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PALABRAS CLAVE Resumen
Aloinjerto Antecedentes: Los aloinjertos osteocondrales (AOC) conservados en fresco de forma prolongada

osteocondral; en el tiempo, se presentan como una opcién viable para el tratamiento de grandes lesiones

Trasplante en fresco; condrales y osteocondrales.

Viabilidad; Objetivos: La viabilidad de los condrocitos disminuye sustancialmente cuando los aloinjertos

Rodilla son almacenados durante mas de 15 dias. El objetivo de este trabajo es validar la viabilidad y
los resultados clinicos y funcionales del trasplante de AOC almacenados a 37 °C en un medio de
cultivo celular, aplicado en defectos de cartilagos de la rodilla, definiendo los medios y limites
del almacenamiento de los aloinjertos entre 15 y 28 dias después de la extraccion.
Pacientes y método: Este estudio presenta el resultado de 20 pacientes consecutivos, operados
entre los anos 2003 y 2019, a quienes se les practicé un aloinjerto osteocondral conservado
en fresco, implantado sobre defectos de cartilago del condilo femoral y rétula. El tiempo de
seguimiento minimo fue de 10 afios y maximo de 17. La edad media de los pacientes era de 29
(14-44) anos.

Los datos de control clinico fueron recogidos usando los protocolos International Knee Docu-

mentation Committee (IKDC) (especifico de rodilla), Knee injury and Osteoarthritis Outcome
Score (KOOS). Asimismo, se evalud el grado de satisfaccion. El control del cartilago se rea-
lizé mediante International Cartilage Repair Society Score (ICRS) y Oswestry Arthroscopy Score
(OAS). Las evaluaciones radioldgicas se realizaron mediante RMN y TAC helicoidal.

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: gcimiano@yahoo.com (F.J. Gomez Cimiano).
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Introduccion

Los aloinjertos osteocondrales (AOC) fueron usados por pri-

Resultados: Se observaron mejoras estadisticamente significativas, p<0,0001 para el IKDC:
30-65; los 5 componentes del protocolo KOOS: dolor: 66-85; sintomas especificos: 72-82; activi-
dades de la vida diaria: 74-91; funcion deportiva y recreativa: 37-70; relacionado con la rodilla,
la calidad de vida: 25-60. En lo que respecta al grado de satisfaccion el 89% respondia estar
satisfecho o muy satisfecho.

Los resultados ICRS y OAS, todos los pacientes pasaron del grado IV al grado |, menos uno que
en la actualidad esta en el grado IV.

La incorporacion del injerto en la zona receptora ocurrio a los 3 meses, comprobado mediante
TAC helicoidal y RMN.
Conclusion: Los trasplantes de aloinjerto osteocondral conservados en fresco a 37 °C se estable-
cen como una solucion a largo plazo para el tratamiento de defectos osteocondrales localizados
en la rodilla.
© 2021 SECOT. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la
licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Osteochondral allograft transplantation in the knee, after prolonged fresh storage at
37°C. Determination of viability of human cartilage allografts, indications, technique,
and evidence. Follow up 10 years

Summary

Background: Osteochondral allografts (OA) kept fresh for a long time, are presented as a viable
option for the treatment of large chondral and osteochondral lesions.

Goals: Chondrocyte viability decreases substantially when allografts are stored for more than
15 days. The objective of this work is to validate the viability and clinical and functional results
of OA transplantation stored at 37°C in a cell culture medium, applied in cartilage defects
of the knee, defining the means and limits of allograft storage, among 15 and 28 days after
extraction.

Patients and method: This study presents the results of 20 consecutive patients, operated bet-
ween 2003 and 2019, who underwent a fresh-preserved osteochondral allograft, implanted on
cartilage defects of the femoral condyle and patella. The minimum follow-up time was 10 years
and the maximum 17. The mean age of the patients was 29 (14-44).

