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RESUMEN

Objetivo: analizar la reparacion <in vitro» de lesiones cilindricas de la
zona avascular del menisco tratadas con factores de crecimiento y relle-
nas con diferentes materiales.

Material y métodos: las lesiones fueron rellenadas con cilindros de
menisco fresco, menisco congelado a —20 °C, y con esponijas artificia-
les de coldgeno cultivadas con células de cartilago. Todos los grupos
fueron tratados con TGF-B1, IGF-1 y OP-1® y analizados alas 2, 4, 6 y
8 semanas de evolucién.

Resultados: el TGF-B1 y el IGF-1 indujeron puentes parciales de te-
jido entre la estructura de relleno y los bordes de la lesién, asi como la
expresion de coldgeno de tipo 1l y la proliferacion celular en toda la su-
perficie del menisco. Asi mismo, observamos una migracién de células
desde el propio menisco lesionado hacia las esponjas de colageno uti-
lizadas, acelerada por la presencia de TGF-B1 e IGF-1. La migracion de
células a la esponja no se corresponde con procesos de proliferacion.
No obtuvimos ningiin efecto positivo con la proteina OP-1®.

Conclusion: la utilizacién de IGF-1 y TGF-B1 y rellenando la lesion
con cilindros de menisco o matrices de colageno pueden ser de utilidad
para mejorar la respuesta en modelos experimentales de reparacién
meniscal.

Palabras clave: Menisco, factores de crecimiento, reparacién menis-
cal, colageno
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ABSTRACT

Meniscus is a support tissue formed by fibrocartilage, which func-
tion is essential for the correct movement of the knee joint and for
the performance of phisical activity. Outer part is vascularized, whi-
le inner is avascular and in which lesions are commonly produced.
It’s widely accepted that avascular lesions have the most complicated
prognosis, as no regenerative processes are produced in that zone. In
our study we have constructed an in vitro model of avascular lesions,
by culturing complete menisci fragments, and practising them holes
in their inner part. Lesions where filled up with meniscal tissue either
fresh or freezed at -20 °C, and with artificial collagen sponges injec-
ted with articular cartilage cells. All groups were treated with growth
factors TGF-B1, IGF-1 and OP-1™, and analyzed at 2, 4, 6 and 8 we-
eks. Results showed that both TGF-1 and IGF-1 did induce the for-
mation of tissue unions between support structure and the borders of
the lesion, as well as collagen type Il expression and a stimulation of
proliferation in cells in the meniscal surface. On the other hand we
oberved no significant effect by OP-1™. We also detected a migra-
tion process of cells from the lesioned meniscus throguh collagen
sponges used, that was accelerated by the presence of TGF-B1 and
IGF-1. Results point to an effective usage of these growth factors and
collagen scaffolds, in the treatment of lesions of the avascular zone
of the meniscus.

Key words: Meniscus, growth factors, tissue engineering, colla-
gen
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INTRODUCCION

MATERIAL Y METODO

Las roturas longitudinales, no son capaces de
repararse en la zona avascular del menisco (1) y
a los dos y tres meses, la resistencia mecanica
de una lesion meniscal no alcanza el 30% de la
resistencia del tejido sano (2-4). Segtn Stone (5),
la reparacion meniscal sélo se obtiene en un
10% de todas las roturas meniscales revisadas
por artroscopia. Los factores que influyen en el
proceso de reparacién meniscal son la vascula-
rizacion, el tamano de la rotura, su morfologia,
la asociacién con una lesion del ligamento cru-
zado anterior, el tiempo transcurrido entre la le-
sién y su reparacién y, también, el programa de
rehabilitacién seguido (6). Ademas, la respuesta
a la curacién de una rotura meniscal depende
de la localizacion de la lesion, la perfusion,
el indice vascular y la inmovilizacién. También
pueden afectar la disminucion de liquido sino-
vial y el descenso de la nutricién tisular, ademas
de las solicitaciones articulares (7). Evidente-
mente, las lesiones periféricas tienen mejor pro-
nostico por estar en la regién vascular del me-
nisco y cuanto mas central es una lesién, menor
capacidad de respuesta tiene.

