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INTRODUCCION
1. Introducciéon

La osteogenesis por distraccion o distraccion 6sea consiste en la generacion de
hueso endogeno a través de la expansion esquelética, asi como de las partes blandas
circundantes, lo cual permite salvar defectos 6seos de cuantia variable. EI nuevo hueso
se regenera entre dos extremos 6seos, los cuales se separan gradual y lentamente tras la
realizacion de una osteotomia. Incluye procedimientos como los alargamientos 6seos, la

distraccion fisaria y el transporte dseo.

Este Gltimo consiste en la movilizacion longitudinal y progresiva de un segmento
libre de hueso vivo, ocupando la zona de pérdida de sustancia ésea con nuevo hueso que
se formara de manera continua mientras dure dicha movilizacion, y que por tanto estara
constituido de distintos tipos de tejidos en diferentes fases de desarrollo en funcién del

momento de estudio.

A lo largo de este capitulo se expondran los distintos constituyentes del tejido
regenerado durante la distraccion (6seo, conectivo y cartilaginoso), asi como el papel
que juega cada uno en las distintas fases de formacién, sus métodos de estudio y su
evolucion historica, desde su descubrimiento a la actualidad.

2. Tejidos conectivos

2.1 Tejido 6seo
2.1.1. Composicion y funciones

Los huesos, junto con el cartilago, forman el aparato 6seo o esqueleto. En el
organismo existen 206 huesos, los cuales estan formados por un tejido conjuntivo con
gran actividad y dinamismo, en el que coexisten distintos tipos celulares diferenciados

funcionalmente.
Las principales funciones del esqueleto son®:

- Funcion protectora de 6rganos y sistemas.
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Funcion mecanica y de sostén (huesos de las extremidades inferiores, pelvis y
columna vertebral).

Funcién dinamica, actuando como puntos de apoyo sobre los que traccionan los
elementos musculo-tendinosos.

Funcion de almacenamiento de minerales, actuando como reguladores de la
calcemia.

Funcidn hematopoyética (continente de la médula 6sea).

Funcion reguladora de la respuesta inmune.

Los huesos constituyen verdaderos Organos, experimentando cambios tisulares

continuos, y un proceso de formacion y destruccion constante, conocido como

“remodelacion Osea”.

El tejido fundamental del hueso es el tejido Gseo, consistente en un tejido

conjuntivo con una particular dureza debido a que en su seno se produce un proceso de

mineralizacion. Contiene elementos celulares y un componente extracelular, o matriz,

que a su vez, se divide en una fraccién orgénica y otra mineral® 3,

e Fraccion organica

La fraccion orgénica corresponde al 30% del peso del hueso seco, y en ella

guedan integrados los elementos celulares (2%) y la sustancia intercelular (98%).

Entre los tipos celulares se establecen®®:

Células osteoprogenitoras, que derivan de las células madre mesenquimaticas
de la médula 6sea y tienen potencial de diferenciacion a tipos celulares
diferentes (adipocitos, fibroblastos, osteoblastos, condrocitos y células
musculares). El factor fundamental que desencadena la diferenciacion de las
células osteoprogenitoras es el factor fijador central alfa 1 (CBFAL). Estas
células se hayan en las superficies externa e interna de los huesos, y en los vasos
que irrigan el tejido déseo. Estas células comprenden (1) las células peridsticas
que forman la capa mas interna del periostio y (2) las células enddsticas que

tapizan las cavidades medulares, los conductos de Havers y los de Volkman.
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Son aplanadas y con nucleo alargado. Su estimulacién las transforma en una
celula secretora mas activa, el osteoblasto.

- Osteoblastos, o células formadoras de hueso. Se originan de una célula madre
mesenqguimal bajo la influencia de factores de crecimiento. Esta célula se conoce
como preosteoblasto, y se localiza en las superficies periostica y endostica del
hueso. También pueden derivar de la linea estromal del sistema
reticuloendotelial. Secreta tanto coladgeno tipo | (que supone el 90% de las
proteinas Oseas) como proteinas de la matriz 6sea, que constituyen la matriz no
mineralizada inicial, llamada osteoide. El osteoblasto también tiene a su cargo la
calcificacion de la matriz, proceso que inicia mediante la secrecion de las
vesiculas matriciales, que tienen gran contenido en fosfatasa alcalina. Son
células voluminosas, con nucleo grande y muy activas, que se sitlan sobre la
superficie del hueso que van formando. Su aspecto es piriforme o rectangular
con su eje mayor en disposicion perpendicular a la sustancia osteoide que
producen, y su distribucion monoestratificada en la superficie donde se est4
formando tejido 6seo. Presentan prolongaciones que estdn comunicadas con las
de otros osteoblastos y con las de los osteocitos por medio de nexos. En
contraste con los osteoblastos secretores que se ven donde hay depésito activo
de matriz, los inactivos son células aplanadas o adelgazadas que revisten la
superficie Gsea. Los osteoblastos responden a estimulos mecanicos para mediar
los cambios en el crecimiento y el remodelado de los huesos. A medida que se
deposita la matriz osteoide, el osteoblasto va quedando rodeado por ella. Cuando
termina, queda incluido por completo en el osteoide y se convierte en osteocito.

- Células de revestimiento 6seo. Derivan de los osteoblastos y tapizan el tejido
0seo que no se esta remodelando. Son células aplanadas. Las que tapizan las
superficies externas del hueso se denominan células periosticas y las que tapizan
la interna, células endodsticas. También se cree que intervienen en el
mantenimiento y nutricion de los osteocitos incluidos en la matriz ésea, al
presentar prolongaciones que se extienden dentro de los canaliculos de la matriz
Osea contigua y comunicarse con los osteocitos.

- Osteoclastos, encargados de la resorcion 0sea, que guarda el equilibrio con la
formacion o6sea que llevan a cabo los osteoblastos. Derivan del mismo precursor

hematopoyético que monocitos y macrofagos, tras la fusion de células
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hematopoyéticas mononucleares bajo el efecto de citoquinas multiples (TNF, I,
factor estimulante de colonias de monocitos, etc.). Son células muy
voluminosas, con abundantes nucleos (3-20) y morfologia redondeada, y
protoplasma rico en fosfatasas acidas. Los osteoclastos de formacion reciente
sufren un proceso de activacion para convertirse en células capaces de llevar a
cabo la resorcidn 6sea. Se sitGan a lo largo del tejido 6seo que van a destruir,
horadando cavidades en él que reciben el nombre de lagunas de Howship. La
superficie del osteoclasto que gqueda enfrentada a estas cavidades presenta un
borde erizado, denominado ribete en cepillo. Dicho ribete traduce la actividad
de la célula, y su funcion es la de ampliar la superficie de contacto con el hueso
a destruir por medio de microvellosidades a través de las cuales se produce la
exocitosis de enzimas liticas y protones. Intervienen en la homeostasis de la
calcemia, y su funcion estd regulada por muchos factores, sobre todo
hormonales. Cuando el osteoclasto completa su funcion, desaparece por
apoptosis.

- Osteocitos, son las células maduras del tejido 6seo y derivan de los osteoblastos,
por transformacion de aquellos que quedan incluidos en la matriz calcificada tras
el proceso de mineralizacién, y que es responsable de mantener la matriz dsea.
El 90% de las células del hueso maduro son osteocitos, pero solo el 15% de los
osteoblastos se transformaran en ellos. Una de sus funciones es la
mecanotransduccion, en la cual la célula responde a fuerzas mecéanicas aplicadas
al hueso. Los osteocitos pueden sintetizar matriz nueva y también reabsorberla,
al menos en un grado limitado. Estos procesos contribuyen en un grado
importante a la homeostasis del calcio en sangre. Son aracneiformes, y lanzan
prolongaciones que los mantienen en contacto por medio de “nexos” con los
osteocitos vecinos, células de revestimiento y osteoblastos. Ocupan cavidades
que les sirven de lecho, y que se denominan “osteoplastos” o “conductos
calcoforos”. Cuando el hueso se necrosa, estas células desaparecen y dichas
lagunas aparecen vacias. La muerte de los osteocitos por traumatismo,

envejecimiento celular o apoptosis da como resultado la resorcidn 6sea.
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El componente intercelular constituye el 95% de la fraccion organica. En su
mayor parte esta constituido por colageno dispuesto en forma de fibras y por un 5-10%
de proteinas no coldgenas. Es la estructura proteica mas importante del hueso, y se
corresponde con colageno tipo | en forma de triple hélice. Proporcionan al hueso una

gran resistencia a la traccion.

Entre las proteinas no coldgenas destacan la osteocalcina (que puede utilizarse
como marcador de la actividad osteoblastica) y los “factores de crecimiento” (1% del
total de proteinas no colagenas), que actian como reguladores del metabolismo de las
células Gseas. Se desconoce el nimero de factores de crecimiento que actGan sobre cada
una de las fases de la osificacion, pero se han encontrado multiples aplicaciones clinicas
de los mismos en la actualidad, como aceleracién de la consolidacion o como

tratamiento de la pseudoartrosis.
e Fraccion inorganica

Representa el 70% del peso seco, y va desarrollandose como consecuencia del
proceso de mineralizacion de la matriz. En los osteoblastos se concentra calcio y
fésforo, que precipita en su interior, y lo eliminan para formar sales 6seas y empezar asi
la formacidn de cristales. La mayor parte del componente mineral es similar al mineral
natural hidroxiapatita. Se dispone en forma de cristales, y estan compuestos por fosfato
tricalcico en un 80%, un 10% de carbonato calcico y numerosas impurezas. Estos
cristales se disponen orientados en la misma direccion que las fibras colagenas. La
unién del colageno con la hidroxiapatita es la que confiere al hueso sus propiedades

mecanicas, resultando altamente resistente.
2.1.2. Anatomia y estructura del hueso

En los huesos largos (fémur, tibia, etc.) se distinguen dos extremos o epifisis una
parte central o diafisis, y una zona entre los dos segmentos anteriores conocida como
metafisis® *”. Su interior estd constituido por la cavidad medular ocupada por la

médula 6sea 0 hematopoyética.

Envolviendo al hueso aparece una capa de tejido conectivo, el periostio, que se

encuentra sobre la superficie externa de la cortical, anclandose a la misma mediante las
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fibras de Sharpey. En €l se distinguen dos capas: una externa, rica en fibro-colagenos y
de escasa actividad, y una interna, en contacto directo con la cortical, rica en
osteoblastos y muy activa, que se denomina cambium (muy desarrollada en huesos
jévenes). Su grosor y adherencia al hueso va disminuyendo desde los primeros afos de
vida hasta la edad adulta. Tiene un importante papel en el proceso de consolidacion y
distraccion osteogénica® 9, y reacciona de forma muy marcada en la infancia ante

cualquier agresion (tumoral, infecciosa, etc.), y en menor grado durante la madurez.

La superficie interna cortical esta tapizada por el endostio, que es mas delgado y
menos activo que el periostio. Reviste todas las superficies internas, incluyendo los
espacios medulares y conductos vasculares, albergando células osteogénicas. Se
continta con la capa interna del periostio en los orificios de desembocadura de los vasos

que perforan al hueso.

En cuanto a la vascularizacién, en los huesos hay que distinguir un sistema
aferente o arterial, y otro eferente o de drenaje venoso. En los huesos largos se pueden
diferenciar 4 vias en el sistema arterial: (1) sistema principal o nutricio, (2) periostico,
(3) metafisario y (4) epifisario. También existe una red a nivel del endostio de menor
entidad. Las arterias peridsticas riegan una tercera parte de la cortical, proviniendo el
riego de los dos tercios restantes de ramas de las arterias ascendentes y descendentes del
sistema principal, que terminan contactando con las anteriores. El sistema metafisario
proviene de las arterias musculares vecinas y de las anastomosis vasculares de las
articulaciones adyacentes. El sistema epifisario conduce sangre desde los sistemas

arteriales periarticulares.

En la estructura macroscopica del hueso, se distinguen una zona mas dura,
compacta y superficial, que corresponde a la llamada cortical, y otra mas interna, que se
denomina esponjosa o trabecular (Fig.1). La funcion cortical es basicamente mecéanica y

la esponjosa, tanto metabdlica como mecanica.

La cortical esta compuesta por una serie de laminas 0seas dispuestas de manera
concéntrica® #®. Cada uno de estos sistemas se denomina osteona o sistema haversiano,
siendo la unidad funcional fundamental del hueso. En el centro de cada osteona se
dispone el conducto de Havers, por el que discurren vasos y nervios y se une a los

conductos vecinos mediante los canales de Volkman. Entre las osteonas se disponen

7



Tesis Doctoral Introduccién

sistemas laminares intersticiales y rodeando por fuera a todas las osteonas se sittan las
laminas circunferenciales externas. Sobre las laminas de los sistemas ostednicos se

disponen los osteocitos. Dicho hueso cortical constituye el 80% del esqueleto adulto.

El hueso esponjoso esta formado por trabéculas 6seas, que se disponen formando
una red tridimensional en forma de malla® *®. Se observa principalmente en las
regiones metafiso-epifisarias de los huesos largos, en el interior de los cortos y en los
cuerpos vertebrales. En los espacios entre las trabéculas se dispone médula 6sea y grasa
en distintas proporciones en funcion de la edad. EIl hueso esponjoso tiene un area de
superficie 20 veces mayor por unidad de volumen que el cortical, una actividad 8 veces
superior que la de este Gltimo, y responde con més rapidez que el cortical a los cambios

provocados por las cargas mecanicas.

Arténa ostednica Laminillas

circunferenclales
nternas

Fibras
colégenas

Endostio

Laminillas
intersticiales e

\ Volkmann

Laminillas 6seas

\ ", Endostio ostebnico
B
o

Periostio

Conducto de Havers

Laminillas
cireunferenciaies
externas

Osteocito en laguna

Fig.1: Diagrama tridimensional de la estructura de un bloque de hueso compacto extraido de la di&fisis de

un hueso largo .

Desde el punto de vista microscopico se diferencian el hueso inmaduro o Woven
Bone y el hueso maduro o laminar.
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El Woven Bone aparece cuando los osteoblastos producen matriz osteoide muy
rdpidamente, como durante la vida fetal o en el caso de la vida adulta, durante la
reparacion de las fracturas. Se caracteriza porque las fibras de coldgeno que lo forman
no se encuentran orientadas siguiendo una direccion concreta. Es mas flexible que el
hueso maduro, presenta mayor cantidad de osteocitos por unidad de volumen y el indice

de recambio celular es mayor que en el hueso maduro.

El hueso maduro aparece como resultado de la remodelacion del Woven Bone. Es
mas fuerte que éste y las fibras de colageno que lo constituyen aparecen orientadas

siguiendo ejes de fuerza.

2.2  Tejido cartilaginoso. Tipos de cartilago. El cartilago de

crecimiento

Los extremos epifisarios de los huesos se encuentran tapizados de tejido
cartilaginoso. Se distinguen 3 tipos de este tejido, dependiendo de su composicion, y

con distintas localizaciones® * &

- Cartilago hialino, caracteristico por presentar una matriz amorfa homogénea. En
toda la matriz hay espacios llamados lagunas o condroplastos, que contienen a
las células cartilaginosas o condrocitos. Entre sus funciones, encontramos la de
proveer una superficie de friccion baja, participa en la lubricacion de las
articulaciones sinoviales y distribuye las fuerzas aplicadas al hueso subyacente.
La matriz del cartilago hialino es producida por los condrocitos y contiene tres
tipos fundamentales de moléculas: (1) Colageno, sobre todo tipo Il, y en menor
cuantia, tipo IX, XI, X'y VI, (2) Proteoglicanos (hialurano, condroitin sulfato y
queratan sulfato) y (3) Glucoproteinas no colagenas o multiadhesivas. La matriz
del cartilago hialino estd muy hidratada, lo que contribuye a la capacidad del
cartilago para soportar pesos. El remodelado de la misma actla como
transductor de sefiales para que los condrocitos incluidos en ella dirijan su
actividad sintetica a los tipos adecuados de moléculas nuevas. Los condrocitos
son las células especializadas que mantienen y producen la matriz extracelular.
Pueden aparecer solos o en cumulos llamados grupos isogénicos, lo cual indica
gue acaban de dividirse. Conforme sintetizan matriz, se van rodeando de la

misma y se dispersan. Son células grandes, con citoplasma de aspecto variable
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segun el grado de actividad de la célula. Ademas, el cartilago hialino forma el
molde para el esqueleto en desarrollo del feto. Rodeando al cartilago hialino
encontramos un tejido conjuntivo adherido con firmeza, el pericondrio,
compuesto por células que no se distinguen de los fibroblastos y que funciona
como fuente de células cartilaginosas. Cuando esta activo, se presenta divido en
una capa interna activa celular y una externa fibrosa. El cartilago hialino de las
superficies articulares no tiene pericondrio. Cuando el cartilago hialino se
calcifica es reemplazado por tejido éseo. Al calcificarse la matriz los condrocitos
no pueden realizar el intercambio de sustancias y terminan muriendo,
sustituyéndose el cartilago entonces por tejido 6seo. Se da en 3 situaciones bien
definidas:
o Calcificacion de la porcion del cartilago articular en contacto con tejido
6seo pero no la superficial.
o Durante la osificacion endocondral en el periodo de crecimiento de una
persona.

o En el adulto como parte normal del proceso de envejecimiento.

Sin embargo, aln no queda claro que un proceso similar sea el que ocurre durante

la osificacién en la distraccion ésea.

Cartilago fibroso, compuesto por condrocitos y tejido conjuntivo denso, con
abundancia de fibras de colageno tipo | y matriz similar al cartilago hialino. Se
localiza en los discos intervertebrales, sinfisis pubiana, meniscos y complejo
fibrocartilaginoso triangular de la mufieca.

Cartilago elastico, caracterizado por fibras elasticas y laminas interconectadas
de material elastico, ademas de material de la matriz similar al cartilago hialino.

Se localiza en el pabell6n auricular, glotis y trompa de Eustaquio.

El cartilago tiene una capacidad limitada de reparacion, incluso ante lesiones

leves. Esta falta de curacion es consecuencia de su avascularidad, de la inmovilidad y de

la falta de proliferacion de los condrocitos maduros. La reparacion suele consistir en

generar tejido conjuntivo denso. No obstante, en adultos es habitual que se formen

vasos sanguineos nuevos en el lugar de la lesién durante el proceso de curacion, lo que

daréa lugar al desarrollo de tejido 0seo en lugar de una verdadera reparacion.
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El cartilago de crecimiento o fisis tiene como funcion intervenir en el crecimiento
de los huesos; en el caso de los largos, en longitud. Se sitla a nivel de los extremos
proximal y distal de éstos, actuando de frontera entre epifisis y diéfisis, y mantiene su
actividad durante el tiempo que dura el desarrollo de los huesos, por lo que desaparece

cuando cesa el crecimiento del esqueleto.