The clinical control data were collected using International Knee Documentation Commit-

tee (IKDC) (knee-specific), Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) protocols.
Likewise, the degree of satisfaction was evaluated. Cartilage control was performed using the
International Cartilage Repair Society Score (ICRS) and the Oswestry Arthroscopy Score (OAS).
Radiological evaluations were performed using MRI and helical CT.
Results: Statistically significant improvements, P<.0001, were observed for the IKDC: 30-65;
the 5 components of the KOOS protocol, pain; 66-85; specific symptoms: 72-82; activities of
daily living: 74-91; sports and recreational function: 37-70; related to the knee, quality of life:
25-60. Regarding the degree of satisfaction, 89% answered being satisfied or very satisfied.

The ICRS and OAS results, all patients went from grade IV to grade |, except for one who is
currently in IV.

The incorporation of the graft in the recipient area occurred at three months, verified by
helical CT and MRI.

Conclusion: Osteochondral allograft transplants stored fresh at 37 °C are established as a long-
term solution for the treatment of localized osteochondral defects in the knee.

© 2021 SECOT. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

con los AOC en las reconstrucciones postraumaticas y en los
tumores periarticulares?>.
La otra escuela radicada en San Diego, EE. UU., Meyers

mera vez, en 1908 por Lexer', para restaurar las superficies et al. emplearon por primera vez esta tecnica para el

articulares.

tratamiento de enfermedades especificamente condrales y

Posteriormente, ya en la década de los 70, emergen 2 osteocondrales®.

escuelas que lideran el estudio de estos procedimientos,
una en Canada (Toronto), Gross et al., inician su experiencia

Posteriormente, en la década de los 90, se sientan las
bases para el tratamiento de los defectos articulares de la
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osteocondritis disecante’ y osteonecrosis®, mediante aloin-
jertos osteocondrales en fresco.

Ya en el presente siglo, y dada las expectativas creadas
sobre este tipo de procedimientos, se publican multitud de
estudios cientificos en ciencias basicas, sobre la conserva-
cion, inmunogenicidad y viabilidad de los aloinjertos’-'%, y
de revisiones clinicas con un seguimiento a muy largo plazo
de hasta 22 afios'".

Se impone que, en los injertos, como alternativa, se
realice el trasplante con aloinjertos bien en fresco, implan-
tados de forma inmediata a su extraccion o bien tras su
almacenamiento?.

En la actualidad se discute cual es la mejor manera de
conservar el injerto. previo a su trasplante, bien a 4°C,
estudiandose por diferentes métodos la viabilidad de los
condrocitos y resultados clinicos'>', o bien a 37°C con-
servado en un medio de cultivo celular en incubadora de
COZ15,16_

Otro concepto a tener en cuenta es la respuesta inmu-
noldgica del receptor al aloinjerto promovida basicamente
por el hueso esponjoso'’.

Pero en el caso del cartilago, este no produce reaccion
inmundgena, en tanto en cuanto esté intacto, esto es, los
condrocitos estén dentro de la barrera que es la matriz
extracelular'®.

No menos importante es el estudio de viabilidad del aloin-
jerto previo al trasplante, por eso es importante establecer
métodos de evaluacion de la calidad del injerto, que en este
caso depende de la viabilidad de los condrocitos'® 92",

Pacientes y métodos

Los donantes se obtienen dentro del Programa de Trasplan-
tes del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV)
y concretamente se aplica el protocolo de extraccion de
hueso del Banco de Sangre y Tejidos de Cantabria, en este
caso los condilos femorales y una rotula que se obtienen
bajo estrictas condiciones asépticas en el quiréfano, maximo
12h después de que el soporte vital haya sido retirado al
donante.

Las piezas osteocondrales obtenidas de donantes, se con-
servan en medios de cultivo, siendo el medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con el 20%
de suero del propio paciente, L-glutamina 20 Mm, antibio-
ticos y antimicoticos (penicilina 100U/ml, estreptomicina
100 wg/ml y anfotericina B 2,5 ng/ml), y se incuba a 37°C
en una incubadora de CO, al 5%. El medio de cultivo debera
ser reemplazado 2 veces a la semana, en una campana de
flujo laminar, momento en el cual se realizara un control
microbioldgico. Asimismo, se realizan controles de viabili-
dad celular mediante sales de tetrazolio, durante el periodo
de almacenamiento?®?',

Tras un periodo minimo de 15 dias de cultivo in vitro,
los condilos femorales estan listos para ser empleados con
seguridad, como injertos osteocondrales.