Para el tratamiento de las lesiones meniscales
se han desarrollado diversas técnicas, como son
el desbridamiento, la abrasién sinovial, el coa-
gulo de fibrina, el trefinado, los colgajos sino-
viales, la cola de fibrina o el laser, ademas de
las suturas y la fijacién con materiales reabsor-
bibles. Cualquier técnica de reparacién menis-
cal debe aproximar los bordes de la rotura para
proteger la reparacién de los movimientos ar-
ticulares que tienden a separarlos (8). En una re-
paracion meniscal deben primar los mismos
principios que para la de cualquier otro tejido
organico, inmovilizacién con una fijacion ade-
cuada, reposo y aporte de sustancias adecuadas,
sin olvidar que una meniscectomia, a ser posi-
ble parcial, puede ser una solucién sencilla y ra-
pida que permite una temprana vuelta a la acti-
vidad laboral o deportiva.

Hemos desarrollado un modelo de lesién en
la zona avascular del menisco «in vitro», para
analizar su posible reparacién rellenando la le-
sion con diferentes tipos de materiales y apor-
tando distintos factores de crecimiento.

Utilizamos 40 meniscos enteros extraidos de
10 corderos sanos de 3 meses de edad y unos 35
kg de peso. El estudio fue aprobado por la Co-
mision de Experimentacion animal de la Uni-
versidad de Navarra.

Para la obtencién de los meniscos se sedaron
los animales con pentobarbital sédico intra-
venoso y posteriormente fueron sacrificados,
mediante una inyeccién de 5 meq de cloruro
potdsico. Se extrajeron los meniscos completos
incluyendo la cdpsula y la membrana sinovial,
en condiciones de esterilidad. Cada menisco fue
dividido en dos fragmentos obteniendo un total
de 80 fragmentos.

Los meniscos fueron divididos en cinco gru-
pos, de 16 fragmentos cada uno, segun el relle-
no utilizado:

— Grupo 1. Orificios control, sin ningun tipo
de relleno.

— Grupo 2. Orificios rellenados con aloinjer-
tos cilindricos de menisco fresco.

— Grupo 3. Orificios rellenados con aloinjer-
tos de menisco preservados a -20 °C, du-
rante T mes.

— Grupo 4. Orificios rellenados con espon-
jas de colageno (Kombutek-2, Belkozin®).

— Grupo 5. Orificios rellenados con espon-
jas de coldgeno con 5 x 10° células de
cartilago en su interior.

Cultivo de meniscos

Se practicé un orificio en la zona avascular
del tercio medio de cada fragmento de menisco,
con un sacabocados de 3 mm de didmetro, y
se colocaron en placas de 6 pocillos con 10 mL
de medio de cultivo. El medio de cultivo fue
DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 1% de antibidticos (penicilina y estrep-
tomicina), hepes, L-cysteina y el tratamiento con
el correspondiente factor de crecimiento, a una
concentracién de 50 ng/mL. A todos los cultivos
se les ahadi6 bromodeoxiuridina (BrdU, Sig-
ma®) a una concentraciéon de 10 pg/mL para
marcar las células en proliferacién. Se realiza-
ron cambios de medio cada 4-5 dias.

Los fragmentos de cada grupo fueron proce-
sados a 4 tiempos distintos (2, 4, 6 y 8 semanas).
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Cada tiempo incluy6 un control y 3 tratamientos
consistentes en la adicion al medio de cultivo de
IGF-1 (Peprotech®), TGF-B1 (Peprotech®) y OP-
1® (Stryker Biotech®) a una concentracion de
50 ng/mL.

Cultivo de células derivadas de cartilago

Los meniscos correspondientes al grupo 5 fue-
ron tratados con esponjas de coldgeno inoculadas
con células de cartilago, extraidas del cartilago fe-
moral distal de los mismos animales. Se extrajeron
laminas de cartilago que fueron trituradas, con cu-
chillas de bisturi estériles, en placas de cultivo con
medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino, 1% de antibidticos (penicilina y es-
treptomicina), L-cysteina y hepes como amorti-
guador de pH. A continuacién se afiadié colage-
nasa y dispasa a una concentracién de 0,5 mg/mL
cada una y se realiz6 la digestién del tejido du-
rante 16 horas, a 37 °C.

Tras la digestion, se realizé un filtrado con
gasa estéril para eliminar los fragmentos de teji-
do no digeridos. El resultado fue lavado 3 veces
con medio de cultivo fresco, tras lo cual se sem-
bré en frascos de cultivo estériles de 75 cm?. Se
mantuvieron a 37 °C y 5% de CO, y se realiza-
ron cambios de medio cada 2-3 dias.