En su estructura se diferencian 5 capas (Fig.2)" 2 *© 7 19: (1) |a capa germinal o
de reserva (que actia como almacén, y no muestra proliferacion celular ni produccién
activa de matriz), (2) la capa proliferativa (compuesta por condrocitos de mayor tamafio
formando columnas paralelas, que sintetizan activamente colageno), (3) la capa
hipertréfica (donde las células aumentan de tamafio y muestran una actividad
metabdlica importante), (4) la capa de calcificacién (donde las células hipertroficas
comienzan a degenerarse y la matriz se calcifica; luego el cartilago calcificado sirve
como armazon sobre el que se deposita tejido 6seo nuevo), y (5) la capa de resorcion
(donde el cartilago calcificado esta en contacto directo con el tejido conjuntivo de la
cavidad medular, invadiéndolo junto con vasos sanguineos de pequefio calibre,
ocupando el espacio de los condrocitos agdnicos, adquiriendo un aspecto de puntas de

lanza en los cortes histoldgicos longitudinales).

Fig.2: Muestra de cartilago de crecimiento. Se pueden identificar de izquierda a derecha las 5 capas que lo
componen: de reserva, proliferacion, hipertrofica, calcificacion y resorcién. Tincidn: hematoxilina-eosina,
x 80y x 140 (Extraida el 13/01/2014 de http://medsci.indiana.edu/histo/docs/lab2_8.htm copyright
2006)™Y.

11



Tesis Doctoral Introduccién

2.3 Tejido conectivo denso o fibroso

El tejido conjuntivo estd compuesto por células y una matriz extracelular que
contiene fibras, sustancia fundamental y liquido histico. Las funciones de los diversos
tejido conjuntivos reflejan los tipos celulares y fibras que contiene, y el caracter de la

sustancia fundamental y la matriz extracelular.

Bajo el nombre de tejido conjuntivo se incluye una gran variedad de tejido con
propiedades funcionales diferentes, pero con ciertas caracteristicas comunes que
permiten agruparlos®. Un ejemplo del mismo seria el tejido 6seo, en el cual sus fibras
estdn organizadas con una conformacion especifica y se calcifican para conseguir la

dureza que lo caracteriza.
Dentro de los tejidos conjuntivos del adulto encontramos dos subtipos generales:

- El tejido conjuntivo laxo, también llamado tejido areolar.
- El tejido conjuntivo denso o fibroso, que puede subclasificarse en funcion de la
disposicion de sus fibras en tejido conjuntivo denso no modelado y tejido

conjuntivo denso modelado.

El tejido conjuntivo denso no modelado o irregular contiene sobre todo fibras
colagenas. Las células son escasas y siendo la principal el fibroblasto. También existe
una cantidad escasa de sustancia fundamental. Lo habitual es que las fibras estén
dispuestas orientadas en diversas direcciones para que resistan las fuerzas tensoras que

actuan sobre drganos y estructuras (por ejemplo, los érganos huecos).

El tejido conjuntivo denso modelado o regular es el principal componente de
tendones, ligamentos y aponeurosis. Al igual que en el no modelado, las fibras son la
caracteristica prominente y hay muy poca sustancia fundamental. Sin embargo, en este
caso, las fibras se hayan dispuestas en haces paralelos, minimizando el espacio entre
ellas para ofrecer la resistencia maxima. Las células que las mantienen estan

comprimidas y alineadas entre los haces de fibras.

Las fibras del tejido conjuntivo estan presentes en cantidades variables segun las
necesidades estructurales y la funcion del tejido donde se ubiquen. Existen 3 tipos, todas
producidas por los fibroblastos: fibras colagenas, reticulares y elésticas.
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Las fibras colagenas son flexibles y tienen una gran resistencia tensora. Son
estructuras onduladas, de espesor variable y longitud indeterminada. Al
estudiarlas con la microscopia electronica de transmision, aparecen como haces
de subunidades filamentosas, llamadas fibrillas colagenas. Dentro de una fibra
estas fibrillas tienen un grosor uniforme. Sin embargo, en diferentes sitios y
etapas del desarrollo, las fibrillas varian de tamafio. Asi, mientras en tejidos
inmaduros no suelen medir més de 15-20 nm, en tejidos sometidos a tension
considerable, las fibrillas pueden llegar a medir 300 nm de didmetro. Las
fibrillas colagenas, ademas exhiben un patron de bandas transversales con una
periodicidad de 68 nm, reflejo de su estructura en subunidades v,
especificamente del tamafio, la forma y la disposicion de las moléculas de
colageno que forman la fibrilla. Las moléculas de colageno tienen cabeza y cola,
que se alinean con las de otras moléculas en hileras que se superponen, con
brechas entre las moléculas de cada hilera, y un desfase de un cuarto de
molécula entre hileras contiguas. La resistencia de la fibrilla es consecuencia de
los enlaces covalentes que hay entre las moléculas de colageno de hileras y no
de las uniones cabeza con cola entre las moléculas de una hilera. Ademas, cada
molécula de colageno individual esta formada por tres cadenas polipeptidicas
llamadas cadenas o, cuyo tamafio varia entre 600 y 3000 aminoacidos, y que se
enroscan entre si para formar una triple hélice dextrdgira. Existen al menos 42
tipos de cadenas a codificadas por genes diferentes. Segiin las combinaciones
entre ellas, dan lugar a un tipo u otro de colageno, pudiéndose categorizar hasta
la actualidad 27 tipos diferentes.

Las fibras reticulares, que proveen un armazon de sostén para los constituyentes
celulares de diversos tejidos y érganos. Estdn compuestas por colageno tipo 11,
y exhiben un patron de bandas transversales con una periodicidad de 68 nm. Sin
embargo, su diametro es reducido y no se organizan para formar fibras gruesas,
sino en redes 0 mallas, que establecen el limite del tejido epitelial, al igual que
rodean adipocitos, vasos sanguineos de pequefio calibre, nervios y células
musculares. Son abundantes sobre todo en las primeras etapas de curacion de las
heridas y de la formacion del tejido cicatricial.

Las fibras elasticas son méas delgadas que las de colageno, y se organizan en un

modelo ramificado para formar una red tridimensional. Se entremezclan con
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fibras de colageno para limitar la distensibilidad de los tejidos e impedir el

desgarro por estiramiento excesivo.

Rodeando a las celulas del tejido conjuntivo encontramos la matriz extracelular, la
cual contiene las fibras descritas anteriormente y sostiene a las células que lo componen.
Ademas, contiene proteoglicanos, glucoproteinas multiadhesivas y
glucosaminoglucanos, constituyentes estos tres de la sustancia fundamental. Cada célula
del tejido conjuntivo secreta una proporcion diferente de moléculas de la matriz
extracelular que contribuyen a la formacion de muchas organizaciones estructurales
diferentes, consecuencia de la cual, la matriz posee propiedades mecanicas y

bioguimicas caracteristicas especificas del tejido en el que se encuentra.

La matriz extracelular provee sostén mecanico y estructural al tejido, al igual que
fuerza tensora, y actla como barrera bioquimica y ayuda a regular las funciones

metabolicas de las células que rodea.

Las células del tejido conjuntivo pueden ser residentes (fijas, se mueven poco) o
errantes (libres). Entre las fijas encontramos: fibroblastos, miofibroblastos, macrofagos,
adipocitos, mastocitos y células madre mesenquimaticas. Entre la poblacién libre o
transitoria, destacan: linfocitos, plasmocitos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos y

Mmonocitos.

Los fibroblastos tienen a su cargo, como se ha descrito antes, la sintesis de las
fibras colagenas, reticulares y elasticas, y de los carbohidratos complejos de la sustancia
fundamental. Estan constituidos por un nicleo alargado, y su citoplasma consta de
largas prolongaciones que por lo general no se ven, en gran medida, porque se

confunden con las fibras de colagena.

Los miofibroblastos son alargadas y fusiformes también, y combinan

caracteristicas de fibroblasto con las de las células musculares lisas.

Los macrofagos son células fagociticas derivadas de los monocitos, que llegan por
el torrente sanguineo al tejido conjuntivo, donde se diferencian a macrofagos. Son
dificiles de identificar en las preparaciones, a menos que estén en plena actividad

fagocitica.

14



Tesis Doctoral Introduccién

Los mastocitos se forman en la médula 6sea y migran hacia el tejido conectivo,
donde desarrollan los granulos citoplasmaticos que los caracterizan. Son células grandes
con ndcleo esferoidal. Sus granulos no se observan en las preparaciones a menos que se
hayan empleado tinciones especiales para conservarlos, y que al liberarlos dan lugar a

reacciones de hipersensibilidad inmediata, alergia y anafilaxia.

Los adipocitos funcionan como reservas de grasa y las células madres

mesenquimaticas o pericitos se situaran en la periferia de los vasos sanguineos.
3. Proceso de osificacion. Osteogénesis y remodelacion

La osificacion es el proceso de formacién y desarrollo del hueso. Existen dos vias
a través de las cuales el hueso establece dicha accion, que se conocen como
osteogénesis intramembranosa y osteogénesis endocondral. La distincién entre
ambas radica en si un modelo cartilaginoso sirve como precursor 6seo o si el hueso se

forma por un método mas simple, sin cartilago precursor® 2487,

La osteogénesis intramembranosa se produce en un grupo de huesos reducido. En
ella, una serie de células mesenquimales influenciadas por factores de crecimiento
forman un nucleo de condensacion en una zona vascularizada de tejido conjuntivo
embrionario, diferencidndose en osteoblastos. Esta osificacion se realiza, por tanto,
mediante produccion directa de hueso sobre la “primitiva maqueta” de tejido conectivo.
Algunas de las células mesenquimaticas alargadas y palidas migran dentro del
mesénguima laxo y se acumulan en regiones especificas. Esta condensacion celular
dentro del tejido mesenquimatico es la “membrana” en la que se inicia el proceso.
Luego las células mesenquimaticas se diferencian en células osteoprogenitoras que
expresan el factor de transcripcion CBFAL. A medida que el proceso continua, el tejido
recién organizado aumenta su vascularizacion y las células mesenquimaticas aumentan
de tamafo y se redondean. Se diferencian a osteoblastos diferenciados, que secretan los
colagenos, las sialoproteinas dseas, la osteocalcina y los componentes de la matriz 6sea
(osteoide). A causa del abundante tejido colageno, la matriz se ve mas densa que el
mesénguima circundante, en cuyo espacio intercelular s6lo aparecen delicadas fibras de
tejido conjuntivo. Con el tiempo la matriz se calcifica y las prolongaciones
citoplasmaticas de conexion entre las células formadoras de hueso, ahora Ilamadas

osteocitos, quedan encerradas dentro de canaliculos. Al mismo tiempo, mas células
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mesenguimaticas circundantes de la membrana proliferan y dan origen a una poblacion
de células osteoprogenitoras. Algunas de las células osteoprogenitoras se adosan a las
espiculas formadas inicialmente y se transforman en osteoblastos, afiadiendo mas matriz
por este mecanismo llamado “crecimiento por aposicion”. Las espiculas aumentan de
tamanio y se unen formando una red trabecular que adquiere la configuracion general del
hueso en desarrollo. A causa de su actividad mitética continua las células
osteoprogenitoras mantienen su cantidad y asi proveen una fuente constante de
osteoblastos para el crecimiento de espiculas 0seas. Los osteoblastos nuevos, a su vez,
depositan mas matriz con lo que se forma el hueso inmaduro, caracterizado por tener
espacios interconectados que contienen tejido conjuntivo y vasos sanguineos. El tejido
6seo asi formado es el llamado hueso de membrana o hueso intramembranoso. Un

ejemplo tipico de este tipo de osificacién es la boveda craneal.

La osificacion endocondral sin embargo necesita de una fase cartilaginosa previa.
Sobre un molde de tejido conectivo, se acumulan las células mesenquimales, y bajo la
influencia de factores de crecimiento fibroblasticos (FGF) y BMP diferentes, las células
mesenguimaticas expresan colageno de tipo Il inicialmente, y se van diferenciando en
precondroblastos y condroblastos, que segregan matriz cartilaginosa. En el caso del ser
humano, a partir de la séptima semana de vida embrionaria, se forma un modelo de
cartilago hialino con la forma general del futuro hueso. En el centro de la matriz
cartilaginosa formada se establecerd un proceso de osificacion que constituira el
“centro de osificacion primario”. EI aumento de espesor del cartilago se debe en su
mayor parte a la adicion de matriz cartilaginosa producida por los condroblastos nuevos.
Las células del pericondrio del modelo cartilaginoso dejan de producir condroblastos y
en su lugar se originan osteoblastos, y el pericondrio pasa a llamarse periostio (puede
diferenciarse en él una capa ostedgena). Como consecuencia de estas modificaciones se
forma una delgada capa de tejido 6seo alrededor del modelo cartilaginoso. Este tejido
puede denominarse hueso periostico. En el caso de los huesos largos, alrededor del
modelo cartilaginoso en la porcion diafisaria, aparece un manguito distintivo de tejido
6seo llamado collarete éseo. Con la formacion del collarete Gseo peridstico los
condrocitos presentes en la region media del modelo cartilaginoso se hipertrofian, y la
matriz entre ellos se adelgaza. Las células hipertroficas comienzan a sintetizar fosfatasa

alcalina y la matriz circundante se calcifica. La calcificacion de la matriz impide la
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difusion de sustancias nutritivas y causa la muerte de los condrocitos en el molde de
cartilago. Ademas, parte de la matriz se degrada y las lagunas vecinas confluyen
formando una cavidad de mayor tamafio. Al mismo tiempo, los vasos sanguineos se
multiplican y penetran a través del collarete 6seo para vascularizar la cavidad. Algunas
de las células peridsticas migran junto con los vasos al interior de la cavidad y se
convierten en células osteoprogenitoras. Las células osteoprogenitoras se adosan a las
espiculas residuales del cartilago calcificado, se convierten en osteoblastos y comienzan
a producir osteoide. El hueso asi formado se denomina endocondral. Tras el nacimiento,
los extremos de los huesos largos son invadidos por la red vascular periarticular, que

dan lugar al inicio de la formacion de los “centros de osificacion secundarios”.

4 12.13) 3 través del cual los

Posteriormente, se produce el remodelado 6seo
huesos se mantienen en constante dinamismo, y adquieren su morfologia final.
Mediante el mismo, el hueso viejo es sustituido por hueso nuevo, proceso que se realiza
por una accion coordinada entre osteoblastos y osteoclastos. Este recambio mantiene la
resistencia biomecénica, y evita un acimulo excesivo de osteocitos muertos, que

condicionarian una excesiva fragilidad 6sea y, por tanto, la aparicion de fracturas.

El proceso comienza cuando acuden al foco los precursores de los osteoclastos
(fase de activacion) que al transformarse en osteoclastos maduros comienzan a resorber
hueso (fase de resorcion), labrando una cavidad tuneliforme en el hueso cortical (cono
de apertura) o lacunar en el trabecular (laguna de Howship), que tras un periodo de
inactividad (fase de inversion), serd rellenada por el nuevo tejido formado por los
osteoblastos. Inicialmente los osteoblastos forman la matriz organica (osteoide), que se

mineraliza unos 15 dias después (fase de formacion).

La remodelacion se lleva a cabo en las superficies dseas, fundamentalmente en la
enddstica. Normalmente, el 75% de las superficie del hueso trabecular y alrededor del
95% del cortical se encuentran en reposo. La diferencia entre la cantidad de hueso que
se destruye y la que se forma en cada una de las unidades de remodelacion se conoce
como balance éseo. El volumen de hueso renovado por unidad de tiempo, se conoce

como recambio 0seo (turnover).

En el ciclo de remodelacion se distinguen cuatro fases: activacion, resorcion,

inversion y formacion® 121419,
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- La activaciéon comienza con el reclutamiento de los pre-osteoclastos, que
proliferan, se diferencian y se fusionan, para formar los osteoclastos maduros. El
fendmeno de activacion es consecuencia de la intervencion de una serie de
“sefiales” no bien conocidas, entre las que se han asociado cambios de las
fuerzas mecéanicas locales, la situacién endocrinoldgica del individuo, el
ambiente paracrino de la zona de remodelado y, la estructura 6sea, consecuencia
del envejecimiento o del sufrimiento de un dafio. Durante la fase de resorcion,
los osteoblastos de revestimiento se retraen dejando huecos a través de los
cuales pasan los osteoclastos. Tras establecer contacto con la matriz dsea, los
osteoclastos se fijan al hueso gracias a la afinidad de una integrina presente en la
superficie de los osteoclastos (la avb3) por determinadas proteinas de la matriz
Osea (vitronectina, fibronectina). Tal unidén se sigue de la activacion de los
osteoclastos y adoptardn la tipica configuracion con el borde rugoso o “en
cepillo”, y un anillo rico en filamentos de actina que rodea a la zona rugosa, y
que al unirse a la matriz, sella el espacio que queda entre ambas, aislandolo del
microambiente 6seo. Tras fijarse a las superficies Oseas, los osteoclastos
maduros comienzan a resorber hueso. EI mecanismo principal de disolucion del
componente mineral esta mediado por la secrecion de hidrogeniones (H") a la
zona sellada a través de un mecanismo de transporte activo ATPasa-
dependiente. Los H* proceden de la transformacion previa de CO, y H, O en
CO3Hy, gracias a la accién de la anhidrasa carbonica, enzima presente en los
osteoclastos. La secrecion de H+ facilita la disolucion del cristal de
hidroxiapatita y, ademas, crea las condiciones de pH idoneas (pH: 4,5) para que
actlen las enzimas lisosomales que disuelven la matriz organica. Tras finalizar
su actuacion, los osteoclastos desaparecen por apoptosis. Una vez finalizado el
fendmeno de resorcion, la superficie 6sea queda libre de células, excepto por la
presencia de unos pocos fagocitos mononucleares que, ademas de limpiar la
cavidad, tiene la funcion de formar la linea sobre la que se depositara el hueso
nuevo.

- Durante la fase de inversion reclutan osteoblastos, los pre-osteoblastos llegan al
hueso, proliferan y se diferencian a osteoblastos maduros, llenando con nuevo

tejido 0seo el hueco labrado por los osteoclastos. Hasta un 20% de hueso se esta
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remodelando permanentemente a lo largo de un ciclo de actividad, que tiene una
duracion total de 3 a 6 meses.

- En la fase de formacion los osteoblastos sintetizan y depositan la matriz osteoide
que posteriormente se mineralizara. Se considera que aproximadamente la mitad
de los osteoblastos formadores de hueso mueren por apoptosis. La otra mitad, o
bien se transforma en osteoblastos de superficie (células de recubrimiento), a
medida que forman hueso, quedan enterrados en él, transformandose en

osteocitos.

El remodelado esta controlado por factores sistémicos (hormonales) y locales
(factores de crecimiento). Estos factores solo se conocen parcialmente, pero parece que
también esta relacionado con factores fisicos (estimulos mecénicos), ya que la falta de
actividad fisica condiciona una pérdida de masa 6sea™®. Entre los factores hormonales
estd claramente establecido el papel de la PTH, que aumenta el recambio 6seo, con un
balance final ligeramente negativo cuando se produce de forma continua; sin embargo,
su produccion, de forma intermitente, da lugar a un balance positivo en cuanto a
formacion 6sea. Otro factor hormonal son los esteroides, que actdan directamente sobre
los osteoblastos y disminuyen su actividad, llegando a inhibir la sintesis de algunos

componentes de la matriz dsea, y favoreciendo la degradacion del colageno ya formado.

