UB

Universitat Autonoma
de Barcelona

FACULTAT DE MEDICINA
Departament de Cirurgia

TRASPLANTE MENISCAL

FFECTO DE LOS METODOS DE PRESERVACION
Y RESULTADOS A MEDIO PLAZO

TESIS DOCTORAL:

Gemma Gonzalez Lucena
Barcelona 2012

DIRECTORES:

Prof. Enric Céceres Palou
Prof. Joan Carles Monllau Garcia



Universitat
Autdbnoma
de Barcelona

Facultat de Medicina.

Catedra de Traumatologia i
Cirurgia Ortopédica.

Vall d'Hebron
Hospital

Hospital Universitari Vall d'Hebron

El Prof. Enric Céceres i Palou, Caledralic de Cirurgia Orlopédica | Traumatologia de la

Universitat Autbnoma de Barcelona,

CERTIFICA: Que el treball titulat “Trasplante meniscal, Efecto de los métodos de
preservacién y resultados a medio plazo” realitzada per la licenciada Gemma

Gonzilez Lucena, i dirigida per mi, reunsix als requisits cientifics | formals per a procedir

a la seva leclura i defensa per optar al grau de Doctor en Medicina i Cirurgia.

| par a qud aixl consti a lols els efectes oporuns, firmo el preésenl certificat a Barcalona, a

vint-l-vuit de febrer de dos mil dotze.

Prof. Enric Ciceres | Palou

Barcelona, 28 de febrer dal 2012

Gemma Gonzélez Lucena



A Joan Carles



A mis padres y hermana

A Andrea



AGRADECIMIENTOS

Al Profesor Enric Céceres por su incansable voluntad de formar a los residen-
tes bajo su tutela, grupo al cual he tenido el honor de pertenecer, vy por la

confianza depositada en este proyecto.

Al Dr. Joan Carles Monllau por inculcarme el inferés por nuestra especialidad
desde el primer dia y ser el arfifice de esta linea de investigacion. Por ser un
referente fanto en los aspectos profesionales como personales de mi carrera

y concederme oportunidades como ésta. Gracies per fot.

Al Dr. Pablo Gelber por su importante y desinteresada aportacion a este

frabajo, sin la cual no hubiera sido posible llevarlo a cabo. Gracias pibe.

Al Dr. Manuel Ramirez por su asesoramiento en el apartado estadistico, y

por su tutela en lo personal y profesional durante mis afios de formacién.

Al Dr. Xavi Pelfort por ser el residente mayor que todo residente pequefio

querria fener.

Al Dr. Oscar Garcia-Casas por brindarme tanfas oportunidades vy tan valio-
sos consejos en los momentos cruciales y por estar ahi siempre. Gracias por

SU apOYyO Yy POr ser un amigo.

A los Doctores Albert y Radl Torres por su inestimable colaboracién en el

contaje de fibras coldgenas.

A todos los compaferos de los servicios de COT de los Hospitales Mar-
Esperanca (IMAS) de Barcelona, Parc Tauli de Sabadell y Santa Creu i Sant
Pau de Barcelona que han facilitado mi trascurrir durante estos afios, hacien-

do posible la elaboracién de esta tesis.

Al Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital del Mar y a la Dra. Natalia
Garcia-Giralt del PRBB por su colaboracién en los estudios de preservacion

meniscal.

Gemma Gonzélez Lucena



Trasplante Meniscal

A Eric Goode por su trabajo en la elaboracién de los manuscritos que com-

ponen este compendio de publicaciones.
A mi familia porque sin ella nada de esfo serfa posible.

A Andrea por ser un soplo de aire fresco en mi vida.

Vi



RESUMEN. ... e, 1

INTRODUCCION oo 2
MENISCOS: ANATOMIA Y FUNCION MECANICA ... 2
PERSPECTIVA HISTORICA DEL TRASPLANTE MENISCAL ..o 8
INDICACIONES / CONTRAINDICACIONES
PRESERVACION DE LOS INJERTOS . . 10
ASPECTOS INMUNOLOGICOS . oo 13
HIPOTESIS DE TRABAI 14

MATERIALY METOD O . oo 15
FREEZING CAUSES CHANGES IN THE MENISCUS COLLAGEN NET:

A NEW ULTRASTRUCTURAL MENISCUS DISARRAY SCALE ... ... 15
CRYOPRESERVATION DOES NOT ALTER THE

ULTRAESTRUCTURE OF THE MENISCUS ., 18
MENISCAL ALLOGRAFT TRANSPLANTATION WITHOUT BONE BLOCKS:

A 5-TO 8-YEAR FOLLOW-UP OF 33 PATIENTS ... . 19

RESULTADOS oo 23
FREEZING CAUSES CHANGES IN THE MENISCUS COLLAGEN NET:

A NEW ULTRASTRUCTURAL MENISCUS DISARRAY SCALE ... 23
CRYOPRESERVATION DOES NOT ALTER THE ULTRAESTRUCTURE

OF THE MENISCUS 26
MENISCAL ALLOGRAFT TRANSPLANTATION WITHOUT BONE BLOCKS:

A 5-TO 8-YEAR FOLLOW-UP OF 33 PATIENTS ..o, 28

DISCUSION o 32
FREEZING CAUSES CHANGES IN THE MENISCUS COLLAGEN NET:

A NEW ULTRASTRUCTURAL MENISCUS DISARRAY SCALE ..., 32
CRYOPRESERVATION DOES NOT ALTER THE ULTRAESTRUCTURE

OF THE MENISCUS 32
MENISCAL ALLOGRAFT TRANSPLANTATION WITHOUT BONE BLOCKS:

A 5-TO 8-YEAR FOLLOW-UP OF 33 PATIENTS ... 35

Gemma Gonzélez Lucena



CONCLUSIONES ... 40
FREEZING CAUSES CHANGES IN THE MENISCUS COLLAGEN NET:

A NEW ULTRASTRUCTURAL MENISCUS DISARRAY SCALE ............................ 40

CRYOPRESERVATION DOES NOT ALTER THE

ULTRAESTRUCTURE OF THE MENISCUS o 41

MENISCAL ALLOGRAFT TRANSPLANTATION WITHOUT BONE BLOCKS:

A 5-TO 8-YEAR FOLLOW-UP OF 33 PATIENTS .o, 42
COPIA DE LOS TRABAJOS .. oo 43

FREEZING CAUSES CHANGES IN THE MENISCUS COILLAGEN NET:

A NEW ULTRASTRUCTURAL MENISCUS DISARRAY SCALE ..., 43

CRYOPRESERVATION DOES NOT ALTER THE ULTRAESTRUCTURE OF THE

MENIISCUS L, 51

MENISCAL ALLOGRAFT TRANSPLANTATION WITHOUT BONE BLOCKS:

A 5-TO 8-YEAR FOLLOW-UP OF 33 PATIENTS ... . 58
BIBLIOGRAF A oo 67
APENDICES oo 76

Gemma Gonzélez Lucena



Trasplante Meniscal

B RESUMEN

El tratamiento de las lesiones meniscales ha evolucionado en las Gltimas dé-
cadas, debido a miltiples estudios que han puesto de relieve las importantes
funciones de los meniscos y las consecuencias negativas de su extirpacién a
medio vy largo plazo.

Dada la limitada capacidad de regeneracién del tejido meniscal, hasta hace
unos afos se disponia de pocas opciones para el tratamiento del dolor per-
sistente y la consiguiente degeneracién articular precoz que presentaban los
pacientes sometidos a una meniscectomia. El trasplante meniscal alogénico
se inici6 en la década de los 80 (1) para infentar resolver esta cuestion y ha
obtenido buenos resultados a medio plazo. Pese a estos resultados positivos,
la capacidad de estos injerfos para prevenir la degeneracion artrésica se
encuentra ain por demostrar (2-/).

Pese a que en los Gltimos afos el trasplante meniscal se ha extendido amplic-
mente, y debido en parte a la gran heferogeneidad de las series publicadas,
aln existe cierta controversia respecto a diversos aspectos, tales como la
medicién, la fijacion o la preservacion de los aloinjerfos utilizados. El injerto
ideal seria aquel menisco fresco que pudiera implantarse a las pocas horas
de su extraccién del donante, conservando asf sus propiedades intactas. La
necesidad de una ajustada correlacién de tamario, compartimento v latera-
lidad entre donante y receptor obligarian a una logistica poco sostenible,
similar a la utilizada en ofro tipo de trasplantes. Por ello, los métodos més fre-
cuentemente utilizados son la congelacion y la criopreservacion. En las dos
primeras publicaciones que forman esta tesis se analiza el efecto de ambas
técnicas sobre la ultraestructura y celularidad de los injerfos meniscales vy la
implicacion clinica que de ello pueda derivarse. Asi mismo, se propone una
nueva escala para la clasificacion de la arquitectura meniscal, en funcién de
diversos parédmetros de su ultraestructura. los resultados obtenidos sugieren
que mientras la congelacion altera la red colédgena, la criopreservaciéon no
parece variar la ulfraestructura meniscal.

El tercero de los trabajos de este compendio refleja los resultados clinicos a
5-8 afios de una serie de trasplantes meniscales realizados mediante aloin-
jertos congelados sin tacos dseos, a través del andlisis de sus resultados
fanto funcionales como radiolégicos. Dichos resultados, coincidiendo con la
literatura existente, reflejan una mejoria clinica tras la cirugia, tanto a nivel de
dolor como de actividad funcional.
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INTRODUCCION

MENISCOS: ANATOMIA Y FUNCION MECANICA

Fig 1. Preparacién donde se aprecia la morfologia en forma
de C del menisco interno en comparacién con el externo, més circular.
(con permiso de Gelber et al, Cuadernos de Artroscopial)

Los dos fibrocartilagos meniscales son estructuras de unos 34mm de diame-
fro, inferpuestas entre el fémur y la tibia, que promedian 110mm de longitud
cuando se miden en su margen mas periférico, considerando también sus
ligamentos de insercién. El menisco interno posee un aspecto similar a una
C en comparacion con el externo, que es mds circular; porque mientras este
Ultimo tiene las inserciones de sus astas anterior y posterior en el drea no
articular del platillo tibial, las del menisco interno se insertan en los extremos
anterior y posterior del drea intercondilea.

En general, los meniscos de la rodilla son mas estrechos en sus astas anterio-
res y se van ensanchando posteriormente, de forma mas clara en el menisco
interno. Ambos meniscos presenfan un grosor decreciente de la periferia
hacia el cenfro y actian principalmente como estructuras fibroelasticas com-
pensatorias de la escasa congruencia articular entre el fémur vy la tibia, con
el objetivo primordial de evitar la lesién del cartilago articular. Son estructuras
que se hallan de forma constante en las rodillas de todos los mamiferos, pero
con sustanciales peculiaridades en el ser humano, fundamentalmente debido
a su particular biomecdénica bipodal.

De gran importancia anatémica y funcional son sus potentes inserciones Gseas
(denominados también “frenos meniscales”), que proceden de las astas anterior
y posterior, y que juegan un papel importante en la distribucion de cargas (8).
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Fig 2. Inserciones meniscales y sus relaciones (figura cedida
por Mc Dermott, JBJS Br)

Anatomia funcional y biomecdnica

la escasa congruencia articular enfre las superficies femoral convexa v tibial
plana (plafillo intferno) o incluso convexa (platillo externo), se ve substancialmente
aumentada por la concavidad de la superficie meniscal superior; como conse-
cuencia, el esfrés sobre el cartilago articular de la tibia se ve reducido (8.

Fig. 3. Los meniscos aumentan la congruencia de las superficies articularse
femoro-tibiales. (con permiso de Gelber et al, Cuadernos de Artroscopia)

la carga sobre la tibia se transmite en un 70% a través del menisco externo
y en un 50% a través del interno (9). Esta transmisién de carga aumenta a
medida que lo hace la flexién y se realiza principalmente a través de los
segmentos meniscales posteriores. la eficacia en la distribucion vy transmi-
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sién de cargas se creen explicadas por las potentes inserciones de las astas
meniscales, las cuales previenen la extrusion meniscal que se produciria al
recibir una carga axial.

la capacidad de absorcién vy redistribucion de cargas se halla también favo-
recida por la particular ultraestructura meniscal, dentro de la cual las fibras
de colageno dispuestas longitudinalmente, convierfen las cargas axiales en
fuerzas circunferenciales, efecto denominado "hoop stress” en la literatura
anglosajona.

la importancia de los meniscos en la amortiguacién y distribucién de la
carga fue observada en los trabajos clasicos de King (10] y Fairbank (11).
Ambos autores constataron la existencia de una relacion directa entre menis-
cectomia y degeneracién del compartimento respectivo. Una rodilla sin su
fibrocartilago meniscal ve disminuida la superficie de contacto femorotibial
un /5% y aumentada la carga hasta en un 235%.
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Fig 4. La meniscectomia hace que disminuya la zona de contacto entre superficies,
haciendo que las cargas se concentren (figura cedida por McDermott, JBJS Br).

Los meniscos son estructuras que acompaian a los céndilos femorales duran-
te el movimiento de flexo-extensién: este efecto es mas claramente manifiesto
en el compartimiento externo. Esta movilidad es mds importante en los secto-
res anteriores de los meniscos, posiblemente debido a las uniones menisco-
rotulianas. También es importante el movimiento del asta posterior del menis-
co externo, condicionado por sus uniones con el tendon del misculo popliteo
y el complejo arqueado. Estas dltimas estructuras determinan una traslacion
posterior del asta meniscal al producirse la rotacién interna de la tibia, princi-
palmente mientras se inicia la flexion desde la extensiéon completa (8).




Trasplante Meniscal

También es conocido el papel de estabilizador antero-posterior secundario
que ejercen los meniscos. Dicho efecto es especialmente evidente en casos
de insuficiencia del LCA, donde la reseccién meniscal comporta una mayor
laxitud articular (12).

Rotacién Rotacién Rotacién
interna neutra externa

Fig 5. Esquema de la cinética meniscal durante las rotaciones

Composicién del tejido meniscal

El principal componente es el agua, que supone el 72% del contenido me-
niscal, proporcién més acentuada en las zonas meniscales posteriores. Del
resto, las fibras de coladgeno constituyen el 78% del contenido, mientras que
el 8% son profeinas no coldgenas y un 1% hexosamina. El componente celu-
lar es escaso, en las capas més superficiales esta caracterizado por células
fusiformes dispuestas de forma paralela, con caracteristicas mixtas entre fibro-
blastos y condrocitos. En los estratos mas profundos las células presentan una
forma mds ovoide o poligonal. Es caracteristica la ausencia de células con
capacidad migratoria del sistema inmune.

Fig 6

Fig é. Imagen histolégica de la distribucién de fibras de coldgeno y condrocitos.

Fig 7. Imagen de microscopia electrénica donde se evidencia la organizacién
en paralelo de las fibras de coldgeno.
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la densa arquitectura meniscal estd formada basicamente por fibras de cold-
geno tipo | (20% del total), preponderantemente dispuestas de forma circunfe-
rencial, caracteristica més manifiesta en los cuerpos meniscales, pese a que
también hallamos del tipo Il en la zona central o avascular.

Las fibras se organizan de forma longitudinal y radial, aunque también exis-
ten distribuidas al azar que ocupan la region intermedia central.

Las fibras radiales, mas escasas, parece que sirven de anclaje de las circun-
ferenciales, oponiéndose a la ruptura longitudinal del menisco. Una carac-
teristica de los ofros tipos de coldgeno [tipos II, Il i V) y profeinas no colage-
nas es que se hallan claramente disminuidos en las zonas de degeneracion
meniscal. Por dltimo, los proteoglicanos encontrados son en un 40% del tipo
condroitin 6 sulfato, 10 a 20% de condroitin 4 sulfato, 20 a 30% de derma-
tan sulfato y un 15% de kerafan sulfato. Estos glicosaminoglicanos se hallan
en mayor proporcion en las zonas centrales de los meniscos (8).

Fibros
_ circunfe-
rencioles

Fi h‘fﬂﬁ
radiales

Fibeas F-ericnr-:nlnm
medio Condrocito

Fig. 8. Esquema de las diferentes distribuciones de las
fibras de co/dgeno dentro de la estructura meniscal.

Nutricién meniscal

la conocida irrigacion que solo alcanza el fercio periférico de los meniscos
es una caracteristica que se va adquiriendo con los primeros meses de vida,
ya que en el momento del nacimiento todo el menisco se encuentra vasculari-
zado. El frabajo clasico de Amoczky y Warren de 1982 nos mostraba como
el plexo capilar parameniscal, formado a partir de ramas de las arterias ge-
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niculadas laterales y mediales, se distribuye centripetamente penetrando una
media del 10-30% en el menisco interno y del 10-25% en el externo (13).