Todos los donantes son sometidos a un estudio, con el
objeto de detectar algin tipo de enfermedad de transmi-
sion, tanto bacteriana, como viral. Especial cuidado se debe
tener en las enfermedades con periodos ventana como el HIV
y el HCV.

Es destacable en este tipo de injertos la bajisima inciden-
cia de rechazo, no siendo necesario ni el tipaje HLA ni ABO
del donante ni del receptor, ni tampoco la inmunosupresion
preventiva.

El estudio contd con el visto bueno de la Comision de Etica
de Investigacion Clinica del HUMV de Santander, Cantabria.

Seleccién de receptores

Pacientes preferentemente jovenes, 28 afos de media
(14 = 44), que presenten lesiones osteocondrales. En el estu-
dio, participaron 20 pacientes, con un seguimiento de mas
de 10 afos En cuanto a la distribucion por género, nos encon-
tramos con un 50% de varones (N=10) y un 50% de mujeres
(N=10).

En cuanto a la etiologia de las lesiones, el 90% de los casos
fueron osteocondritis disecante, un 5% de las lesiones fue-
ron ocasionadas por arma de fuego y la condropatia patelar
grado IV supuso el restante 5%.

El 90% de los pacientes habian sufrido previamente una
0 mas intervenciones (incluidas las artroscopias, fijaciones
tipo AK, tornillos tipo Herbert y Ortosorb, ademas de micro-
fracturas y perforaciones tipo Pridie).

Las indicaciones para estos procedimientos en nuestra
serie fueron los grados IV de lesiones OC traumaticas, osteo-
condritis disecante severa con fragmento desvitalizado o
suelto (grados Ill y IV) de condilo femoral clasificacion Inter-
national Cartilage Research Society (ICRS) siendo el tamano
minimo para la inclusion de 1,8cm?, y no valorando nin-
gln otro tipo de gesto quirGrgico en esta serie?’. En nuestra
serie la lesion primaria fue de 3,9cm? de media (rango:
1,8-6cm?). El tamafo del injerto fue de 3,75cm? (rango:
1,5-6cm?). La antigiiedad del injerto desde su extraccién
hasta su implantacion fue desde 15-28 dias (tabla 1).

Es importante que no existan ni lesiones en espejo, ni
alteraciones en el eje, ni tampoco lesiones ligamentosas,
de ser asi, debemos corregir previamente dicha alteracion.

No existieron complicaciones postoperatorias, ni infec-
ciones.

La técnica quirlrgica practicada, consiste en una
artrotomia de rodilla, interna o externa, efectuando a conti-
nuacion, la preparacion de la zona danhada, segln la técnica
Maxioats® (Artrhex®)?® (figs. 1y 2).

Dos pacientes requirieron un tallado especial del injerto,
pues la técnica Maxioats®, no cubria el defecto; uno de ellos,
recibié un doble injerto y al afo, control artroscépico del
injerto (figs. 3 y 4); en otro caso se tallo de forma artesanal,
dado el defecto que presentaba, siendo fijado con 2 tipo
Herbert (figs. 5y 6).

En un caso la técnica quirtrgica se realizd completa-
mente de forma artroscopica.

Se cred un protocolo de seguimiento de diagndstico por la
imagen. Dicho protocolo pretende la evaluacion prequirdr-
gica y posquirlrgica de la lesion, analizando en el segundo
caso las 3 etapas del proceso de curacion de los injertos
trasplantadas: proliferativa, transicional y de maduracion.
El método consistié en primera exploracion RMN en el mes
anterior a la cirugia, a los 3 a los 6 y a los 12 meses después
de la cirugia.

En la RMN, en alguna ocasion se utilizd con contrastes
de gadolinio-DTPA, pueden describir cambios biomecanicos
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Tabla 1 Caracteristicas de los pacientes y detalles del aloinjerto

Total (N=20)

Genero
Femenino 10 (50)
Masculino 10 (50)
Edad 29 (14-44)
Diagnostico
Osteocondritis disecante 18 (88,89)
Traumatica 1 (5,56)
Degenerativa 1 (5,56)
Localizacion
Condilo femoral Interno 18 (88,89)
Condilo femoral eterno 1 (5,56)
Patela 1 (5,56)
N.° de cirugias previas
0 9 (50)
1 7 (38,89)
2 1 (5,56)
3 1 (5,56)
N.° de injertos
1 18 (88,89)
2 2 (11,11)
Area total del injerto cm? 3,75+1,02 (1,8-6,0)
Antigliedad del injerto (dias) 20,5 (15-28)

Las variables se representan como media & SD (rango) o n.° (%).