Los factores locales son los que determinan en qué punto exacto del esqueleto se
llevard a cabo la remodelacién. Son producidos por células dseas, células sanguineas
(monocitos y linfocitos) y células de la médula 6sea. La produccién de estos factores
puede verse regulada por hormonas sistémicas. Un ejemplo es el de la relacion de los
estrogenos con la IL-1, IL-6, y el TNF-a, a los que inhibe, y el TGF-b, al que estimula.

El papel sobre la remodelacion de dichos factores se establece del siguiente modo™?):

Factores que favorecen la resorcion 6sea: prostaglandinas (PGE 2), Leucotrienos,
Interleuquinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, IL-17), factores de necrosis tumoral (TNF-a,
TNF-b), factores estimulantes de colonias (GM-CSF, M-CSF) y el factor inhibidor de la

leucemia (LIF).

Factores que favorecen la formacion dsea: IL-4. Factor transformante beta (TGF-

b), proteinas morfogenéticas del hueso (BMP), factor de crecimiento fibroblastico
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(FGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), interferon ganma (IFN-

g) y factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1, IGF-2).
4. Estudio histolégico del tejido 6seo

El examen histoldgico del tejido es esencial como herramienta de investigacion®
71018 ) 3 histologia 6sea ha contribuido al entendimiento de la funcionalidad y

patogénesis del hueso en diversas situaciones.

No obstante, la evaluacién histolégica del hueso se ha visto limitada
historicamente debido a las dificultades técnicas existentes. Antes de 1.960, los
patdlogos examinaban el hueso esporadicamente en comparacion con el resto de los
tejidos. Cuando se realizaba existia un grave inconveniente, ya que, el primer paso para
la preparacion del tejido tras su fijacion era la descalcificacion por medio de soluciones
acidas. El fin de dicho proceso era obtener un tejido lo suficientemente blando para que,
después de ser incluido en parafina, pudiera ser cortado de manera rutinaria®®. Ademas,
debido a la resistente naturaleza del tejido 6seo era dificil preparar secciones delgadas,
de suficiente buena calidad para mantener las relaciones tisulares. Esto dificultaba el
rigor en el estudio microanatobmico de las estructuras éseas, y hacia practicamente
imposible apreciar los procesos dinamicos que de manera continua se producen in vivo,

y por ende, su medicion.

Las etapas en el proceso de preparacién de muestras histologicas de tejido dseo

son las siguientes:

- Decalcificacién: El hueso debe ser disecado y cortado a un tamafio susceptible para

la decalcificacion. Algunos decalcificadores pueden producir artefactos que alteran
las reacciones de coloracion o disminuyen los detalles morfologicos de los tejidos
blandos. Los decalcificadores de mayor uso son: a) acidos, b) agentes quelantes, c)
resinas de recambio iénico y d) métodos electroliticos. El acido nitrico y el acido
clorhidrico pueden ser utilizados en forma efectiva en soluciones acuosas al 5%. El
método més comun y sencillo de descalcificacion es sumergir el espécimen en
liquido decalcificador y mantenerlo hasta que la desmineralizacién sea completat?.
Normalmente la descalcificacion se realiza a una temperatura ambiente de 20 a 25
°C con mayor temperatura (mas de 60°C), los tiempos de decalcificacién decrecen
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marcadamente, pero no deben excederse de 50°C. El uso incontrolado de calor con
una solucién &cida puede causar quemaduras, maceracion y finalmente completa
digestion del espécimen, por lo que esta practica no es recomendable.

- Inclusion: Posteriormente la muestra se coloca en el medio de inclusion,
generalmente parafina, con el fin de poder realizar los cortes histologicos que
posteriormente seran tefiidos. La parafina tiene la cualidad de ser lo suficientemente
flexible para facilitar el corte y manejo de las secciones histoldgicas.

- Corte: Para ello se emplea un micrétomo, el cual ha de ser lo suficientemente
potente para el tamafio de la muestra®®. La velocidad de corte no debe ser
demasiado elevada, el angulo de corte debe ser apropiado para evitar distorsiones y
fragmentaciones de la muestra, y el grosor de la misma no debe ser excesivamente
pequefio (para evitar compresion excesiva de la cuchilla), ni muy grueso (para evitar
fracturas de la muestra), por lo que el grosor estandar suele ser de 2-3 pm.

- Deshidrataciéon de las muestras: Posteriormente las muestras serdn deshidratadas,

extrayendo la parafina mediante un solvente adecuado, y tefiidas.

- Extraccion del solvente: El solvente también debe extraerse previo a la tincién, para

lo cual se usan soluciones con concentraciones decrecientes de alcohol, hasta un
medio acuoso, por lo que el proceso sera inverso a la deshidratacion”.

- Tincién: La tincion empleada debe de ser lo suficientemente fiable para diferenciar
los distintos tipos celulares implicados y las distintas areas del tejido éseo. La
hematoxilina y la eosina son los colorantes de uso mas frecuente en la histologia®
10.18) Desde el punto de vista estructural, la hematoxilina no es un colorante bésico,
pero tiene propiedades tintoriales muy semejantes a las de las anilinas basicas. Los
componentes del tejido que se tifien con hematoxilina exhiben basofilia. Las
reacciones de los componentes celulares con los colorantes acidos, como la eosina,
no son tan especificas como con los colorantes basicos. Debido a ello, los colorantes
acidos se utilizan combinados a veces para tefiir en forma selectiva distintos

componentes de los tejidos, como en el caso de los tricromicos.

En el caso del estudio histolégico del hueso (con sus distintos componentes 6seo,

cartilaginoso y fibroso) las tinciones mas empleadas y sus caracteristicas tintoriales

son™ 17

21



Tesis Doctoral Introduccién

- Hematoxilina- eosina: la hematoxilina tifie los nucleos celulares de azul,

mientras que, la eosina tifie los citoplasmas y fibras de colageno de rosa (Fig. 3).

- - 5

Fig. 3: Células 6seas en fases tempranas de la osificacion intramembranosa. Trabécula 6sea (*) con
osteoblastos activos (1) y poco activos (2). Osteocitos (3). Vasos venosos (4). Flecha indica reborde .

Tincién: hematoxilina-eosina, x 250.

- Azul de Toluidina: tifie tanto ndcleos, como citoplasmas y fibras coladgenas de
distintas tonalidades de azul. Los granulos de los mastocitos aparecen de color
purpura.

- Tricromico de Masson: especifico para tejido cartilaginoso. Tifie los ndcleos
celulares de negro, los citoplasmas de rosa y las fibras coladgenas de azul (Fig.
4).

Fig. 4: Osteona en cuyo interior se observan (flechas) vasos sanguineos y células de revestimiento
aplanadas . Tincién: tricrémico de Masson, x 450.
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- Tricromico de Mallory: los nacleos aparecen rojos, los citoplasmas rosados y el
colageno de color azul intenso.

- Azul de Azan (azocarmin y azul de anilina) resalta fundamentalmente las fibras
de tejido conjuntivo coladgeno y reticular, asi como el mucus, en distintas

tonalidades de azul.

Las secciones de hueso pueden evaluarse cualitativa o cuantitativamente. La
interpretacion cualitativa, por un experimentado patélogo, era considerada normalmente
suficiente para el diagndstico de rutina y clasificacion de ciertas enfermedades 0seas,

como la osteoporosis™®.

Sin embargo, la existencia de minimos cambios en la
estructura 6sea debidos a cambios cuantitativos del metabolismo 6seo hace necesario

emplear otro tipo de técnicas mas objetivas.

Todos los métodos de evaluacion histologica cuantitativa dependen del uso de
técnicas de muestreo imparcial, basados en los principios de probabilidad geométrica,

utilizando imagenes bidimensionales para estudiar estructuras tridimensionales.

Como método cuantitativo aparece la histomorfometria®. La histomorfometria
Osea consiste en la medicion de los pardmetros que reflejan la estructura, la
microarquitectura y la remodelacion del hueso. Es el Unico método con el que puede
estudiarse el tejido 6seo a nivel de la unidad estructural elemental, es decir, al de
organizacion de dicho tejido. ElI empleo de éste método de evaluaciéon proporcionara
datos objetivos de pardmetros estaticos y dindmicos de la estructura 6sea. El anélisis
cuantitativo mide los parametros estructurales (volumen trabecular 6seo, grosor de la
cortical), la microarquitectura (grosor y nimero de trabéculas, distancia intertrabecular)

y los parametros que reflejan la conectividad oOsea.
En la histomorfometria 6sea se han empleado dos tipos de procedimientos

a. El muestreo aleatorio por medio de rejillas o reticulas microscopicas :
Tambien llamadas técnicas manuales, emplean micrémetros y rejillas
integradas en los oculares del microscopio, que son proyectadas sobre la
estructura histoldgica a evaluar, contando el nimero de intersecciones o

numero de puntos o lineas de la reticula que se superponen o cortan la
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estructura a medir. Estos métodos son los méas econdémicos, pero también

los mas lentos.

b. El trazado de estructuras tisulares completas, mediante el uso de
dispositivos informaticos de digitalizacion computadorizada, de manera
semiautomatica o automatica.

e Los métodos semiautomaticos precisan un equipo mas sofisticado,
generalmente integrado por un microscopio, un tablero digitalizador,
un cursor y un ordenador con el programa informatico para
histomorfometria. El investigador selecciona y traza todas las
estructuras histologicas a medir.

e Los métodos autométicos usan analizadores de imagen, que
proyectando la imagen sobre un monitor, analizan un elevado nimero

de puntos de acuerdo con una escala de grises
Todas estas mediciones se realizan en los sucesivos campos microscopicos.

Para localizar enzimas especificas de ciertos tipos celulares o tejidos en los cortes
histoldgicos se emplea la histoquimica. Se usa un reactivo de captura, que puede ser un
colorante, para detectar no al enzima propiamente dicho, sino a los productos de
degradacion del mismo. Como variante aparece la inmunohistoquimica, que se basa en
la especificidad de la reaccion antigeno-anticuerpo. En el laboratorio se conjugaran
anticuerpos especificos contra el antigeno que se quiera detectar mediante colorantes
fluorescentes. Al entrar en contacto el anticuerpo con el antigeno en las células y
tejidos, reaccionard y emitira una luz fluorescente que puede examinarse y fotografiarse

con un microscopio de fluorescencia.

En el caso del tejido 6seo se empleara para determinar los distintos tipos de
colageno presentes en las muestras histoldgicas, los cuales estan relacionados con el
tipo de osificacion subyacente, asi como el endotelio vascular si se quiere estudiar la

vascularizacion.
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5. Fisiologia del callo de fractura/distraccion

La fractura se define como la discontinuidad del hueso, ya sea consecuencia de

golpes, fuerzas o tracciones cuya intensidad superen la elasticidad del hueso . La

evolucion natural de dicho proceso es hacia la formacion de un callo 6seo si las

condiciones del entorno son adecuadas. Dicho proceso consta de varias fases™ ¥:

i)

Fase de impacto: Primeras 72 h tras la lesion. La consolidacion espontanea
se inicia con la formacion de un hematoma en el lugar de la fractura por el
sangrado de los vasos periosticos y de la médula 6sea. La necrosis y
hemorragia que se producen liberan factores que iniciaran y regularan todo

el proceso de activacion y que comprenderé tres fases:

e Migraciobn de células mesenquimales atraidas por factores

quimiotacticos.
e Proliferacion celular como respuesta a factores mitogénicos.
¢ Diferenciacion celular regulada por factores inductores.

Fase inflamatoria: Se inicia inmediatamente después de producirse la
fractura y se mantiene durante alrededor de dos semanas. Aparece un
acumulo de liquido en el espacio intersticial por vasodilatacion y aumenta la
permeabilidad capilar en respuesta a factores como histamina, serotonina,
etc. Localmente se concentran leucocitos y polimorfonucleares,
especialmente neutréfilos, a los que se unen progresivamente células de la
serie mononuclear-fagocitica. Todas las células inflamatorias, como las
plaguetas del hematoma fractuario, liberan factores locales que
desencadenan la proliferacion, emigracion y diferenciacion de células
mesenquimales y la aparicion de brotes vasculares que invadiran el foco.
Entre el 3° y 21° dias hay un aumento del flujo sanguineo local. La
regularizacion del proceso de consolidacion va a depender en parte de la
electronegatividad y la relativa falta de oxigeno. La fagocitosis activa de los
macrofagos absorbe los productos de la necrosis local durante estos dias, y el

hematoma se convierte en tejido de granulacién a medida que proliferan
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fibroblastos, que producirdn mayoritariamente colageno tipo | y IlI,
osteoblastos y nuevos capilares, que generan la base de una nueva sustancia

0sea denominada osteoide.

iii) Fase de formacion del callo primario o fibrocartilaginoso: A partir del
tercer dia, y hasta las 3 semanas el codgulo se transformara en el callo
blando. Esta constituido por vasos sanguineos, cartilago, tejido fibroso
conectivo, tejido éseo inmaduro (Woven Bone) y osteoide. Hay proliferacion
y diferenciacién celular con un aumento de proliferacion vascular. La
proliferacion se pone en marcha donde se encuentra el periostio, endostio y
tejidos circundantes vasculares, comienzan a aparecer osteoblastos,
osteoclastos y condroblastos (Fig. 5). Los osteoblastos y condroblastos
forman una amalgama celular responsable del callo blando, en el que
predomina el colageno tipo Il. La fractura se acompafia de la interrupcion del
periostio en las dos capas que lo componen (capa fibrosa externa y capa
fibrosa interna o cambium). Las células del cambium proliferan y se
diferencian formando un collarete alrededor de cada extremo fractuario,
hasta que llegan a unirse, formando el callo periférico peridstico. En
términos generales, cuando la oxigenacion del foco es buena, la
diferenciacion de las células del cambium se produce en sentido
osteoblastico (sintetizan material osteoide, y suponen el primer paso de un
proceso de osificacion desmogena directa), y si es hipdxico se hace en
sentido condroblastico (sintetizan sustancia intercelular amorfa). La
interrupcion del endostio y de la medular también producira una
diferenciacion celular, formando el callo medular o enddstico, y sufrira una
diferenciacion osteoblastica. Todo esto se ve acompariado por la generacién
de focos de angiogénesis que estableceran un nuevo sistema de perfusion. El
tejido de granulacion que se ha formado se transformara a tejido fibroso por
los fibroblastos, y apareceran areas de osificacion endocondral, sobre todo en
la periferia del callo. La cantidad de tejido cartilaginoso variard, y se

relaciona con regiones con bajo aporte de oxigeno.
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Fig. 5: Microfotografia de un hueso largo fracturado en proceso de reparacion a las 3 semanas de

evolucidn. (A) Callo fibrocartilaginoso, cubierto en zona derecha de la imagen por periostio. Se observan

abundantes osteoblastos. El proceso de osificacion sera endocondral, x35. (B) Osteoblastos recubriendo

las trabéculas 6seas, x 300. (C) Fragmento de hueso antiguo contiguo al cartilago “, x 300. Tincién:

hematoxilina-eosina.

iv) Fase de formacion del callo duro: Se produce al mineralizarse el callo

blando, y variara dependiendo del tejido subyacente. En el callo de fractura
normal, el tejido fibrocartilaginoso del callo blando sera invadido por
osteoblastos, que formaran el callo duro debido a la calcificacion progresiva
del cartilago, hasta los 3-4 meses. Mientras que el tejido osteoide
neoformado se mineralizard directamente por el depdsito de cristales de
hidroxiapatita, el tejido cartilaginoso seguird un proceso de osificacion
endocondral similar al que siguen los moldes cartilaginosos del feto. El
tejido Oseo resultante serd de tipo fibrilar y predominara el colageno tipo I.
Tiene lugar entre las 3 semanas y los 6 meses tras la fractura.

Fase de remodelacion: Durante este periodo el Woven Bone, es sustituido
por hueso maduro y la medular ésea reconstruida. El exceso de tejido 6seo
es reabsorbido en el estadio final de la curacion désea y la unidn es completa.
Durara entre meses y afios, hasta que Woven Bone se transforme en laminar
trabecular en las zonas metafiso-epifisarias y Haversiano en la cortical
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diafisaria. En esta fase desaparece la electronegatividad, se normaliza la
tension de oxigeno y la cavidad medular, ocupada por el tejido neoformado,
es vaciada y ocupada por médula dsea. Esta fase conducird a una
reorganizacion interna del callo. EI hueso responde a sus caracteristicas de

carga de acuerdo a la ley de Wolf durante la fase de remodelacion.

Este proceso de curacion natural de las fracturas puede alterarse cuando se
modifican de cualquier modo los factores que influyen sobre el foco o las caracteristicas
electromecanicas del medio fractuario. Asi, se hablara de “retardo de la consolidacion”
cuando la fractura no consolida en el periodo de tiempo normal esperado para el tipo y
localizacion de la fractura®®, a pesar de existir evidencias clinicas y radioldgicas de que
el proceso de reparacion no ha cesado. A veces el proceso de consolidacion cesa, y la
fractura no consolida nunca, llegando incluso a formar una falsa articulacion o

“pseudoartrosis”, apareciendo una capa fibrocartilaginosa con una cobertura sinovial.

Durante la distraccion osteogénica sin embargo, todo este proceso de reparacion
6sea queda interrumpido por la aplicacion de las fuerzas de traccién, que daran lugar a
cambios a distintos niveles. La osteotomia genera dafio en todas las estructuras
(periostio, endostio, tejido 6seo y médula Osea), lo cual altera parcialmente la
vascularizacion y la biomecanica del callo se ve modificada de forma progresiva. Al
igual que en el caso del callo fractuario fisioldgico, se liberaran factores de crecimiento
y citoquinas, que actuaran sobre las células multipotenciales, provenientes sobre todo,
de periostio y endostio, y también en parte de la medular. En este proceso, el periostio
aparece como una de las fuentes principales de células multipotenciales, lo que explica

que los dafios extensos al mismo resulten en una respuesta osteogénica mas débil*22),

Este modelo de osteogénesis por distraccion consta de varias fases en su

desarrollo® 9.

- Fase de latencia: Se corresponde con el periodo de tiempo posterior a la
realizacion de la osteotomia, y hasta el inicio de la aplicacion de las fuerzas de
traccion y consecuente activacion del distractor. Es variable, pero generalmente
oscila entre 5 y 7 dias. La secuencia de acontecimientos durante este periodo es
similar a la vista durante el proceso reparativo de toda fractura®. Debido a la

disrupcion vascular, aparece un hematoma, que posteriormente formara un
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coagulo, y en los extremos Gseos separados se desarrollaran areas de necrosis.
Se estimula la proliferacion celular y comienza la restauracion de la red
vascular. Todos estos eventos se corresponden con el periodo inflamatorio de la
curacion de las fracturas.