Fig 9 y 10. Preparaciones que muestran como el plexo capilar
parameniscal penetra hasta irrigar la parte periférica del menisco
(con permiso de Gelber et al, Cuadernos de Artroscopia).

las capas mas profundas se nutren por difusion, siendo necesario para ello
que el menisco conserve su estructura colédgena normal.

Por otro lado, a nivel de las astas anterior y posterior se evidencia una mayor
densidad vascular en comparacion con el cuerpo meniscal.

Inervacioén

El tejido perimeniscal se halla ricamente inervado. La mayor concentracion
de esfructuras nerviosas se localiza en las astas meniscales y son mecanorre-
ceptores del tipo Il (Golgi), aunque también se describen de los tipos |y II.
Es por ello que a esfas regiones del fibrocartilago se les asigna un importante
papel propioceptivo. Los cuerpos meniscales, igual que sucede con la irriga-
cién, presentan una menor densidad de fibras nerviosas, predominando en
este caso las terminaciones libres (13). Parece ser pues que los meniscos son
capaces de emifir impulsos aferentes de importancia para la funcién biome-
cdnica de la articulacién (8).
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PERSPECTIVA HISTORICA DEL TRASPLANTE MENISCAL

A principios de siglo XX, King demostré los cambios degenerativos tras la me-
niscectomia en un modelo experimental canino (10). Algunos afos después,
Fairbank describié los mismos cambios artrésicos en rodillas humanas menis-
cectomizadas (11). Muchos investigadores desde entonces han confirmado
los hallozgos de Fairbank (14-16). Llos cambios son debidos a la pérdida de
alguna de las funciones biomecanicas meniscales (?,17), estableciéndose
que la pérdida de tejido meniscal aumenta considerablemente las fuerzas de
contacto en el compartimento meniscectomizado (18).

Pese a todo, la meniscectomia fotal fue el tratamiento de eleccidon durante
mucho tiempo, proporcionando excelentes resultados clinicos a corto plazo,
aunque los resultados a largo plazo no fueran buenos, debido al deferioro
arficular. Por ello, el uso de técnicas mds conservadoras, tales como la menis-
cectomia parcial y la sutura meniscal ha aumentado, especialmente desde la
aparicién de la arfroscopia. Pese a todo, pocas lesiones meniscales cumplen
los criterios aceptados para una adecuada reparacion.

Més recientemente, se ha introducido un nuevo enfoque en el frafamiento de
las lesiones meniscales: la sustitucion del tejido dafado junto a la preven-
cién de la progresiva degeneracion articular. Para ello se inicié el trasplante
meniscal alégenico (TMA) en la préctica clinica. El trasplante de menisco
como injerto libre se desarrollé en Alemania a mediados de los 80 (1). Sin
embargo, dos equipos norfeamericanos habian utilizado injertos osteocon-
drales masivos conservados en fresco para la reconstruccion de defectos pos-
fraumaticos en mesefas fibiales 10 afios antes (19,20). Pese a que el efecto
condroprotector, uno de los objefivos principales del TMA, ha permanecido
sin establecer durante afios, recientemente algunos trabajos a largo plazo
apoyan el efecto profiléctico del trasplante (21,22). No obstante, diversos
aspectos fanfo del injerto como del procedimiento son todavia objeto de
controversia; siendo las caracteristicas del injerto, la preservacién, el tamario
y la inmunogenicidad los temas més debatidos.
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INDICACIONES / CONTRAINDICACIONES
TRASPLANTE MENISCAL

Existe un consenso general para la indicacién del TMA. La indicacion més
frecuente es el dolor compartimental debido a una meniscectomia previa en
un paciente no candidato a prétesis de rodilla. El paciente debe presentar
lesiones condrales limitadas y una rodilla normoalineada y estable.

Las confraindicaciones absolutas incluyen enfermedades sistémicas o inflamao-
forias, la obesidad (IMC>30) vy la inmunodeficiencia. Algunas condiciones
locales, tales como cualquier fipo de artritis (séptica, metabdlica o inflama-
toria) o enfermedades sinoviales se consideran también contraindicaciones.
Una contraindicacién relativa se considera su uso en pacientes esquelética-
mente inmaduros, debido a que se desconoce la capacidad de crecimiento
del injerto. La degeneracién avanzada de la articulacién se ha considerado
una contraindicacion, pese a que algunos investigadores han observado
buenos resultados en esta subpoblacion (4,23).
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PRESERVACION DE LOS INJERTOS

Los injertos meniscales han sido preservados de 3 formas diferentes: conge-
lados, liofilizados o criopreservados. La liofilizacién y la congelacion des-
truyen las células viables del tejido conectivo y desnaturalizan los antigenos
de histocompatibilidad, convirtiendo los injertos congelados en menos in-
mundgenos (24). Aunque los injerfos congelados y liofilizados mostraban
similar resistencia tensional meses después del trasplante en rodillas de ove-
jas, no conseguian igualar los valores de los meniscos normales (25). En un
estudio clinico, Milachowski et al (1) llevaron a cabo una artroscopia de
revision a 15 de 22 pacientes frasplantados y describieron el fenémeno de
refraccion en 1 de los 5 injertos congelados y en @ de los 10 liofilizados vy
esterilizados con radiaciones gamma. Uno de estos Ultimos injertos se halla-
ba completamente destruido. Todos los injertos liofilizados se remodelaron
y revascularizaron de forma completa a las 48 semanas, mientras que los
congelados mostraban una discreta remodelacién y revascularizacién. Este
proceso de remodelacién de los injertos liofilizados se ha visto acompo-
fado de una significativa reduccion de las dimensiones de los injertos en
diversos estudios (26,27). De manera similar, el uso de radiaciones gamma
puede ser, al menos parcialmente, responsable de los pobres resultados
de los trasplantes con meniscos liofilizados, si se comparan con otros tipos
de injertos. Ademds, se han observado mas frecuentemente casos de si-
novitis y derrames después del trasplante de meniscos liofilizados que de
injertos congelados o frescos (1,28). Todos estos hallazgos sugieren que la
liofilizacion no es un método apropiado para el procesamiento de injertos
meniscales.

Algunos estudios han utilizado gluteraldehido para preservar injertos menis-
cales, que resulta toxico para las células donantes pero preserva la matriz
de colageno. Canham y Stanish (29) evaluaron injertos tratados con glute-
raldehido en 5 perros y hallaron resultados menos satisfactorios en cuanto
a la integracién y a derrames de repeticion comparados con autoinjertos
y aloinjerfos preservados durante 2-3 semanas en medio de cultivo. Estos
hallazgos son consistentes con otros de Powers et al (30), que también ha-
llaron refraccién y cambios degenerativos articulares 12 semanas después
de trasplantar injertos preservados en gluteraldehido en perros. Ademds, los
productos téxicos que permanecen en el injerto se han visto relacionados
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con sinovitis crénicas (31). Por estas razones, la preservacion de los injertos
meniscales con gluteraldehido ha sido abandonada.

la criopreservacion, que normalmente se realiza ultracongelando a -180°C
y anadiendo dimetil sulfoxido o glicerol, preserva al menos parcialmente
la integridad de la membrana celular v la viabilidad de los condrocitos del
donante (32). Pese a todo, el porcentaje de células viables disminuye con el
tiempo de almacenamiento (33). Ademds, no se aplican técnicas secunda-
rias de esterilizacion que afecten a la viabilidad celular, por lo que aumenta
el riesgo de transmision de enfermedades del donante. En un estudio en
cabras, Fabbriciani et al (34) comparaban injertos criopreservados y conge-
lados y no hallaron diferencias entre los dos grupos en cuanto al aspecto y la
integracién. Amoczky et al (33) demostraron que las propiedades mecdnicas
de los injertos criopreservados trasplantados en perros eran similares a las de
los meniscos normales después de 6 meses.

Los injertos frescos serfan el tipo ideal de trasplante porque el tejido fresco
contiene un gran nimero de células viables. Verdonk (35) trasplanté 40 menis-
cos frescos en 36 pacientes y hallé infactos todos los injertos, utilizando RMN
en todos los casos vy revisién artroscépica en 12 de ellos. Diversos estudios
sugieren que una poblacién de condrocitos viables puede tener un efecto
beneficioso sobre el mantenimiento de la matriz exiracelular vy la integridad
mecdénica del injerto después del trasplante (36,37). Estos datos junto a los
cambios observados en las propiedades del cartilago articular después de ser
frasplantado (38,39) habian convertido a la viabilidad celular en uno de los
objetivos de los métodos de preservacion. Los injertos frescos pueden mante-
nerse a 4°C en medio de cultivo estéril durante 7 dias sin pérdida de viabi-
lidad (40). En la préctica clinica, la disponibilidad de trasplantes frescos es
limitada y la imposibilidad de hacer corresponder las dimensiones meniscales
del donante con las del receptor puede limitar todavia mas la aplicabilidad
de esfe fipo de injerfo. Asi mismo, el riesgo de transmision de enfermedades
es mayor en injerfos no procesados, porque las serologias pueden hallarse
incompletas antes del trasplante, y los métodos secundarios de esterilizacion
no se utilizan ya que destruirian las células viables del donante.

Por ofro lado, Jackson et al (41) realizaron un andlisis de ADN después de
frasplantes en cabras, y demostraron que el ADN del donante en el menisco
frasplantado se encontraba completamente reemplazado por el del huésped
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a las 4 semanas de la cirugia. Estos hallazgos coinciden con los de DeBeer
et al (42) que apuntan que en injertos humanos criopreservados el 95% de
las células del donante son reemplazadas por células huésped un afo des-
pués del trasplante. A raiz de estos datos se ha puesto en duda la necesidad
de la viabilidad celular en el momento del trasplante, por lo que la utilizacién
de meniscos preservados en bancos de fejidos sigue siendo la préctica ma-
yoritaria.

El coste econdmico y la dificultod de las técnicas de criopreservacion hacen
que, actualmente, su utilizacion no se encuentre generalizada debido a que
los injertos congelados trasplantados han mostrado resultados similares.

Resumiendo, podria decirse que el papel de la viabilidad celular en los
resultados de los trasplantes meniscales no queda claro a dia de hoy y
que hasta el momento no existe evidencia de que el coste adicional de los
injertos criopreservados o en fresco justifique unos mejores resultados. La
ufilizacion de los injertos liofilizados y preservados con gluteraldehido no
estd recomendada.
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ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Los meniscos son considerados inmunoprivilegiados debido a que sus células
se encuentran dentro de una matriz no accesible a las células inmunoreactivas
(43). Lla mayoria de estudios clinicos y experimentales muestran que los TMA
no presentan signos macro ni microscdpicos de respuesta inmunoldgica sisté-
mica o localizada (19,36,44). Pese a ello, Hamlet et al (45) han presentado
un caso de presunto rechazo agudo en un injerto criopreservado. Ademds,
Wada (46) describe que los injertos frescos en ratas sin inmunosupresion
producen evidencia histolégica de rechazo, mientras que los injertos en rafas
inmunosuprimidas tenfan una supervivencia superior a las 21 semanas. En
un estudio experimental con conejos, Rijk y Van Noorden (4/) observan una
moderada proliferacién del tejido sinovial que rodeaba los injertos menisca-
les, coincidiendo con los hallazgos de Ochi et al (48). No encontraron, en
cambio, evidencia de rechazo de los injertos. Khoury et al (49) demostraron
la presencia de antigenos de histocompatibilidad de clase Iy Il en las células
de los injertos meniscales, indicando la posibilidod de una respuesta inmune.
Ademds, Van Arkel et al (50) demostraron sensibilizacién a los antigenos
leucocitarios de clase 'y Il'en 11 de 18 receptores de injertos criopreserva-
dos sin objetivarse evidencia clinica de rechazo. Rodeo et al (51) hallaron
un pequeio nimero de células inmunolégicamente activas (linfocitos B y/o
células T citotoxicas) en la mayoria de los injertos trasplantados en humanos.
la presencia de esfas células sugieren una reaccién inmune sutil que podria
modular la curacion, integracion y revascularizacion del injerto.

Se ha visto que los aloinjertos oséos tienden a ser mds antigénicos que los
meniscales (52,53), por lo que los injertos meniscales pueden tener mayor
riesgo de desperfar una reaccion inmune si son trasplantados con bloques
6seos. Pese atodo, Zukor et al (19) trasplantaron injertos frescos junto a injer-
tos osteocondrales sin hallar respuesta inmunolégica durante un seguimiento
medio de 4.5 afios.

Asi pues, parece ser que existe cierta respuesta inmune después del trasplan-
te meniscal, pero su importancia todavia no queda clara. En general, pare-
ce no tener repercusion clinica, es decir, no comporta el rechazo o fracaso
del injerto.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

las hipdtesis de trabajo se basan en tres estudios relacionados con el tras-

plante meniscal. En la primera parte de la tesis se exponen dos estudios in
vitro sobre los efectos de la congelacion y la criopreservacion sobre los aloin-
jerfos meniscales, analizando el famario de las fibras de colageno v el grado
de desestructuracion de su arquitectura, compardndolas en ambos casos con
injerfos en fresco como grupo control.

Presentamos a su vez una nueva escala cuantitativa/cualitativa de arquitec-
tura meniscal con el objefivo de clasificar el grado de desestructuracion del
colageno causado por diferentes condicionantes.

En lo segunda parte de la fesis, se presentan los resultados de un estudio
clinico basado en una serie de 33 aloinjertos meniscales congelados fijados
sin bloques éseos.

Hipétesis de trabajo 1

la congelacion altera las caracteristicas de los injertos meniscales.

Hipétesis de trabajo 2

la criopreservacién preserva la estructura coldgena vy la celularidad de los
injertos meniscales.

Hipétesis de trabajo 3

El trasplante meniscal utilizando injertos meniscales congelados sin fijacion
bsea mejora fanfo los resultados funcionales como los radiolégicos de la
rodilla en pacientes meniscectomizados.
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MATERIAL Y METODO

El material y método se corresponde con cada uno de los trabajos que componen
este compendio de publicaciones y que se adjuntan a partir de la pagina 62.

OJO VER PAGINA
Trabajo n® 1
Gelber PE, Gonzalez G, Lloreta JL, Reina F, Caceres E, Monllau JC.

Freezing causes changes in the meniscus collagen net:
a new ultrastructural meniscus disarray scale.

Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2008, 16 (4): 353-359.

Se utilizaron 26 meniscos externos obtenidos durante la cirugia de protesis
tofal de rodilla en pacientes con genu varo, dividiéndose dichos meniscos
en 2 grupos: 13 meniscos fueron congelados a -80°C durante una semana
y los ofros 13 se utilizaron como controles. Ambos grupos eran comparables
en cuanto a lateralidad, sexo y edad. Se obtuvo 1em?2 del cuerpo de cada
menisco, secciondndolo en fragmentos de 1Tmm3 que fueron procesados
para su estudio anatdmico-patoldgico.

Se disefid un estudio a doble ciego utilizdndose microscopia de transmision
de electrones (MTE|) para cuantificar las variables de la estructura meniscal
relacionadas con la funcionalidad de los injertos. Estas se hallaban descritas
en la literatura previa: el grado de disrupcion de las fibras, el edema intro-
fibrilar, el grado de empaquetamiento del coldgeno o “packing”, la varia-
bilidad de tamafo de las fibras de colageno vy la disposicion en bandas o
"banding” de los filamentos de las fibras. Se realizaron fotografias a 19000
aumentos incluyendo 400 fibras de colédgeno en secciones transversales y
longitudinales para cada menisco.

Con las variables de estructura meniscal anteriormente mencionadas se cred
una nueva escala cuantitativa/cualitativa de arquitectura meniscal para de-
terminar el grado de desorden del coladgeno, clasificando las muestras en 3
grados. El edema intrafibrilar y la pérdida de “banding” fueron los hallazgos
mas frecuentes, considerdndose anormales cuando se encontraban presen-
tes en més del 20% de las fibras. Cuando las muestras puntuaban 0-2 se
clasificaron como normal o grado | Tres o cuatro puntos se considerd que

15



Trasplante Meniscal

representaban cambios moderados en la uliraestructura, clasificandose como
grado II. Finalmente, los meniscos con mayor grado de desorden estructural,
puntuando 5, 6 o 7 en la escala, fueron clasificados como grado Il.

Asi mismo se realizé la medicion de las secciones longitudinales y transversales
de las fibras de colageno con la ayuda de un calibrador electronico digital.

Tras la comprobacion de la normalidad de las variables, se realizé el andlisis
estadistico mediante la t de Student. Para comparar los datos categéricos entre
grupos se utilizé la chicuadrado de Pearson o fest exacto de Fisher. El software
utilizado fue el SPSS 12, estableciéndose la significacion estadistica en 0.05.

Fig 11. Micrografias de transmisién de electrones de una seccién de transplante meniscal

A. Se aprecia disrupcién (flechas) de las fibras y pérdida de “banding” de las fibrillas de coldgeno.
B. Fibrillas de colégeno edematosas (cabezas flecha) y con pérdida de periodicidad (flechas).