Figura1 Preparacion del injerto: se puede observar la coloracion rosacea del injerto debido al medio de cultivo. Mesa de trabajo:
obtencion del injerto, se observa el lavado con pistola pulsatil con suero, para arrastrar células y detritus dseos y, por ultimo, el
injerto osteocondral.
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Figura 2 Mujer de 26 anos con secuelas de una osteocondritis disecante operada en 2 ocasiones Resultado de la IQ mediante la
técnica Maxioats®.

Figura3 Lesion osteocondral y su aloinjerto (a). Procedimiento quirdrgico, mediante 2 aloinjertos encastrados (b y c). Resultado
final (d).

Figura4 Mismo paciente de la figura 3, al afo, osteotomia valguizante y revision artroscopica.

y bioquimicos asociados con la degeneracion de la matriz Asimismo, utilizamos el TAC helicoidal para controlar la
condral. Ademas, con cortes especificos para el cartilago integracion 6sea en la zona huésped/donante, comprobando
demuestran la estrecha relacion entre los defectos condra- la existencia o no de puentes 6seos a los 3 y 6 meses.

les, la sintomatologia clinica y la probabilidad de progresion Existen diferentes métodos de evaluacion clinica, en
de los sintomas?*. nuestro caso elegimos como método de seguimiento clinico
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Figura 5 Imagen radioldgica del defecto condral sufrido por
un arma de fuego.

los protocolos elegidos fueron: International Knee Docu-
mentation Committee (IKDC) (especifico de rodilla)?®, Knee
injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) y protocolo
de satisfaccion. La evaluacion de la calidad de la reparacion
del cartilago se realizd el control mediante International
Cartilage Repair Society Score (ICRS), en los casos que rea-
lizamos una segunda artroscopia, en 8 pacientes aplicamos
el Oswestry Arthroscopy Score (OAS)%.

Las evaluaciones radiologicas se realizaron mediante RMN
y TAC helicoidal.

El analisis estadistico se realizd6 mediante SPSS® version
11.5 (SPSS, Inc, Chicago, IL, EE. UU.). Los resultados se con-
sideraron estadisticamente significativos cuando p < 0,05.

Resultados

La primera intervencion de la serie de 40 casos, la realiza-
mos en el afio 2003 y la ultima en el afno 2019. Incluimos
en este estudio los que llevan un seguimiento minimo de 10
anos; los pacientes mas antiguos de la serie tienen 17 afnos
de seguimiento,

Los pacientes fueron sometidos a los protocolos de segui-
mientos clinicos y radiologicos. El uso del protocolo IKDC,
y mas concretamente el formulario de evaluacion subje-
tiva de la rodilla®®, pone en evidencia una mejoria clara,
teniendo una media preoperatoria de 30 y postoperatoria
una media de 62, sobre un maximo de 79 (N: 20); p <0,0001.
Los 5 componentes del protocolo KOOS: dolor: 66-85; sinto-
mas especificos: 72-82; actividades de la vida diaria: 74-91;
funcion deportiva y recreativa: 37-70; relacionado con la
rodilla, la calidad de vida: 25-60. En lo que respecta al
grado de satisfaccion el 89% respondia estar satisfecho o
muy satisfecho. En lo que respecta al grado de reparacion
del cartilago (ICRS), la modificacion de la lesion condral,
19 pacientes pasaron del grado IV al grado | y otro esta
actualmente en el grado IV. Estos resultados los obtuvimos
mediante RMN?*, con cortes especificos para el cartilago,
incluso con contrastes de gadolinio-DTPA.