- Fase de distraccion: Su duracion difiere en funcion del tamafio del defecto a
solventar. La velocidad de distraccién 6ptima, se ha establecido en 1 mm/dia®®
212629 aunque existen maltiples estudios sobre la influencia del ritmo de

distraccion en el resultado final® %% Durante esta fase el efecto estimulante

de la tension, activa los tejidos conectivos implicados en el callo 6seo: se
incrementa la angiogénesis, con aumento del aporte de oxigeno, e incrementa la
proliferacion de los fibroblastos y su actividad sintética. Al comienzo de la
distraccion las fuerzas ejercidas dan lugar a alteraciones fenotipicas en los
fibroblastos, los cuales hipertrofian sus filamentos intermedios, y se orientan,
junto con el coldgeno que secretan, paralelos al vector de distraccién entre los
dos segmentos osteotomizados. Entre el tercer y séptimo dia de distraccion, los
capilares comienzan a formar una nueva red, no solo hacia el interior del callo,
sino también hacia las medulares de los segmentos Gseos adyacentes. Los
nuevos vasos también crecen siguiendo el vector de distraccion, y a velocidades
mayores que en el desarrollo del callo fractuario normal. A través de estos
nuevos vasos, el callo éseo se verd invadido por distintos tipos celulares
(fibroblastos, osteoblastos, condroblastos...). Una vez alcanzada la segunda
semana de distraccién comienza a aparecer tejido 6seo trabecular, debido a la
aposicion de osteoide generado por los osteoblastos que se sitian entre las fibras
de colageno, y que daran lugar a la formacién de las espiculas Oseas, que
invadiran el callo desde la periferia al centro. Todo ello hace que el callo de
distraccion tenga una conformacion especifica, con una zona poco mineralizada
y radiolucida en el centro del gap, donde la influencia de las fuerzas de tension
son maximas, y donde encontraremos las fibras colagenas junto con los
fibroblastos hipertroficos orientados paralelamente a las fuerzas de traccion,
junto con células mesenquimaticas indiferenciadas en la matriz. Los extremos
del callo 6seo estaran formando nuevo hueso mientras dure el proceso de
distraccion de los segmentos, actuando como zona de crecimiento. La

distribucion zonal se mantendra hasta el final del periodo de distraccion.
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- Fase de consolidacion: Representa el tiempo necesario para la mineralizacion
completa del callo dseo, y ocupa el periodo de tiempo tras finalizar la
distraccion. La interzona fibrosa se osificard gradualmente, y todo el Woven
Bone sera sustituido por tejido 6seo maduro (Fig.6). Durante esta fase se sigue
manteniendo el distractor. A mayor longitud transportada, mas largo sera el
periodo de consolidacion, estableciéndose los méximos en alrededor de un mes
por cada centimetro distraido.

- Fase de remodelacion: Una vez retirado el distractor tendra lugar el periodo de
remodelacion. En dicho periodo la estructura histologica del callo ira
modificAndose hasta alcanzar la conformacion del hueso maduro normal. Puede

durar afos.

Fig. 6: Osificacion intramembranosa. (A) Células mesenquimales en tejido fibroso, x 40. (B) Misma
imagen a mas aumento, x 100. (C) Invasién vascular del frente de osificacion, x 40. (D) Trabéculas éseas
en el frente de osificacion y reabsorcion de las mismas (flecha)®®, x 40. Tincién: tricrémico de Masson.

Existe discusion sobre el tipo de osificacion (endocondral frente a

intramembranosa) que se produce en el callo de la distraccion 6sea® 3032 3430 pel

mismo modo que en el callo fisiolégico, factores como la calidad del aporte vascular®®
22.%) o el tipo y forma de carga transmitido®“®, pueden alterar el patrén de

osificacion. La vascularizacion local puede determinar la diferenciacion de las células
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(44)

multipotenciales™, ya que, niveles bajos de oxigeno en el tejido favoreceran la

diferenciacién hacia condroblastos, resultando en osificacion endocondral.

Aunque se conoce que es importante controlar ciertos factores para que la

distraccion 6sea pueda llevarse a cabo con éxito*>*®

, la gran variabilidad en cuanto a
tipos de animales empleados® 2% 6 4853) reqgion anatémica estudiada® 3 4254 sistemas
de fijacion® > *® ritmos de distraccion®® 332 % g incluso el tamafio del segmento a
transportar®®, hace que no existan un consenso claro en cuanto a las caracteristicas

anatomopatoldgicas del callo en la osteogénesis por distraccion.

Durante el desarrollo normal del callo de fractura tendrd especial interés el
mantener un grado de estabilizacion del mismo que permita la carga temprana. La
respuesta a la carga es una de las caracteristicas mas importantes del hueso®®. En
funcién de la tension ejercida, se inducira la resorcion o formacién de nuevo hueso. Las
células responsables de este fendmeno en el hueso sano son los osteocitos, los cuales
transmitirdn las sefiales desde la matriz dsea a la superficie del hueso. Durante este
mismo periodo, en la osteogénesis por distraccion, al separarse los extremos 6seos, se
favorece la formacion de hueso, lo que da lugar a las diferencias morfoldgicas con el
callo 6seo fractuario. En lugar de osificarse simultaneamente todas las areas como en el
callo normal, la osificacion del tejido conectivo aparecera en distintas fases del proceso
osteogénico en las distintas zonas del callo.

Al igual que en el caso del callo fractuario, son multiples los factores que pueden
repercutir sobre el proceso de la osteogénesis por distraccion, como el ritmo de
distraccion, el tipo de osteotomia o la rigidez del sistema, lo cual ha sido motivo de

diversos estudios(ZO, 21, 30-33, 45-48, 51, 55, 56, 58)

6. Defectos 6seos segmentarios
6.1 Definicion

La curacion oOsea y la reconstruccion tras lesiones traumaticas o atraumaticas
involucran una cascada celular, humoral y de eventos mecanicos que culminan con el
restablecimiento de la integridad dsea. Cuando estas lesiones consisten en defectos

segmentarios de huesos largos, ya sean de la extremidad superior o inferior, son
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necesarias diversas consideraciones dependiendo de la causa, el tamafio del defecto y

las comorbilidades asociadas del paciente.

Se definen como “defectos segmentarios criticos” aquellos que por su tamafio no

curaran espontaneamente a lo largo de la vida del individuo®®.

Alternativamente, se definen los “defectos 0seos segmentarios” como aquellos
cuya longitud excede de 2-2,5 veces el diametro del hueso afecto. Sin embargo, no es
solo la longitud del defecto lo que lo caracteriza como critico, sino multiples variables,
entre las que se encuentran la localizacion, la asociacion a problemas de partes blandas
y biomecanicos de la extremidad afectada, la edad y las comorbilidades asociadas del
paciente que puedan afectar a la curacion de la lesiéon. Todos estos factores impiden la
creacion de una clasificacion general para grandes defectos dseos, comparable con las
existentes para las fracturas, por ejemplo. Ademas, la complejidad asociada a la
existencia 0 no de comorbilidades (defecto de partes blandas, infeccion, etc.) y la
variedad de causas existentes, no han permitido que se establezca una sola técnica

quirargica como tratamiento de eleccion.

Los defectos 6seos segmentarios y de partes blandas se presentan en la actualidad
como secuela de procesos de multiples etiologias. La reconstruccion de los mismos
sigue siendo un problema de dificil solucidn, y uno de los principales retos a los que se
enfrenta el Cirujano Ortopeda, debido al gran indice de fracasos asociados a su

tratamiento quirdrgico y a su alto coste.

La mayor incidencia de traumatismos de alta energia y de cirugias de revision
protésica, las resecciones dseas extensas por causa tumoral o infecciosa, sumadas a una
poblacion cada vez mas exigente, han hecho necesario el desarrollo de técnicas
quirdrgicas cuyos resultados impliquen una restitucion lo mas anatémica y funcional

posible.
6.2 Opciones terapéuticas

En el tratamiento de dicha patologia se establecen técnicas que emplean el uso de
alo o autoinjertos, estructurales y/o esponjosos, vascularizados o libres, y la distraccion

Osea. EI empleo de una u otra técnica dependerd, no sélo del tamafio del defecto a
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restituir, sino también de las caracteristicas del paciente, que sera candidato a una u otra

técnica en funcion de su patologia de base, edad, etc.

Dependiendo del tamafio del defecto, se determina que pérdidas menores a 3 cm
de longitud con adecuada cobertura de partes blandas, pueden ser tratadas exitosamente
mediante aloinjertos, autoinjertos no vascularizados o sustitutivos 6seos®. Para

pérdidas mayores de 4-5 cm es necesario optar por técnicas mas complejas.

Entre las opciones terapéuticas se encuentran el empleo de injertos
vascularizados, las técnicas basadas en la generacion de pseudomembranas bioactivas y

la distraccion 6sea.
6.2.1 Injertos vascularizados

Varias son las zonas donantes descritas que pueden utilizarse como injerto 6seo
vascularizado, tales como el peroné, las costillas o la cresta iliaca®. Ademas, tienen la
ventaja de que al mismo tiempo pueden extraerse con las paletas cutaneas acompariantes
que sirven de testigo de su perfusion sanguinea, o incluso con componentes musculares
(dorsal ancho y serrato anterior en el caso de las costillas) que permiten cubrir amplios

defectos de partes blandas o rellenar grandes oquedades en la misma cirugia.

Aunque su uso esta ampliamente extendido para grandes defectos segmentarios,
también estarian indicados en el caso de defectos pequefios que requieren aporte

sanguineo para su curacion® ).

El peroné vascularizado estd aceptado como el injerto 6seo vascularizado mas
adecuado para la reconstruccion de defectos 6seos segmentarios de los huesos largos®*
%) Supone un aporte de hueso largo cortical de alta densidad, que puede dar cobertura a
defectos mayores de 25 cm, con un buen pediculo vascular y con una minima
morbilidad en la zona donante® ®). Entre sus indicaciones estan: los defectos menores
de 6 cm que precisan de aporte vascular, defectos mayores de 20 cm, defectos derivados

de osteomielitis crénicas o de resecciones tumorales.

Por su morfologia recta, es ideal para reconstruccion de defectos del miembro

superior. Ademas, puede plegarse sobre si mismo conservando el pediculo vascular
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funcionante, por lo que puede usarse para cobertura de defectos en regiones

metafisarias.

Entre los inconvenientes de esta técnica estan la necesidad de gran experiencia en
microcirugia para su realizacion, los largos tiempos quirdargicos y la gran exposicion del
campo quirdrgico necesarias. Ademas, estan implicitos los riesgos de fallo de la
anastomosis vascular, que el injerto no se hipertrofie lo suficiente para soportar el peso
durante la carga (sobre todo cuando se usa en el miembro inferior), y que en caso de

fracaso quedan comprometidas tanto la zona receptora como la donante.

En funcion de la localizacion y el tipo de defecto, puede realizarse de forma
simple, en combinacion con aloinjerto o plegandolo sobre si mismo como doble-barrell

(sobre todo indicado en el caso de defectos femorales)®®.

Cuando no es posible utilizar el injerto de peroné, se adquiere como alternativa de
la cresta iliaca y/o de las costillas. La cresta iliaca posee indicaciones mas limitadas que
el peroné vascularizado, al no ser recta, sino curva, y no poder cubrir defectos de
tamafios mayores de 10-12 cm. En el caso de las costillas, tienen ademas la curvatura
mas marcada y mayor limitacion de tamafio que la cresta iliaca. Dada su morfologia no
podran usarse para reconstruccion de grandes defectos en el miembro superior, pero sin
embargo, ambos injertos se han usado con éxito en cirugia reconstructiva del miembro

inferior a lo largo de afios.

6.2.2 Pseudomembranas bioactivas: Técnica de Masquelet y de

la malla cilindrica

Como alternativa a otras técnicas reconstructivas mas complejas, surgen las
pseudomembranas bioactivas. Dos son las técnicas mas empleadas en la actualidad

basandose en ellas: la técnica de Masquelet y la técnica de la malla cilindrica.

La técnica de Masquelet permite la reconstruccion de amplios defectos diafisarios
y metafisarios, y consta de dos estadios®” ®®. El primero consiste en rellenar el defecto
0seo con un espaciador de cemento de metilmetacrilato, el cual inducira al organismo a
la creacion de una pseudomembrana sinovial a su alrededor que aisla la zona receptora

(de forma similar a la reaccion tisular a un cuerpo extrafio). El segundo tiempo se
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realiza al menos dos meses después. Durante el mismo se procede a la retirada del
espaciador y relleno de la cavidad con autoinjerto de esponjosa. La pseudomembrana
inducida por el espaciador previene la reabsorcion del injerto y favorece su
vascularizacion y su corticalizacion. En caso de ser necesaria la cobertura de partes

blandas con un colgajo, se hace durante la primera cirugia.

La primera funcion del espaciador es mecénica, previniendo la ocupacion de la
zona receptora por tejido fibroso. La segunda es bioldgica, por la induccion de la
membrana circundante que proveera una fuente de irrigacion y aislara el injerto de

manera gque no se reabsorba.

Por otro lado, la técnica de la malla cilindrica fue descrita en el afio 2000 por
Cobos y cols®. Consiste en el empleo de una malla cilindrica fabricada con materiales
biodegradables polilactidos o con titanio. La malla se coloca rodeando el defecto, y
gueda anclada a ambos lados (proximal y distal) del defecto. Luego se rellena con
aloinjerto esponjoso, bien solo 0 en combinacion con matriz 6sea desmineralizada.
Frente al Masquelet presenta la ventaja de poder resolver el defecto en solo una
intervencion, pero es mas cara desde el punto de vista econdémico y precisa de alguna

otra técnica afadida de fijacion para estabilizar la interfase hueso-malla.
6.2.3 Osteogénesis por distraccién

Cuando el defecto es grande, y la irrigacién del miembro depende Unicamente de
una arteria, existe un elevado riesgo de isquemia de dicha extremidad al usar un injerto
vascularizado, ya que, aunque pudiera solucionar defectos de gran cuantia, su fracaso
supondria la pérdida del miembro en cuestion. La osteogénesis por distraccion aparece
como un procedimiento quirdrgico ampliamente extendido en la actualidad, como
técnica de cirugia reconstructiva, en casos de deformidades esqueléticas o pérdidas
6seas segmentarias®” %> 5%, consiguiendo la expansion esquelética, asi como de las

partes blandas circundantes.

Se basa en el principio de que la traccion gradual sobre el tejido vivo estimula y
mantiene activo el crecimiento 6seo. Ademas, el hueso osteotomizado y sometido a

traccién lenta se vuelve metabdlicamente mas activo.
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La gran contribucién de Ilizarov a esta técnica consiste en haber determinado las
circunstancias bajo las cuales se obtiene el éxito y en el descubrimiento de 2 fendmenos

fisiolégicos conocidos como principios de lizarov® 2:

1. La traccion gradual crea un estrés que puede estimular o mantener la

regeneracion de los tejidos vivos.

2. Laformay volumen de huesos y articulaciones depende de una interaccion entre

la carga mecénica y el aporte sanguineo.

La base de la osteogénesis por distraccion la constituyen los alargamientos 6seos,
donde se somete a traccion gradual un hueso osteotomizado previamente, para aumentar
su longitud al producirse la osificacion en la zona de distraccion. Esta técnica fue
desarrollada inicialmente con la finalidad de solucionar las dismetrias entre

extremidades y mas tarde se afiadieron otras indicaciones.

Posteriormente, basandose en los principios de la osteogénesis por distraccion, se
desarrollaron técnicas de transporte dseo, el cual consiste en la movilizacion progresiva
de un segmento libre de hueso vivo, de forma longitudinal a través de una pérdida de
sustancia 6sea, mientras se va produciendo una osificacion espontanea, progresiva, y de
excelente calidad biolégica en la zona de distraccion®®. La zona neoformada constituira
el “callo dseo” o “regenerate”, mientras que la zona de contacto del segmento mévil
transportado con el distal en la zona de union recibe el nombre de “Docking Site”.
Entre sus ventajas sobre otros métodos de tratamiento convencionales se incluyen la
habilidad de reducir el tamafio del defecto de los tejidos blandos, ya que son
movilizados con el segmento a transportar, la minima lesion de los mismos durante el
procedimiento, y que puede realizarse en varias direcciones (transversal y longitudinal).
En caso de requerir injerto adicional, la cantidad de piel necesaria es considerablemente
menor, por lo que disminuye la comorbilidad de la zona donante. Ademas, permite
restaurar la longitud exacta de la extremidad, y que la zona regenerada tenga una

anchura normal, reduciendo potencialmente el riesgo de fracturas tardias.

Se encuentra indicado para defectos entre 3 y 12 cm, ya que tamafios mayores

suponen periodos muy prolongados de mantenimiento del sistema de fijacion.
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7. Estado del arte de la distraccion ésea

7.1 Evolucion de la técnica quirdrgica de la osteogénesis por

distraccion

El desarrollo de las técnicas de alargamiento de miembros y transporte 6seo posee
una trayectoria histérica extensa®® > V. Los logros y avances necesarios para obtener
las secuencias de tratamiento tal y como se conocen hoy dia han conllevado un histérico
elevado coste en complicaciones y morbilidades de los pacientes.

La evidencia mas antigua de empleo de la Osteogénesis por distraccion se
remonta a Hipocrates (460-377 a.c.), quien realizaba traccion de los huesos largos
mediante correas de caucho. Posteriormente, no aparecen méas datos de intentos de
alargamiento éseo hasta el siglo 19, cuando los cirujanos se debatian por tratar las
secuelas de heridas de guerra, pseudoartrosis o fracturas mal consolidadas de fémur, y
deformidades secundarias a la poliomielitis. Inicialmente, se intentaron alargamientos
en un tiempo por parte de pioneros como Von Langenbeck (1869), Hopkins y Penrose
(1889), y Von Eiselberg (1897).

Sin embargo, el alargamiento 6seo tal y como se conoce en la actualidad, no se
inicia hasta principios del siglo XX, con los trabajos del italiano Alessandro Codivilla
(fig. 6) en Bolonia™. Lleg6 a publicar 124 articulos, en 25 idiomas, mostrando las
nuevas opciones de tratamiento de maltiples patologias, incluyendo secuelas de polio,
pie zambo, escoliosis, y luxaciones congénitas de cadera’®. Su primer trabajo sobre el
empleo de un fijador externo y la traccion para el alargamiento aparece en la literatura
italiana en 1903"?, y en la inglesa en 1905, En ellos, Codivilla reconoce que
previamente otros habian intentado el alargamiento de miembros sin éxito, segun él,
debido a que sus técnicas eran ampliamente empiricas y sin mucha evidencia que las

avalara.
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Fig. 7: Alessandro Codivilla.

Inicialmente, presentd dos técnicas diferentes’. Para los defectos més pequefios,
recomendaba el alargamiento agudo forzado bajo medicacion narcoética. Para mayores
alargamientos proponia la técnica que denomind “extension continua”’>™ . Dicha
técnica consistia en realizar un alargamiento femoral mediante una osteotomia oblicua
diafisaria con escoplo, con posterior distraccién moderada, tan intensa como permitieran
las partes blandas; posteriormente, mantenia la elongacion con una traccion
transesquelética calcanea (25-30 kg) y un yeso rodeando el térax, la pelvis y la pierna
(incorporando el pin calcaneo). Si el alargamiento era insuficiente, cortaba el yeso a
nivel de la osteotomia y afiadia mas peso (nunca mas de 25-30 kg por etapa). Con esta
técnica podia obtener el alargamiento deseado en unos 20 dias, e incluso podia
continuarlo hasta 30-35 dias sin complicaciones (fig.7). En su trabajo de 19057%
presento los resultados de 26 pacientes, con acortamientos secundarios a varias causas,
y consiguiendo alargamientos entre 3-8 cm. Dicho procedimiento presentdé mdaltiples
complicaciones, entre las que se encontraban lesiones nerviosas, complicaciones

cutaneas Yy estados convulsivos incontrolables.