Para la siembra en las esponjas de colageno,
las células fueron recogidas utilizando una solu-
cién de tripsina/EDTA (Gibco®) y fue determi-
nado su ndmero con el colorante azul tripan
(Sigma®). Tras el recuento, fueron precipitadas
mediante centrifugacion 5 x 10° células por ca-
da esponja de colageno vy orificio, y resuspendi-
das en 0,5 mL de medio de cultivo, los cudles
fueron introducidos con una jeringa en las es-
ponjas, previamente sumergidas en acido hialu-
rénico (Hialgan®), durante 24 horas para favo-
recer la adhesion celular.

Las esponjas fueron mantenidas en placas de
6 pocillos durante 24 horas en medio de cultivo
a37°Cy 5% de CO,, y después introducidas en
los orificios.

Procesado de las muestras

Transcurrido el tiempo de cultivo correspon-
diente (2, 4, 6 u 8 semanas), los meniscos fue-

Efecto de TGF-B1, IGF-1 y OP-1®

ron fijados en formol, al 4%, tamponado con
fosfatos, durante 24 horas y procesados para su
analisis histolégico e inmunohistoquimico.

Estudio histolégico

La deshidratacion de las piezas se realiz
mediante alcoholes de gradacién creciente (70,
80, 96 y 100%), durante 12 horas cada uno y en
agitacion constante. Posteriormente se introdu-
jeron en xileno durante 4 horas y se incluyeron
en parafina. Finalmente, se realizaron cortes de
4 ym de grosor con un microtomo convencional
y se tiferon con tricromico de Masson.

Inmunohistoquimica

Se emplearon anticuerpos especificos para S-
100 (Sigma®) (en los grupos 4 y 5), BrdU (Neo-
Markers®) y colageno tipo Il (Biogénesis®) (en
todos los grupos). Tras desparafinar las muestras,
mediante su introduccién en la estufa a 60 °C,
durante 15 minutos, y posterior tratamiento con
xilol, durante 15 minutos, se llevaron a alcohol
absoluto y se procedi6 a bloquear la peroxidasa
endégena mediante peréxido de hidrégeno
(H,0,), al 3%, en alcohol metilico, durante 30
minutos a temperatura ambiente y en total os-
curidad. Después, se realizé la hidratacién de
las piezas mediante alcoholes de gradacién de-
creciente, hasta llegar a agua desionizada. Fi-
nalmente las secciones se lavaron con tampoén
TBS (tris-HCI 0,05 M; NaCl 0,5 M; pH 7,36).

Para visualizar en las muestras el coldgeno
[I, éstas fueron sometidas a un tratamiento en-
zimdtico (tripsinizacion) para facilitar la exposi-
cion de los epitopes del antigeno (tripsina 0,1%
Merck,, CaCl, 0,1% en TBS, a 37 °C, durante 1
hora). Para visualizar la BrdU se necesité un
pretratamiento con 4N HCI, 37 °C durante 1
hora, seguido de un tratamiento de tripsiniza-
cion durante 30 minutos. La visualizacion de la
S-100 no requirié ningdn tipo de pretratamien-
to. Después se realizé un lavado en TBS, vy se
bloqued la tincién inespecifica de fondo me-
diante la incubacién con suero normal no in-
mune de conejo, diluido 20 veces, en TBS, du-
rante 30 minutos.
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Los anticuerpos especificos fueron diluidos
20 veces (anti-colageno tipo Il), 50 veces (anti-
BrdU) y 500 veces (anti-proteina S-100) e incu-
bados durante la noche a 4°C en una camara
himeda.

Tras lavar los cortes durante 5 minutos, en
TBS, se incubaron con el anticuerpo puente
(IgG de cerdo biotinada contra fraccién Fc de
IgG de conejo, Dako®), diluido 200 veces, du-
rante 30 minutos, a temperatura ambiente. Tras
un nuevo lavado en TBS, las secciones se incu-
baron con el complejo avidina-biotina unido a
peroxidasa (Dako,), durante 30 minutos, a tem-
peratura ambiente y diluido 100 veces.

Se efectuaron dos lavados de 5 minutos cada
uno, el primero en TBS y el segundo en tampén
TB (tris-HCI 0,05 M, pH 7,36). El producto de la
reaccion de la peroxidasa se visualizé utilizan-
do una solucién de 3,3”-Diaminobencidina te-
trahidroclorada (DAB) (Sigma®) 0,3 mg/ml en
TB, como cromégeno y peréxido de hidrégeno,
0,005%, como sustrato. Tras un lavado final en
TB, se contrastaron con hematoxilina de Harris,
durante 10 segundos, y se analizaron en el mi-
croscopio optico.