0 puntos 1 punto 2 puntos
Disrupcién/periodicidad ligera Moderada Severa
Edema intrafibrilar No Si -
Empaquetamiento Alta densidad  Intermedia  Baja densidad
Disposicién en banda Si No —
Variabilidad tamarfio Baija Alta —

Tabla 1. Escala de arquitectura colégena meniscal

Cada seccién de tfejido fue puntuada segin 5 variables. El edema intrafi-
brilar asi como la ausencia de "banding” se considerd positiva cuando se

hallaba en més del 20% de las fibras. Grado I: O-2 puntos, grado II: 3-4
puntos, grado lll: 5-7 puntos.
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Fig 12. Fotografias MTE de un menisco grado |

al Seccién longitudinal: normal o ligera disrupcién de la arquitectura (O puntos),
edema inirafibrilar poco frecuente (Op), disposicién en banda preservada (Op).
b] Seccién transversal: alia densidad de empaquetamiento (Op) y tamario de
las fibras homogéneo (Op).

Fig 13. Fotografias MTE de un menisco grado Il
al Seccién longitudinal: moderada disrupcién de la arquitectura (1p),
edema intrafibrilar (1p), pérdida de disposicién en banda (1p).

b} Seccién transversal: grado intermedio de empaquetamiento (1p)
y baja variabilidad de tamaiio de las fibras (Op).

Fig 14. Fotografias MTE de un menisco grado Il

al Seccién longitudinal: severa disrupcién de la arquitectura (2p),
edema intrafibrilar (1p), pérdida de disposicién en banda (1p).

b) Seccién transversal: baja densidad de empaquetamiento (2p)
y alta variabilidad de tamario de las fibras (1p).
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Trabajo n® 2
Gelber PE, Gonzalez G, Torres R, Garcia Giralt N, Caceres E, Monllau JC.

Cryopreservation does not alter the
ultraestructure of the meniscus.

Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2009; 17 (6): 639-644.

De manera similar al estudio previo, se obtuvieron 10 meniscos externos
durante la colocacién de prétesis totales de rodilla, con una media de edad
de los donantes de 74 arios. Se dividid 1ecm?2 del cuerpo meniscal de cada
espécimen en 4 secciones. Dos de ellas fueron sometidas al proceso de
criopreservacion mediante la infroduccién en dimetil sulfoxido (DMSO) a
4°C durante 30 minutos y enfriamiento lento a 1°C/min hasta -180°C en
nitrégeno liquido posteriormente. A las 2 semanas se descongelaron dichas
secciones: una de ellas se procesd para su estudio en el microscopio v la
ofra se incubd durante 48 horas en DMEM (medio de Dulbecco modificado)
mas suero fetal bovino para procesarla y evaluar la viabilidad celular. las 2
secciones restantes se utilizaron como controles.

Las muestras para la cuantificacién de la viabilidad celular fueron sometidas
a un proceso secuencial de incubacién, digestion enzimdtica, centrifugado y
lavado, obteniéndose un conjunto de células que se colocaron en placas de
cultivo y fueron contabilizadas al quinto dia.

Se evalud la arquitectura meniscal mediante el microscopio de transmision de
electrones, obteniendo fotografias a 19000 aumentos de las secciones mas
representativas de cada muestra. Se observaron y cuantificaron a doble cie-
go los cambios con la escala de arquitectura meniscal descrita previamente,
asi como el tamaio de las fibras de colédgeno en sus secciones fransversales
y longitudinales. Se calcularon los coeficientes de correlacién intraobservar-
dor e interobservador, realizando las mediciones 4 personas instruidas para
ello en 2 ocasiones (separadas 30 dias).

Después de comprobar la normalidad de las variables, el andlisis estadistico
se realizd mediante la t de Student para datos apareados utilizando el pa-
quete estadistico SPSS 12 con una significacién estadistica de 0.05.
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Trabajo n® 3
Gonzalezlucena G, Gelber PE, Pelfort X, Tey M, Monllau JC.

Meniscal allograft transplantation without bone blocks:
a 5- to 8-year follow-up of 33 patients.

Arthroscopy 2010; 26 (12): 1633-1640.

Este trabajo lo constituyen 33 trasplantes meniscales realizados entre enero
de 2001 y octubre de 2003 por el cirvjano sénior de nuestro equipo. La
caracteristica comin de estos casos reside en el fipo de fijacién del injerto,
que se llevd a cabo a fravés de suturas, sin fijacion dsea.

los criterios de inclusion fueron: pacientes con dolor persistente a nivel del
compartimento meniscectomizado, sin enfermedad degenerativa artficular
avanzada, con una rodilla estable y una extremidad normoalineada (entre
5% de varo y 7° de valgo).

Una inestabilidad debida a la lesion del ligamento cruzado anterior (LCA) o
una desaxacion de la extremidad no fueron consideradas contraindicacio-
nes absolutas si el ligamento o la osteotomia correctora se realizaban en el
mismo acto quirlrgico.

la serie la componian 24 hombres y 9 mujeres, con una edad media de
38.8 arios (21-54). Se redlizaron 19 trasplantes externos y 14 internos.
Trece de los 33 pacientes (39%) precisaron de procedimientos adicionales
tales como reconstruccion del LCA, microfracturas o regularizacion condral.
Fl seguimiento clinico fue de 78 meses (6.5 arios), siendo el seguimiento
minimo de 5 afos.

los injertos meniscales utilizados fueron meniscos congelados a -80°C faci-
litados por bancos de tejidos locales. Las mediciones del injerto utilizado se
realizaron acordes con las dimensiones morfométricas del receptor (peso vy
talla) asi como con las medidas radiolégicas de la rodilla del donante y del
receptor segun el método descrito por Pollard.




Trasplante Meniscal

Fig 15. Injerto interno con su platillo tibial correspondiente, una vez descongelados

la técnica quirdrgica fue completamente artroscopica, realizandose 2 tineles
tibiales de émm de didmetro en la localizacion de las inserciones menisca-
les. Se realiza una sutura con configuracion de Krackow (54) mediante hilos
de alta resistencia FiberWire® (Arthrex, Naples, FLUSA] en el extremo de
ambas astas meniscales, traccionando de la posterior para la introduccion
del injerto en la articulacién. Una vez suturado el injerto a la pared meniscal
mediante suturas dentrofuera, las suturas de las astas anterior y posterior se
anudan en la cortical tibial anterior.

Fig 16. Diferentes momentos de la técnica quirdrgica:

Al Injerto meniscal tras pasar las suturas a nivel de las astas.
B) Infroduccién del injerto en la arficulacién mediante traccién de la sutura posterior.
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C) Traccién de la sutura del asta posterior.
D) Sutura fuera-dentro a nivel del cuerpo meniscal mediante agujas espinales.

E-F) Aspecto final del trasplante meniscal

los procedimientos asociados realizados incluyeron el tratamiento de lesiones con-
drales y la reconstruccion del LCA, ésfa siempre como paso final de la cirugia.

Protocolo postoperatorio

Se inici6 de forma inmediata la movilizaciéon pasiva de la rodilla de O a 60°,
asi como ejercicios de cuddriceps e isquiofibiales. El rango de flexion fue au-
mentandose hasta los Q0° al final del primer mes. la carga parcial progresiva
se autorizé a las 3 semanas, alcanzando la carga completa a las & semanas.
los pacientes volvieron a sus actividades laborales sobre los 4 meses, permi-
tiéndose la carrera a partir del sexto mes, dependiendo de los sinfomas.
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Evaluacién funcional y radiolégica

La evaluacién funcional incluyd la escala funcional de 100 puntos de Lysholm
(apéndice 1), la escala para actividades deportivas de Tegner (apéndice 2),
la escala visual analdgica (EVA) para dolor y una escala subjetiva de satisfac-
cién del paciente (de O a 4 puntos segin el grado de safisfaccion).

la puntuacién en la escala de Lysholm fue inferpretada como excelente si era
superior a 94, buena de 84 a 94 puntos, regular de 65 a 83 puntos y pobre
por debajo de 65 puntos.

la valoracion radiolégica se componia de telemetrias en carga, perfil de
rodilla y proyeccién antero-posterior a 45° de flexién en carga. En esta dlfi-
ma, fambién llamada proyeccion de Rosenberg, se realizéd la medicién de
la inferlinea articular como la menor distancia entre el condilo femoral y el
platillo tibial del compartimento afecto.

Se obtuvo también una evaluacién mediante resonancia magnética nuclear
(RMN) a los 5 afos para valorar la evolucién del injerto asi como su posi-
ble extrusion en los cortes coronales. La exirusion se definié como la mayor
distancia entre el margen periférico del injerto hasta el margen lateral de la
tibia, dividido por la amplitud del menisco en la misma imagen de RMN,
obteniéndose datos porcentuales para intentar estandarizar el grado de ex-
frusion de las diferentes rodillas.

las medidas descritas se recogieron pre y postoperatoriamente mediante el
sistema visor ePACS (version 5.0.0.0; Real Time Image, San Bruno, CA),
compardndose posteriormente. A la vez se realizo un subandlisis comparan-
do los injerfos externos con los infernos.

Andlisis estadistico

Tras comprobar la normalidad de los datos pre y postoperatorios, se ana-
lizaron las diferencias mediante la t de Student para dafos apareados.
Se utilizé el paquete SPSS 13, estableciéndose la significacion estadistica

en 0.05.
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RESULTADOS

Trabajo n® 1

Gelber PE, Gonzalez G, Lloreta JL, Reina F, Caceres E, Monllau JC.

Freezing causes changes in the meniscus collagen net: a new
ultrastructural meniscus disarray scale.

Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2008; 16 (4): 353-359.

Tamafio de las fibras de coldgeno

El diametro de las fibras de coldgeno de los meniscos previamente congelo-
dos mostrd una media en la seccion longitudinal de 14.26 + 2.59nm mien-
fras que los meniscos controles presentaban una media de 17.28 + 3.46nm
(p=0.019). Asi mismo, en la seccién transversal las fibras de los meniscos
congelados parecian mds pequenas con un diagmetro de 13.14 + 2.99nm

frente a los 16.93 + 2.9nm de los controles (p=0.003).
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Fig 17. Diémetro medio en nanémetros en ambas secciones,
longitudinal y transversal, comparando el grupo control vs
congelados. TRANS transversal, LONG longitudinal.
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Arquitectura meniscal

Existia una clara diferencia entre ambos grupos. Ocho de los 13 meniscos
congelados (61.54%) fueron clasificados como grado Il en la escala de
arquitectura del coldgeno meniscal en funcién del grado de desorden de
su ultraestructura. El resto de meniscos congelados fueron clasificados como
grado II. El grupo control mostrd una arquitectura normal o con bajo grado
de desorden estructural, siendo clasificados como grado | en 6 casos y como
grado Il en los ofros 7 casos. Cuando se aplicaba la valoracién por pun-
tos de la escala, el grupo de meniscos congelados puntuaba 4.85 puntos
mientras que el grupo control obtenia una puntuacién media de 2.46 puntos

(p<0.001).

I ¥
[ = F
ControlFroden

Fig 18. Puntuaciones medias de la escala de arquitectura meniscal.
Comparacién entre el grupo control y el grupo congelado.
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N® | Grupo Edad Sexo lado  Trans long  Grado Puntos
1 C /0 H | 15,385 13,807 2 3
2 C 60 M D 14,281 10,599 | 2
3 C s M | 13,155 17,305 2 4
4 C 59 M D 20,777 21,829 2 3
5 C 73 H | 12,519 14,323 2 4
6 C 68 M D 17,300 20,214 2 3
7 C /1 M | 19,409 21,576 | ]
8 C 80 H D 19,367 16,411 | 2
9 C /1 M | 14,128 16,469 | 2
10 C 69 M D 19,625 17,831 2 3
11 C 83 H D 20,256 18,620 | ]
12 C /4 H | 15,407 14,176 2 3
13 C /3 M | 18,552 21,476 | ]
14 F 84 M | 10,599 12,056 3 6
15 F /9 M | 6,548 8,232 3 /
16 F 65 H | 13,255 12,966 2 3
17 F 74 H | 11,993 14,623 3 5
18 F 72 M D 12,082 14,512 2 4
19 F /9 M | 17,791 18,421 2 4
20 F 82 M | 14,481 14,907 3 5
21 F 82 H | 12,145 12,051 3 5
22 F /5 H D 10,401 16,378 3 5
23 F 84 H | 14,226 17,006 3 6
24 F 65 H D 16,264 15,287 2 3
25 F ole) M | 16,139 13,549 3 5
26 F /7 M | 14,965 15,342 2 5

Tabla 2. Tabla de datos.
C control, F congelados, | izquierda, D derecha, Trans didmetfro en nm
en seccién fransversal, long didmefro en nm en seccién longitudinal.
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Trabajo n® 2
Gelber PE, Gonzalez G, Torres R, Garcia Giralt N, Caceres E, Monllau JC.

Cryopreservation does not alter the ultraestructure
of the meniscus.

Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2009, 1.7 (6): 639-644.

Tamafio de las fibras de coldgeno

Las fibras de colageno de los meniscos criopreservados mostraron un didme-
fro medio en las secciones longitudinales de 12.6 + 1.3nm, mientras que en
los meniscos controles fue de 13.4 + 2.2nm. En las secciones transversales
los meniscos criopreservados y los controles promediaron 15.5 + 2.4nm vy
16.7 + 3.5nm, respectivamente. No se hallaron diferencias significativas.

Arquitectura meniscal

Aplicando la escala de arquitectura meniscal no se hallaron diferencias clo-
ras enfre ambos grupos. 5 de los 10 meniscos criopreservados se clasifica-
ron como grado lll, 4 como grado Il'y el restante como grado I. En el grupo
control, 5 de los 10 meniscos también fueron clasificados como grado |II.
Tres controles fueron clasificados como grado II'y ofros dos como grado |.

De forma similar, la puntuacion numérica de la escala no mostré tampoco di-
ferencias entre los dos grupos. Los meniscos criopreservados obtuvieron 4.8
puntos mientras que la puntuacion de los controles fue de 4. 1.

la correlacién intraclase fue calificada como excelente con un coeficiente
kappa de 0.912 (95% IC 0.7950.964|. Por ofra parte, la correlacién in-
terclase entre observadores fue considerada sélo como moderada, con un

coeficiente kappa de 0.51 (95% IC 0.25-0.73).

Viabilidad celular

la viabilidad de las células supervivientes fue del 23%, observandose un
amplio rango de supervivencia celular, del 4 al 54%.
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N® | Grupo Edad Trans Long Grado Puntos  Céls/g % Céls
1 F 66 154 138 3 5 1,050,000

2 F 82 14.3 10.6 3 5 628,230

3 F /0  13.2 1/.3 3 6 66,666

4 F /8 208 21.8 3 5 264,705

5 F /8 125 143 ] 2 /0,000

6 F /8 17.3 20.2 3 5 31,250

7 F /6 194 21.6 2 4 292,857

8 F /3 194 164 ] ] 25,000

9 F 69 14.1 16.7 2 3 111,111

10 F 6/ 196 1/7.8 2 4 100,000

1 C 10.6 121 2 5 250,000  23.8
2 C 6.5 8.2 2 S 117,647 18.7
3 C 13.3 12.9 3 6 16,666 24.9
4 C 11.9 14.6 2 4 /0,000 26.4
5 C 12.1 145 3 S 37,500 53.5
6 C 178 184 3 5 13,846 44 .3
7 C 145 149 3 5 45,882 15.7
8 C 12.1 121 ] 2 1,136 4.5
9 C 104 164 2 4 4,444 3.9
10 C 142 17.0 3 / 15,384 154

Tabla 3. Datos de las muestras

F frescos,/controles, C criopreservados, Trans diémetro medio en nm en seccién fransversal, long
didmetro medio en nm en seccién longitudinal, Céls/g células por gramo, % Céls porcentaje de
supervivencia celular.
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Trabajo n® 3
Gonzalezlucena G, Gelber PE, Pelfort X, Tey M, Monllau JC.

Meniscal allograft transplantation without bone blocks:
a 5- to 8-year follow-up of 33 patients.

Arthroscopy 2010; 26 (12): 1633-1640.

Funcionales

la escala de Lysholm mejoré de 65.4 + 11.6 0 88.6 + 7 después del proce-
dimiento (p<0.001). la puntuacién de Lysholm fue excelente en @ pacientes

(28.1%), buena en 13 (40.6%] y regular en 10 (31.2%). Asi, el 68.7% de

los pacientes obtuvieron buenos o excelentes resultados.

El Tegner medio aumenté de 3.1 en el preoperatorio a 5.5 en el postopera-
torio. (p<0.001).