38



Tesis Doctoral Introduccién

26)

Fig. 8: Representacion esquematica de la técnica de “Extension continua” de Codivillat

En 1908, Magnuson realiz6 sus primeros estudios experimentales en Chicago®*
™) Utilizé un modelo animal en perros, para demostrar que era posible un alargamiento
de 5-7,5 cm en un solo tiempo, sin dafiar las partes blandas. Ademaés, separaba
longitudinalmente el periostio, minimizando el dafio a dicha capa y al endostio. Llegé a
realizar 14 alargamientos con esta técnica en humanos, describiendo varias
complicaciones, incluyendo shock pre y postquirurgico en todos los pacientes, e incluso

la muerte de uno de ellos en la mesa de operaciones’.

Con el paso de los afios, multiples cirujanos buscaron la forma de avanzar
mejorando la técnica de Codivilla. Freiberg (Cincinnati 1911), recomendd dividir el
alargamiento en varias sesiones para salvar el problema de las partes blandas®®. En
1913, Ombredanne™ modificé la técnica, recomendando una osteotomia oblicua y
traccion lenta gradual. Usando esta técnica conseguia alargamientos hasta de 4 cm, pero
frecuentemente se infectaban, desembocando en una osteomielitis, por lo que la técnica

se abandond pronto.

Taylor en 1916, presentd los resultados de 10 afios de experiencia en
alargamientos en la Sociedad Americana de Ortopedia. Su técnica™ " consistia en la
colocacion de un yeso, realizacion de una osteotomia en la mitad de la extremidad, y
distraccion en funcion de la tolerabilidad del paciente durante los siguientes 10 dias.
Concluyo que el dolor y las complicaciones, eran desproporcionados a los resultados
obtenidos en cuanto al alargamiento, por lo que propuso como buena alternativa, el

acortamiento del miembro contralateral.

En 1912, Victtorio Putti sucedi6 a Codivilla como director del Instituto Rizzoli en
Bolonia, y continu6é los trabajos de éste. Insisti6 en la necesidad de hacer una
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osteotomfa con un minimo trauma, y un alargamiento gradual y controlado®. Para ello,
disefio un dispositivo formado por 2 agujas —una insertada en la region subtrocantérea
y otra en los condilos— y una barra conectora para la distraccion de segmentos 6seos,
que permitia controlar las fuerzas de traccion aplicadas (fig. 8). El aparato producia
distraccion continua por 30 dias. Consigui6 alargamientos hasta de 8 cm. Sin embargo,
no proporcionaba una adecuada estabilidad al no controlar bien las desviaciones axiales
a pesar de las modificaciones realizadas. Putty abandoné esta técnica™, y comenz6 a
utilizar cuerdas de piano para los alargamientos, que se conectaban a un sistema de
distraccion que se fijaba a la cama del paciente. Sin embargo, no fue el primero en
emplear dicha técnica, Klapp, pupilo de August Bier, durante la guerra de los Balcanes,

fue el precursor de la misma®" ™.

e

Fig.9: Representacion esquematica del sistema de Putti para distraccion 6sea™.

En 1905, August Bier proclamé el potencial osteogénico del hematoma fractuario,
siendo el pionero en hablar de tener un tiempo de latencia previo a la distraccion™®.
Defendio que el hematoma fractuario podia equivaler a un factor suplementario para la
consolidacién del hueso fracturado y que la razén del retraso en la formacion del callo
era la evacuacion del hematoma, por lo que se frenaba el sangrado, lo cual era sustancial
para la formacién de nuevo hueso y tejido conectivo. No obstante, fallé en reconocer el
potencial formador 6seo del periostio y del endostio y la importancia de preservar su
irrigacion. Esperaba unos pocos dias antes de comenzar la distraccion para explotar el

estimulo del hematoma fractuario y la traccién ejercida sobre el hueso.
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Una vez Putty presentd sus trabajos en 1921, Abbott y Crego modificaron la
técnica en San Luis, en 1924@ ™ Desarrollaron un fijador monolateral™, con pines
proximales y distales a la osteotomia, que atravesaban el grosor completo de la tibia, y
con una serie de varillas roscadas, a las que se conectaban los cables, resultando en un
montaje estable (fig.9). Distraian intraoperatoriamente 1-2 cm y tras un periodo de

latencia de 7-10 dias, comenzaban con distraccion gradual de 1-3 cm diarios.

(71

Fig. 10: Sistema de distraccion disefiado por Abbot

Sobre los afios 30, llevaron a cabo la cirugia en 73 pacientes, obteniendo multiples

complicaciones®

, entre las que se encontraban, deformidades en equino-valgo,
luxacion tibio-peronea, contracturas en flexion de la rodilla, limitacion de la movilidad
de la cadera, recurvatum o procurvatum de los segmentos tibiales distraidos, debilidad
muscular, paralisis nerviosas, infecciones, etc. Para salvar estas complicaciones, Abbot
modifico su técnica®. Intenté solventar los problemas con la resistencia de las partes
blandas con una diseccion extensa de la fascia, periostio y membrana interosea. Todos
los musculos insertados proximalmente en la tibia, se desinsertaban subperiosticamente.
Dos semanas tras la realizacion de la osteotomia, en una segunda intervencion,

comenzaba el alargamiento.

Esta técnica se hizo muy popular en Estados Unidos, y fue adoptaba por multiples
cirujanost™. Sin embargo, no estaba exenta de complicaciones, y su uso indiscriminado
llevé a Abbot a escribir® que esta técnica sélo debfa llevarse a cabo por cirujanos
experimentados y cualificados, defendiendo el acortamiento del miembro contralateral

para los cirujanos menos expertos. En 1932, Haboush y Finkelstein, trabajando en
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Nueva York publicaron un gran namero de complicaciones derivadas del empleo de la
técnica de Abbot®. Determinaban que la extensa diseccion de los tejidos no solo no
prevenia la deformidad del pie, sino que podia producir infecciones y pérdidas del tejido

regenerado.

White®? en 1930, us6 clavos de Steinmann incorporados en un yeso circular.
Posteriormente, dividia la escayola y fijaba dos barras para distraer a lo largo de las
mismas. Con esta técnica, conseguia un alargamiento de 5 cm en 30 dias. Esta fue la
primera vez que uno de los aparatos usados para distraer era portatil, permitiendo a los
pacientes salir de la cama. Anderson® en la misma década, disefié un dispositivo con

una herradura conformada y un estribo para cada pin, mejorando el control rotacional.

En 1938 Bosworth trabajé mejorando la técnica del alargamiento 6seo. Fue el
primero en utilizar el término “distraccion 6sea” y abogo por la rigidez del marco.
Sugiriod la realizacion de un alargamiento a doble nivel, ya que segun él, al hacer dos

osteotomias dividia la fuerza de traccion en diferentes niveles del hueso.

Allan®*®) en Birmingham en 1950 desarroll6 su técnica de alargamiento en 105
pacientes. Realizaba una osteotomia con escoplo, aseguraba los fragmentos con agujas
de Kirschner en varios planos para controlar los movimientos axiales, y las conectaba
con barras roscadas para realizar una distraccion controlada. Establecié un régimen de
distraccion de 1,6 mm al dia, que se interrumpia si el paciente referia dolor. No disecaba
las partes blandas, pues creia que la distraccion lenta y progresiva también favoreceria
el crecimiento simultaneo del hueso y los tejidos vecinos. Con esta técnica consiguio la

consolidacion 6sea en todos los pacientes.

Mientras estas técnicas se desarrollaban en Estados Unidos, los cirujanos
europeos desarrollaban las suyas propias. En 1933, Cochrane!" 8 en Edimburgo
adopto la técnica de Abbot y enlaz6 Norteamérica con Europa. Las diferentes técnicas
de alargamiento se fueron desarrollando por separado en diferentes hospitales europeos
y americanos debido a la pobre comunicacion entre ellos. Ademaés, la falta de
comprension de la base bioldgica de la osteogénesis por distraccion limitd seriamente el

avance en este campo’?.
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Basandose en las observaciones de Bier de principios de siglo, Glucksman®”
realizd sus estudios in vitro ya en 1942, y establecié que la tension promovia la
formacion de nuevo hueso en los tejidos osteogénicos, y determind el patron de la
arquitectura ésea. En los afios 50 Krompecher® introdujo el principio de “osificacion

desmoide directa”, para referirse a la formacion de nuevo tejido 6seo por distraccion.

Wagner® en 1963 jug6 un papel fundamental en el desarrollo de las técnicas
modernas de alargamiento. Su técnica constaba de tres intervenciones: en un primer
momento realizaba una osteotomia y colocaba un fijador monolateral que le permitia
aplicar distraccion. Separaba los dos fragmentos 5 mm, sin periodo de latencia, y
distraia entre 1,5 a 3 mm al dia. El tejido asi obtenido no era de buena calidad, por lo
que necesitaba de técnicas adicionales. En un segundo tiempo, afiadia injerto y una
placa a la zona distraida, y retiraba el fijador externo. Restringia el apoyo. La tercera
cirugia era necesaria para retirar la placa (fig.10). El procedimiento era facil
técnicamente y seguia las ideas de la época, por lo que se extendidé rapidamente por
EEUU y Europa, sobre todo en Alemania™. Sin embargo, esta técnica no ofrecia
mayores ventajas (en cuanto a la movilizacién temprana del paciente) e ignoraba los

principios bioldgicos de la osteogénesis por distraccion.

Fig. 11: Representacion de la primera fase del sistema de Wagner en el fémur derecho y de la segunda en

el izquierdo®®.

En paralelo a los trabajos de Wagner, llizarov trabajaba en Kurgan, Siberia,

durante la guerra de los Balcanes, y comenzo a utilizar la técnica que unificaria al fin
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los principios quirurgicos y bioldgicos del alargamiento éseo. Disefié un fijador externo
circular que se conectaba al hueso mediante un sistema de agujas transfixiantes
tensadas. Los anillos se interconectaban entre si mediante barras roscadas. Con este
sistema conseguia controlar las desviaciones en todos los planos del espacio. La primera
vez que lo utilizé fue en 1951, como tratamiento de defectos 6seos provocados por la

tuberculosis.

Las investigaciones que realizd Gavril A. llizarov (fig.11) lo llevaron al
planteamiento del principio bioldgico de tensidn-estrés que se basaba en la estimulacion
de la regeneracion y crecimiento de los tejidos durante la distraccion. Este principio lo
explic6 como: “La traccion gradual sobre los tejidos vivos crea un estrés que puede
estimular y mantener la regeneracion y el crecimiento activo de ciertas estructuras
tisulares. Los tejidos sometidos a una traccion lenta y constante son activados
metabolicamente, un fendmeno caracterizado por la estimulacion de las funciones
celulares, tanto proliferativas como sintéticas. Estos procesos regenerativos dependen de

una adecuada vascularizacion y del efecto estimulante del apoyo de peso”.

Fig. 12: G. A. llizarov?®®,

En 1952 " %) |lizarov presenté su fijador circular (fig. 12), y perfecciond su
técnica. En 1954 comenzo a utilizarlo para el tratamiento de pseudoartrosis combinando
compresion local y distraccion. Tras distraer un segmento, comprimia, lo que favorecia
la transformacion del tejido cartilaginoso de la interfase en nuevo hueso. En 1956

afadid a sus indicaciones el tratamiento de deformidades de las extremidades.
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Fig. 13: Representacion del fijador disefiado por Ilizarov en 1951 ™.

En 1969 informd del éxito conseguido al realizar alargamientos sin aporte de
injerto. Simplemente usaba el estimulo de la distraccion aplicada, unida a una
corticotomia “especial” que preservaba la vascularizacion medular y periostica.

Mantenia un periodo de latencia y distraia a un ritmo no mayor de 1 mm al dia.
Por tanto, los principios del tratamiento del Ilizarov fueron®®:

- Gran calidad bioldgica del hueso regenerado debido al empleo de una

corticotomia percutanea con minimo dafio al periostio y médula 6sea.
- Periodo de latencia postoperatorio.
- Distraccion total de 1 mm/dia en varios pasos.
- Uso de compresion y distraccion permitiendo carga completa de la extremidad.

- Uso de un fijador circular donde los fragmentos se sujetan mediante agujas de
Kirschner tensadas, lo que permite al cirujano controlar los fragmentos en todos

los planos y corregir deformidades.
- Desarrollo de transportes 6seos para defectos del eje del hueso.

- Promover buena nutricion del hueso y la movilidad articular por medio de un

sistema que permita la carga completa y la fisioterapia.
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Usando esta técnica era capaz de inducir la formacion de nuevo hueso en el lugar

del alargamiento, y establecié las indicaciones de su sistema de distraccion:

Tratamiento percuténeo de fracturas metafisarias, diafisarias y epifisiolisis.
Reparacion de dafios extensos del hueso, nervios, vasos y partes blandas en una
sola cirugia y sin necesidad de injerto.

Engrosamiento 6seo.

Tratamiento percutaneo en un tiempo de la pseudoartrosis traumética o
congeénita.

Alargamiento de extremidades o retardos del crecimiento mediante distraccion
fisaria y otros métodos.

Correccion de deformidades de huesos largos y articulaciones, incluyendo el pie
zambo.

Eliminacion percutanea de contracturas articulares.

Tratamiento de artrosis mediante osteotomias y reorientacion de las superficies
articulares.

Artrodesis percutanea.

Relleno de quistes 0seos solitarios u otras lesiones similares.

Tratamiento de las pseudoartrosis infectadas favorecida por la influencia de la
distraccion-compresion.

Relleno de cavidades osteomieliticas por el engrosamiento gradual de las
paredes de la cavidad.

Alargamiento de mufiones amputados.

Tratamiento de la hipoplasia de mandibula y condiciones similares.

Superar enfermedades vasculares oclusivas sin necesidad de bypass.

Correccion de la acondroplasia y otros dimorfismos.

Aunque inicialmente solo se utilizo en Rusia, la difusion que se dio a la técnica,

unida al gran namero de complicaciones asociadas a la de Wagner, hizo que terminara

sustituyéndola. Fueron los italianos los que “dieron a conocer” el fijador circular de

Ilizarov a principios de los ochenta desplegando un nuevo horizonte en la Ortopedia.

También durante los afios 50 aparecen intentos de alargamientos 6seos usando

implantes intramedulares. Pais®® fue el primero en llevar a cabo una distraccién a
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través de un clavo endomedular. Otros como Kuntscher y Bertrand usaron los afios
siguientes clavos intramedulares estrechos, unidos al sistema de Abbot para evitar las

desviaciones.

Los alargamientos por medio de distraccion fisaria comenzaron con Ring en 1958
y posteriormente fueron retomados por llizarov. Posteriormente fueron abandonados

temporalmente.

En la década de los 70 y los 80, De Bastiani ®” retomé los trabajos de Ilizarov en
Italia, y modificd su técnica, usando un fijador dinamico unilateral. Reconocié que la
fijacion externa permite la aplicacion de cargas controladas en el foco de fractura y

utilizé el término de dinamizacion®,

El mismo llizarov, repiti6 alguno de sus experimentos para determinar la
influencia del ritmo de distraccion sobre la osificacion®® 2, llegando a la conclusion de
que el ritmo optimo era de 1 mm/24 h. Velocidades de distraccion mayores producian
retardo en la osificacion, e incluso ausencia de consolidacién, y regimenes mas lentos,

podian provocar consolidaciones tempranas del hueso regenerado.

En Estados Unidos, varios ortopedistas se han dedicado desde los afios 70 a la
actualidad a desarrollar este tema. Uno de los mas relevantes en este campo es Dror

Paley®®

, quien publico en los 80 los resultados obtenidos tras el tratamiento por medio
de un fijador tipo llizarov de un grupo de pacientes con pseudoartrosis de tibia, con
distintos grados de defecto 6seo y deformidad. En su trabajo establece las
consideraciones técnicas a tener en cuenta para determinar los niveles de fijacion, el
montaje del fijador y el nivel de las osteotomias en funcion del tipo de pseudoartrosis,
las cuales clasifica en A (si el defecto 6seo es menor de 1 cm) y B (si es mayor de 1
cm). Ademas, cada grupo se divide en 3 subgrupos: Al si la pseudoartrosis es movil,
A2.1 si es fija, y A2.2 si es fija y presenta deformidad, B1 cuando presenta sélo el
defecto 6seo, B2 si presenta pérdida de longitud y B3 cuando se unen defecto 0seo y

acortamiento asociado.

En su trabajo incluye a 25 pacientes, con una edad media de 34 afos, todos con
defectos tipo B de diversas etiologias, y con un seguimiento minimo de 6 meses, y
divide sus resultados en funcionales y estado 6seo. En 23 casos ambos resultados fueron
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buenos o excelentes, en dos pobres y en uno malo. Concluye que se pueden conseguir
excelentes resultados en cuanto a recuperacion del defecto 6seo, pero ello no garantiza
un buen resultado funcional, que ademas se vera influido por el estado vasculonervioso,

de partes blandas y de las articulaciones adyacentes al hueso afecto.

En 1988°%, en otro de sus trabajos sobre técnicas en alargamientos éseos, Paley
hace una revision de los trabajos mas relevantes publicados a cerca de distraccion 0sea,
distraccion fisaria y alargamientos en pacientes acondroplésicos. Establecié las que
considera mejores estrategias terapéuticas entre las existentes hasta entonces, basandose

en principios bioldgicos y mecanicos.

Es asi como Dror Paley con la asistencia de John Herzenberg, publicé en 2002 su

libro “Principios de la correccién de deformidades™®*

, que es el referente actual para la
cirugia de reconstruccion de las extremidades, donde se fundamentan las bases
geométricas para la correccion de deformidades, desarrollando el método para la
rotacion de la angulacion de la deformidad (CORA). EI CORA se define como la
interseccion de los ejes proximal y distal del hueso. Dichos ejes se establecen a partir de
unos limites establecidos como proximales y distales para cada hueso, y situados a nivel
de las articulaciones adyacentes. Las lineas axiales forman 4 angulos centrados en el
CORA. Estos angulos se denominan proximal, distal, medial y lateral. EI proximal y
distal son iguales, asi como el medial y lateral entre ellos. Las lineas que dividen cada
uno de esos angulos en dos iguales se denominan bisectores, y suponen la base sobre la
cual los autores establecen los niveles y tipos de osteotomia a realizar para corregir la

deformidad del miembro en cuestion.

tBL

A -

Fig. 14: Representacion de la linea bisectriz que divide un angulo en dos iguales y del CORA como

cualquier punto de la linea bisectriz transversa®.
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7.2 Evolucion de la experimentacion en la osteogénesis por distraccion
Callo de distraccion

Conocer la morfologia anatomopatoldgica del nuevo hueso formado durante el
proceso de la callostasis y sus diferencias con el callo éseo habitual en la consolidacion
normal de las fracturas, se hace fundamental para poder entender el proceso de la

osteogénesis por distraccion, siendo ampliamente estudiado a lo largo de los afios.

