la seva taxa de degradacidé és molt lenta i manté
totes les seves propietats durant un temps bastant llarg. En el treball n® 1 va quedar demostrat,
que després de 3 mesos de ser implantada a les lesions condrals creades a la troclea femoral
del conill, no s’havia degradat completament. Aquest Ultim fet que comentem també ens va fer
plantejar-nos un nou treball amb implantacions de les matrius més llargues per a estudiar la
seva degradacid en el temps. Per aquest motiu el treball n°® 2 es va dissenyar amb eutanasies
dels espécimens progressives en el temps, amb un maxim de 6 mesos, i aixi poder valorar el

grau de degradacio de les matrius durant I'estudi.
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Treball n° 2

Lebourg M, Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Torres-Claramunt R, Gomez-Ribelles JL, Vila-Canet
G, Monllau JC.

Cell-free cartilage engineering approach using hyaluronic acid-polycaprolactone

scaffolds: A study in vivo.

J Biomater Appl. 2014 May;28(9):1304-15.

En aquest treball es va avaluar la capacitat de les matrius de suport de PCL i les matrius
de suport de PCL-AH per a reparar lesions condrals in vivo utilitzant el conill com a model

experimental.

L'addicié d'acid hialuronic a les matrius de suport de PCL ha demostrat que no modifica
les caracteristiques estructurals d’aquesta matriu. Aquesta addicid d‘acid hialuronic sembla li
confereix unes millors condicions que a les matrius només conformades de PCL per a la invasio

cel*lular, ja que les dota d'una major hidrofilia (116).

Es va utilitzar el conill New Zealand de les mateixes caracteristiques i amb els mateixos
protocols quirlrgics i d’estabulacié que en el treball n® 1 amb la finalitat que els resultats foren
comparables. Les justificacions per a la utilitzacié del conill van ser les mateixes que en el
treball n° 1.

La realitzacié de perforacions subcondrals (amb técniques com les microfractures) s'ha
mostrat efectiva per a la reparacié de lesions condrals ja que el sagnat que provoquen sembla
afavorir la migracid de céllules mesenquimals pluripotencials (stem cells) de la placa
subcondral (146). La implantaci® d'una matriu durant aquest procés té la finalitat de
proporcionar una estructura tridimensional per al desenvolupament d’aquestes cel*lules i la seva
diferenciacié a condrocits. En aquest treball es va demostrar la invasid cellular i el
desenvolupament de teixit viable en els porus de les matrius de suport, a partir de les 4

setmanes de la seva implantacio.
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Estudis previs demostren que la implantacié d’'una matriu de suport en un defecte
osteocondral es veu sotmés a unes forces de compressid dinamiques, que condicionen el seu
desplacament en profunditat a la capa subcondral. Tan mateix, aquest procés afavoreix
l'ocupacid superficial per un teixit cartilaginds amb caracteristiques morfologiques i

immunohistologiques de cartilag hiali sa (147).

L'origen de les cél*lules responsables de la reparacio de la capa superficial de cartilag en
aquestes lesions és incert. En el treball n® 1 es va demostrar la capacitat de regenerar lesions
condrals amb matrius de suport sembrades amb condrocits al*logenics sense provocar lesions ni
sagnat subcondral. Aquestes matrius romanien al defecte després de 3 mesos, sense penetrar
en I'os subcondral. Quan es van provocar lesions subcondrals i es van implantar matrius sense
sembrar amb condrocits, la matriu era desplacada a I'os subcondral i es formava un teixit de
caracteristiques cartilaginoses a la superficie, de forma similar que a l'estudi comentat
préviament (147). Per tant, sembla que les cél*lules mesenquimals pluripotencials han de tenir

un paper en la invasio de la matriu i en la formacid del cartilag en la superficie de la lesio.

Per altra banda, sembla que pugui haver un paper del cartilag circumdant en la
reparacid d’aquestes lesions, probablement sota la influencia de factors de creixement
paracrins. En el treball n® 2, es va evidenciar en primer lloc com el cartilag hiali circumdant
envaeix la matriu i la desplaca a I'os subcondral (Figura 19; PCL-12 setmanes de la figura de
immunohistoquimica col*lagen tipus II). En segon lloc, es va evidenciar una major proliferacié
cel'lular a la superficie del cartilag neoformat com es pot apreciar a la Figura 21 a les 24
setmanes. Aquest fenomen pot ser especific de I'especie, com seria el cas del conill que té una
alt potencial regeneratiu, sobre tot quan s'utilitzen especimens joves (148). Altres estudis per a
la reparacidé de lesions condrals amb matrius de suport al conill, demostren també la
regeneracié superficial del cartilag i el desplacament a la capa subcondral de la matriu (149,
150). La capa superficial del cartilag conté cel*lules amb major activitat proliferativa i afinitat
per a la fibronectina (151, 152). Per tant, la participacio de la capa superficial del cartilag no es
pot descartar i podria explicar les troballes observades. En els casos en els que es realitzen
defectes osteocondrals o perforacions, la secrecid de factors paracrins per les cel-lules
mesenquimals pluripotencials de la medulla ossia podria afavorir aquesta resposta (153).
També podria ser atribuible a la preséncia de la matriu de suport, el que proporcionaria un