Fn la escala EVA para el dolor se pasé de una media de .4 + 2 en el
preoperatorio a 1.5 + 1.2 durante el seguimiento (p<0.001).

No se hallaron diferencias en cuanto a las escalas de Lysholm, Tegner o EVA
cuando se realizé el andlisis enfre compartimentos inferno y externo.

El Lysholm final en el subgrupo sometido a reconstruccién del LCA fue de
86.6 y de Q0 en el subgrupo de microfracturas, siendo el Lysholm final de
la serie de 88.6, por lo que no se hallaron diferencias entre subgrupos en
cuanto a procedimientos asociados. (p>0.05).

la satisfaccion de los pacientes con respecto al procedimiento promedié 3.6
punfos sobre un méximo de 4.
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Total Internos Externos P
lysholm |88.63+7.2 883775 89+92 0.64
Tegner 554 +2.15 5+1.53 O+2 >0.99
EVA 1.52+1.21 1.37+15 1.83+1.3 0.47
Satisfaccién 3.6 3.5 3.75

Tabla 4 - Resultados funcionales comparando trasplantes interno y externo.

Radiolégicos

la valoracion mediante la proyeccién de Rosenberg no mostrd disminucion
de la interlinea, obteniéndose una media de 3.19 + 1.23mm en el preope-
ratorio y de 3.21 + 1.96mm en el seguimiento (p=0.38).

En las imégenes de RMIN de los trasplantes se observo una alferacion de
sefial, probablemente indicativa de remodelacion y cierto grado de dege-
neracién o ambos. Se defectd algin grado de extrusion del injerto en todos
los casos, con una extrusién media para toda la serie de 36.3 + 13.7% del
tamario total del menisco. Analizada por compartimentos, la extrusion fue
del 35.9 + 18.1% para los injertos internos y de 38.3 + 14.4% para los
externos, sin hallarse diferencias significativas.
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Fig 19. Proyeccién Rosenberg de control de un trasplante
de menisco interno en una rodilla izquierda

Fig 20. Cortes coronales de RMN de 2 rodillas tras trasplante meniscal: A) externo y B) interno.
Al Extrusién completa del aloinjerto externo (flecha blanca)
B) Extrusién parcial del aloinjerto interno fras el ligamento colateral medial (flecha negra)
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Complicaciones

las complicaciones incluyeron 2 casos de artrofibrosis y 2 artritis sépticas
que precisaron de artrolisis artroscopica y lavado articular més antibioterapia
durante 6 semanas, respectivamente. En los 4 casos el menisco trasplantado
aparecia con aspecto viable y permanecia infacto en su lecho.

En 7 pacientes (21.4%) se precisdé una segunda cirugia por lesion del injer-
to. Cuatro de ellos presentaban una pérdida de fijacion posterior que hizo
necesaria su refijacién. El aloinjerto tuvo que ser extirpado en los 3 casos
restantes (tasa de fracaso 9%).

Asi, un total de 14 rodillas fueron sometidas a una arfroscopia de revision
en diferentes momentos del seguimiento, pero sélo 11 de ellas (33% de la
serie) se debieron a complicaciones del aloinjerto. En 11 de las 14 revisio-
nes los aloinjertos aparecian parcial o totalmente integrados tanto a nivel de
las astas como de la sinovial articular. Dos casos mostraron una importante
refraccién del aloinjerto, siendo uno de ellos completamente asintomdtico.

Fig 21. Artroscopia de revisién en un paciente con artritis séptica después del TMA.
Existe una sutura rota en el asta anterior (flecha). El aloinjerto se hallaba totalmente
integrado a la periferia por tejido vascularizado.
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DISCUSION

la discusién se ha agrupado en dos bloques, el primero donde se discute
sobre la conservacién de los injerfos meniscales y el segundo donde se fratan
los resultados del trasplante meniscal.

Freezing causes changes in the meniscus collagen net:
a new ultrastructural meniscus disarray scale.

Cryopreservation does not alter the ultraestructure
of the meniscus.

Existe escasa evidencia en la literatura sobre la superioridad de alguno de
los métodos de preservacién meniscal sobre el resto de procedimientos, ex-
ceptuando los pobres resultados asociados a la liofilizacién, principalmente
en relacion con la refraccion del tejido meniscal. De hecho, la mayoria de
frabajos con seguimiento a largo plazo publicados y que obtienen buenos
resultados clinicos utilizan diferentes métodos de preservacion.

Se han observado alteraciones en la estructura de la red colédgena meniscal
bajo diferentes condicionantes tales como la inmovilizacién prolongada, la
criopreservacion, la congelacion en nitrdgeno liquido y la liofilizacion. Las
propiedades biomecdnicas del menisco dependen de su particular organi-
zaciéon del coldgeno; asi, el método de preservacion ideal serfa aquel que
no alterase esa arquitectura tan bien organizada.

En pocos frabajos se analizan los efectos mecdanicos de las diferentes técni-
cas de preservacion sobre los tejidos blandos. En uno de ellos, lewis (55)
recientemente demostrd que los meniscos sometidos a un solo ciclo de conge-
lacion-descongelacion poseian un mayor médulo de Young que los que eran
sometidos a dicho procedimiento en multiples ocasiones, concluyendo que
éste hecho podria comprometer la resistencia del injerto a la compresion. Sin
embargo, los autores no proporcionan una explicacién para los cambios de
resistencia que se basen en hallazgos histolégicos o bioguimicos.

la mayoria de estudios sobre métodos de preservacién hasta el momento
han evaluado principalmente la viabilidad celular de los injertos, sin que
exista ninguno de ellos centrado en los efectos aislados de la congelacion a
-80°C sobre la red de colageno meniscal.
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la refraccion del injerfo es una de las complicaciones mdés frecuentes después
de un trasplante meniscal. Aunque ain no se encuentra fotalmente demostra-
do que el tfrasplante meniscal prevenga la degeneracién articular, recientes
frabajos experimentales realizados en modelos ovinos han mostrado cierto
efecto condroprotector del cartilago articular(6,56). Asi, aunque los cambios
tanto clinicos como anatémico-patolégicos que se producen en un menisco
refraido no estan claramente definidos (57), parece logico pensar que su
efecto protfector pueda verse disminuido al hacerlo su tamafio (47). Entre las
causas apuntadas en la literatura de refraccion meniscal, sélo la liofilizacion
ha demostrado una clara relacion con este fendmeno (21). Otra posible
causa es una reacciéon inmune sutil en el injerto trasplantado (49,51). La
presencia de antigenos HLA Il y ABO procedentes de las células sinoviales
y endoteliales en el tejido meniscal en el momento del trasplante asi como
la expresion de receptores de HLA tipo |y Il en los injertos criopreservados
apoyan esta teoria. Pese a ello, no hay noticia de una reaccién inmune con
evidencia clinica en la literatura. Un déficit nufricional meniscal podria ser
también una causa de retracciéon. Debido a que el menisco es una estructura
poco vascular y su nutricién se produce mediante la difusién de solutos desde
la periferia a fravés del espacio interfibrilar, cualquier proceso que dltere la
estructura de la red coldgena podria comportar un déficit de nutrientes del
tejido meniscal. Ochi (58] estudié el efecto de la inmovilizacién de la rodilla
sobre la red colédgena en un modelo animal, sugiriendo que el aumento del
espacio inferfibrilar conducia a la disminucion de difusion de solutos. Ese
aumento del espacio entre fibras de colageno ha sido observado también en
nuestro primer trabajo. Arnoczky (59) analizé los injerfos meniscales congelo-
dos a -80°C frasplantados en un modelo canino. Estos meniscos mostraban
menor celularidad en la substancia central, poniendo de manifiesto un déficit
nutricional de la capa mds interna de fibrocartilago. En el primer trabajo se
han observado los mismos hallazgos apuntando hacia una posible causa de
refraccion meniscal.

la congelacién a -80°C es uno de los métodos mds utilizados en los paises
europeos para la preservacion de injertos, por su sencillez y su bajo coste
econémico. La principal diferencia entre los tejidos congelados y los crio-
preservados es que estos Ultimos son capaces de conservar células viables
gracias a la utilizacién de un agente anticongelante. Algunos trabajos han
comparado en modelos animales la congelacién con la criopreservacion,
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analizando los injertos mediante microscopia de luz polarizada (34) o MTE
(60). Sus autores afirman que pese a que la congelacion destruye la celulari-
dad, la red colagena se mantiene infacta. No existen, pese a ello, estudios
ultraestructurales que analicen el efecto de dichos métodos de preservacion
sobre la red colagena. Los hallazgos ultraestructurales observados en nuestro
primer trabajo se encuentran claramente en contraposicién con los cono-
cimientos aceptados hasta el momento en cuanto al método de congelacion.

En términos biomecdanicos, la criopreservacion parece no alterar la microar-
quitectura o las propiedades meniscales (33). Estos hallazgos coinciden con
los obtenidos en nuestro segundo estudio. la tasa de supervivencia celular
descrita en la literatura tras la criopreservacion va del 10 al 30% (61). En
nuestro segundo trabajo observamos un amplio rango de supervivencia celu-
lar, del 4 al 54%. Pero dado que se ha demostrado ampliamente que poco
tiempo después del trasplante el injerto sélo posee ADN del receptor, la
ventaja de la preservacion celular parece ser una cuestion secundaria.

Asi pues, la preservacién de la estructura de la red colédgena meniscal podria
ser la principal ventaja de la criopreservacion sobre la congelacion.
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Meniscal allograft transplantation without bone blocks: a 5- to
8-year follow-up of 33 patients.

Fl principal hallazgo en nuestro estudio fue que el TMA realizado en pa-
cientes con dolor persistente en el compartimento meniscectomizado mejo-
raba la funcionalidad de la rodilla y disminuia el dolor, al menos a 5 afios
de seguimiento.

En esfa serie se realizé la fijacion del aloinjerto tnicamente mediante suturas.
Posteriormente se ha visto que la técnica quirirgica condiciona la biomecani-
ca del frasplante meniscal. En un estudio con rodillas humanas cadavéricas
congeladas, Alhalki et al (62) demostraron que la utilizacion exclusiva de
suturas no restablecia la biomecdnica de contacto tibial, concluyendo que el
TMA interno precisa de una fijacion anatémica con bloques éseos a nivel de
las astas anterior y posterior para reproducir de forma més exacta la mecdni-
ca meniscal. Otros autores muestran resultados similares (63,64). Los injer-
tos fijados mediante suturas han demostrado en estudios experimentales una
buena integracion a la periferia (47,65) y la misma resistencio a la traccién
que aquéllos con fijacién dsea (66), y por ofra parte, una fijacién dsea no
anatémica puede llevar a un mayor deferioro articular (67). Lo que si parece
claro es que ambas técnicas de fijacion conllevan una disminucion en las
presiones de confacto en el compartimento trasplantado (68). Pese a todo,
hay que tener presente que estos estudios se realizan sobre especimenes
cadavéricos y que no existe informacion sobre lo que sucede con la fijacién
fras el proceso de remodelacion.

A nivel clinico, también existen estudios clinicos con fijacién sin bloques
bseos que muestran resultados satisfactorios (4,21,35,69), pero hasta el mo-
menfo sigue sin existir ningdn trabajo comparativo que defermine que método
de fijacién es superior.

El hecho de no utilizar blogues éseos supone una menor dificultad técnica,
un menor estimulo inmunolégico v una mayor capacidad de adaptacién del
injerfo al compartimento en el caso que no exista una correlacion exacta
entre el tamafio de ambas estructuras, mediante la introduccién de parte
de los asfas meniscales en los tineles dseos. Actualmente los trasplantes en
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nuestro equipo se realizan con fijacién ¢sea, después de sospechar la prob-
able relacion entre la fijacion mediante suturas con el fracaso mecanico de
alguno de los injertos, sobretodo a nivel del asta posterior, y con cierto grado
de extrusion meniscal.

Hemos utilizado aloinjertos congelados a -80°C ya que se trata de la técnica
de preservacion a nuestro alcance (dada su simplicidad y bajo coste] v la
mas utilizada en los paises europeos. Lla congelacién nos procura la dismi-
nucion de la inmunogenicidad (ya que destruye la celularidad), pero como
hemos constatado anteriormente en el primero de nuestros trabajos, también
altera la ultraestructura meniscal afectando al tamaio, homogeneidad y dis-
posicién de las fibras de colageno en contraposicion a lo establecido hasta
el momento. Estos cambios estructurales pueden afectar a las funciones del
injerto e incluso llevar a la retraccion (“shrinkage”) del tejido meniscal.

la retraccién del aloinjerfo es una complicacién dificil de determinar, incluso
mediante una artroscopia de revisién, debido a las inconsistencias a la hora
de estimar el tamafio del injerfo de forma visual. En nuestro caso se detec-
taron 2 casos de los 33 injertos (6% de la serie). Uno de ellos se trataba
de un caso de lesién del aloinjerto pero el ofro permanecia asintomdtico y
se descubrié durante una revision por otro motivo. Carter et al (2] revisaron
arfroscépicamente 22 casos de TMA, hallando Unicamente 3 casos de re-
fraccién meniscal. Milachowski et al (1) describen una reduccién de famafo
del 33-66% en 14 de los 23 meniscos examinados arfroscépicamente a los
8 meses de la cirugia. Ambos autores habian utilizado meniscos liofilizados.
Aunque la refraccion se ha descrito clésicamente asociada a la liofilizacion
de los injertos, hemos visto que la congelacién podria también contribuir a la
pérdida de tamario de los injerfos, como en nuestra serie.

la media de edad de esta serie es de 38.8 anos. Aunque algunos autores
han estudiado poblaciones de mayor edad a la recomendada para este
procedimiento, la mayoria de series constan de pacientes menores de 50
afios. Ningin trabajo analiza la edad como factor potencial sobre los resul-
tados del TMA y autores como Stone (23) muestran series de mayor edad
con resultados similares a los estudios con pacientes mas jévenes. Asi pues,
no existen conclusiones basadas en la literatura que definan una edad ideal
para el trasplante meniscal.
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En cuanto a los resultados funcionales de nuestra serie, hallamos una mejoria
fanfo en la escala de lysholm como en la de Tegner y una disminucién del
dolor, reflejada mediante la escala EVA. Estos resultados coinciden con los
de la literatura, donde la mayoria de investigadores describen como benefi-
cios del procedimiento tanto la mejora del dolor como del nivel funcional, al
menos durante los primeros afios de seguimiento (22,69-73).

Matava, en una revision de 15 estudios clinicos, apunta a que mas del 60%
de los pacientes obtienen buenos o excelentes resultados, situdndose en el
88% si se analizan las series mds recientes (/4). las posibles causas de esa
mejora incluirian criterios de seleccién més estrictos, mejorias en las técnicas
de preservacién de los injertos asi como de la técnica quirdrgica (75).

Una reciente revision de 14 series (/6] expone que del 68 al 89% de los
pacientes vuelven a un nivel de actividad normal o casi normal, y aunque
mas del 60% vuelven a realizar algin tipo de actividad deportiva, deben
restringirse las actividades de alto impacto, con pivotaje y cambios de ritmo
debido a la alta tasa de lesién del injerfo.

la tasa de fracaso del TMA oscila en la literatura del O al 37.5%, teniendo
una tasa del 10% aproximadamente de fracasos precoces (en los primeros
2 anos) (74). En nuestra serie la tasa de fracasos es del 9%, alcanzando los
injertos una tasa de supervivencia del 87.8% a los 6.5 anos segin los crite-
rios de Van Arkel y De Boer (70), que consideran ademds de la retencion del
injerto, la correcta funcionalidad de la rodilla.

No hallamos cambios en la interlinea articular tras el procedimiento. De
hecho, los resultados mostrarian un ligero ensanchamiento de la inferlinea
(0.02mm) no significativo. En la misma linea, Garrett (77) no encontré de-
generacion progresiva del compartimento tras 60 meses de seguimiento en
15 injertos criopreservados. Rath et al (78), Van Arkel y De Boer (7], y Yoldas
et al (79) muestran resultados similares. Por el contrario, Stollsteimer et al (80)
describen una disminucién de la interlinea articular de O.88mm en su serie.

Aungue no se ha demostrado una correlacion clinicoradiolégica, es cierto
que los resultados tanto funcionales como radiolégicos se deterioran con el
tiempo, manteniéndose superiores a los previos al procedimiento, sin llegar a
deferminarse el efecto a largo plazo de esfos injertos sobre la degeneracion
arficular.
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la extrusion meniscal se trata de un fendmeno conocido dentro de la historia
natural de la degeneracién artrésica de la rodilla y se ha descrito en rodillas
normales. Pese a ello, pocos autores aportan datos de exirusién en sus series
clinicas. Verdonk et al (/1) compararon la extrusion de injerfos meniscales
con meniscos normales mediante RMN v ecografia, hallando mayor grado
de extrusion en los meniscos frasplantados. Recientemente algunos autores
han demostrado que la extrusion no aumenta fras el primer afio y que parece
no fener fraduccién clinica fras 5 afos de seguimiento (81,82). En nuestra se-
rie fodos los aloinjertos mostraban cierto grado de extrusién, con una media
del 36.3% del tamario global del menisco. Aun sin haber hallado correlacion
clinica en nuestros trasplantes, este alto porcentaje de exirusiéon podria rela-
cionarse con el tipo de fijacion utilizado.