RESULTADOS

En ninguno de los casos se observé una re-
paracion clara de la lesion, independientemen-
te del tipo de relleno utilizado. No obstante, al-
gunos de los grupos tratados con factores de
crecimiento mostraron intentos de unién entre
las dos estructuras.

En el grupo control, sin ningdn tipo de relle-
no, no se observaron signos de unién entre los
dos bordes de la lesion. El grupo rellenado con
aloinjertos de cilindros de menisco fresco pre-
sent6 una gran proximidad entre los bordes de
la lesion y el injerto, pero Gnicamente en el gru-
po tratado con TGF-B1 se observaron puentes
parciales de tejido entre las dos estructuras, a
partir de las 6 semanas. El relleno con menisco
congelado a -20 °C presentd resultados similares
a los anteriores. En este caso fueron los menis-
cos tratados con IGF-1 en los que se observaron
puentes de union entre el menisco injertado y
los bordes de la lesion, a partir de las 6 semanas
de tratamiento. No obstante, el fragmento de
menisco congelado mostré una estructura mas

desorganizada con pérdida generalizada de tin-
cién. Las esponjas sin contenido celular mostra-
ron fibras tefidas de color rojo y azul y de as-
pecto laxo. A pesar de que no pudimos asegurar
la presencia de uniones entre las dos estructuras
con ninguno de los tratamientos con factores de
crecimiento, las fibras de la esponja estaban en
contacto directo con el borde de la lesion. La in-
yeccion de células en la esponja permitié una
tincion de las fibras de la misma predominante-
mente azul, con mayor contenido en colagenos.
No se observaron, sin embargo, diferencias en-
tre los distintos tratamientos, mostrando todos
un contacto directo entre las fibras de la espon-
ja y el menisco lesionado (Figura 1).

Los grupos de meniscos rellenos con espon-
jas de colageno mostraron inmunorreactividad
positiva frente al S-100 sefalando la presencia
de células cartilaginosas, tanto en el grupo ino-

£

Fig. 1. Orificios tefiidos con tricrémico de Masson a las 8
semanas. a) Orificio sin relleno, sin tratamiento (x10); b)
Orificio rellenado con aloinjerto de menisco fresco, trata-
do con TGF-B1 (x20); ¢) Orificio rellenado con aloinjerto
de menisco congelado a -20 °C, tratado con IGF-1 (x20);
d); Orificio rellenado con esponja de colageno, tratado
con TGF-B1 (x20); e) Orificio rellenado con esponja de co-
lageno y células, sin tratamiento (x20).
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culado con células como en el grupo sin célu-
las, a las 8 semanas de tratamiento. En el grupo
con el orificio rellenado con esponjas sin trata-
miento (control), se observo la presencia de cé-
lulas inmunorreactivas para S-100 en el interior
de la esponja a las 6 semanas de tratamiento,
mientras que la adicion de TGF-B1 e IGF-1 al
medio de cultivo adelanté la presencia de éstas
células a las 4 semanas de tratamiento. La pro-
teina OP-1® no mostré ningln efecto sobre la
presencia de células. En el grupo cuyas lesiones
fueron rellenadas con esponjas cultivadas con
células de cartilago, se observé la presencia de
células positivas para S-100, en todo el tiempo
de estudio sin encontrar diferencias entre los
distintos tratamientos (Figura 2).

La inmunotincién con anticuerpos especifi-
cos para colageno de tipo Il revelé resultados
negativos en los grupos control y tratados con
OP-1®, mientras que la presencia de TGF-b1 vy,
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Fig. 2. Imdgenes con inmunorreactividad frente anticuerpo
anti S-100, a) Orificio rellenado con esponja de colageno,
sin tratamiento, a las 2 semanas (x20); b) Orificio rellena-
do con esponja de coldgeno y células, sin tratamiento, a
las 2 semanas (x20); c) Orificio rellenado con esponja
de colageno, sin tratamiento, a las 8 semanas (x20); d)
Orificio rellenado con esponja de coldgeno, tratado con
TGF-B1, a las 8 semanas (x20); e) Orificio rellenado con
esponja de colageno, tratado con IGF-1, a las 8 semanas
(x20); f) Orificio rellenado con esponja de colageno, trata-
do con OP-1®, a las 8 semanas (x20).
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en menor medida, de IGF-1, aumentaron la in-
munorreaccion en toda la superficie meniscal
(Figura 3).