En los casos que realizamos una segunda vision por artro-
scopia, observamos la supervivencia del injerto implantado,
integracion de los bordes, y el aspecto macroscopico de la
superficie del cartilago, utilizamos el protocolo OAS, siendo
este complementarios a los resultados ICRS (tabla 2).

Figura 6 Mismo paciente de la figura 5. Resultado del injerto
tallado manualmente y fijado con T. Herbert.

Hay que resefar que todos los pacientes estaban de
alta a los 6 meses salvo un caso, el de la lesion por
arma de fuego que hubo que reintervenir pues fracasé
parcialmente el injerto, y hubo que realizar otro aloin-
jerto en el defecto resultante estando en la actualidad
en grado I; en el caso de la paciente del trasplante
de rotula se le practico una artrolisis evolucionando
favorablemente

A otros 2 pacientes se le practicdé una osteotomia, uno
al ano y otro a los 6 afnos, pues el pinzamiento interno
habia progresado, este Gltimo al cual habiamos perdido en el
seguimiento, es el que ha progresado peor y esta pendiente
de artroplastia.

La medicion radiografica postoperatoria se realizd
mediante estudios simples anteroposterior y lateral de la
articulacion, para comprobar la correcta implantacion del
injerto en todos los casos no observandose desprendimien-
tos ni movilizaciones posteriores salvo en un caso que
se hundi6é levemente el injerto debido a una integracion
parcial.

El seguimiento para comprobar la integracion de la zona
receptora con el injerto se realizd mediante la TAC heli-
coidal observandose que, en todos los casos, a los 3 meses
existen puentes dseos suficientes como para considerar que
el injerto esta integrado; en un caso al mes y medio se
observo puentes de integracion dsea; este es un método muy
Gtil para evaluar de forma directa, la integracion 6sea del
injerto en el lecho receptor.

Por otra parte, la RMN nos sirvido para comprobar la
disminucion paulatina del edema 6seo, en la interfase
injerto-zona receptora, el cual disminuia progresivamente,
en sucesivos controles (3-6 meses) en todos los casos
(fig. 7).

Por ultimo, en los casos que se practicd una artrosco-
pia de control, a 3 de ellos realizamos control del injerto
mediante biopsia, siendo el resultado de cartilago hialino
maduro. En todos los casos realizamos estudio de viabilidad
preimplante mediante las sales de tetrazolio, confirmamos
en todos los casos la viabilidad del injerto. Aparte de esto
y como control accesorio, en un caso anadimos un estudio
genético preimplante del cartilago conservado, siendo el
resultado la expresion de genes especificos de condrocitos
(fig. 8).
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Tabla 2 Resultado sobre 20 rodillas con aloinjerto?®

Protocolos Preoperatorio Resultados Valor de p*
IKDC 30,7+9 65,2 +13,8 <0,0001
KOOS <0,0001
Sintomas 62,5+18,0 82,5+15,5
Dolor 66,5+18,6 85,3+16,3
Actividades de la vida diaria 74,5+ 18,9 91,1+ 14,7
Deporte/ocio 37,84+22,6 70,2 +26,4
Calidad de vida 25,4+17,6 60,0 +24,3
ICRS Grado IV: 20 pacientes Grado |: 18 pacientes
OAS Grado ll: 2 pacientes
Satisfaccion
Muy satisfecho 67,7
Satisfecho 21,3
Algo satisfecho 5,5
Algo insatisfecho 3,0
Insatisfecho 2,4

ICRS: International Cartilage Research Society; IKDC: International Knee Documentation Commitee; KOOS: Knee injury and Osteoarthritis
Outcome Score; OAS: Oswestry Arthroscopy Score.

@ Los resultados se muestran + SD o en porcentaje.

* Valor de p por comparacién preoperatoria y resultado final.

Figura 7 Imagenes de control a los 3 meses: TAC helicoidal
(@) y RMN (b).

Donor 1 Donor 2

1 2 HF HF

< RPS14

< SOX9

<+ COLII

4+ AGGRECAN

Figura8 Estudio genético siendo la expresion de genes espe-
cificos de condrocitos, como es el gen sox9.

Discusioén

La presencia de condrocitos viables en este tipo de pro-
cedimientos es esencial puesto que los condrocitos son
fundamentales para el mantenimiento de la matriz extra-
celular y prevenir la degeneracion del injerto en el tiempo.