En concordancia con la literatura, no hallamos diferencias funcionales ni radi-
oldgicas entre trasplantes de compartimento interno y externo ni tampoco al
realizar el andlisis por subgrupos en cuanto a los procedimientos asociados
realizados junto al TMA,

la lesién del aloinjerto es la complicacién més frecuentemente descrita en
relacion con el TMA. Matava en su revisién de 15 series clinicas halla una
tasa de lesion del 8.2% con una tasa de reintervencion que oscila desde
el O al 26% (74). Nuestra serie muestra una tasa de lesién del injerto del
21.4%. Estos 7 injertos precisaron de reparaciéon en 4 casos y exiraccion
del TMA en los 3 restantes. la tasa de complicaciones presenta un rango
de gran variabilidad en la literatura. Asi, si consideramos otras complica-
ciones, tales como la pérdida de movilidad, la tasa oscila del O al 11%. En
el caso de las infecciones, algunas series alcanzan un 4.5% mientras que
en ofras no se facilitan estos datos (74). Globalmente, la tasa de complica-
ciones de nuestra serie puede considerarse alta (33%). En ella se incluyeron
las lesiones del injerto asi como aquellas otras causas que obligaron a una
reinfervencion.

la cuestion de mayor importancia es si el TMA es capaz de preservar el
cartilago en la rodilla. El trasplante meniscal intenta recrear las propiedades
biomecdnicas del menisco nativo para prevenir o enlentecer el proceso de
degeneracion articular inevitable fras la meniscectomia.

Las revisiones de series concluyen que pueden esperarse buenos resultados a
corto y medio plazo de aloinjertos congelados o criopreservados no irradia-
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dos en pacientes jévenes sin lesiones condrales severas (Outerbridge inferior
a 3)y que posean una arficulacion estable y una extremidad normoalineada.

Pese al avance en el conocimiento sobre este procedimiento, persiste una
falta de consenso en aspectos como la técnica de medicién de los injertos,
los métodos de fijacién, los procedimientos de preservacién, las indicaciones
y las evidencias de eficacia a largo plazo. Asi las cosas, a la pregunta: zel
TMA enlentece o detiene la degeneracion del cartilago en una rodilla menis-
cectomizada?; la respuesta es: sin un estudio prospectivo y aleaforizado que
compare el TMA en rodillas meniscectomizadas con un grupo control seguire-
mos sin una respuesta basada en la evidencia para nuestros pacientes.
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CONCLUSIONES

Freezing causes changes in the meniscus collagen net:
a new ultrastructural meniscus disarray scale.

las fibras de coldgeno en los meniscos congelados presentan un menor
diagmetro y un mayor grado de desorden que los controles, sugiriendo que el
proceso de congelacion altera la red de coldgeno meniscal en la mayoria
de los casos y explicando asf los cambios anatomo-patolégicos hallados en
los meniscos retraidos.

la escala cudlitativa y cuantitativa disefiada para la valoracion de la ar-
quitectura meniscal es una herramienta Gtil para evaluar la ultraestructura
meniscal y poder predecir el riesgo de retraccién del tejido en funcion de la
ultraestructura del injerto previamente al trasplante.
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Cryopreservation does not alter the
ultraestructure of the meniscus.

No existen diferencias entre el grupo de meniscos criopreservados y el grupo
control, sugiriendo que la criopreservacion puede ser mejor método de
preservacion que la congelacion para los injertos meniscales.

la escala de arquitectura meniscal ha mostrado un alfo coeficiente de cor
relacion intraclase, lo que significa que es una técnica reproducible, pese a
que su moderada correlacién inferclase hace que se precise de cierto entre-
namiento si se pretende utilizarla.

41



Trasplante Meniscal

Meniscal allograft transplantation without bone blocks:
a 5- to 8-year follow-up of 33 patients.

Fl frasplante meniscal alogénico mediante fijacion con suturas consigue mejo-
rar el dolor y la funcionalidad de la rodilla en pacientes sintomdticos a medio
plazo, presentando una alta tasa de complicaciones (33%) y de cirugias de
revision.

la tasa de complicaciones ha hecho replantearnos la t#écnica de fijacion,

cambiandola por una fijacién ésea para intentar disminuir la tasa de fracasos
mecdnicos asi como el porcentaje de extrusion de los injertos.
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Abstract Alterations in meniscal permeability leading to
nutritional deficit have been suggested as a cause of
shrinkage in meniscal transplantation. The purpose of this
study was to ascertain how freezing, one of the most
common procedures used to preserve meniscal allografts,
alters the collagen’s architecture. Twenty-six fresh human
external menisci were analyzed with transmission electron
microscopy. Thirteen of them were previously frozen at
—80°C while the rest were used as controls. A new scale of
the collagen meniscal architecture was proposed according
to the collagen’s periodicity and degree of disruption, loss
of banding, degree of collagen packing, fibril size vari-
ability and its intrafibrilar oedema. Each meniscus was
scored from O to 7. Subsequently they were classified in
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grades ranging from a normal state (grade I; 0-2 points) to
severe disarray (grade III; 5-7 points). The fibril collagen
diameters of those menisci which had been previously
frozen showed an average size in the longitudinal section
of 14.26 nm, whereas it was 17.28 nm in the menisci used
as controls (p = 0.019). In the transverse section, the frozen
menisci averaged 13.14 and 16.93 nm in the controls
(p = 0.003). Samples of the 13 previously frozen menisci
were classified as grade III in 61.54% of the cases. In the
control group, all the menisci were classified either as
grade I or II. The frozen menisci averaged 4.85 points,
whereas the control group did so at 2.46 (p < 0.001). The
fibril diameters in frozen menisci showed a thinner dia-
meter and had a higher degree of disarray. Therefore, the
results suggest that the freezing process alters the menisci’s
collagen net. This could partially explain the pathological
changes found in shrunken menisci after transplantation.

Keywords Meniscus allograft - Shrinkage -
Meniscal nutrition - Transmission electron microscopy

Introduction

Allograft meniscal transplantation (AMTX) was first intro-
duced in the early 1980s by Carl Wirth’s team in Germany
[13]. It was initially used as an added surgical procedure in
ligament-deficient knees. Some 20 years later, AMTX is
even more widespread as a procedure thought as a potential
solution for patients with early degenerative osteoarthritis
and pain due to a previous meniscectomy [28]. Due to the
lack of scientific evidence, its indications have not yet been
expanded to prophylaxis for articular degenerative changes.
A few long-term results of AMTX have recently been pub-
lished [7, 28, 30]. These reports demonstrated good results
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with different types of meniscal preservation. While Wirth
et al. [30] transplanted most of the menisci after deep
freezing and Noyes et al. [15] using irradiated meniscal allo-
grafts, Verdonk et al. [27, 28] performed the AMTX using
viable menisci to preserve meniscal allografts. Other authors
have shown good mid-term results transplanting cryopre-
served meniscal allografts [17, 25].

Shrinkage of the allograft is one of the most common
complications seen after AMTX [17, 23]. It has been
hypothesized that this phenomenon could lead to insuffi-
cient protection of the articular cartilage in transplanted
knees [4, 10, 12]. Although the final causes of shrinkage
have not been clearly defined, some degree of immune
rejection [19] as well as alterations in meniscal perme-
ability have been proposed [6]. According to Rodeo et al.,
subtle immune reactions, which might influence the healing
process and structural remodeling of the graft, are present
in most cases. However, there is no evidence that this affect
the clinical outcomes.

On the other hand, alterations in meniscal permeability
as a consequence of collagen net disarray can lead to a
nutritional deficit. Changes in the meniscus collagen ultra-
structure have been observed after immobilization in animal
studies [16]. More recently, the meniscal architecture has
been studied under the effects of different conditions, such
as cryopreservation [3, 22], deep-frozen in liquid nitrogen
[4], and lyophilization [13]. While lyophilization has
demonstrated weakening menisci viability, no proven
advantage of the other graft preservation modality has been
shown over others [5, 9, 26]. Most studies have focused on
the cellular viability of the grafts. Nevertheless, none have
been centralized on the isolated effects of freezing at —80°C
in the human meniscal collagen net. The purpose of the
present study was to ascertain how freezing, one of the most
common procedures used in European countries to preserve
allografts, alters the collagen’s architecture.

Materials and methods

To determine the meniscus architectural state, a transmis-
sion electron microscopy (TEM) study was designed. The
changes seen, which had previously shown capital impor-
tance in meniscus function [4, 8, 16, 19, 22], were qualified
and quantified and then recorded.

Meniscal harvesting

Twenty-six fresh human external menisci were harvested in
sterile conditions during total knee replacement procedures
(15 women, 11 men). Informed consent was obtained from
each donor following the rules of our local Ethical Com-
mittee. Seventeen of the menisci were obtained from the left

@ Springer

side and the other nine from the right. Radiographic eval-
uations as well as clinical intraoperative assessments were
performed in order to ascertain indemnity of the external
femorotibial compartment. Cases with more than 50% of
external joint space narrowing in the standing X-ray 45°
posteroanterior position, macroscopic degeneration or even
minimal calcification were all excluded from the study.
Culture analysis was performed for each graft, and if
positive, was also excluded. Thirteen out of 26 menisci
were immediately frozen at —80°C (Forma Scientific Inc.,
Freezer, USA). After 7 days, they were thawed by immer-
sion for 2 min in a 36°C sterile saline solution and then
processed. The other 13 menisci were used as controls. Both
groups were comparable in age and gender. The study group
had a mean age of 75.69 £ 6.96 years (range 65-84) and
the control group 71.38 £ 6.8 (range 59-83). One square
centimeter from the inner part of the meniscus body was
then sectioned into 1 mm? slices. Subsequently, they were
embedded and preserved in a 2.0% glutaraldehyde solution.
Within the succeeding 2 h of harvesting, all the samples
were fixed and prepared to be analyzed by the pathologist.

Transmission electron microscopy procedure

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

Forty sections of 1 mm® from each meniscus were
immediately fixed in a 2.0% glutaraldehyde cacodylate
buffer solution. Postfixation in osmium tetroxide was done
before dehydration in increasing concentrations of ethanol.
Next, the menisci sections were treated with propylene
oxide and included in progressive concentrations of epon.
The most representative zone was chosen with the help of
the light microscope from five different toludine blue
stained 1 pm thickness sections. Ninety nanometer sections
from the selected zone were finally stained with metals
salts (uranyl acetate and lead citrate) and were analyzed
with a transmission electron microscope (Philips, model
#CM100, Holland). For each cross-section, four TEM
photos were randomly taken.

Fibril collagen measurements and histological
classification

Four hundred collagen fibrils were recorded and measured
in longitudinal and transversal sections from every
meniscus. The analyzed photographs were set at 19,000x
magnification. All measurements were determined with the
help of an electronic digital calliper (ProMax, Fowler;
USA, range 0-150 mm, resolution 0.02 mm).

45



Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc

Trasplante Meniscal

A new Collagen Meniscal Architecture (CMA) scoring
system was set based on the collagen’s periodicity or cross-
banding frequency and degree of disruption, loss of banding,
degree of collagen packing, fibril size variability and its
intrafibrilar oedema. On this scale, the meniscus scored from
0 to 7 following the established criteria (Table 1). The loss
of banding and intrafibrilar oedema was a common finding
in most samples. However, these phenomena were consid-
ered abnormal (positive), when present in more than 20% of
the fibers. Nevertheless, packing and degree of disruption
were considered the two variants that held the most influ-
ence due to their known role in meniscal nutrition [6, 16].

By adding up all items, when samples scored 0-2, they
were classified as normal or grade I. Three or four points
meant that the meniscus had moderate ultrastructural
changes and was qualified as a grade II (Fig. 1). Finally,
the menisci that showed a higher degree of disarray,
scoring 5, 6 or 7, were classified as grade III.

Statistical analysis

Continuous variables are presented as mean =+ standard
deviation. Categorical variables are presented as percent-
ages. Differences between normally distributed group data
were analyzed by the unpaired Student’s #-test. Either
the chi-square Pearson or Fisher Exact test was used to
compare categorical variables among groups. Statistical
analysis was performed using SPSS 12 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Statistical significance was set at 0.05.

Results
Fibril collagen size

The fibril collagen diameters of those menisci which had
been previously frozen showed an average size in the
longitudinal section of 14.26 + 2.59 nm, whereas the

Fig. 1 TEM photographs of a
meniscus which scored 4 points
and therefore was classified as a
grade II in the CMA scoring
system. a Longitudinal section:
moderate disruption of the
architecture (1 point); both
intrafibrilar oedema, and loss of
banding, in more than 20%

of the fibers (1 point each);

b Transverse section:
intermediate degree of packing
(1 point) and low variability in
the fibril size (0 point)

Table 1 Collagen meniscal architecture scoring system

0 Point 1 Point 2 Points
Disrup/periodicity Mild Moderate Severe
Intrafibrilar oedema ~ No Yes -
Packing High density  Intermediate  Low density
Banding Yes No -
Fibril size variability =~ Low High -

Each section was scored depending on five variables. Intrafibrilar
oedema as well as absence of banding was considered positive when
seen in more than 20% of the fibers. Grade I: 0-2 points, grade II: 3—4
points, grade III: 5-7 points

menisci used as controls averaged 17.28 + 3.46 nm
(p = 0.019). Similarly, in the transverse section, the frozen
menisci looked thinner. They averaged 13.14 & 2.99 nm
while the control group did so at 16.93 £ 2.9 nm
(p = 0.003) (Fig. 2).

Architectural degree and scoring

There was a clear difference in both groups. Eight of the 13
previously frozen menisci (61.54% of the cases) were
classified as grade III (Fig. 3). The remaining five (38.46%
of the cases) were graded as II. The control group showed
either a normal collagen net structure or a lower degree of
disarray (Fig. 4). They were classified as grade I in six
cases (46.15%) and grade II in seven cases (53.85%).
When applying the scoring aspect of the scale, the frozen
menisci averaged 4.85 points, whereas the control group
did so at 2.46 (p < 0.001) (Fig. 5).

Discussion

Currently, several subjects are controversial in AMTX.
Surgical techniques, indications, isolated versus associated
lesions, effect in cartilage protection and method of graft
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Fig. 2 Median diameter in nanometers both in transverse and
longitudinal sections comparing the control versus the frozen group.
The freezing process decreased the fibril collagen diameters in the
transverse as well as in the longitudinal sections. TRANS transversal
sections, LONG longitudinal sections

conservation are some of the most discordant topics. It is
still not clearly demonstrated that AMTX prevents joint
degeneration [27]. Nevertheless, in recent experimental
works performed in a sheep model, meniscal transplant
have been shown to have some chondral protective effect
on the joint cartilage [1, 9, 14]. Clinical and pathological
changes occurring when a meniscus retracts are not clearly
defined [21]. Therefore, a shrunken meniscus should
reduce its protective effect [18].

Little information is found in literature regarding the
causes of meniscus synovialization. Freeze-drying (lyoph-
ilization) is one of the few causes that have certainly
proven to increase the risk of meniscal size reduction [30].
A subtle immune rejection in the transplanted graft has also
been proposed [11, 19]. The presence of HLA II and ABO
antigens from dead synovial and endothelial cells found in
meniscal tissue at the time of transplantation [19], and
sensitization to class I and II HLA recipients of cryopre-
served allografts [24] may support this theory. However, no

Fig. 3 TEM photographs of a
meniscus which scored 7 points
and therefore was classified as a
grade III in the CMA scoring
system. a Longitudinal section:
severe disruption of the
architecture (2 points),
intrafibrilar oedema as well as
loss of banding in most of

the fibers (1 point each one);

b Transverse section: low
density packing (2 point)

and high size fibril

variability (1 point)
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clinical evidence of frank immune rejection has been
reported in medical literature.

A meniscal nutritional deficit might also be a possible
cause of shrinkage. The meniscus is mainly an avascular
structure, with perimeniscal vessels supplying only 10—
30% of its periphery in adult human beings. The fibro-
cartilage’s mid-substance nutrition is brought on by solute
diffusion from the periphery through the interfibrilar space
[2, 4, 6, 16]. Ochi et al. [16] studied the effect of knee
immobilization on the meniscus collagen net in an animal
experiment. They suggested that an increased interfibrilar
space might lead to a decreased solute diffusion. This
enlarged space between the collagen fibers was also
observed in the current study. Arnoczky et al. [4] analyzed
transplanted meniscal allografts previously frozen at
—80°C at 6 months follow-up in a canine model. Those
menisci showed the central substance to be relatively
acellular, suggesting a nutritional deficit in the inner layer
of the fibrocartilage. This also was sustained by Gershuni
et al. [6]. The same findings suggesting a possible cause of
shrinkage were observed in the present work.