Desde el comienzo del desarrollo de la técnica se ha insistido en la necesidad de
controlar ciertos factores para su éxito “**®, el mantenimiento adecuado del aporte
sanguineo, el establecimiento de la rigidez adecuada del sistema de fijacion, el control
del periodo de latencia antes de comenzar la distraccion, el ritmo de la misma, y/o el
control del periodo de consolidacion, son prioritarios para favorecer la maduracion del

nuevo hueso.

El desarrollo y la investigacion de estos puntos se han llevado a cabo de forma
independiente, en distintos modelos animales y con distintos sistemas de fijacion del
segmento a transportar. Esto ha provocado grandes controversias en los resultados,
ocasionados debido a la variabilidad en la estabilidad de los sistemas de fijacion® %
%) en los ritmos de distraccion‘®® %33 en los tipos de osificacion observados durante el

proceso® 31:3234%) o en ¢| tamafio del segmento usado para el transporte®®.

De Pablos en 1986®Y, en sus estudios en distraccion fisaria en ovejas, concluye
qgue a mayor ritmo de distraccién, mayores son las diferencias estructurales entre el
cartilago de crecimiento del miembro distraido y el control. Ademas, establece que el
tipo de osificacion que se produce es de tipo intramembranoso, salvo en la region
fisaria, donde es de tipo endocondral. En 1989®% realiz6 un estudio similar en ovejas,
aplicando distintos ritmos de distraccion, obteniendo resultados similares a los ya

reportados previamente.

Ilizarov, también en la década de los 80, estudio la importancia de mdaltiples
factores empleando perros®® 2V, El trabajo constd de dos partes. Para la primera® usé
120 perros, clasificados en dos poblaciones en funcién del tipo de osteotomia tibial (a

cielo abierto vs percutanea con osteoclasia final). En todos se aplicd su sistema de
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fijacion externa circular. Estos dos grupos fueron divididos a su vez en otros 6, en
funcion de la frecuencia de distraccién. Llegd a la conclusion de que una frecuencia de
distraccion diaria de 1 mm/dia era lo dptimo, y que la preservacion de las estructuras
circundantes al hueso, asi como la médula 6sea en el momento de la osteotomia, eran
fundamentales para la osteogénesis. Durante la segunda fase de su estudio® analizé
480 perros, divididos en 5 grupos, a los que aplicd el sistema circular de fijacion
externa, pero con grado creciente de rigidez (establecido por el nimero de agujas de
Kirschner y aros empleados) y con distintos grados de dafio en la medular Gsea. A
menor grado de estabilidad del fijador obtuvo mayor indice de falta de osificacion. En
todos los casos, el nuevo hueso crecié paralelo a las fuerzas de tension (como se ha
demostrado posteriormente por otros autores®), a partir de células de estirpe
fibroblastica que aparecian inicialmente en el centro del callo 6seo. Se producian fibras
de colageno sobre las cuales se aponia el osteoide, determinando una osificacion
membranosa. Las islas de cartilago se deberian a las fuerzas de flexién debido a una
fijacion inestable. La médula mostr6 una alta capacidad de osteogénesis, incluso en los
casos en gue quedo totalmente separada del tejido circundante, lo que demuestra su gran

importancia en la neoformacion 6sea.

Posteriormente, se han desarrollado multiples estudios intentando determinar el
tipo de osificacién presente. Asi, Kojimoto® en sus pruebas en conejos, hablaba de la
existencia de cartilago elongado junto con tejido fibroso en el gap de distraccién en
estadios iniciales. Dicho tejido posteriormente era sustituido por fibrocartilago, llegando
a fusionarse con el mismo en los extremos del gap, y dando lugar a una osificacion

35)

endocondral. Sin embargo, otros estudios anatomopatolégicos®* e incluso

histomorfométricos® hablan de la presencia de ambos tipos de osificacion.

En 1994, Kallio®” realiz6 un estudio en ovejas, con un sistema de fijacion tipo
Ilizarov, obteniendo resultados similares a dicho autor en cuanto al tipo de osificacion
(intramembranosa en este caso) y a la mineralizacion de la matriz 6sea al analizar las
piezas obtenidas aun durante la fase de distraccién (a los 3, 5, 7 ¢ 14 dias). Justificaba
los resultados tan desiguales a los de Kojimoto® en base a las diferencias en las
rigideces de los montajes. En 2003 Fink®" publica sus resultados tras un estudio
histomorfométrico de la region endodstica (excluye la periostica), encontrando solo un

20% de tejido fibroso a los 25 dias de consolidacion y un 4% de tejido cartilaginoso.
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Ademas, en un segundo grupo estudiado a los 50 dias de consolidacion, el porcentaje de
volumen 6seo respecto al total del hueso aumenta, junto con el grosor de las trabéculas
Oseas, y concluye que la osificacion predominante es intramembranosa, si bien,
aparecen areas de osificacion endocondral en porcentaje variable y de tejido fibroso,
que achaca a la posibilidad de la existencia de micromovimientos en la zona del hueso

regenerado por déficit de estabilidad del fijador.

Durante afios se ha mantenido el debate sobre el tipo o tipos de osificacion

presentes al realizar un transporte 6seg®® 32 34 37. 53.54)

, y de si ésta varia en funcion de
la realizacion de osteotomias o corticotomias®® %). Asi por ejemplo, Karaharju®
concluyé en sus estudios que se producen los mismos mecanismos de osificacion
cuando la distraccién es a través de la placa fisaria que a través de una osteotomia,
produciéndose en el primer caso una hipertrofia de toda la placa de crecimiento, y
observandose una osificacion centripeta en el caso del hueso osteotomizado. En este
segundo caso, a las 4 semanas de distraccion, casi todo el Woven Bone ha sido
sustituido por hueso maduro. Krawczyk®? estableci6 que al practicar las osteotomias de
forma percutéanea, y preservar el periostio, la osificacién es mas homogénea, rapida y de
mayor calidad. Ademas, en los grupos estudiados a las 5 y en menor cantidad a las 9
semanas de consolidacion, se encontraron focos de osificacion endocondral, sobre todo
en las regiones centrales del callo, mientras que en los grupos de 9 y 14 semanas de
evolucion, se observé osificacion de tipo endomembranosa, sobre todo en la region mas
cercana al periostio. Claes en 2010®%, desarrolla un nuevo método de distraccion
lateral, determinando que al no actuar en estos casos fuerzas de compresion, ni de
deformidad inducida por la musculatura, la osificacion que se encuentra es puramente

intramembronosa

Ha sido discutido el rol de la vascularizacion proveniente de las estructuras
periéseas presentes®® en la importancia de la rigidez del montaje vy la distribucién de
fuerzas a través del mismo, posiblemente debido a la heterogeneidad de los estudios

realizados previamente. En 2010 Forriol®®

presentd nuevos resultados sobre distraccién
Osea en 24 ovejas de pequefio tamafio. Les aplicd un sistema de fijacion unilateral y las
clasifico en tres grupos en funcion de la velocidad de distraccion. Describié la
existencia de mayor cantidad de tejido fibroso a mayor velocidad de distraccion y una

mayor cantidad de tejido cartilaginoso con velocidades intermedias de distraccion,
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disminuyendo en proporcién a medida que avanzaba el periodo de consolidacion. Todas
las ovejas fueron sacrificadas durante la fase de consolidacion y en todas se hallé ambos
tipos de osificacion, endocondral e intramembranosa, en porcentajes diferentes en

funcién del momento del sacrificio.

Durante décadas se ha considerado que la carga mecanica controlada supone un
estimulo importante para el desarrollo y maduracién del callo 6seo en el proceso de
consolidacion de las fracturas“" *®. Apoyéandose en estos estudios, se han desarrollado
distintos modelos animales para analizar el comportamiento mecanico e histoldgico del
callo en la osteogénesis por distraccion en funcion de la carga. Sin embargo, son muy
pocos los trabajos en los que se especifica concretamente el tipo de carga realizada: si se
permite la carga de la zona intervenida, si se realiza desde el primer dia o, simplemente
si dicha carga fue completa. Radomisli et al“? compararon mediante técnicas
inmunohistoquimicas dos poblaciones de ratas sometidas a distraccion dsea. A la mitad
de los especimenes se les permitié la carga y a la otra mitad se le amputé la pata
distalmente a la osteotomia para impedir la carga sobre la extremidad. Publicaron un
aumento de expresion de colageno tipo Il en el grupo de descarga, mientras que en el
grupo que mantenia la carga se producia una elevacion de marcadores de formacion

6sea (osteocalcina y BMP 2/4) y colageno tipo I.

En el afio 2000 Lutz Claes presentd los resultados de sus estudios en cuanto a
influencia de la rigidez del fijador sobre la osificacion del callo de transporte 6se0®.
Pretendia determinar el efecto de los movimientos axiales interfragmentarios y
establecer cuél es el limite 6ptimo demostrando que la dinamizacién de fijador con los
suficientes movimientos axiales interfragmentarios, favorece la maduracion del nuevo
callo formado, mientras que grandes movimientos axiales lo inhiben. Para ello us6é un
fijador circular y realiz6 un transporte 6seo en 32 ovejas adultas. Estudio las diferencias
medidas en imagenes de Tomografia Axial Computarizada (TAC) en cuanto a
osificacion al mantener el fijador estatico, o dinamizarlo con distinto rango de
movimiento (0,5mm, 1,2 y 3mm). Tras 12 semanas concluyé que cuanto mas
movimiento se permitia, mas se estimulaba el callo en las zonas corticales del defecto,
pero menos en el centro, llegando a ausencia de consolidacién en el grupo de 3 mm y
que la dinamizacion de la distraccion durante la maduracion con movilidad inicial axial

de 0,5 mm, favorecia la maduracion mas que la fijaciones estaticas o muy dinamicas.
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Maés tarde, en 2007 plantea la hipotesis de que la distraccion temporal acelera la
curacion de las fracturas mediante la tensién inducida sobre el foco de fractura®, en
comparacion con la fijaciones flexibles sin procedimiento de distraccion. Para ello
repitidé sus estudios en ovejas, generando en este caso un gap de 3 mm
intraoperatoriamente. Un grupo siguio el protocolo de distraccion de 0,5 mm/12 h
durante dos dias, y compresion de 1 mm/12h el tercer dia, de manera que el gap final
era de 3 mm. El segundo grupo qued6 con fijacion estdtica. No se encontraron
diferencias en cuanto a mineralizacion en el TAC ni histoldgicas. Sin embargo, el grupo
sometido a distraccion presentaba mejor distribucion de la rigidez frente a la flexion en
el callo. Concluye que la tension adicional inducida mejora el proceso de curacion 6sea,
lo cual seria Gtil para su aplicacion en el tratamiento de pseudoartrosis y retardos de

consolidacion.

Posteriormente, se ha intentado determinar® “? en qué momento dichos cambios
bioldgicos se convierten en diferencias medibles en el callo. En un estudio con similar
metodologia quirtirgica al previo“?, se observé, que aunque el callo 6seo obtenido del
grupo de ratas en descarga era de menor volumen que el de las sometidas a carga,
durante las pruebas biomecéanicas todos los especimenes de ambos grupos presentaron
una fractura transversa en la zona de union de hueso neoformado y la cortical
preexistente. Pudo ademas observase, que los huesos de los animales sometidos a cargar
eran mas fuertes, rigidos, menos duictiles y duros que los de los animales en descarga,
aunque sin diferencias significativas. Sin embargo, el contenido mineral cuantitativo de

ambos grupos era el mismo.

El grupo chino de Leung et al®

utilizd animales de mayor tamafio para constatar
dichas diferencias. Analiz6 2 grupos de 12 cabras, en las que realizé una osteotomia en
tibia y aplicd un sistema de fijacion externa monoplano a distraccion. Al grupo al que se
permitia la carga, se le aplicé un manometro conectado a un sistema informatico para
registrar la carga transmitida a la pata en estudio. En los estudios radiograficos se
constatd una mayor anchura del callo de la zona de distraccion en dicho grupo respecto
al contrario. Anatomopatoldgicamente se determind, con diferencias significativas,
mayor cantidad de Woven Bone y mineralizacion en el grupo sometido a carga, lo que
se interpretdé como la existencia de un efecto aditivo entre la distraccion y la compresion

por la carga. Solo fue identificada osificacion de tipo membranoso. A pesar de todo,
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dicho trabajo presenta importantes defectos de validez interna ya que se administrd
Buprenorfina local en la zona intervenida para evitar el dolor y favorecer que los
animales cargaran en el postoperatorio, lo cual podria alterar la carga en condiciones
fisioldgicas. En adicion, la rigidez del sistema monoplano difiere de la biomecanica que
aportan los sistemas de fijacion circular que se suelen emplear para la distraccion desde

hace afnos.

Zimmermann® en 2004, en estudios sobre mandibulas porcinas, concluye que la
direccidn de la osificacion es perpendicular a la direccién de la osteotomia, paralela a la
direccidn de las fibras de colageno y fundamentalmente de tipo peridstica. EI nimero de
osteoblastos hallados fue inversamente proporcional a la velocidad de distraccion, todo
el hueso encontrado fue de tipo Woven Bone y no se identifico tejido cartilaginoso. En

dicho estudio no hubo fase de latencia previa.
Docking Site

El Docking Site no ha sido tema de estudio tan extenso como el callo en la
distraccion dsea o en el transporte 6seo. Sin embargo, en casi todos los trabajos
publicados hasta la fecha se ha descrito la existencia de problemas de consolidacion del
mismo®1%. Mekhail®® en 2004, tras revisar a un grupo de pacientes con defecto
0seos tibiales reconstruidos mediante transporte 6seo, encuentra como complicacion
mas frecuente la ausencia de consolidacion del Docking, llegando a refracturarse en
algunos casos, motivo por el cual aboga por la proteccion del mismo tras la retirada del
distractor y por el aporte temprano de injerto. En el mismo afio, De Coster®® también
identifica la falta o retardo de consolidacién de dicha zona como el principal problema

de los pacientes sometidos a transporte 0seo.

Giotakis®”, en su articulo de 2007, ya habla de los problemas referentes a la falta
de consolidaciéon del Docking, que podrian deberse a la no existencia de la cascada
reparativa normal por encontrarse ambos segmentos 0seos separados, y/o a la existencia
de tejido fibroso interpuesto entre ambos extremos, y hace un repaso por las distintas
técnicas empleadas, tanto abiertas como cerradas, para favorecerla. Revisa a 33
pacientes, tratados mediante distintos métodos: acortamiento en fase aguda de la
extremidad, aplicacion de injerto 6seo, desbridamiento del tejido fibroso interpuesto en

el lecho y la técnica del “acordeon” (compresion-distraccion una vez finalizado el
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transporte), concluyendo que la consolidacion del Docking Site es impredecible, mas
complicada cuanto mas se retarde la aposicion de los segmentos 0seos, y que no hay

una técnica ideal.

Entre los resultados publicados en los ultimos afios, algunos de los mas
concluyentes han sido reportados por Garcia® en 2009. Estudié mediante
histomorfometria el callo regenerado y el Docking Site, obtenidos tras transportar con
un sistema de placas y alambres un segmento de 2,5 cm en ovejas adultas, a las cuales
mantenia en descarga tras seccionar el tendon calcaneo. Concluyd que la osificacion
predominante es intramembranosa en la zona regenerada, mientras que en el Docking
Site es fundamentalmente de tipo endocondral. Asimismo, describe la distribucién de
los distintos tipos de tejido en las diferentes areas estudiadas, observandose como a
mayor tiempo de consolidacion, mientras que el porcentaje de vasos, tejido fibroso y
cartilago disminuia progresivamente en las tres zonas a estudio (zona cercana al
segmento proximal, zona intermedia y zona distal), el % de tejido seo aumentaba en
las misma. Al realizar un estudio mas pormenorizado, se observé cdmo mientras que en
la region mas proximal el tejido predominante era el fibroso sobre el 6seo al inicio del
proceso, en la region mas distal, los resultados eran opuestos. Por el contrario, en el
Docking Site, el tejido predominante era el cartilaginoso en fases iniciales, siendo
superado por el tejido 6seo a mayor tiempo de consolidacion. La cantidad de tejido

fibroso se mantenia estable a lo largo del proceso.

Lovisetti®, en 2011, compara dos cohortes de pacientes, una de ellas tratada
mediante compresion simple del Docking Site una vez finalizado el transporte y la otra
mediante reapertura del foco, desbridamiento y aporte de autoinjerto, consolidando el
100% de los casos, y no encontrando diferencias significativas en los resultados en
cuanto al tiempo de aplicacion del fijador, las complicaciones ni los resultados
funcionales. El mismo autor, en 2013°®, compara otros 3 grupos de pacientes en los
que trata la ausencia de consolidacion del Docking con compresion, desbridamiento
abierto y aporte de autoinjerto, y desbridamiento endoscépico y autoinjerto, no
encontrando evidencia en cuanto a la superioridad de una técnica sobre otra. La simple
compresion podria generar isquemia del tejido fibroso interpuesto, estimulando al tejido
cartilaginoso presente en el Docking hacia la osificacion. Ademas es menos costoso y

presenta menos complicaciones. Sin embargo, lo impredecible de sus resultados ha
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hecho que ante la presencia de una pseudoartrosis se abogue por el desbridamiento mas

aporte de injerto.

La técnica del desbridamiento artroscopico del Docking Site ya fue descrita por
Robinson en 2010%? concluyendo que se obtenian los mismos buenos resultados que
con el desbridamiento abierto pero minimizando las complicaciones. ElI grupo de
Sala®® en 2013 realizé un estudio comparativo entre desbridamiento abierto frente a
endoscopico, no encontrando diferencias significativas en los resultados o
complicaciones entre ambas técnicas, salvo por el mayor coste economico de la técnica

endoscopica.

Nagashima®® en 2012 estudia histolégicamente el Docking Site tras realizar un
transporte 6seo en mandibulas de perro, observando que se forman excrecencias 0seas
conicas en ambos extremos del mismo, lo que puede impedir la correcta aposicion de
los extremos. En la mitad de los casos sometidos a transporte 6seo describe ausencia de

consolidacién del Docking, donde aparece ademas tejido fibroso interpuesto.

El estudio anatomopatolégico tanto del callo de transporte 6seo en todas sus
etapas, desde el inicio de la fase de distraccion, hasta el final de la consolidacién, asi
como del Docking Site, ayudaria a esclarecer las lagunas existentes aun en la actualidad
en este campo y que son motivo de discusion cientifica. La determinacion especifica de
dicho proceso podria ayudar en la creacion de modelos mecanobioldgicos que
permitieran a los profesionales trabajar con herramientas “ex vivo” que ayudarian tanto
a la planificacién de cualquier actuacién sobre dichos defectos, como a la prediccion de
sus resultados. Del mismo modo, dichos modelos establecerian entornos de simulacion
que permitirian innumerables ensayos biomecanicos sin los elevados costes, en recursos

y en tiempo, derivados de la experimentacién animal.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. Hipdtesis

La osificacion del callo obtenido mediante transporte 6seo con mantenimiento de

la actividad motriz es de tipo mixto.