La inmunohistoquimica especifica para BrdU,
marcador de proliferaciéon, fue positiva en los
grupos sin rellenar y rellenados con injertos de
menisco fresco o congelado. La superficie de
todo el menisco presentd células en prolifera-
cién, que se vio potenciada por la presencia de
IGF-1 y TGF-B1. Ambos elevaron el nimero de
células positivas para BrdU en la superficie y
en el interior del menisco. En el grupo rellena-
do con injerto congelado a -20 °C, la IGF-1 au-
ment6 la proliferacién celular en el interior del
injerto. En el caso de los grupos rellenos con
esponjas de coldgeno, con o sin células, ape-
nas se apreci6 inmunorreaccion positiva. En los
meniscos tratados con IGF-1, se observd la
aparicién de algln nucleo aislado con tincion
positiva. Sin embargo, el aspecto de las prepa-
raciones no revel6 células positivas para BrdU.
La presencia de células en la esponja, por lo
tanto, no se corresponde con células en proli-
feracion (Figura 4).

A B
W, o
C D

Fig. 3. Inmunorreactividad frente al colageno tipo Il a las
8 semanas de tratamiento, a) Orificio sin relleno, sin
tratamiento (x20); b) Orificio sin relleno, tratado con
TGF-B1 (x20); ¢) Orificio rellenado con esponja de co-
lageno y células, tratado con IGF-1 (x20) d) Orificio
rellenado con aloinjerto de menisco fresco, tratado con
OP-1® (x20)
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Fig. 4. Marcaje con bromodeoxiuridina a las 8 semanas
de evolucion, a) Orificio sin relleno, sin tratamiento
(x20); b) Orificio rellenado con aloinjerto de menisco
fresco, tratado con TGF-b1 (x20); ¢) Orificio sin relleno,
tratado con IGF-1 (x20) d) Orificio rellenado con aloin-
jerto de menisco congelado, tratado con OP-1® (x20);
e) Orificio rellenado con esponja de coldgeno, tratado
con IGF-1 (x20).

DISCUSION

La mayoria de las lesiones meniscales se pro-
ducen en la zona avascular, lo que impide su
correcta reparacion y les confiere un mal pro-
nostico (1-5). En este sentido es necesario el
desarrollo de estrategias de tratamiento orienta-
das a regenerar el tejido y no olvidar técnicas
sencillas y de facil recuperacién como es la me-
niscectomia parcial.

La ingenieria tisular abre nuevas vias de ac-
tuacion. En nuestro trabajo, hemos establecido
un modelo experimental que combina la utili-
zacién de tratamiento con factores de creci-
miento, el relleno de la lesion con distintos ma-

teriales y el implante de células procedentes de
cartilago. Si bien, en ninguno de los casos he-
mos encontrado una reparacion total de la le-
sion, hay indicios, en algunos grupos, de que el
tratamiento utilizado es capaz de iniciar proce-
sos celulares que podrian culminar con la rege-
neracion del tejido.

Ghadially et al (2) practicaron roturas en asa
de cubo en la zona avascular y en diferentes es-
pecies animales (conejos, perros, cerdos y ove-
jas), sin encontrar reparacion a los seis meses,
mientras que en el grupo de animales con lesio-
nes en «T», que comunicaban con la periferia
meniscal, cicatrizaron a los seis meses.

Webber et al (9-12), llenaron la cirugia me-
niscal de optimismo al demostrar, en cultivos
celulares, que los fibrocondrocitos proliferaban
y sintetizaban matriz sin aporte sanguineo,
siempre que se encontrasen en el medio ade-
cuado. Para estos autores el codgulo de fibrina
posee las caracteristicas necesarias para guiar la
respuesta meniscal intrinseca. Van Trommel et al
(13), trataron con coagulo de fibrina cinco le-
siones radiales completas del menisco externo,
en la zona poplitea avascular. Efectuando, a los
tres afios, un control artroscépico y RMN, com-
probaron que todas las lesiones habian curado.

Estos trabajos coinciden con lo publicado
por McDevitt (14) quien sefial6 «in vitro» el cre-
cimiento de las células superficiales del menis-
co en el interior de una lesién cilindrica, rellena
con cartilago articular. En los estudios de Guisa-
sola et al (3,15,16) también se sefiala que, en
ocasiones, la lesion longitudinal suturada mos-
traba signos de reparacion en el cordero, con
una infiltracion de células desde la superficie
meniscal aprovechando los canales de la sutura
para rellenar el defecto. Posiblemente los casos
de regeneracion coinciden con aquellos puntos
donde hay un contacto directo entre los frag-
mentos. Por ello pensamos que rellenando con
una matriz se puede conseguir una estructura
uniforme por donde puedan migrar las células
de la superficie meniscal y de la sinovial.