There are differences in the description of the same graft
conservation technique as seen in various studies. Some
of them described the deep freezing process as a sudden
temperature drop; brought down within in 1 min with the
help of liquid nitrogen either to —80° [4] or to —196°C
[29]. Others simply freeze the samples without processing
either at —70°C [11] or at —80°C [5, 21, 26]. Deep freezing
of the meniscal allograft at —80°C is one of the most
common conservation methods used in orthopaedics. The
main difference between fresh frozen and cryopreserved
tissue is that the latter is able to keep some cells viable due
to the use of an anti-freezing agent. In terms of biome-
chanics, the cryopreservation technique seems not to alter
the microarchitecture or the material properties of the
meniscus [3]. Some other investigations compared, in
animal models, the effect of cryopreservation and direct
freezing at —80°C. The menisci allografts were analyzed
under light and polarized light microscopy [5] or TEM
[20]. Their authors affirmed that although deep freezing
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Fig. 4 TEM photographs of a
meniscus which scored 0 points
and therefore was classified as a
grade I in the CMA scoring
system. a Longitudinal section:
normal or mild disruption of the
architecture (0 points),
intrafibrilar oedema rarely
observed (0 points) and banding
of the fibers is preserved

(0 points); b Transverse section:
high density fibril packing

(2 points) and the fibril size

is homogeneous (0 points)

H '
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Fig. 5 Median score in nanometers when applying the collagen
meniscal architecture (CMA) scoring system. Comparison between
the control versus the frozen group. The menisci which had been
previously frozen scored higher. Thus, the freezing process seemed to
disarray the meniscal collagen net

completely destroys the cell components during the freez-
ing process, the collagen net is kept intact. Some other
researchers were in agreement with this observation [25].
Interestingly enough, there is a lack of ultrastructural
studies on the effect of these aforementioned procedures on
the collagen network. The ultrastructural findings observed
in the present investigation are clearly in contrast with
currently accepted knowledge.

There are some limitations to the present study. Besides
the small sample number, the second and most important
limitation is related to the fact that although performed in a

blind manner, we did not assess the agreement between
observers to further validate the CMA scoring system
accuracy. The third limitation perceived was that although
the fibril collagen diameters were measured with the help
of a precise electronic calliper, this was done manually.
Fourth, even though the study and the control group were
statistically comparable it would have been better to
compare the freezing effect on the same meniscus instead
of two different specimens. Finally, the specimens studied
were all harvested from aged patients. Although it might
have been interesting to include results from younger
population, the possible bias was minimized by comparing
an age-matched population

Despite these limitations, this new qualitative and
quantitative scale system for assessing the collagen
architecture state (CMA scoring system) seems to be a
promising tool in evaluating the meniscal ultrastructure.
This might also help predict a different risk of shrinkage
depending on the allograft’s ultrastructural grading before
transplantation.

In conclusion, the present study showed how fibril
diameters in frozen menisci had a thinner diameter and a
higher degree of disarray. Therefore, the results suggest
that the freezing process alters the menisci’s collagen net in
most cases. This could partially explain the pathological
changes found in shrunken menisci.

Further studies are needed to ascertain if these changes
are also present after different meniscal preserving
procedures.
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Appendix
Table 2.
flablcj2RSamplfdata No Group Age Gender Side Trans Long Grade Points
1 C 70 M IL, 15,385 13,807 2 3
2 C 60 F R 14,281 10,599 1 2
3 C 71 F IL, 13,155 17,305 2 4
4 C 59 F R 20,777 21,829 2 3
5 C 73 M L 12,519 14,323 2 4
6 C 68 F R 17,300 20,214 2 3
7 C 71 F IL, 19,409 21,576 1 1
8 C 80 M R 19,367 16,411 1 2
9 C 71 F L 14,128 16,469 1 2
10 C 69 F R 19,625 17,831 2 3
11 C 83 M R 20,256 18,620 1 1
12 C 74 M 1L 15,407 14,176 2 3
13 C 73 F L 18,552 21,476 1 1
14 F 84 F IL, 10,599 12,056 3 6
15 F 79 F 1L 6,548 8,232 3 7
16 F 65 M IL 13,255 12,966 2 3
17 F 74 M 1L 11,993 14,623 3 5
18 F 72 F R 12,082 14,512 2 4
19 F 79 F L 17,791 18,421 2 4
C control, F frozen, Age age in 20 F 82 F L 14,481 14,907 3 5
years, L left, R right, Trans 21 F 82 M L 12,145 12,051 3 5
median diameter in nanometers 22 F 75 M R 10,401 16,378 3 5
pumeeesmlon v woow oL uae ows g
in longitudinal sections, Grade 24 F 65 M R 16,264 15,287 2 3
grade in the CMA scoring 25 F 66 F IL, 16,139 13,549 3 5
system, Points points in the 2% F 77 F L 14,965 15,342 ) 5

CMA scoring system
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Abstract Fresh frozen menisci have recently been shown
to have an altered meniscal ultrastructure. The cause might
be a deterioration of its permeability due to collagen net
disarray. The purpose of this study was to evaluate the
cryopreserved meniscus in terms of ultrastructure and
cellularity. Ten fresh human lateral menisci were
harvested. Collagen architecture was evaluated with
transmission electron microscopy. The Collagen Meniscal
Architecture scoring system was used to assess the degree
of meniscal disarray. Cell population, was also evaluated.
The fibril collagen diameters of those menisci which had
been previously cryopreserved showed an average size in
the longitudinal section of 12.6 £ 1.3 nm, whereas it was
13.4 + 2.2 nm in the menisci used as controls (n.s.). In the
transverse section, the cryopreserved menisci averaged
15.5 £ 2.4 and 16.7 & 3.5 nm in the controls (n.s.). The
study group scored 4.8 points + 1.7, whereas the control
group did so at 4.1 £ 1.3 (n.s.). The percentage of cell
survival after the cryopreservation ranged from 4 to 54.
The fibril diameters and degree of disarray showed a
similar distribution in both groups. The results suggest that
meniscal cryopreservation does not alter the meniscal
ultrastructure. Therefore, an allograft stored in that way
would not alter its biomechanical properties, although its
cellular viability is highly unpredictable.

P. E. Gelber ((X) - G. Gonzalez - R. Torres - N. Garcia Giralt -
E. Caceres - J. C. Monllau

Department of Orthopaedic Surgery, URFOA-IMIM, Hospital
Universitari del Mar, Universitat Autonoma de Barcelona,
Passeig Maritim 25-29, 08003 Barcelona, Spain

e-mail: pablogelber @gmail.com

Keywords Meniscus allograft - Shrinkage -
Meniscal nutrition - Transmission electron microscopy -
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Introduction

When looking for a graft to be transplanted, one must
wonder which properties the preserved tissue should pos-
sess if it is going to work for the patient. Does it have to
contain metabolising cells that are capable of cell division
or not? Does it have to maintain its architectural indemnity
to function properly or not? It has been widely demon-
strated that cellular repopulation occurs in the meniscal
allograft after transplantation even if there is no viable cell
at the moment of surgery [2, 16, 21]. Two of the most
widely used meniscal allograft preservation techniques are
simple freezing and cryopreservation. Freezing has been
accepted as a simple way of preserving those tissues that
only have to retain mechanical and some biochemical
properties, for example bone tissue [12]. In the case of
meniscal tissue, Fabbriciani et al. [S] have shown, in an
animal model, that deep-freezing keeps its collagen net
intact in a study with standard microscopy. Conversely,
Gelber et al. [6] recently demonstrated that when ultra-
structurally studied, this freezing process led to severe
architectural disarray. According to Arnoczky et al. [2],
this architectural disarray might make the menisci more
susceptible to injury.

The main accepted advantage of cryopreservation over
freezing is that it does not destroy cells. This ability is
particularly true in cultured or isolated cells [17]. Tissues
are obviously more complex than cell suspensions. Diffu-
sion of solutes through the mass is different depending on
the inherent tissue properties, the actual state of that
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specific sample, its response to the cryopreservant and to
the slow cooling process [13].

In answer to the two previously posed questions, it
seems that preserving the architectural characteristics of
the meniscal allograft should be mandatory. Cell func-
tioning at transplant might be considered a secondary issue,
although some authors have proven otherwise [18-20].

In 1999, Shibuya studied the collagen net architecture in
cryopreserved menisci transplanted into rabbits [15]. He
measured the fibril collagen diameters and described the
characteristics of the collagen bundles and the cellular aspect
at weeks 0, 4, 8 and 16. Nevertheless, he did not analyze the
characteristics of the menisci before they were cryopre-
served. In addition, the description of the architecture was
not performed with the help of a scale so as to make possible
an objective comparison with other specimens [1, 16].

The purpose of this study was to evaluate the viability of
cryopreserved menisci while focusing on their cellularity
and in their ultrastructure. Our hypothesis was that a
cryopreserved meniscus would keep its collagen net ar-
quitecture intact while maintaining its cellular component.

Materials and methods
Meniscal harvesting

Ten fresh human lateral menisci were harvested in sterile
conditions during total knee replacement procedures
(7 women, 3 men). Informed consent was obtained from each
donor following the guidelines laid down by our local Ethics
Committee. Seven of the menisci were obtained from the
right side and the other three from the left. Radiographic
evaluations as well as clinical intraoperative assessments
were performed in order to ascertain the indemnity of the
lateral femorotibial compartment. Cases with more than 50%
of lateral joint space narrowing in the standing 45° poster-
oanterior radiographs position, macroscopic degeneration or
even minimal calcification were all excluded from the study.
Culture analysis was performed for each graft and if positive,
they were also excluded. Five menisci did not meet these
criteria, so they were excluded and another five were con-
secutively harvested. The study group had a mean age of
74 years (range 66-82). One square centimetre from the
bodies of each single menisci was divided into four sections.
Two of them were immediately embedded in PBS plus 10%
dimethyl sulfoxide (DMSO) at 4°C for 30 min. Subse-
quently they were slowly cooled at 1°C/min to —180°C in
liquid nitrogen. After 14 days, they were thawed by
immersion in a 36°C sterile saline solution for 2 min. One of
the two pieces was then sectioned into 1 mm? slices and
preserved in a2.0% glutaraldehyde solution. At no more than
2 hof harvesting, all the samples were fixed and prepared for
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analysis by a pathologist with TEM. The other piece was
embedded in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s med-
ium) supplemented with 10% FBS (foetal bovine serum) and
incubated for 48 h and then processed to evaluate cell via-
bility. Finally, the remaining two sections of the menisci
were used as controls. One was used for the TEM analysis
and the other one to evaluate the cell population of each
harvested meniscus.

Transmission electron microscopy procedure

The architectural state of the menisci was analyzed with
TEM. The changes observed were quantified and qualified
according to the previously described scoring system [6].

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

Forty sections of 1 mm® from each sample of the
menisci were immediately fixed in a 2.0% glutaraldehyde
cacodylate buffer solution. Postfixation in osmium
tetroxide was done before dehydration in increasing con-
centrations of ethanol. Next, the menisci sections were
treated with propylene oxide and included in progressive
concentrations of epon. The most representative zone was
chosen with the help of a light microscope (SMZ-10A,
Nikon, Japan; 40x magnification) from five different 1 pm
thick toludine blue stained sections. Ninety nanometre
sections from the selected zone were finally stained with
metal salts (uranyl acetate and lead citrate) and were ana-
lyzed with a transmission electron microscope (Philips,
model #CM100, Holland). For each cross-section, four
TEM photos were randomly taken.

Cell viability assessment

The samples were washed with sterile PBS and then finely
diced. For cell isolation, the diced menisci were incubated
for 1 h with 0.5 mg/ml hyaluronidase (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.; Spain) in a shaking water bath at 37°C.
The hyaluronidase was subsequently removed, and 1 mg/ml
pronase (Merck, VWR International Inc.; USA) was added.
After 90 min incubation in a shaking water bath at 37°C, the
cartilage pieces were washed with supplemented [100 U
penicillin, 100 pg streptomycin (Biological Industries Ltd;
Israel) and 0.4% fungizone (Gibco-Invitrogen Corporation;
USA)] DMEM (Life Technologies Inc.; USA). After
removal of the medium, digestion was continued by the
addition of 0.5 mg/ml of collagenase-IA (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.; Spain) in a shaking water bath kept at 37°C for
22-24 h. The resulting cell suspension was centrifuged and
washed with DMEM supplemented with 10% FBS (Gibco-
Invitrogen Corporation; USA). Tissue debris were treated
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with trypsin—-EDTA (Biological Industries Ltd; Israel) for
10 min at 37°C and filtered through a 70 pum pore nylon filter
(BD Biosciences; Belgium) to remove it. Cells were centri-
fuged and washed with DMEM supplemented with 10%
FBS. Finally, all cells of each meniscus were mounted on
tissue culture plates with DMEM supplemented with 10%
FBS. After 5 days of culture, the cells adhered to the plates
were counted.

Fibril collagen measurements and histological
classification

Four hundred collagen fibrils were recorded and measured
in longitudinal and transversal sections from every menis-
cus. Based on a recent study [6], the analyzed photographs
were set at 19,000 x magnification. All measurements were
determined with the help of an electronic digital calliper
(ProMax, Fowler; USA Range 0-150 mm, resolution
0.02 mm) and then multiplied by 19,000 to get the corre-
sponding measure in nn.

According to the recently published Collagen Meniscal
Architecture (CMA) scoring system [6], the collagen’s
periodicity and degree of disruption, loss of banding,
degree of collagen packing, fibril size variability and its
intrafibrilar oedema were evaluated. On this scale, the
meniscus scored from 0 to 7. Following the established
criteria, they were classified in grades ranging from a
normal state (grade I 0-2 points) to severe disarray (grade
III 5-7 points). As the reliability of the CMA scoring
system was unknown, the intra and extra-class correlation
coefficients were calculated. Whereas intra-observer reli-
ability was evaluated at a 30-day period interval, inter-
observer reliability was calculated with four people who
were pre-instructed at the same time. They then individu-
ally evaluated the menisci sections.

Statistical analysis

Continuous variables are presented as mean =+ standard
deviation. Categorical variables are presented as percent-
ages. After testing the normal distribution of the
differences with the Q-Q plot, differences were analyzed
with the paired Student’s ¢ test. Statistical analysis was
performed using SPSS 12 (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
USA). Statistical significance was set at 0.05.

Results
Fibril collagen size

The fibril collagen diameters of those menisci which had
been previously cryopreserved showed an average size in

the longitudinal sections of 12.6 £ 1.3 nm, whereas the
menisci used as controls averaged 13.4 £ 2.2 nm (n.s.). In
the transverse sections, the cryopreserved menisci averaged
15.5 = 2.4 nm while the control group did so at
16.7 £ 3.5 nm (n.s.).

Architectural degree and scoring

When applying the CMA scoring system, a clear difference
in both groups was not found. Five out of ten previously
cryopreserved menisci were classified as grade I1I. Four of
the samples were graded as II and the remaining meniscus
as I (Fig. 1). In the control group, five out of ten samples
were graded as III. Three menisci were classified as grade 1T
and the other two as grade I (Fig 2). Similarly, the scoring
aspect of scale did not show a clear difference either. The
cryopreserved menisci averaged 4.8 points = 1.7, whereas
the control group did so at 4.1 + 1.3 (n.s.).

The calculated intra-class correlation was qualified as
excellent with a kappa coefficient of 0.912 (95% CI 0.795—
0.964). On the other hand, the inter-class correlation
between observers was considered only moderate, with a
kappa coefficient of 0.51 (95% CI 0.25-0.73).

Cell viability

The mean survival cell viability was 23%. A wide ranging
rate of cell survival was observed, from 4 to 54%.
Discussion

Several topics are still controversial in meniscal trans-
plantation, one of them being the storage technique. The

Fig. 1 TEM photographs of a meniscus. The cryopreserved meniscus
show a moderate degree of disarray (CMA scoring system: 4 points,
grade II)
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Fig. 2 The same meniscus as in Fig. 1. Longitudinal and transversal
section of the same meniscus used as control. This sample scored 3
points in the CMA scoring system, therefore it has also been graded
as II

current study showed that cryopreservation does not alter
the meniscal ultrastructure. The biomechanical behaviour
of the meniscus depends on its particular collagen organi-
zation. Therefore, an ideal preservation method should not
harm this fine structure array. Freeze-drying is not cur-
rently being performed because it has been demonstrated
that the high temperatures required lead to an unwanted
molecular cross linkage that has a deleterious effect on the
mechanical properties. Subsequently, it results in a high
graft failure rate [22]. The main difference between
freezing and cryopreservation depends on the latter’s
ability to keep some cells viable due to the use of an anti-
freezing agent. In 1997, Fabbriciani et al. [5] and Salai
et al. [15] compared, in animal models, the effect of
cryopreservation versus fresh freezing on meniscal grafts.
In the first mentioned instance, the menisci allografts were
analyzed under light and polarized microscopy. In the latter
case, this was performed using TEM. They both affirmed
that although the deep-freezing process completely
destroys the cell components, the collagen net is kept
intact.

