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PALABRAS CLAVE Resumen

Acido hialurénico de Objetivo: Evaluar el efecto de 2 protocolos diferentes de acido hialurénico (AH) intraarticular
alto peso molecular; (hylan G-F20) sobre la regeneracion del cartilago articular en lesiones condrales agudas de
Regeneraci()n; espesor completo.

Cartilago hialino; Material y método: Se realizaron lesiones condrales de espesor completo de 3 x 6mm en los
Artrosis condilos femorales de conejos New Zealand, tratados con una dosis Unica o tres dosis de AH.

Los animales fueron sacrificaron a las 12 semanas y el tejido regenerado fue evaluado mediante
observacion directa e histologia con la escala ICRS.

Resultados: Macroscopicamente, en ambos grupos tratados con AH los defectos se rellenaron
con tejido irregular, con zonas similares al cartilago hialino y otras en las que se observaron
areas deprimidas con exposicion de hueso subcondral. El analisis histologico demostré en ambos
grupos tratados con AH un tejido similar al cartilago hialino comparado con el grupo control.
Sin embargo, la puntuacion de la escala Internacional Cartilage Repair Society (ICRS) no mostro
diferencias entre los grupos tratados con AH.

Conclusion: El uso de dosis Unica o 3 dosis de AH en lesiones condrales agudas tiene un beneficio
limitado y similar en la regeneracion del cartilago articular.
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Treatment of acute full-thickness chondral defects with high molecular weight
hyaluronic acid; an experimental model

Abstract

Purpose: To evaluate the effect of 2 different protocols of intra-articular hyaluronic acid (HA,
hylan G-F20) to articular cartilage regeneration in acute full-thickness chondral defects.
Materials and Methods: Full-thickness chondral defects of 3x6mm were performed into the
lateral femoral condyles of New Zealand rabbits, treated with a single or three doses of HA.
The animals were sacrified at 12 weeks and the regenerated tissue was evaluated by direct
observation and histology with the ICRS scale. Macroscopically, in both groups treated with
HA the defects were filled with irregular tissue with areas similar to hyaline cartilage and
others in which depressed areas with exposed subchondral bone were observed. Histological
analysis showed in both groups treated with HA a hyaline-like cartilage compared to control
group. However, the score of the International Cartilage Repair Society (ICRS) scale did not
show differences between the groups treated with HA.

Conclusion: The use of single dose or 3 doses of AH in acute chondral lesions has a limited and

similar benefit in articular cartilage regeneration.
© 2014 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

Las lesiones condrales de la rodilla son frecuentes en atle-
tas, especialmente durante la practica de deportes de
contacto'. Sabemos que estas lesiones tienen un poten-
cial de reparacion muy limitado, incluso las lesiones de
pequeno tamano que, sin tratamiento, pueden predisponer
a la degeneracion articular, con discapacidad funcional y un
alto coste de tratamiento?. En el manejo de las lesiones
del cartilago articular se han propuesto multiples opciones
de tratamiento como son las perforaciones subcondrales,
microfracturas, autoinjertos osteocondrales e implante de
condrocitos autélogos, con resultados, a veces, pobres*.
También se han recomendado nuevas opciones terapéuticas
para prevenir el desarrollo de la artrosis tras sufrir lesiones
condrales focales, como son farmacos orales de accion lenta
(SYSADOAS), como la glucosamina y el condroitin sulfato, y
las inyecciones intraarticulares, como el acido hialurénico
(AH), que tienen un mecanismo de proteccion articular®-8.
El AH es un mucopolisacarido de alto peso molecular (5
- 7x10%Da) con las propiedades viscoelasticas del liquido
sinovial esencial para desarrollar una funcion articular nor-
mal. EL AH tiene, por lo tanto, un efecto mecanico y también
un efecto curativo sobre las células del cartilago y de la
membrana sinovial. En pacientes con artrosis, la concentra-
cion de AH en el liquido sinovial de la rodilla se reduce de
2 a 3 veces y su peso molecular también disminuye hasta
alcanzar niveles minimos, 2 x 10° Da%°.