El origen de las células reparativas es incier-
to, pero la existencia temprana de fibroblastos
en contacto con el menisco, sugiere una contri-
bucién directa de las propias células meniscales
o sinoviales (17) que tienen una gran capacidad
de diferenciacién y son fuente de células pluri-
potenciales (18-20).
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Nuestros resultados sugieren que la utiliza-
cién de material de relleno procedente de tejido
meniscal puede ser til combinado con el apor-
te de factores de crecimiento como TGF-B1 o
IGF-1. Los dos factores de crecimiento acelera-
ron la migracién de células del propio menisco
lesionado al interior de las esponjas de colage-
no utilizadas como soporte de relleno. Asi mis-
mo, indujeron la expresién de coldgeno de tipo
[I'y la proliferacién celular en toda la superficie
del tejido. Sin embargo, tanto el modelo experi-
mental como la solucién propuesta requieren
mejoras.

Ya se ha demostrado el efecto de varios facto-
res de crecimiento sobre células meniscales en
cultivo. La similitud entre este tejido y el cartila-
go articular permite la utilizacién del factor de
crecimiento IGF-1 que ha sido utilizado para es-
timular la produccién de matriz en la zona avas-
cular del menisco (21). También es capaz de pro-
mover la migracion de células meniscales (22).

Nuestro trabajo esta realizado sobre un mo-
delo de cultivo de menisco completo que com-
prueba la viabilidad del cultivo de menisco a un
tiempo de 8 semanas, a lo largo del cual el teji-
do conservé su estructura histolégica, demos-
trando tanto para el TGF-B1 como el IGF-1 una
eficacia en el tratamiento de lesiones en la zona
avascular.

Por el contrario, la proteina OP-1® (BMP-7)
no fue capaz de estimular en ningtin caso la mi-
gracion de células a la esponja, ni la aparicién
de puentes de tejido entre la estructura de relle-
no y los bordes de la lesién a pesar de su capa-
cidad para potenciar la expresion de coldgeno
de tipo Il y de agrecano por parte de condroci-
tos, asi como de inhibir la presencia de metalo-
proteasas en la matriz extracelular de cartilago
(23-26).

Se han utilizado dos tipos de relleno, mate-
rial procedente de menisco y material sintético
compuesto por esponjas artificiales de colage-
no. El relleno procedente de tejido meniscal, re-
sulta idoneo para la reparacion de la lesién, no
obstante el principal problema sigue siendo la
integracion del implante con el menisco recep-
tor. Nuestros resultados nos permiten sugerir
que el tratamiento con los factores de creci-
miento IGF-1 y TGF-31 podria potenciar esta in-
tegracion, si bien seria necesario poner a punto
la técnica de administracién de los factores.

Efecto de TGF-B1, IGF-1 y OP-1®

Las esponjas de coldgeno permiten una co-
rrecta adhesion de las células, y una buena di-
fusion de nutrientes, sin embargo, presentan el
problema de la resistencia mecanica y aunque
son un soporte suficiente para las células sem-
bradas en su interior o para las células que mi-
gren del propio menisco lesionado, no suplen
las funciones de sostén. A este respecto, seria in-
teresante ahondar la investigacién en materiales
con una consistencia mas elevada, capaces de
resistir las solicitaciones mecdnicas «in vivo»
como el poliuretano de distinto tamafio de poro
(27) o el quitosano (28).

En nuestro estudio administramos los facto-
res como aditivos en el medio de cultivo, que
fue sustituido cada 4 6 5 dias. La vida media de
los factores utilizados en el medio de cultivo po-
dria ser demasiado corta e impediria ejercer
efectos mds relevantes en las células menisca-
les. La administracién de forma continua o in-
cluso combinando técnicas de terapia génica,
capaces de inducir a las propias células del me-
nisco o del implante la expresion del factor de
crecimiento, podria elevar la concentracion
efectiva en el sitio de la lesién, lo que mejoria
las posibilidades terapéuticas de este tipo de tra-
tamientos. Por otra parte, nuestros datos apun-
tan a un mejor resultado mediante la utilizacién
de menisco fresco como material de relleno, lo
cual no deja de ser siempre un inconveniente
para la utilizacién de esta técnica.
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