More recently, it has been shown that the freezing
process does alter the menisci’s collagen net when ultra-
structurally studied [6]. The authors performed their study
comparing menisci from different aged donors. As the
higher water content that aged menisci have may influence
the cooling process, the same meniscus instead two dif-
ferent specimens were analyzed in each case in the present
study. That prior work reported that the collagen fibrils in
fresh frozen menisci have a thinner diameter. Based on a
newly described scale, the menisci also showed a higher
degree of disarray. The authors speculated that this
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phenomenon might contribute to meniscal shrinkage [6],
although this was a complication mainly reported with
lyophilized menisci [22].

Little evidence exists on the mechanical effects of the
different storage techniques on soft tissues. In the case of
tendons, it has been demonstrated that the freezing process
has a tendency to alter the collagen architecture of the
posterior tibialis tendons [7]. This leads to a decrease in the
ultimate tensile load and ultimate tensile deformation. With
regards to the meniscus, Lewis et al. [10] recently dem-
onstrated that menisci that underwent a single freeze—thaw
cycle have a significantly higher Young’s modulus than
those undergoing multiple freeze—thaw cycles. The authors
concluded that this fact might compromise the allograft’s
ability to resist compression. They did not provide an
explanation for the change in intrinsic compressive resis-
tance based on its histological or biochemical findings.
Perhaps, this is because no ultrastructural assessment was
done.

The meniscus is mainly an avascular structure. Its mid-
substance nutrition is fed by solute diffusion from the
periphery on through the interfibrilar space. Ochi et al. [12]
demonstrated that an abnormally higher interfibrilar space
leads to a decrease in solute diffusion. Subsequently, it
seems logical to look for a storage technique that produces
no change or minimal changes in the menisci’s collagen
architecture.

Verdonk et al. [18, 20] performed allograft meniscal
transplantations using fresh viable menisci. They state that
not only does it contribute to cell survival but also to cell
matrix production. Thus, it makes for a real functioning
cell. Although they do not focus their works on the ultra-
structural aspects of those grafts, we can hypothesise that it
remains unchanged.

Cryopreservation is used worldwide as an allograft
conservation method. Due to the fact that some time after
transplantation the allograft nearly has solely host DNA
[4], the advocated advantage of being a cell preservation
technique might then seem to be a secondary issue. The
reported percentage of cell survival after cryopreservation
ranges from 10 to 30% [20]. In the present work, a wider
range of cell survival ranging from 4 to 54% was observed.
Therefore, keeping the collagen net architecture intact
might be the main advantage of cryopreservation over the
freezing procedure.

Limited clinical information comparing the different
meniscal storage techniques is currently available in the
same study. One of the few evidential sources comes from
the Wirth et al. [21] group. These authors reported superior
results with fresh frozen as opposed to lyophilised meniscal
allografts, although the study was non-random and the
analysis retrospective. The study of Noyes et al. [11] have
also shown that gamma irradiation has a tendency to
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weaken menisci viability, although 64 out of the 82 oper-
ated knees were also subjected to ACL repair which could
have altered the clinical results. In most of the published
long-term works [8, 9, 19], all of which have demonstrated
good clinical results, different meniscal storage techniques
were used. None of these different conservation techniques
has shown any proven clinical advantage. The fact that
these studies are not comparable does not aid in extracting
any valid conclusion.

The CMA scoring system used in the present work,
showed a high intra-class correlation coefficient. This
means that it is a reproducible technique. Nevertheless, the
moderate inter-class correlation coefficient among observ-
ers suggests that previous training would be necessary in
order to extend its reliable use.

There are some limitations to the present study. One is
the fact that the study was performed with meniscal tissue
harvested in aged patients, which is known to have higher
water content. However, the same specimens were used as
experimental and control groups to thereby minimize any
possible bias. The second is related to the fact that although
the fibril collagen diameters were measured with the help
of a precise electronic calliper, this was done manually. It
could have been solved with the help of image analysis

Table 1 Sample data

# Group Age Trans Long Grade Points Cell/g % Cell
1 F 66 154 138 3 5 1,050,000

2 F 82 143 106 3 5 628,930

3 F 70 132 173 3 6 66,666

4 F 78 208 218 3 5 264,705

5 F 78 125 143 1 2 70,000

6 F 78 173 202 3 5 31,250

7 F 76 194 216 2 4 292,857

8 F 73 194 164 1 1 25,000

9 F 69 141 167 2 3 111,111

10 F 67 196 178 2 4 100,000

1 C 106 121 2 5 250,000 23.8
2 C 6.5 82 2 5 117,647 18.7
3 C 133 129 3 6 16,666 24.9
4 C 119 146 2 4 70,000 26.4
5 C 121 145 3 5 37,500 53.5
6 C 178 184 3 5 13,846 44.3
7 C 145 149 3 5 45,882 15.7
8 C 121 121 1 2 1,136 45
9 C 104 164 2 4 4444 39
10 C 142 170 3 7 15,384 15.4

F fresh/control, C cryopreserved, Age age in years, L left, R right,
Trans median diameter in nanometers in transverse sections, Long
median diameter in nanometers in longitudinal sections, Grade grade
in the CMA scoring system, Points points in the CMA scoring system,
Cell/g cells per gram, % Cell percentage of cell survival

software previously described [3]. Finally, although we
have obtained a very limited section of the menisci to
perform all the analysis, it is known that cell viability is
highly different from one location to another [14]. This
could partially explain the differences founds in cell sur-
vival, even though similar results have been found by
others authors [20].

Gelber et al. [6] showed that the fibril collagen in frozen
menisci had a thinner diameter and a higher degree of
disarray, suggesting that the freezing process alters the
menisci’s collagen net. In the present study, the fibril
diameters and degree of disarray showed no differences in
either groups. Therefore, the results suggest that, for
meniscal allografts, cryopreservation might be a better
storage technique than freezing.

In conclusion, cryopreservation has been shown not to
alter the meniscal collagen net architecture while it does
affect cellular viability with great variability (Table 1).
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Meniscal Allograft Transplantation Without Bone Blocks:
A 5- to 8-Year Follow-Up of 33 Patients

Gemma Gonzalez-Lucena, M.D., Pablo Eduardo Gelber, M.D., Ph.D., Xavier Pelfort, M.D.,
Marc Tey, M.D., and Juan Carlos Monllau, M.D., Ph.D.

Purpose: The purpose of this study was to evaluate the functional and radiographic results on a
midterm basis, as well as complications, in an initial series of meniscal allograft transplantations
performed with suture fixation without any bone block. Methods: A series of 33 meniscal
allograft transplantations were performed at our institution from January 2001 to October 2003.
Inclusion criteria were patients with compartmental joint line pain due to a previous meniscec-
tomy. There were 24 men and 9 women with a mean age of 38.8 years (range, 21 to 54 years).
The functional outcomes were evaluated by use of Lysholm and Tegner scores at a mean and
minimum follow-up of 6.5 years and 5 years, respectively. A visual analog scale for pain was
also used. Radiographic assessment included joint space narrowing on the Rosenberg view and
magnetic resonance imaging evaluation. Results: The Lysholm and Tegner scores significantly
improved from 65.4 to 88.6 (P < .001) and from 3.1 to 5.5 (P < .001), respectively, after
surgery. The visual analog scale score significantly dropped from 6.4 to 1.5 (P < .001). The
radiographic evaluation did not show any joint space narrowing (P = .38). Meniscal extrusion
was a constant finding, averaging 36.3% of total meniscal size. According to the Van Arkel
criteria, the survival rate was 87.8% at 6.5 years. The rate of complications was 33%.
Conclusions: This study suggests that this procedure provides significant pain relief and
functional improvement in selected symptomatic individuals on a midterm basis. However, there
was a high rate of complications (33%) and revision surgery. Level of Evidence: Level IV,
therapeutic case series.

he menisci consist of fibrocartilage and play an curred in a dog after meniscectomy. Some years

important role in shock absorption, load transmis- later, Fairbank? described the same arthritic
sion, and stabilization of the knee joint. King! exper- changes that appear in a meniscectomized knee in
imentally showed the degenerative changes that oc- human beings. Other researchers have since con-
firmed those findings.3-> These changes are due to
the loss of biomechanical functions of the meniscus
itself.>7 Despite this, total meniscectomy was the
treatment of choice for a meniscal rupture for a long
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period of time. It provided excellent clinical results
in the short term, although the long-term results
were not so good because of cartilage damage.

In an attempt to restore the normal anatomy and
biomechanics of the knee after a meniscectomy, me-
niscal allografts have been used to replace menisci in
selected individuals with symptomatic knees. The
transplantation of a meniscus as a free graft was
developed in Germany in the mid 1980s.8 However, 2
surgical teams in North America experimented with
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massive fresh osteochondral allografts, including the
corresponding meniscus, to reconstruct post-traumatic
defects of the tibial plateau a decade earlier.®-10

Meniscal allograft transplantation (MAT) has yielded
favorable results and provided significant pain relief
and functional improvement on a short- and medium-
term basis. There are few series with long-term results
reported in the literature,'!-!3 and it is difficult to
compare those because of the combination of proce-
dures used.!# The factors limiting comparisons also
include graft preservation methods, fixation tech-
niques, and outcome evaluation criteria.

One of the goals of a meniscal transplant is to
restore the mechanical properties of the meniscecto-
mized knee. Cadaveric studies have shown that secure
anatomic fixation of bone plugs is required to restore
normal contact mechanics for medial and lateral allo-
grafts, whereas the joint load distributions are similar
to meniscectomized knees when only suture fixation is
performed.!5-17 McDermott et al.,'8 in a recent study,
reported on the effects of lateral meniscal allograft
transplantation with bone plugs and with sutures on
tibiofemoral contact pressures in vitro. They found
that both fixation methods reduce the peak articular
contact pressures in meniscectomized knees, even if
only fixed by suturing. The aforementioned findings
suggest that a chondroprotective effect is operative by
use of methods. Therefore a small advantage was
found when securing the allografts with bone fixation in
addition to the use of the sutures. The rationale for not
using bone blocks in our series was based on the lack
of definitive clinical data relative to the superiority of
the bone block technique, as well as our previous
experience with the use of Collagen Meniscus Implant
(ReGen Biologics, Franklin Lakes, NJ). Meniscal al-
lografts without bone blocks or even without bone
fixation have been extensively used in Europe. In fact,
Van Arkel and De Boer!® and Verdonk?° reported
favorable outcomes with only soft-tissue fixation, and
their experiences are among the longest in the world.

Controversy exists as to whether MAT prevents or
at least slows cartilage degeneration in a previously
meniscectomized compartment.?!-22

The aim of this work was to assess the functional
and radiographic results on a midterm basis, as well as
the complications encountered, in the first MAT series
performed at our institution by means of suture fixa-
tion without any bone block. The hypothesis was that
MAT significantly decreases compartmental pain and
improves the function of the previously meniscecto-
mized knee on a midterm basis.

METHODS

From January 2001 through October 2003, 33
MATSs were performed at our institution by the senior
surgeon in patients with persistent compartmental
joint line pain due to a previous meniscectomy in an
otherwise well-aligned knee. Normal alignment was
considered up to 5° varus alignment and 7° valgus
alignment.

An anterior cruciate ligament (ACL)—deficient knee
was not considered a contraindication if the ligament
was reconstructed at the same time as the transplant.
Patients who had severe degenerative joint disease
defined by advanced Fairbank changes, which means
a completely collapsed compartment on the Rosen-
berg view, were excluded. The series was composed
of 24 men and 9 women with a mean age of 38.8 years
(range, 21 to 54 years). Nineteen MATs were per-
formed to replace the lateral meniscus and 14 to
replace the medial meniscus. The mean time from
meniscectomy to transplant was 11.2 years (range, 2
to 25 years).

Additional procedures were performed in 13 pa-
tients (39%): ACL reconstruction in 8, microfracture
in 8, and chondral shaving in 9 (Table 1). The clinical
follow-up was 6.5 years (78 months) (range, 63 to 96
months).

Type of Graft

Fresh-frozen (—80°C) non-irradiated, non—antigen-
matched meniscal allografts were used in this series.
The allografts were supplied by local authorized tissue
banks. Allograft sizing was done according to the
morphometric dimensions (weight and size), as well
as the radiographic measures of the donor’s and re-
cipient’s knee, as described by Pollard et al.??

Surgical Technique

The surgical technique was completely arthros-
copic. After a complete diagnostic arthroscopy, de-
bridement of meniscal remnants was done to achieve

TABLE 1. Number of Patients With Additional
Procedures

Additional Procedures

ACL reconstruction 8
Microfractures 8
Chondral shaving 9

NOTE. Some patients underwent more than 1 procedure at the
same time as transplantation.
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Ficure 1. High-strength suture with a Krackow mattress placed
at anterior horn of medial allograft meniscus.

a good bleeding bed. Then, two 6-mm bone tunnels
were drilled at the anatomic sites of meniscal inser-
tion: one at the anterior horn and the other at the
posterior horn. After the allograft was thawed in a
saline solution bath at 36°C, high-strength sutures
(FiberWire; Arthrex, Naples, FL) with a Krackow
mattress were then placed at both horns (Fig 1). One
additional vertical mattress suture was placed from 1.5
cm of the posterior horn. The posterior-horn suture was
used to pull the meniscal allograft in place. The addi-
tional vertical suture aids in situating the graft and avoids
an additional approach because it is to be retrieved with
an outside-in technique. Once the allograft was well
fixed to the rim, by use of an inside-out technique with
vertical mattress sutures (SharpShooter; ConMed Lin-
vatec, Largo, FL) (Fig 2), the sutures placed in the
anterior and posterior horns were tied together over the
tibia cortical surface.

Major concomitant procedures included treatment
of cartilage injuries and ACL reconstruction or revi-
sion. In the case of localized Outerbridge grade IV
cartilage injuries, we made microfractures on the bone
that had undergone eburnation to promote a healing
response. Debridement and shaving were used in car-
tilage lesions graded as III or less to obtain smooth
articular surfaces. When necessary, a standard arthros-
copic ACL reconstruction was performed as a final
step. This allowed for maximum joint line distraction,
especially in stiff joints, at the time of the transplant.
The tibial bone tunnel for the ACL graft had previ-
ously been established to avoid wall breakage between
the different bone tunnels.

Postoperative Protocol

Immediate quadriceps and hamstring muscle exer-
cises, as well as passive range of motion from 0° to
60°, were initiated. Range of motion progressed grad-
ually to 90° of flexion by the end of the first month.
Partial weight bearing with a knee immobilizer was
allowed at 3 weeks and progressed to full weight
bearing at about 6 weeks. Patients returned to a nor-
mal workload by the fourth month after surgery. Run-
ning was allowed by the sixth month, depending on
patient compliance.

Functional and Radiologic Evaluation

Functional follow-up included the 100-point Lysholm
score as well as the Tegner score. The Lysholm score
was interpreted as follows: excellent, greater than 94
points; good, 84 to 94 points; fair, 65 to 83 points; and
poor, less than 65 points.?#2> A 10-point visual analog
scale (VAS) for pain was also used.

Patient satisfaction was evaluated with a subjective
score and graded as follows: very satisfied (4 points),
satisfied (3 points), neutral (2 points), dissatisfied (1
point), and very dissatisfied (0 points).

Radiographic assessment included a weight-bearing
long standing radiograph, as well as the posteroante-
rior Rosenberg view at 45° of flexion. Because one of
the potential effects of MAT might be preservation
of the cartilage, we focused on joint space narrowing
in the involved compartment measured preoperatively

FIGURE 2. Arthroscopic view of meniscal allograft after fixation
to rim by use of vertical sutures.
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and at final follow-up. The shortest distance between
the femoral condyle and tibial plateau of the involved
compartment on a posteroanterior Rosenberg view at
45° of flexion was taken as a measure of joint space
narrowing.