La ocupacidn vascular en el callo de transporte 6seo varia a lo largo del tiempo

cuando se permite la actividad motriz.

La osificacion del Docking Site es de tipo mixto y mas lenta que la del callo de

transporte 0seo.
La vascularizacion del Docking Site difiere de la del callo de transporte.

2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar el desarrollo de la estructura histoldgica y vascular del callo de transporte
6seo y el Docking Site con sistemas de fijacion externa circulares en huesos sometidos a

actividad motriz.
2.2 Objetivos especificos

Determinar la estructura histoldgica y vascular en los diferentes estadios de

formacion del callo de transporte 6seo sometido a actividad motora.

Comparar la estructura histologica y vascular en los diferentes estadios de

formacion del callo.

Determinar la distribucion espacial y temporal de los tipos de osificacion
presentes y la neovascularizacion, desde el inicio del proceso de transporte del

segmento movil hasta el final de la fase de consolidacion.

Determinar el patron vascular y de osificacion del Docking Site y la existencia o

no de retardos en la consolidacion.
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MATERIAL
1. Sujetos del estudio
10 ovejas de raza merina (Fig. 15).

- Criterios de Inclusién:

o Hembras adultas.

o Edad 3-5afios.

o Peso 37-66 kg.

o Metatarso con longitud superior a 14 cm.

o Diémetro minimo del hueso en la zona més delgada igual o mayor a 12
mm.

- Criterios de Exclusion:

o Secuelas de lesiones previas en la piel o hueso de la pata a intervenir.

o Malformaciones Oseas en la las patas, 0 que provoguen una marcha
alterada del animal.

o Infecciones activas, locales o sistémicas, que puedan complicar el
postoperatorio o impedir la adecuada colocacion del distractor.

o Intervenciones quirdrgicas previas en el miembro a distraer.

Para la fase experimental se obtuvo la autorizacion del Comité Etico de
Experimentacion de la Universidad de Sevilla, que trata de garantizar el respeto a la
integridad, dignidad e identidad del ser humano, y asegurar el bienestar de los animales

utilizados como modelos experimentales en investigacidn o en practicas docentes.

Fig. 15: Animales seleccionados para el estudio.
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2. Modelo y disefio del distractor éseo

El distractor empleado es un fijador tipo Ilizarov, con capacidad para mantener la
rigidez de la pata del animal a pesar de la discontinuidad derivada de las osteotomias y
la ostectomia. Es una optimizacion del fijador empleado por Claes et al (2000) en sus
trabajos experimentales®®, reduciendo el peso del mismo al maximo, pero manteniendo
la capacidad portante. Ademas se ha instrumentado, disponiendo de zonas en las que se
instalan 6 células de carga, que junto con una plataforma permiten medir las fuerzas que
en cada momento atraviesan al callo de transporte cuando el animal camina®* 1%, g
disefio ha sido realizado por los ingenieros del Departamento de Ingenieria Mecéanica de

la Escuela Superior de Ingenieros de Sevilla @ ° 2515 (Tapla 1).

Dicho dispositivo estd formado por dos aros, que rodean la extremidad, cuatro
barras verticales y cuenta con un sistema de deslizamiento que permite realizar el

transporte del segmento de metatarsiano seleccionado (Figs. 16 y 17).

Fig. 17: Resultado final tras la colocacién del fijador.
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Tabla 1: Materiales y elementos que componen el distractor (int: interno, ext: externo, prox: proximal).

Pieza Diametro (mm) Material

Aro 16 x 105 x 12 Aluminio

Barra fija @11 x97 Aluminio

Barra movil roscada @ maximo 20 x 106 Aluminio + Acero Inoxidable

Pin transfixiante distal ext @4 x 150 Acero Inoxidable
Pin transfixiante distal int @ 4 x 150 Acero Inoxidable
Pin transfixiante prox ext @ 4 x 150 Acero Inoxidable
Pin transfixiante prox ext @ 4 x 150 Acero Inoxidable
Agujas transporte @ 3x100 Acero Inoxidable
Pin unicortical proximal @4 x100 Acero Inoxidable
Pin unicortical distal @ 4 x 100 Acero Inoxidable
Abrazaderas agujas 17x10x 7 Acero Inoxidable
Tuercas distraccion @ méximo 20 x 25 Acero Inoxidable
Tornillos control distraccion M4 x 10 Acero Inoxidable
Guia de Sierra Acero Inoxidable

Los aros sirven de apoyo a los pines que fijan el hueso, a los cuales se unen con
bridas metélicas atornilladas. En cada aro se engarzan dos clavos de Schanz
transfixiantes formando un angulo de 30° entre ellos, y otro unicortical. La fijacion del

segmento a transportar se realiza mediante dos agujas paralelas transfixiantes.
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3. Util guia del sistema de corte

Para asegurar la realizacion de osteotomias estandarizadas (similares y paralelas
en todas las piezas) se ha disefiado una pieza guia para la hoja de sierra, que se
engarzaba paralela a las barras, a presion en el aro proximal, y se fija con un tornillo
adicional de seguridad (Fig. 18).

IR

Fig. 18: Esquema del util guia de la sierra de corte para las osteotomias. A: vision frontal. B: vision

lateral.
4. Util director de pines y agujas

Para evitar alteraciones en la trayectoria de los pines del fijador que pudieran
suponer altas sobrecargas en el hueso, se emplea un dispositivo guia, disefiado por el
Departamento de Ingenieria Mecénica de la Escuela Superior de Ingenieros de Sevilla,
que minimiza la iatrogenia que pudiera generarse al introducir los 6 pines del fijador y

las dos agujas de transporte (Fig. 19). Sus componentes se recogen en la tabla 2.
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Fig. 19: Visién general del Util guia con una de las patas de prueba.

Tabla 2: Relacién de los elementos y materiales que compondran el Gtil guia.

Pieza Diametro (mm) Material
Barra directora @ 14 x 200 Acero Inoxidable
Guia 30x30x70 Acero Inoxidable
Patas ajustables @8 x110 Acero Inoxidable
Sistema sujecion pata 5x170x 20 Acero Inoxidable
Portamanguitos 25 x50 x 60 Acero Inoxidable
Sistema sujecion hueso 10x 10 x 40 Acero Inoxidable
Guia @ 8x60 Acero Inoxidable
Pin @ 4 x 200 Acero Inoxidable
Tuercas M8 Acero Inoxidable

Dicho dispositivo estd compuesto por seis barras paralelas tres a tres, unidas por
dos piezas planas exteriores que sirven de eje a dos piezas guia, que se deslizan gracias
a casquillos de bronce autolubricados y pueden fijarse en el punto de insercion de los

pines.
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Las barras de apoyo del sistema son roscadas y permiten regular la altura a la

que se trabaja.

A las guias deslizantes se les incorpora un “portaguias” acoplado con 4
tornillos, con la inclinaciéon adecuada para los clavos de Schanz y agujas de Kirschner,
disefiado con tres posibilidades de angulacién para cada uno y que dispone de orificios
para las guias de pretaladro y taladro de los clavos (para minimizar el dafio durante la

entrada de los mismos).

Para evitar cualquier tipo de movimiento durante la intervencion disponemos de
un sistema de fijacion a la pata compuesto por una guia para clavo de Schanz de 4 mm
de didmetro, que fija el segmento que se extirpa al realizar las osteotomias y un tornillo

de bloqueo.
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DISENO Y METODOLOGIA
1. Contexto de la investigacion

Para el desarrollo de los ensayos fue necesaria la coordinacion y colaboracion
interdisciplinar entre traumatdlogos, ingenieros y veterinarios, e interinstitucional entre

la Escuela Superior de Ingenieros de Sevilla y la Facultad de Veterinaria de Cordoba.

Los animales fueron custodiados y cuidados clinicamente por el Departamento de
Cirugia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Cordoba en sus granjas,
desde donde fueron trasladados a la Clinica Veterinaria del Campus Universitario
Rabanales los 10 dias previos a la intervencion, para su familiarizacién con el entorno y
el adiestramiento previo. Las intervenciones se efectuaron en el quiréfano experimental
de dicho centro. Tras la cirugia pasaron a cubiculos de cuidado postquirtrgico, hasta el

fin de los periodos de distraccién-consolidacion y su posterior sacrificio.
2. Desarrollo del procedimiento quirdrgico

Para garantizar el éxito de las intervenciones quirargicas minimizando el dafio a
los animales sujetos a experimentacion, se hizo fundamental que el equipo médico
(tanto los Veterinarios como los Traumat6logos participantes) se familiarizara con el
material a utilizar, tanto quirdrgico como los distintos componentes del til guia y el
distractor, y determinaran y conocieran todos los pasos del protocolo a seguir, asi como

el montaje de las piezas.

Fase 1. Pruebas experimentales en laboratorio.- Para la protocolizacion del

procedimiento y determinacién de posibles defectos de disefio se realiz6 una primera
fase de ensayos ex-vivo en el laboratorio de Ingenieria Mecanica de la Universidad de

Sevilla.

Las semanas previas a la experimentacion en animales vivos, se realizaron
ensayos completos con el distractor y todos los Utiles con patas de cordero aisladas,
adquiridas tras los controles sanitarios reglamentarios (matadero de Sevilla). Dichos
especimenes fueron congelados y custodiados en los congeladores del Departamento de
Ingenieria Mecanica y de los Materiales en el Edificio de Laboratorios de la Escuela de

Ingenieros.
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Las patas fueron extraidas del congelador 8 horas antes del experimento para

garantizar el estado natural de los tejidos en el momento de iniciarlo.

Fase 2.- Desarrollo del procedimiento “in vivo”.- Para que el proceso de curva de

aprendizaje de la cirugia “in vivo” no influyera en los resultados del presente estudio se

realizé la intervencion de forma repetida en tres animales.
3. Protocolo de ensayo

- Preparacion y adiestramiento de los animales.
- Intervencion quirdrgica.

- Fase de latencia.

- Fase de transporte.

- Fase de consolidacion.

- Fase de remodelacion.

- Sacrificio del animal.

- Obtencidn y conservacion de los especimenes.

Los ensayos Yy las pruebas de imagen se efectuaron en la Clinica Universitaria de
Cordoba. Durante estas fases y tras el sacrificio de las ovejas se realizaron las pruebas

de imagen necesarias (Radiografias seriadas y TAC) para el control del transporte.
4. Preparacion y adiestramiento de los animales

Los animales fueron seleccionados en la granja de origen y trasladados 10 dias
antes a la Clinica Veterinaria de Cérdoba. Una vez alli, quedaron al cuidado de los
profesionales de dicha clinica, siendo alimentados y atendidos en todo momento por

dicho personal.

Una semana antes de la intervencion se realiza el adiestramiento de los animales.
Consiste en hacerles caminar con un peso de similar cuantia al distractor en la pata

seleccionada (posterior derecha en todos los casos), lo que simula al implante.
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5. Protocolo operatorio

5.1 Proceso anestésico y colocacion del animal

Para garantizar el ayuno previo a la cirugia y minimizar los problemas de
regurgitacion y timpanismo en el postoperatorio, se retira el alimento sélido 36 horas

antes y el agua a 6 horas de la cirugia.

Una vez en la sala de preanestesia, se inmoviliza al animal, y se canalizaba la
vena yugular externa. Como fluidoterapia, se emplea Ringer Lactato a un ritmo de
infusion de 10 ml/kg/hora (LR®; BBraun VetCare, Barcelona, Espafia).

Los animales se premedican con dexmedetomidina 4 pg/kg IV (Dexdomitor® 0,5
mg/ml; Orion Pharma, Espoo, Finlandia) y butorfanol 0,3 mg/kg IV (Torbugesic® 1%,
Fort Dodge, Girona, Espafa) y se administra una dosis unica de cefazolina 20 mg/kg IV

(Kurgan® 1gr; Laboratorios Normon, Madrid, Espafia).

Quince minutos después se procede a la induccion anestésica usando propofol 3
mg/kg IV (Propofol-Lipuro® 1%; BBraun VetCare, Barcelona, Espafia) y a la
intubacion endotraqueal (Fig. 20). La anestesia se mantiene empleando isofluorano a

una concentracion inspirada de 1,4% - 1,5% (Isoflo®; Esteve, Barcelona, Espafia).

La monitorizaciébn anestésica incluia electrocardiografia, pulsioximetria,
capnografia / capnometria, presion arterial invasiva (usando la arteria femoral de la

extremidad izquierda), temperatura corporal, y analisis de los gases anestésicos.

Para la cirugia los animales se colocan en decubito lateral derecho, sujetando la
pata izquierda con un vendaje, quedando la pata derecha colocada sobre una mesa
auxiliar, con la cara interna de la misma expuesta para la insercion de los pines. Se
rasura la pata con una esquiladora eléctrica, y se limpia con agua y jabon, aislando la

pezufia con una venda autocohesiva.

Para la esterilizacion se usa Clorhexidina tintada, y el campo quirdrgico aislado

del resto con la ayuda de pafios estériles.

Todo el procedimiento se llevaba a cabo bajo estrictas medidas de asepsia.
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Fig. 20. Imagen de la preparacion anestésica de las ovejas.

5.2 Marcaje de la via de abordaje, niveles de las osteotomias y
apertura de la herida

- Primero se mide la distancia total del metatarso, que debe ser mayor o igual a 12
cm (distancia maxima longitudinal entre pines proximales y distales) desde el
borde inferior del condilo interno proximal, al superior de la tuberosidad interna
distal, tomandose estos dos puntos como referencia de los limites
extraarticulares de la pata.

- Se marcan los limites superior e inferior del distractor lo mas alejados posible de
las zonas articulares.

- Se mide el didmetro anteroposterior del hueso a esos niveles, excluyendo la
zona posterior, por donde discurren los tendones flexores y uno de los
principales vasos arteriales de la pata, y se marca la zona central

- Sedibuja una linea longitudinal y paralela al eje de la pata de 12 cm, que una el
punto central proximal con el distal, dividida en 3 segmentos de 4 cm, usando el
central como via de abordaje (Fig. 21)

- Los limites superior e inferior del segmento se corresponden con las osteotomias
proximales y distales. Se marca el punto situado a 25 mm de la osteotomia mas

proximal como nivel para la segunda osteotomia
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Fig. 21: (A) Marcaje de las regiones proximal y distal y separacién en 3 zonas iguales de 4 cm (B)

Comprobacién con regla.

- El segmento restante entre la segunda osteotomia y la distal de 15 mm, se
extirpa al finalizar la cirugia, y se corresponde con la zona ocupada por el pin de
fijacion de la pata al util.

- Se realiza la diseccion por planos con bisturi frio, usando bisturi eléctrico en
caso de sangrado profuso y se despega el hueso de todas las partes blandas en
su circunferencia (Fig. 22).

Fig. 22: Aspecto tras despegar las partes blandas. Periostio expuesto.

- Se marca el periostio en los niveles de seccion y se arrolla en las zonas de las

osteotomias alejandolo de la zona de accidn de la sierra.
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5.3 Colocacion de la pata en el util guia de pines

Fig. 23: (A) Componentes del dtil esterilizados (B) Util guia.

Se coloca la pata en la zona central de las placas inferiores proximales y distales,
siguiendo las marcas de direccion y se fija con dos placas superiores que sirven de
presa. Para evitar zonas de hiperpresion y facilitar la adaptacion del dispositivo, se usan

esponjas de densidad media adaptadas a una mordaza que se apoya sobre las placas.

El eje de la pata debe quedar en la vision lateral paralela a las tres barras guia y
en cuanto altura, entre las barras superior y media (Fig. 24). En la visidn superior, debe
coincidir con la zona central del Gtil, que viene marcada por una muesca para introducir
una aguja guia.

Fig. 24: Visiones laterales de la posicion de la pata durante uno de los ensayos ex vivo.
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Para evitar movimientos durante el resto de la cirugia se coloca el clavo de Schanz
de fijacion de 4mm, que se introduce por una guia a nivel de la barra central en la cara

anterior del util (Fig. 25). Se introduce la guia de aguja de 3 mm como prebroca.

Fig. 25: Colocacion del pin de fijacion.

Finalmente se corta el pin de fijacién por dentro de las barras, para evitar que
obstaculice el deslizamiento de las piezas.

5.4 Procedimiento de insercion de los pines y agujas

Se comienza por la region distal, por ser de menor calibre y mas dificil evitar la
articulacion, lo que nos permitia hacer las correcciones desplazando los puntos de

entrada cranealmente.

- Se coloca la guia para los clavos en el orificio mas distal del util para el Schanz
unicortical (Fig. 26).
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Fig. 26: Guia y portamanguitos para pines unicorticales colocada en el orificio distal. Guia para aguja de

3 mm colocada en el orificio central.

- Seinserta el portamanguitos y la guia para la aguja de 3 mm (prebroca).

- Sebroca la trayectoria del Schanz unicortical distal previa apertura de la piel.

- Se sustituye la guia de aguja por la de los clavos y se inserta el Schanz de 4 mm
monocortical autorroscante.

- Manteniendo todo lo anterior, se coloca y se fija la guia para clavos
transfixiantes con el grado de inclinacion deseada, comenzando por el orificio
central (Fig.27).

Fig. 27: Se retira la guia, y portaguias para clavos unicorticales y se fija en el orificio marcado para el

clavo transfixiante distal.

- Seinserta la guia de la AK de 3 mm, se broca la trayectoria, y tras sustituir la

guia, se inserta el segundo Schanz transfixiante (Fig. 28).
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Fig. 28: Insercion del Schanz transfixiante distal previo brocado de la trayectoria.

A continuacion, se libera una de las guias, y se repite el proceso a nivel proximal,
manteniendo siempre uno de los pines (ya sea proximal o distal) montado sobre su pieza

portamanguitos, para evitar desplazamientos indeseados (Fig. 29).

Fig. 29: Brocado del Schanz transfixiante proximal tras liberacion de la guia distal.

Una vez insertados los 6 pines se monta sobre una de las guias la pieza
portamanguitos para las agujas del transporte, fijandola a la barra como en los casos

anteriores.

Se coloca una guia de aguja para AK de 2 mm, y se insertan las dos AK de 3 mm

en el segmento a transportar (Fig. 30).
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Fig. 30: Brocado e insercién de una de las AK del segmento a transportar.
5.5 Montaje del distractor

Una vez retirado el atil queda el metatarso libre para la colocacion del distractor
(Fig. 31).

Fig. 31: Imagen final de la pata una vez liberada del Gtil guia de pines.

Se montan los aros sobre los clavos de Schanz, buscando la orientacion adecuada
para que cada uno se posicione sobre su abrazadera, las cuales se atornillan

provisionalmente (Fig. 32).
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Fig. 32: Atornillado provisional de las abrazaderas.

Posteriormente se colocan las 4 barras, teniendo en cuenta que las dos moviles
deben estar desbloqueadas y las platinas para las agujas deben estar orientadas y
posicionadas a la altura de las AK del transporte.

Se fijan las AK a las platinas con un tornillo de bloqueo y se fija toda la tornilleria
(Fig. 33).

Fig. 33: Colocacion de las barras y disposicion de la pletina de la barra mévil apoyada sobre las AK del

transporte.