Las inyecciones intraarticulares de AH han demostrado
aliviar el dolor y mejoran la funcion articular en pacientes
con artrosis de rodilla, a corto y medio plazo'®''. Estu-
dios experimentales han demostrado que el AH disminuye la
expresion de las metaloproteinasas (MMP) y de la IL-1 en la
sinovial y previene cambios en los proteoglicanos (PG) de la
matriz, disminuyendo la inflamacion sinovial, y aumentando
el contenido de PG'?"'#, Kaplan et al.'®, realizaron un estu-
dio sobre lesiones condrales agudas en ovejas, demostrando
que 3 dosis de AH mejoraban los parametros histologicos y
el contenido de PG del cartilago articular.

Nuestras hipotesis fueron que el uso de AH aumenta
la regeneracion del cartilago hialino en lesiones condrales
focales y que 3 inyecciones de AH aumentan la regeneracion
tisular. Por ello, el objetivo de nuestro estudio es evaluar,
en un modelo animal, la regeneracion del cartilago articu-
lar con dos protocolos diferentes de tratamiento con AH de
alto peso molecular, en lesiones condrales agudas de espesor
completo.

Materiales y métodos

Efectuamos lesiones condrales de espesor completo en los
condilos femorales (n=30) de 15 conejos New Zealand,
machos, de 3 meses de edad, y entre 2,5 y 3,5kg de peso,
siguiendo el protocolo de trabajo expuesto en la figura 1.

Los animales se mantuvieron en jaulas separadas, de
40cm x 40cm x 60 cm, a una temperatura y humedad cons-
tante, con un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas y con
alimentacion ad libitumy también deambularon libremente,
sin inmovilizacion.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina Clinica Alemana-
Universidad del Desarrollo. Todos los procedimientos se
efectuaron bajo condiciones de asepsia, utilizando anestesia
intramuscular con ketamina (35mg/kg), xilazina (5 mg/kg)
y acepromazina (1 mg/kg). Se utilizd ademas enrofloxacino
(10 mg/kg) y tramadol (4 mg/kg) en aplicacion preoperatoria
y hasta 2 dias después de la cirugia.

Técnica quirurgica

Los defectos condrales fueron de espesor completo, de
3 x 6mm, realizados en las areas de carga de los condi-
los femorales laterales de cada rodilla, a través de una
artrotomia parapatelar longitudinal'®. Los defectos condra-
les fueron realizados con un oste6tomo de 3mm hasta la
capa calcificada, la cual fue retirada con una cucharilla cui-
dando de no danar el hueso subcondral. Los condilos fueron
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Figura 1

divididos en 4 grupos. En el grupo 1, no se realizé defecto y
tampoco tratamiento (grupo normal, n=12). En el grupo 2,
se realizd un defecto condral pero no recibieron tratamiento
alguno (grupo lesionado no tratado, n=6). En el grupo 3, se
realizo el defecto condral y recibieron una dosis Unica de AH
(Hylan G-F 20®, 3,5mg/0,5ml) al finalizar la cirugia (grupo
dosis Unica de Hylan G-F 20, n=6). En el grupo 4, se rea-
liz6 el defecto condral y recibieron 3 dosis semanales de AH
(Hylan G-F 20® (grupo 3 dosis Hylan G-F 20, n=6).

No se observaron complicaciones y ningln animal debid
ser sacrificado antes de finalizar el estudio. Los conejos
fueron sacrificados, a las 12 semanas, con una sobredosis
intravenosa de pentobarbital, y los condilos fueron reseca-
dos para su estudio.

Andlisis macroscopico

Todos los condilos (n=30) fueron observados de forma
directa, inmediatamente después de su obtencion. Se regis-
traron las caracteristicas de color del tejido, apariencia de
la superficie articular y la presencia o no de exposicion de
hueso subcondral.

Andlisis histolégico

Los condilos (n=30) fueron fijados en formalina, decalcifi-
cados en EDTA y luego embebidos en parafina. Se realizaron
cortes sagitales del tejido de 10 um de grosor. Los cortes
fueron tenidos con hematoxilina/eosina (H/E) y analizados,
en ciego, por un especialista entrenado de anatomia pato-
logica, utilizando la escala International Cartilage Repair
Society (ICRS) para evaluar la reparacion del cartilago'’.
Esta escala esta compuesta por 6 categorias y se asigna la
puntuacion de acuerdo a la caracteristica mas representa-
tiva presente en cada muestra.

| | | | i | | I 1

12 Semanas

Protocolo experimental.