Magnetic resonance imaging (MRI) evaluation was
also done to assess the allograft evolution and possible
extrusion in coronal views. All studies were per-
formed at 5 years of follow-up with a superconductive
1.9-T system (Prestige 2T; Elscint, Haifa, Israel) with
a quadrature extremity coil. A positioning device for
the ankle was used to ensure uniformity between
patients. The standard knee protocol for each subject
consists of a sagittal fat-saturated proton density—
weighted sequence, a coronal T1-weighted sequence,
a coronal STIR-weighted sequence (Short T1 Inver-
sion Recovery), and an axial fat-saturated proton den-
sity—weighted sequence. A slice thickness of 3 mm
with no intersection gap was used. Extrusion was
defined as the greatest distance from the most periph-
eral aspect of the meniscus to the border of the tibia
divided by the total width of the meniscus on the same
magnetic resonance coronal image. A proportional
sizing method, presented not in absolute values but as
a percentage of the menisci that passes the tibial
plateau limit, was used in this series. This was done to
standardize the degree of extrusion to the different
sized knees.2¢

Preoperative and postoperative radiologic measures
were analyzed by means of the ePACS viewer (ver-
sion 5.0.0.0; Real Time Image, San Bruno, CA) for
clinical imaging.

Medial allografts were also compared with lateral
allografts at final follow-up.

The entire functional evaluation was performed by
1 observer, who was not the surgeon.

Statistical Analysis

Categorical variables are presented as percent-
ages and frequencies. Continuous variables are pre-
sented as mean = standard deviation. After testing
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the normal distribution of the differences between
the preoperative and postoperative scores with the
Kolmogorov-Smirnov method, we analyzed differ-
ences with the paired Student  test. Statistical analysis
was performed by use of SPSS software (version 13.0;
SPSS, Chicago, IL). Statistical significance was set at
0.05.

RESULTS

At a mean of 78 months, all but 1 of the patients
were available for follow-up. This patient did well for
about 2 years and then died of an unrelated disease.

Functional Results

The Lysholm score improved from 65.4 = 11.6 to
88.6 = 7 after the treatment (P < .001). The final
Lysholm score was excellent in 9 patients (28.1%),
good in 13 (40.6%), and fair in 10 (31.2%). Thus, in
68.7% of the patients in this series, the results were
good or excellent.

The mean follow-up Tegner score of 5.5 * 2.1 was
significantly improved compared with the mean pre-
treatment score of 3.1 = 2.1 (P < .001).

The mean VAS score improved by 4.8 points. It
dropped from a mean of 6.4 £ 2 to 1.5 = 1.2 at
follow-up (P < .001).

When the results were analyzed by compartment
(medial v lateral), there were no differences found in
the final Lysholm, Tegner, and VAS scores (Table 2).
The final Lysholm score was 86.6 in the subgroup
undergoing ACL reconstruction and 90 in the group
undergoing microfracture, whereas it was 88.6 for the
whole series. Therefore no significant differences
were found among the subgroups (P > .05).

The satisfaction of the patients with regard to the
procedure was 3.6 points out of a maximum of 4.

Radiographic Findings

The result of the radiographic evaluation with the
Rosenberg view did not show any narrowing when the

TABLE 2. Functional Outcomes Comparing Medial Versus Lateral Meniscal

Transplantation
Medial Meniscal Lateral Meniscal
Total Transplantation Transplantation P Value
Lysholm 88.63 7.2 88.37 = 7.5 89+92 .64
Tegner 5.54 £ 2.15 5+153 62 >.99
VAS 152 £1.21 137 £ 15 1.83£13 A7
Satisfaction 3.6 35 3.75
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Ficure 3.  MRI coronal views of 2 knees after (A) lateral and (B)
medial meniscal transplantation. A, Complete extrusion of the
lateral allograft can be observed (white arrow). B, Partial extrusion
of the transplanted meniscus behind the medial collateral ligament
can be observed (black arrow).

joint space was analyzed (from 3.19 = 1.23 mm
preoperatively to 3.21 * 1.96 mm at follow-up,
P = .38).

The main findings on MRI were as follows. The
entire transplanted meniscus was present in all cases
except for the explanted. The volume of the trans-
planted meniscus was smaller than expected (although
we could not record this because there was no menis-
cus for comparison). There was an altered signal,
probably indicating ongoing remodeling, some degen-

eration, or both, as well as some degree of allograft
extrusion, in all cases. Meniscal extrusion was a com-
mon finding in the whole series, with some degree in
all grafts and a mean of 36.3% * 13.7% of total
meniscal size (Fig 3). When analyzed by compart-
ment, medial allografts showed 35.9% = 18.1% pe-
ripheral extrusion whereas lateral allografts showed
38.3% * 14.4% (P = .84).

Complications

Complications included 2 cases of arthrofibrosis
and 2 infections requiring arthroscopic arthrolysis and
lavage plus specific antibiotic therapy over a period of
6 weeks, respectively. In all 4 cases the transplanted
menisci looked viable and were kept in place.

In 7 patients (21.4%), a second surgery was neces-
sary because of a graft tear. Four of them had later loss
of allograft fixation requiring refixation. The allograft
had to be completely removed in the remaining 3
cases (failure rate, 9%).

Therefore a total of 14 knees underwent second-
look arthroscopy for different reasons at different time
intervals. Only 11 of them (33% of the series) were
because of allograft complications. In 11 of 14 revi-
sion surgeries, the allografts appeared to have com-
pletely or partially healed and been fixed to both the
joint capsule and the insertion horns (Fig 4). Two
cases showed severe shrinkage. One of them was of
no clinical consequence.

FiGure 4. Second-look arthroscopy in a patient with septic ar-
thritis after MAT. There is a broken suture remaining at the anterior
horn (arrow). The allograft was observed to have healed to the
periphery by vascularized tissue.
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DISCUSSION

The main finding of this study was that performing
MAT in a patient with persistent compartmental joint
line pain due to a previous meniscectomy improves
knee function and provides a decrease in pain at least
5 years postoperatively.

In this series the graft fixation was done solely by
use of sutures. We chose this method because of our
previous experience using Collagen Meniscus Im-
plants. Fixation without bone plugs is technically less
demanding and allows easier matching to compart-
ment size. It has been suggested that the use of mul-
tiple sutures in shorter tunnels enhances fixation by
increasing implant stiffness and improving contact
mechanics.!> Moreover, suture fixation provides a
lower risk of eliciting an immunologic or antigenic
response.23

Several experimental studies have shown good
healing of the transplanted allografts when the anterior
and posterior horns are sutured without bone plug
fixation.?”-28 Hunt et al.>* showed no differences be-
tween either of the techniques in terms of the mean
pullout strength of the medial meniscal allograft with
posterior horn fixation in a cadaveric model. It has
even been reported that nonanatomic bony fixation
may lead to enhanced articular cartilage degenera-
tion.3° There are also clinical studies in which satis-
factory results have been obtained with suture fixa-
tion.11.31.32

The allografts used in this series were fresh frozen
(—80°C), the most commonly used preservation
method in our environment. These are less likely to
provoke an immune response. Nevertheless and in
contrast to currently accepted knowledge, Gelber et
al.33 have recently shown that the freezing process
alters the menisci’s collagen net in terms of both the
size and degree of disarray of the collagen fibril.
These structural changes might deteriorate the al-
lograft’s functions and even lead to its shrinkage.

Allograft shrinkage is difficult to assess not only on
MRI but also on second-look arthroscopy. Carter,>* in
22 second-look surgeries, reported only 3 cases of size
reduction. Milachowski et al.® noted shrinkage of 33%
to 66% in 14 of 23 menisci examined by arthroscopy
after 8 months of follow-up. However, the latter series
had used lyophilized allografts, and this preservation
method is now accepted to constantly produce a de-
crease in allograft size. Although only 2 of 33 cases
(6%) had clearly shrunken in our series, we believe
that a significant number of transplants had a size
inferior to that expected.

Most of the authors have found pain relief and
functional improvement to be the main benefits of
MAT, at least during the first years of follow-
up.!'2:2532.35-37 Qur functional results also show an
improvement after surgery in both Lysholm and Teg-
ner scores as well as pain relief reflected by means of
the VAS score at a minimum of 5 years’” follow-up.
Interestingly, these results are in agreement with those
reported in the literature regardless of the type of
implant or the fixation technique used.!!-19-32

In a recent clinical trial review,3® the majority of
published series providing outcome data had over
60% of their patients exhibiting a successful outcome.
These were also our findings. However, favorable
results were observed in 88% of cases in a selective
analysis of the more recent studies. Potential causes
for this improvement may include refinements in the
selection of patients and graft processing and prepa-
ration, as well as in the surgical technique.’®

It has also been reported that lateral allografts
yielded better functional scores than medial allo-
grafts.?> This could be explained by the fact that the
lateral meniscus transmits more of a load through the
knee and so the lateral transplant should be more
important in restoring knee biomechanics. This was in
contrast to the functional results observed in our
study, where lateral and medial meniscal transplanta-
tion scored similarly.

We found no deterioration in the joint line space in
the affected compartment at the end of the follow-up.
In fact, outcomes showed a slight widening of the
space (0.02 mm), although this was statistically non-
significant. Garrett*® noted no progressive degenera-
tion after 60 months of follow-up in a study with 15
cryopreserved allografts. Similar results were reported
by Rath et al.,*! Van Arkel and De Boer,'® and Yoldas
et al.*2 On the other hand, Stollsteimer et al.? reported
joint space narrowing of 0.88 mm in their series.
However, the long-term effect of these allografts on
the progression of osteoarthritis remains to be deter-
mined.

The most common complication reported in menis-
cal transplantation is retearing of the allografts. In a
review of 15 series evaluating the clinical outcome of
MAT, Matava38 found a tear rate of 8.2%. Our series
showed a tear rate of 21.4% (7 allografts) with repair
in 4 cases and removal in the other 3. Therefore our
allografts exhibited a failure rate of 9%. With regard
to the complication rate, there seems to be a high
range of variation in the literature, depending on what
is considered a complication. In the aforementioned
review of 15 MAT series published by Matava, the
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rate of reoperation ranges from not reported*® to
26%.43 However, if one examines some other compli-
cations, such as loss of motion, the rate ranges from
0% in several series to 11%.4* In the case of infec-
tions, some series reached a rate of 4.5%#® whereas it
was not reported in others. Overall, the rate of com-
plications in our series can be considered high
(33%). We consider allograft tears as complica-
tions, in addition to whatever factors obliged the
surgeon to reoperate.

By use of the criteria of Van Arkel and De Boer,?
which consider not only meniscal retention but also
good knee function, our allografts’ survival rate was
87.8% at a mean of 6.5 years postoperatively in con-
sideration of the fact that 3 failures plus 1 worsening
of function led to 28 good outcomes.

Meniscal extrusion is a known phenomenon in the
natural history of degenerative knee joint disease.
Theoretically, a meniscus well fixed at both the ante-
rior and posterior horns is able to translate axial com-
pression into circumferential efforts and thus does not
extrude. However, recent evidence suggests that ex-
trusion can also be seen in normal knees.?¢ With
regard to the transplanted knees, to our knowledge,
only 2 reports have focused on extrusion. Verdonk et
al.3> compared the extrusion of 10 lateral allografts
with 10 normal knees by means of MRI as well as
ultrasonography. They found all the transplanted me-
nisci without bone block fixation but with firm fixation
of the horns to the original sites extruding in the lateral
direction significantly more than the normal meniscus.
This extrusion does not increase with axial load. More
recently, Lee et al.*> also showed that the extruded
allograft tends to be stable over the long term and
clinically seems to be irrelevant. In our series all
allograft menisci showed some degree of extrusion.
With regard to the global allograft size, our allografts
were extruded some 36.3%. This high percentage of
extrusion can be related to the type of fixation used.
Even though no clinical correlation has been found,
this and some other issues caused us to consider other
fixation systems.

The main limitation of this work of course is that,
though prospective, the study was not randomized and
had no control group. However, we have to mention
that when using a meniscal allograft, it is very difficult
to find the right control group (osteotomies, unicom-
partmental knee replacements, total knee replace-
ments). If a total knee replacement is to be used as a
comparison, its results in young persons are very
limited and the need for further surgeries is a certainty
as time passes.

These results suggest that this procedure appears to
be a useful option in selected symptomatic individu-
als. After surgery, these patients might expect some
pain relief and an increase in their activity level that
remains unchanged over a mean of 6.5 years, which
confirmed our hypothesis. However, a reoperation rate
of more than 30% seems to be excessive for such a
benign procedure, even though the learning curve has
to be taken into account.

CONCLUSIONS

This study suggests that MAT performed in the
manner we describe provides significant pain relief
and functional improvement in selected symptomatic
individuals on a midterm basis. However, there was a
high rate of complications (33%) and revision surgery.
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APENDICES

1. ESCALA FUNCIONAL DE LYSHOLM

Escala de puntuacidn de la rodilla segdan Lysholm

El paciente dobe completar oste formulanio

INSTRUCCHINES: Margue e recuadie sproplads on cods calegonin para éndicar cdmme esfd su rodila e la actualiced. Elja
SN0 LIND reSpLIrS por CAlegoria, B que mejor so gesie o fa renbdad. S§bese algin covmamndio, Ssolicile wn fornalvio de
comenianas 8 su mddioo o coprdinedor del andiisis o posventa Por fvor no escriba o 105 mdrgenss.

1 Cojera

D MNinguna

[ Ligera o periddica

O severa ¥ constante

2 Utilizaciéon de muletas

O Minguna

[ Bastén o muletas

O Imposible soportar el peso

3 Blequeo

O ne hay sensacidn de bloquea ni de estar trabado
|:| Sencacion de estar rabado pero no hay blogueo
3 Bloqueo ocasional

] Blogueo frecuente

[ Articutacian boqueada al examinarse

4 Inestabilidad
D Nunca cedo

& Hinchazon

] Ninguno

[J Al hacer esfuerzos severos
[ Al hacer esfuerzos comunes
O constante

7 Cuclillas

[J sin problemas

O Ligeramenie perjudicado
EI Mo mas alla de 907

O imposible realizario

& Al subir escaleras

D Sin problemas

[ Ligeramente perjudicade
[ peunaenuna

[J impasible realizaro

D Rara vez durante pruebas atlélicas u otros esfuerzos severos
L] Frecuentemente durante prucbas atléticas u otros esfuerzos severos (o incapacidad de participar)

D Ocasionalments en las aclividades diarias

[0 Frecuentemente en las actividades diarias

[ A cada paso

5 Deolor

D Ninguno

[ wo constante y ligero durante ejercicios fuertes
[] Marcado durante ejercicios fuertes

D Marcado al caminar o después de caminar mas de 2 kildmeiros

I:I Marcado al caminar o después de caminar menos de 2 kildmetros

D Constante
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1. 2. ESCALA DE ACTIVIDAD DE TEGNER

Nivel de actividad segin Tegner

El paciente debe compioiar este formuiana

INSTRUCCIONES: Rewvise las calegorias numeradas de nivel de aclividad (0 & 10) & indigue su
nivel de actividad aclual de su lesion, anotando &l nimero que corresponda én los recuatros de la
esquing inferior derecha de esle formulario. Si encuenfra gue sus aclividades acluales puadan
encanlrarse en mas de una categorfa numerada, indigue el ndmero mayor,

Si tlere algin comentario, solicie un formulario de comentarios a su médico o coordinador del
analizis de posventa. Por favor no escriba en los margenes.

10
Deportes de competicion

Fiithol (de éite nacional & imemacional|

)

Deportes de competicién
Filho! [categorias infencres)
Hockey sobre higbo

Lucha libre

Gimnasla

]

Deportas de competicidn
Bandy

Squash

Badmintan

Allelizmo (safos, ele.)

Esqui alping

T

Deportes de competicion
Allelismo (camesas)

Tenis

Motocross en pista rapida
Balonmano

Baloncesto

Carreras en pista campo a lravés
Deportes de ocio

Bandy

Hockey sobre hielo

Fulilbol

Squash

Atletismo (salios)

Carreras en pisla campo a través

B

Deportes do ocio

Tenis

Badminton

Balonmano

Baloncasto

Esqui alpino

Correr (al manos 5 veces por somana)

5

Trabajo

Trabajos dunos (por ejsmplo, construccin, agricutura)
Deportes de competicion

Ciclismo

Esqui campo a traves

Doportes de ocio

Correr en temreno irmagular {al menes dos veses por samana)

4

Trabajo

Trabajes no muy duros (por sjompls, conduccion de camiones,
Deportes de ocio \rabapr pesado domésticn)
Ciclisma

Esqui campo a traves

Caorrer an lerreno liSo (al menas dos vtes por seman)

3

Trabajo

Trabajo ligero (per sjempla enfermara)

Daportes de competicion

Matacitn

Deportes de ocio

Matacidn

Caminar por montes accesibles (sendorizmn, srcursonisma)

2

Trabajo

Trabajo ligero

FPosibilidad de caminar por terreno iregular pero

impasible caminar por el monte (imposible hacer sendensme
- il BNCLTSANELTIO)

Trabajo
Trabajo sedentario
Posibilidad de caminar en terreno liso

1]
Baja per enfermedad o discapacidad debido a la
lesion de la rodilla

Nivel de actividad actual Dj
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