entorn biomecanic definit i podria facilitar la migracié cel*lular.
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Es va observar una millor qualitat del teixit de reparacidé a nivell macroscopic quan es
van implantar matrius de suport de PCL-AH, que quan estaven conformades només de PCL.
Histologicament els 2 tipus de matrius de suport van ser facilment colonitzades i es van integrar
al teixit circumdant. Si bé, en les mostres de 12 i 24 setmanes, les matrius de suport de PCL-AH
s’havien integrat més rapidament a I'os subcondral que les constituides només per PCL, el que
suggereix que les propietats de I'acid hialuronic podrien accelerar la colonitzacié del porus i per

tant de la regeneracié del cartilag.

Tant I'ICRS com I'OAS han sigut validats per a I'avaluaci®é macroscopica amb imatges
obtingudes amb artroscopia de lesions de cartilag articular reparades amb microfractures o ACI
als 12 mesos (132). Les reparacions macroscopiques observades al treball n® 2 i valorades amb
aquestes escales han sigut millors a les 24 setmanes pel grup al que es va implantar les matrius
de suport de PCL-AH. Assumim que les puntuacions obtingudes a la 12 i 4@ setmanes després
de la cirurgia no es poden considerar valides, ja que parametres com ara la profunditat del
defecte, no son valorables en aquest curt termini de temps. No obstant, les valoracions a partir
de les 12 setmanes es podrien considerar valides ja que es corroboren amb els estudis

microscopics.
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8. CONCLUSIONS

Les conclusions s’han estructurat en 3 apartats. Primerament s’exposaran les
conclusions particulars de cadascun dels dos treballs experimentals. Finalment, s’analitzen
conjuntament les conclusions d’ambdés treballs i es reflexiona sobre el futur d'aquesta linea de

recerca.
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8.1. Conclusions del Treball n® 1

Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Lebourg M, Gémez-Tejedor JA, Vila G, Caceres E, Benito P,
Pradas MM, Nogues X, Gdmez-Ribelles JL, Monllau JC.

In vivo evaluation of three-dimensional polycaprolactone scaffolds for cartilage

repair in rabbits.

Am J Sports Med. 2010 Mar;38(3):509-19.

Hipotesi del treball 1.

Les matrius de suport tridimensional de PCL sembrades amb condrocits
al'logénics de conill proporcionen una millor capacitat de reparar les lesions
condrals realitzades a la troclea femoral del conill amb un teixit amb
caracteristiques similars al cartilag hiali sa, que la reparacié d'aquesta lesi6 amb
condrocits al*logenics de conill sembrats en monocapa (peél‘let), les matrius de PCL
sense condrocits sembrats amb perforacions subcondrals, les matrius de PCL sense
condrocits sembrats i sense perforacions subcondrals i que les lesions sense

implants ni condrocits al*logénics sembrats amb perforacions subcondrals.

- Als 3 mesos de la seva implantacid, les matrius de suport tridimensional de PCL sembrades
amb condrocits al*logénics han aconseguit una reparacié completa de les lesions condrals
creades a la troclea femoral del conill. El cartilag neoformat ha mostrat bona integracio,
distribucié espaial dels condrocits i formacid de matriu extracel*lular amb histologia de

cartilag hiali sa.
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CONCLUSIONS: Treballn° 1

Les matrius de suport tridimensional de PCL han mantingut la seva integritat estructural
després de la implantacid i han guiat el creixement del nou teixit, tant quan han estat
implantades amb condrocits al*logénics com quan s’han implantat aillades, sense cellules,

en defectes condrals tractats amb perforacions subcondrals.

Les propietats biomecaniques del teixit neoformat en els especimens on s’han implantat
matrius tridimensionals de PCL i condrocits al*logenics, sén similars a les del cartilag natiu i

millors que les obtingudes amb la sembra de condrocits en monocapa (pél-let).

Els resultats obtinguts amb les matrius de suport tridimensional de PCL que s’han implantat
aillades (sense cél'lules) perd combinades amb perforacions subcondrals també han estat
satisfactoris. Les caracteristiques histologiques han estat similars a les del cartilag hiali,
encara que qualitativament inferiors a les obtingudes per les matrius tridimensionals de PCL
sembrades amb condrocits al*logenics. Els pitjors resultats, macroscopics i histologics, s’han
obtingut quan les matrius de suport tridimensional de PCL no estaven sembrades amb

condrocits i no s’han realitzat perforacions subcondrals.
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8.2. Conclusions del Treball n° 2

Lebourg M, Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Torres-Claramunt R, Gomez-Ribelles JL, Vila-Canet
G, Monllau JC.