Analisis estadistico

La unidad de analisis utilizada en este estudio fue cada con-
dilo femoral lateral (n=30). La puntuacion de la escala de
la ICRS (medianas) fue analizada mediante la prueba de U
de Mann-Whitney y los valores de p<0,05 se consideraron
como estadisticamente significativos.

Resultados

Analisis macroscopico

El grupo 1 (grupo normal) presentd un tejido suave, brillante
y semitransparente. A las 12 semanas de la intervencion, los
condilos femorales del grupo 2 (grupo lesionado no tratado)
presentaron un tejido muy fino, irregular, de aspecto rugoso
y con un area de lesion bien definida. En el grupo 3 (grupo
dosis Unica de AH), el tejido era fino, con apariencia hialina
pero con areas deprimidas y exposicion de hueso subcondral.
En el grupo 4 (grupo 3 dosis AH), el nuevo tejido formado fue
levemente irregular y fino, similar al observado en el grupo
3 (fig. 2). En los grupos intervenidos, si bien los defectos
fueron claramente diferenciados del cartilago circundante,
no se observaron signos degenerativos articulares.

Andlisis histolégico

Los condilos del grupo 1 presentaron una superficie articu-
lar regular con una matriz hialina y condrocitos organizados
en columnas. En los condilos del grupo 2, se observé que la
mayoria presento una superficie irregular con una matriz de
fibrocartilago y condrocitos desorganizados en su distribu-
cion. En el grupo 3, la mayoria de las muestras presentaron
una superficie irregular con una matriz predominantemente
hialina pero con una distribucion celular con columnas y
zonas de clusters. Finalmente, en el grupo 4 los condilos pre-
sentaron superficies irregulares con gran variabilidad en la
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Figura 2

Caracterizacion macroscopica del tejido formado a las 12 semanas de la intervencion. a) Grupo 1 o normal (n=12);b)

Grupo 2 o lesionado no tratado (n=6); c) Grupo 3 o dosis Unica de Hylan G-F 20 (n=6); d) Grupo 4 o 3 dosis de Hylan G-F 20 (n=6).

distribucion celular entre las muestras, observandose mues-
tras con una distribucion desorganizada y otras con una
columnar y de clusters (fig. 3).

El analisis cuantitativo de los datos histologicos demostrd
que la viabilidad celular, el compromiso del hueso sub-
condral y la mineralizacion del cartilago se mantuvo sin
cambios en todos los grupos. Sin embargo, la superficie
articular, la matriz extracelular y la distribucion celular
varié de un grupo a otro (fig. 4). Los condilos del grupo
1 presentaron la maxima puntuacion (3 puntos); las mues-
tras del grupo 2 demostraron una reduccion significativa de
puntuacion en las tres categorias (3-0, 3-2, 3-1, respectiva-
mente) (p <0,05). Tanto los condilos del grupo 3 como los del
grupo 4 presentaron una mediana para la categoria de super-
ficie igual a la del grupo 2 (0-0-0) (p > 0,05). En la categoria
de matriz y distribucion celular, los grupos 3 y 4 presenta-
ron mas muestras con caracteristicas hialinas que el grupo

2, sin embargo estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas.

Discusion

En el presente estudio, en conejos, no pudimos demos-
trar que el tratamiento de lesiones condrales de espesor
completo con Hylan G-F 20® mejore significativamente la
regeneracion del cartilago articular a los 3 meses. Ade-
mas, al comparar el protocolo de dosis Unica con 3 dosis
semanales, no encontramos diferencias en las caracteris-
ticas macroscopicas e histologicas del tejido neoformado.
En estos grupos, los defectos se rellenaron con un tejido
mixto, de caracteristicas hialinas y de fibrocartilago, con
una presentacion variable entre las muestras. De acuerdo
a estos resultados, el uso de Hylan G-F 20®, en lesiones

Figura 3

Analisis histologico del cartilago 12 semanas después de la intervencion. Los datos mostrados son representativos de 4

cortes (20X) por animal. a) Grupo 1 o normal (n=12); b) Grupo 2 o lesionado no tratado (n=6); c) Grupo 3 o dosis Unica de Hylan

G-F 20 (n=6); d) Grupo 4 o 3 dosis de Hylan G-F 20 (n=6).
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Figura 4

Evaluacion de la reparacion del cartilago mediante escala International Cartilage Repair Society. Los circulos correspon-

den a los puntajes individuales y la linea horizontal a la mediana del grupo (se muestran Unicamente valores significativos).

condrales agudas, tiene algin efecto aunque no parece ser
significativo.