Uno de los factores que puede comprometer la efecti-
vidad en estos procesos es la muerte celular programada
(apoptosis), que ocurre tanto en el almacenamiento y prepa-
racion como en la implantacion. Recientes estudios indican
que el indice de apoptosis es la responsable de la muerte de
los condrocitos asociada a los trasplantes?’.

En consecuencia, es importante establecer métodos de
evaluacion de la calidad del injerto, que en este caso
depende de la viabilidad de los condrocitos. A pesar de la
importancia del conocimiento de la viabilidad no existe un
método cuantitativo para determinar la viabilidad celular
antes de la utilizacion del injerto para el trasplante. En
nuestro caso empleamos las sales de tetrazolio para este
fin, método por otra parte ya contrastado?®?'.

Desde que en la década de los 70 comenzaron con
los trasplantes osteocondrales, las lesiones osteocondra-
les, osteonecrosis y osteocondritis disecantes son tratadas
en la actualidad y cada vez mas, mediante trasplantes
osteocondrales?~¢.

Los trasplantes OC son técnicas en auge, con resultados
muy buenos, que alcanzan a mas de un 80% de los casos
publicados, incluidas las lesiones postraumaticas?>>7.

En la actualidad se han ido ampliando las indicaciones
de los trasplantes, incluso a las lesiones bipolares?®, a injer-
tos masivos articulares?” y como medio de rescate cuando
fracasan los tratamientos de primera eleccion®.

La alternativa al autoinjerto es realizar el trasplante con
aloinjertos, bien en fresco, implantados de forma inmediata
a su extraccion®'? o bien tras su almacenamiento’:.

En primer lugar, se debe tener en cuenta el tamano y la
localizacion de la lesion, asi como la existencia de altera-
ciones en los ejes mecanicos, insuficiencias ligamentosas y
lesiones meniscales que es preciso reparar previamente.

Los resultados clinicos y la supervivencia del aloinjerto,
depende de la presencia de condrocitos viables que permi-
tan la remodelacion de la matriz extracelular del cartilago,
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después del trasplante. En este caso se ha discutido cual es
la mejor manera de conservar el injerto previo a su tras-
plante, en suero Ringer lactato a 4°” o bien en medios de
cultivo a 37°C.

Por nuestra parte elegimos el almacenamiento en medio
de cultivo celular en incubadora a 37°C'®"7,

En nuestro caso y como hemos podido demostrar, la
supervivencia del cartilago en perfectas condiciones en un
medio de almacenamiento como es el DMEM y en una incu-
badora 37°C, por lo menos hasta los 28 dias?.

En los trasplantes que realizamos, la antigiiedad del
injerto desde su extraccion hasta su implantacion fue de
minimo 15 dias y de maximo 28 dias.

Publicaciones mas recientemente destacan la superio-
ridad de la conservacion a 37°C sobre los 4°C en medio
experimental en animales'®?', concluyendo que el almace-
namientos de los AOC a 37°C protegen de forma especial
a la capa superficial del cartilago, la cual es la mas sensi-
ble y vulnerable, aumentando las tasas de viabilidad de los
condrocitos en el tiempo.

Nuestro estudio es una serie de casos retrospectivos, no
hubo grupo de control disponible en comparacion con otras
posibles modalidades de tratamiento, aunque este método
se suele considerar como una opcion de Gltimo recurso, los
estudios raramente comparan esta técnica con otras que
restablecen el cartilago.

Conclusiones

El trasplante osteocondral alogénico, conservado en fresco
a 37°C, es un método seguro y efectivo como tratamiento
de las lesiones osteocondrales sintomaticas de la rodilla en
pacientes jovenes.

Esta técnica tiene la ventaja de trasplantar cartilago hia-
lino viable y maduro, que es mecanicamente estable, en
base a una conservacion optima en un medio de cultivo a
37°C.

En un seguimiento minimo a 10 afos el trasplante osteo-
condral se encuentra bien integrado, como se demuestra en
los controles por la imagen y consiguiendo un buen control
del dolor y de la funcién articular

Nivel de evidencia

Nivel de evidencia IV.
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