Cell-free cartilage engineering approach using hyaluronic acid-polycaprolactone
scaffolds: A study in vivo.

J Biomater Appl. 2014 May;28(9):1304-15.

Hipotesi del treball 2.

Les matrius de suport tridimensional de PCL-AH proporcionen una millor
capacitat per a reparar les lesions condrals realitzades a la troclea femoral del conill
i es degraden més rapidament que les matrius de suport tridimensional de PCL.

- Les matrius de suport tridimensional de PCL i de PCL-AH, combinades amb perforacions
subcondrals sén capaces de reparar les lesions condrals produides a la troclea femoral
del conill, amb bona qualitat del teixit neoformat, a partir de les 12 setmanes de la seva
implantacio.

- Cap a les 24 setmanes, els implants es troben a l'interior de la capa subcondral i el teixit

cartilaginds neoformat recobreix la part superior de la matriu.

- L'addicié d'acid hialuronic a les matrius de suport tridimensional de PCL, en aquest
model experimental, ha augmentat la qualitat, organitzacid, velocitat de degradacié de

la matriu i velocitat de regeneracid del teixit cartilaginds neoformat.
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8. NEXE D'UNIO DELS DOS TREBALLS

En el primer treball es va demostrar la utilitat de les matrius de suport tridimensional de
PCL sembrades amb condrocits al*logenics per a la reparacid de lesions condrals en un model
experimental. A més, es va constatar I'important paper que juguen aquestes matrius de suport
en l'obtencié d'un teixit neoformat amb adequada disposicié espaial dels condrocits i de la
matriu extracel*lular, qliestid aquesta que proporciona al cartilag hiali les seves especials

caracteristiques biomecaniques.

A partir d'aquests resultats i amb la idea davancar en la obtencid d'un model de
reparacio condral ideal, es va treballar en dos sentits. Per una banda, es va intentar millorar el
suport tridimensional. Aixi es va desenvolupar una modificacié quimica de la matriu de suport
de PCL mitjancant I'addicié d‘acid hialuronic, que teoricament la faria més porosa i hidrofila,
millorant la seva integracié i taxa de degradacio.

D’altra banda, degut a que l'obtencié de condrocits i el seu posterior cultiu, és un factor
limitant; és necessaria una cirurgia prévia i el seu posterior cultiu encareix enormement aquest
procediment en la practica clinica humana, es va dissenyar un nou model de reparacid. En
aquest model es van afegir microfractures (perforacions subcondrals) a les lesions condrals com
a técnica alternativa a la sembra de condrocits, per a obtenir la cel*lularitat necessaria provinent
de les stem cells de I'os subcondral i que aquestes col-laboressin en el procés de regeneracid
cartilaginosa.

Finalment, donat que en el primer treball, amb seguiment de 3 mesos (habitual en
aquest tipus d'estudis), es va evidenciar una degradacié incompleta de les matrius de suport de
PCL, en el segon treball es va augmentar fins a 6 mesos el temps de seguiment per tal de

monitoritzar convenientment el procés de degradacié dels implants.

Els resultats del segon treball, van demostrar que les matrius de suport tridimensional
de PCL-AH sense la necessitat de ser sembrades amb condrocits, obtenen un teixit neoformat
de millor qualitat i organitzacié i que, a més, es regenera més rapid. La taxa de degradacid
d'aquests implants als que se’ls hi ha afegit I'acid hialuronic, sembla també més accelerada. No
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obstant, malgrat la bona qualitat del teixit regenerat, I'existéncia d'implants situats a l'interior
de l'os subcondral fa reflexionar sobre el possible paper de les perforacions subcondrals
(microfractures) en comprometre la integritat de I'os subcondral, qliestid aquesta darrera que

cal seguir investigant.
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9.1. COPIA DEL TREBALL N° 1:

Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Lebourg M, Gémez-Tejedor JA, Vila G, Caceres E, Benito P,
Pradas MM, Nogues X, Gdmez-Ribelles JL, Monllau JC.

In vivo evaluation of three-dimensional polycaprolactone scaffolds for cartilage
repair in rabbits.

Am J Sports Med. 2010 Mar;38(3):509-19.

In vivo evaluation of three-dimensional
polycaprolactone scaffolds for cartilage repair

in rabbits.
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9.2. COPIA DEL TREBALL N° 2:

Lebourg M, Martinez-Diaz S, Garcia-Giralt N, Torres-Claramunt R, Gémez-Ribelles JL, Vila-Canet
G, Monllau JC.

Cell-free cartilage engineering approach using hyaluronic acid-polycaprolactone
scaffolds: A study in vivo.

J Biomater Appl. 2014 May;28(9):1304-15.

Cell-free cartilage engineering approach using

hyaluronic acid-polycaprolactone scaffolds: A

study in vivo.
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