En clinica se ofrecen multiples opciones para el tra-
tamiento de lesiones condrales. Sin embargo, ninguna de
estas estrategias ha sido capaz de regenerar el cartilago
articular®>“. Actualmente, la viscosuplementacion intraarti-
cular con AH se utiliza como una alternativa en los pacientes
con artrosis y se han publicado estudios, multicéntricos, a
doble ciego, aleatorizados y comparados contra placebo,
que incluyen un elevado nimero de pacientes, demostrando
que la infiltracion con AH es una intervencion segura, bien
tolerada, que otorga un alivio mantenido del dolor y mejora
la funcion del paciente con pocas reacciones adversas'® 81,
Sin embargo, estos estudios se han efectuado, en su mayo-
ria, sobre pacientes artrosicos que poco tienen que ver con
las lesiones condrales aisladas.

Por otro lado, algunos estudios experimentales han publi-
cado buenos resultados con el AH en la regeneracion y
viabilidad celular de los condrocitos, pero estos modelos no
son comparables con nuestro trabajo ya que evallan lesio-
nes condrales parciales?>?' y no de espesor completo como
en nuestro trabajo.

La viscosuplementacion con AH ha sido evaluada en
lesiones aisladas del cartilago articular asociada con las
microfracturas?’-?2. Strauss et al.”? demostraron, en cone-
jos, que el uso de microfracturas asociadas a 3 dosis
semanales de AH rellenan el defecto condral y mejoran
la apariencia macroscopica del tejido. Adicionalmente, los
cambios degenerativos articulares disminuyeron significati-
vamente con el uso de AH. Esto podria ser explicado por el
efecto sinérgico de ambos procedimientos y no de cada uno
por separado.

El modo de accion preciso del AH en la reparacion
del cartilago alin no se conoce con certeza. Sin embargo,
existen estudios que demuestran que el efecto no es sélo
a través de sus propiedades mecanicas, sino que también
tendria otras funciones como el aumento de la produccién
endogena de AH, la inhibicion de la degradacion de PG
y un efecto antiinflamatorio in vitro?>* que generara un
ambiente mas favorable en la articulacién, retrasando el
desarrollo de los cambios degenerativos y que promueve la
regeneracion del cartilago hialino. Sin embargo, de acuerdo

a nuestros resultados, estos beneficios serian solo teori-
Cos.

No hemos encontrado estudios, experimentales o clini-
cos, que comparen el uso del mismo AH en dosis Unica
contra 3 dosis. Strauss et al.?? asociaron a las micro-
fracturas un protocolo de 3 o 5 dosis semanales de AH,
sefalando una diferencia estadisticamente significativa en
favor del uso de 3 dosis, a los 3 meses, aunque la apa-
riencia macroscopica e histoldgica del tejido formado en
la lesion, a los 6 meses, fue similar a la del grupo con-
trol.

Una limitacion de nuestro estudio es que solo evalua-
mos parametros morfologicos y no funcionales. Sin embargo,
nuestro objetivo fue describir el efecto de dos diferentes
protocolos de tratamiento con AH, analizando su capacidad
regenerativa en el tratamiento de lesiones condrales y no
su impacto en la funcion articular. Probablemente, la mayor
fortaleza del presente trabajo es el uso de un método facil y
reproducible, en cuanto al uso de un mismo procedimiento
anestésico, técnica quirlrgica y manejo perioperatorio. El
hecho de que los resultados macroscopicos e histologicos
fueran similares entre ellos también sugiere que nuestro
analisis fue preciso y representa una doble comprobacion
del tejido generado.

En el presente estudio, nosotros demostramos que el uso
de un protocolo de 3 dosis de AH en comparacion con la
dosis Unica no mejora significativamente la regeneracion del
cartilago hialino en lesiones condrales agudas de espesor
completo en conejos.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacion humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en
este articulo no aparecen datos de pacientes.
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