Se coloca la guia para la sierra de corte entre los dos aros, fijandola a presion
sobre el aro proximal, y procurando que su entrada coincida con la herida inicial (Fig.
34).
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Fig. 34: Colocacion de la guia de sierra.

Con la ayuda de separadores tipo Hoffman Mueller se protegen las partes
blandas y se realizan las tres osteotomias, comenzando por la méas proximal (Fig. 35).

Fig. 35: Aspecto tras la realizacion de las osteotomias.

Una vez retirado el segmento 6seo distal (Fig. 36) se revisa y controla cualquier
tipo de sangrado y se comprime el segmento proximal con el resto de metatarso (Fig.
37), para garantizar el contacto 6seo que favorece que se inicie el proceso de reparacion

0sea, y se bloquea el sistema, que se mantendra asi durante la fase de latencia
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Fig. 36: Segmento distal extraido.

J.. -J'- (U 7

Fig. 37: Aspecto final previo al cierre de la herida y tras dar compresion proximal.

Se limpia la herida con suero fisiolégico y se cierra la piel, con puntos sueltos de
sutura reabsorbible de larga duracién. Se curan las heridas con Povidona Yodada en
crema y se cubren las heridas con esponjas estériles y un vendaje elastico aislante,

difiriendo las curas cada 48h.
5.6 Fase de latencia

Es el espacio de tiempo durante el cual ain no ha comenzado el transporte del
segmento movil y se estan desarrollando los fendmenos normales de formacion del
callo de fractura en la zona de la osteotomia proximal. Esto da lugar a un callo
fractuario que tiene la elasticidad y consistencia necesarias en el momento de iniciar la

fase de transporte.
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Se mantiene una fase de latencia de 7 dias® * %8 1% durante los cuales el
animal permanece en relativo reposo, pudiendo andar libremente por el corral junto al
resto de animales, estando bajo los cuidados y supervision del equipo Veterinario de

Cordoba, recibiendo la atencién médica necesaria en todo momento.
5.7 Fase de transporte

Tras los 7 dias de latencia comienza el transporte del segmento movil. La
duracion media de esta fase es de 15 dias, llevandose a cabo la movilizacion de
proximal a distal del segmento 6seo a transportar a un ritmo de 1 mm/dia. Para ello se
da una vuelta completa a diario a cada una de las tuercas de distraccion sobre las barras

moviles roscadas.

El control de la ausencia de alteraciones durante la movilizacion del segmento a

transportar se lleva a cabo mediante radiografias seriadas.
5.8 Fase de consolidacion

Una vez finalizado el transporte del segmento, comienza la fase de consolidacion.
El primer dia de esta fase se procede a comprimir en la zona de contacto distal o
Docking Site para asegurar el correcto acoplamiento en dicha zona y favorecer asi la

unién del segmento transportado con la zona distal del metatarso.

Durante esta fase el animal permanece con el fijador, con las barras moviles
blogueadas en la posicion de compresion, y se mantiene asi hasta que se obtienen datos
con las pruebas de imagen de que el hueso tiene la rigidez suficiente que permita la

retirada del distractor.
5.9 Fase de remodelacién

Una vez retirado el distractor, durante un afio aproximadamente, se produce la
fase de remodelacion. En dicha fase la estructura histologica del callo se modifica hasta
alcanzar la conformacion del hueso maduro normal. Sélo 2 animales se extienden hasta

esta fase.
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5.10 Sacrificio de los animales

Los animales fueron sacrificados empleando el eutanasico T-61® (Embutramida,
loduro de Mebezonio, y Tetracaina Clorhidrato) por via intravenosa.

Se establecio el siguiente programa de sacrificios, con la finalidad de poder
realizar estudios ex-vivo en las distintas fases evolutivas del proceso, desde las iniciales

hasta el final de la remodelacion (Tabla 3).

Tabla 3: Planing de trabajo con cada animal.

Dias desde la Dias de latencia Dias de transporte Dias de Retirada
cirugia consolidacion del
distractor
17 8 9 28
22 7 13 8
29 7 14 0
35 7 13 15
37 7 14 2
50 7 15
79 7 16 56
98 8 15 75
161 7 15 139 161
525 7 17 Alcanza 192

remodelacion

5.11 Obtencién y conservacion de los especimenes

Tras el sacrificio del animal, se procede a la desarticulacion proximal del
metatarso. Los especimenes se conservan sin quitar el distractor para evitar que las
muestras se dafien al retirarlo en los congeladores de la Clinica Veterinaria de Cérdoba

a -80°C durante 24 horas, tras las cuales se retira el fijador y se realizan el TAC y la
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ultima Rx. Posteriormente se vuelven a conservar en el congelador hasta el momento
del estudio anatomopatoldgico.
5.12 Pruebas de imagen

Obijetivos:

- Garantizar la correcta evolucion del transporte, y detectar posibles desviaciones
axiales durante el proceso de transporte.

- Asegurar la correcta consolidacion del Docking Site.

- Evaluar el grado de osificacion del callo 6seo y verificar la regularidad del

mismo.

Protocolo radiografico:

Radiografias: en los planos anteroposterior y lateral del espacio siguiendo la
siguiente secuencia:

o Postoperatorio inmediato: con la oveja aun sedada.

o Primer dia de la fase de transporte (Gltimo de latencia)

o Ultimo dia de la fase de transporte (21° dias desde la cirugia).

o Tras el transporte se realizan radiografias semanales durante el primer
mes de consolidacion. Posteriormente cada dos semanas hasta los 100
dias postquirargicos, momento en el cual se espacian mensualmente.

- Tomografia Axial Computarizada (TAC): Se realizan en todos los casos tras el
sacrificio del animal. Valora la disposicion de las areas osificadas, su
distribucion en los 3 planos del espacio y el grado de consolidacion del Docking
Site. Se obtuvieron reconstrucciones 3D desde las imagenes del TAC usando el
software MIMICS® (Materialise, Leuven, Belgium).

5.13 Estudios anatomopatoldgicos

Para el desarrollo del estudio anatomopatoldgico se contd con la colaboracion y
asesoramiento del Departamento de Anatomia y Anatomia Patologica Comparada de la
Universidad de Cordoba.
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Se realiza un estudio descriptivo macroscopico de las piezas, las cuales se dividen
posteriormente en dos bloques. Se toman muestras de las zonas de hueso donde no hay

callo 6seo, utilizandose como tejido 6seo control.

Se realizan tinciones de hematoxilina-eosina para estudio del nivel de osificacion,
y tricromico de Mason para delimitar el tejido de extirpe cartilaginosa, ademas de
pruebas inmunohistoquimicas para visualizar el endotelio, la vascularizacion y tipos de

colageno. Se determinan:

- Tipos celulares en el callo de transporte, sus porcentajes y su

distribucioén.

- Tipos de osificacion presentes, sus porcentajes y distribucién en el callo
y en el Docking Site.

- Distribucion vascular

- Tipos de colagenos presentes, su disposicion y porcentajes en el callo

6seo (inmunohistoquimica)

- Direccion de las trabéculas Oseas y variaciones en el grosor de las

mismas en el callo 6seo.

- Histomorfometria: porcentajes de vasos, tejido fibroso, cartilago, tejido
6seo y tejido necrosado (en cada una de las 3 partes en que se divida el callo

0seo para su estudio microscopico).
5.13.1 Procesamiento macroscopico

Se procede a cortar el metatarso siguiendo su eje longitudinal con una sierra
similar a la utilizada en el despiece de piezas carnicas (MAINCA® Modelo BM-2000,

Barcelona, Espafia) de forma que se obtienen dos mitades simétricas (Figs. 38A y B).

Una de esas mitades se utiliza para el estudio anatomopatoldgico. Se identifican
los extremos proximal y distal, asi como las fijaciones, que se numeran en orden
proximal-distal. Se realiza una fotografia de la superficie de corte y se identifican y

miden (indicando ancho y alto en centimetros) tanto el callo 6seo como el Docking Site.
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Posteriormente, de nuevo con la sierra se cortan las zonas correspondientes al callo 6seo
y al Docking Site, dejando en ambos extremos (proximal y distal) aproximadamente 0’5

cm de margen que incluyen hueso cortical (Fig. 38B).

Fig. 38: (A) Sierra usada para cortar las piezas (B) Aspecto de la pata tras la seccion longitudinal.

Las muestras se cortan en dos blogues: 1) incluye el callo éseo completo y 2)
incluye el Docking Site completo. En ambos bloques se identifican los extremos

proximal y distal (Fig. 39).

Fig. 39: Bloques incluyendo Docking Site y el callo 6seo.

Material para preparacion y tincion de muestras

e Liquido decalcificador TBD-1® (Thermo Scientific, Estados Unidos).
e Procesador automético de tejidos (Leica® TP 1020).

 Consola montadora de bloques (Sakura Tissue-Tek® TEC™).
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Estufa a 37°C.

Microtomo (Sakura Accu-Cut® SRM™).

Teflidor automatico (Sakura Tissue-Tek® SRM™).

Cubeta de bafio histolégico.

Formol tamponado 10% (Panreac Quimica, Espafa).
Alcohol 60°,70°,80°,96° y 100° (Panreac Quimica, Espafia).
Xilol puro (Panreac Quimica, Espafa).

Parafina con punto de fusion a 58°C (Panreac Quimica, Espafa).
Hematoxilina de Harris (Panreac Quimica, Espafia).
Eosina (Panreac Quimica, Esparia).

Medio de montaje Eukitt® (Panreac Quimica, Espafa).
Portaobjetos.

Cubreobjetos.

Procesado de muestras

Una vez cortados los fragmentos que incluyen tanto el callo 6seo como el

Docking Site se procede a su inmersion en TBD-1 (liquido decalcificante) en diferentes

diluciones, debido a que los periodos de consolidacion son variables y, por tanto, la

consistencia del callo 6seo y del fragmento de Docking Site son muy distintos. Se

utilizan diluciones de TBD-1 en formol tamponado comprendidas entre el 10% y 50%.

El tiempo transcurrido desde la inmersion de las muestras en TBD-1 hasta que estan

listas para poder ser cortadas también es variable debido a las mismas razones

expuestas anteriormente, y oscilan desde 3-5 dias hasta 3 semanas.

Una vez decalcificadas, se procede al tallado de las muestras, para lo cual se

introducen en un procesador automatico de tejidos (Fig. 40A), donde son deshidratadas
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en gradientes crecientes de alcohol, pasan a xilol y son incluidas finalmente en parafina
liquida (Fig. 40B), obteniendo un bloque con unas medidas aproximadas de 2 x 2 cm
(Fig. 40C). Sobre estas muestras se realizan cortes histolégicos, de 4 pm de grosor,

utilizando un micrétomo (Fig. 40D).

Seguidamente, pasan a un bafio histoldgico (37°C) hasta que la muestra esta
completamente extendida, y se recogen mediante un portaobjetos. Los cortes
histolégicos se dejan secar en una estufa a 37°C durante 24 h, hasta que estan

completamente adheridos al portaobjetos.

Fig. 40: (A) Procesador automatico de tejidos (B) Dispensador de Parafina (C) Bloques parafinados (callo

a laizquierda, Docking Site a la derecha) (D) Bafio histolégico y micrétomo.

Las tinciones elegidas para la realizacién del estudio histolégico son la
hematoxilina-eosina y el tricromico de Masson (para estudiar la presencia de tejido

conectivo). El protocolo de ambas técnicas se expone méas adelante.

El sellado de las muestras se realiza aplicando una gota de medio de montaje
(Eukitt®, Panreac) sobre el cubreobjetos y dejando caer cuidadosamente la preparacion.
Se eliminan las burbujas de aire que puedan quedar y se dejan secar 24 horas antes de

examinarlas al microscopio (Fig. 41).
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Fig. 41: (A) Tefiidor automético (B) Microscopio.

5.13.2 Estudio histopatoldgico

Las piezas precisan ser sometidas a tinciones histopatologicas para poder ser

procesadas mediante técnicas histomorfométricas.

Tincidén con hematoxilina eosina:

© © N o o

10.
11.

Desparafinado: 3 bafios en xilol de 10 minutos cada uno.

Inicio de la rehidratacion: dos bafios de 5 minutos cada uno en alcohol de
100°.

Finalizacion de la rehidratacion: bafios de 5 minutos cada uno en alcoholes
(96°y 70°) y agua destilada.

Tincion con hematoxilina: inmersion de las muestras en hematoxilina
durante 20 minutos.

Lavado: Se dejan las muestras en agua corriente durante 5 minutos.
Decoloracion: inmersion de las muestras en HCL (3-5 segundos).

Lavado: de igual forma que el paso 5 pero durante 10 minutos.

Tincion con eosina: inmersion de las muestras en eosina durante 5 minutos.
Lavado: Se dejan las muestras en agua corriente hasta que el agua salga
limpia.

Deshidratacion: Mediante pases rapidos por gradientes alcoholicos.
Montaje de las preparaciones: Aplicando una gota de Eukitt® al

cubreobjetos y dejando caer suavemente el portaobjetos.
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Técnica de tincidn tricromico de Masson:

Se utiliza el kit comercial Masson Trichrome with aniline blue (Bio-Optica,
Miléan, Italia) siguiendo las instrucciones del fabricante:

Usa cuatro colorantes diferentes: hematoxilina férrica de Weigert para los nucleos,
Acido pirico para eritrocitos, una mezcla de colorantes acidos (4cido fucsina - " ponceau
de xylidine ") para el citoplasma y Azul de Anilina para el tejido conectivo. Se siguio la

siguiente secuencia:

1. Se coloca la muestra en agua destilada.

2. Se ponen 6 gotas del reactivo A y se afiaden 6 gotas del reactivo B: dejar actuar
10 minutos.

3. Sin lavar, se escurre la diapositiva y se pone en la muestra 10 gotas de reactivo
C: dejar actuar 4 minutos.

4. Se lava rapidamente (3-4 segundos) en agua destilada y se pone en la seccion de
tejido 10 gotas de reactivo D: dejar actuar 4 minutos.

5. Se lava en agua destilada y se pone en la seccidon 10 gotas de reactivo E: dejar
actuar 10 minutos.

6. Sin lavar, se escurre y se pone la diapositiva en la seccion 10 gotas de reactivo
F: dejar actuar 5 minutos.

7. Se lava en agua destilada y se deshidrata rapidamente a través de alcoholes
ascendentes, dejar 1 minuto etanol absoluto (el dltimo a usar) . Se aclara en

xileno y montar.

Las muestras resultan tefiidas como sigue:
o Nucleos y gametos: negro.
o Citoplasma, queratina, fibras musculares, granulos acidéfilos: rojo.
o Colageno, mucus, granulos basofilos de la hipofisis: azul.
o Células Delta de la hipofisis: azul.

o Eritrocitos: amarillo.
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5.13.3 Estudio inmunohistoquimico

Material empleado

A.- Toma de muestras y realizacion de cortes histolégicos

o Procesador histolégico (Leica® TP 1020).

o Dispensador de parafina (Sakura Tissue-Tek® TEC™).
o Microtomo (Sakura Accu-Cut® SRM™).

o Vectabond (Vector Laboratories, CA, USA).

B.- Buffers o soluciones tampdn

1 - Tampdn fosfato salino (PBS) 0.01M, pH 7,2

1000 ml de agua bidestilada.

1,48 gr de fosfato sddico dibasico anhidro.

0,43 gr de fosfato potasico monobéasico anhidro.

7,20 gr de cloruro sédico.

2 - Tampodn Tris salino (TBS) pH 7.6

-Solucién Tris Madre pH 7,6.
- 500 ml agua bidestilada.
- 60,57 gr Trizma Base (Sigma).

- Se afiaden 300-400 ml de &cido clorhidrico 1N (458 ml agua + 42
ml de &cido clorhidrico) hasta conseguir un pH final de 7,6.

-Solucién salina fisiolégica 0,85%

- 1000 ml de agua bidestilada.
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- 8,5 gr cloruro sédico.
-Solucién de trabajo
- 100 ml Solucion Tris Madre.
- 900 ml Solucion salina fisiologica.

C.- Inhibicidn de la peroxidasa endégena y tratamiento enzimatico

-Solucién inhibidora de la actividad peroxidasa enddgena
- 6 ml peroxido de hidrégeno.
- 194 ml de metanol absoluto.
-Tratamiento enzimatico con pronasa al 0,1%
- 0,2 gr de pronasa (Protease, Sigma®).
- 200 ml tampdn PBS ph 7,2.

D.- Sueros no inmunes y reactivos especificos

o Suero normal de cabra (SNCa) al 10%.

o Anticuerpos primarios especificos (Tabla 4):

Tabla 4: Autoanticuerpos primarios.

Anticuerpo Monoclonal/ Tratamiento Dilucion
Policlonal

Factor VIII Policlonal Microondas 1:100

Colageno | Policlonal Sin tratamiento 1:50

Colageno Il Policlonal Sin tratamiento 1:4000

*Pronasa 0.1% 10 min.; Dako, Glostrup, Dinamarca.
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o Anticuerpos secundarios conjugados:

- Anti-lgG de raton biotinado desarrollado en cabra (Dako,

Glostrup, Dinamarca), diluido al 1:50.

- Anti-lgM de raton biotinado desarrollado en cabra (Dako,

Glostrup, Dinamarca), diluido al 1:50.

- Anti-IgG de conejo biotinado desarrollado en cabra (Vector, CA,
USA), diluido a 1:200.

o Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) (Vector, CA, USA)

- Diluido al 1:50 en PBS (Esta solucion se prepara 30 minutos
antes de su uso y se mantiene a temperatura ambiente y en

oscuridad).

E.- Solucion de revelado

Como solucion reveladora en el estudio inmunohistoquimico se utiliza el kit
comercial NovaRed® (Vector Laboratories, Burlingame, Estados Unidos). El
cromageno se prepara previamente siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando

los reactivos del Kit:
- Afiadir 3 gotas del reactivo 1 a 5 ml. de agua destilada.
- Afadir posteriormente 2 gotas del reactivo 2 y mezclar bien.
- Afadir posteriormente 2 gotas del reactivo 3 y mezclar bien.
- Afadir posteriormente dos gotas de H,O, y mezclar bien.

Desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas

El procesado de los tejidos es el mismo descrito en el estudio histopatoldgico. La
Unica diferencia es que, para los cortes obtenidos del bafio histolégico, se utilizan
portaobjetos tratados previamente con Vectabond® (Vector, CA, USA), compuesto que

potencia y facilita la adherencia del tejido al portaobjetos, para evitar que el corte
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histologico se despegue durante los distintos tratamientos que sufre la muestra, lo cual

es frecuente en las muestras que presentan queratina o tejido dseo.

10.

11.

12.

Técnica inmunohistoquimica:
Desparafinado: 3 bafios en xilol de 10 minutos cada uno.

Inicio de la rehidratacion: dos bafios de 5 minutos cada uno en alcohol de
100°.

Inhibicién de la peroxidasa enddgena: un bafio en una solucion de peroxido de

hidrogeno al 3% en metanol durante 30 minutos.

Finalizacién de la rehidratacién: bafios de 5 minutos cada uno en alcoholes
(96°y 70°) y agua destilada.

Lavado en PBS durante 5 minutos.

Desenmascaramiento antigénico: Digestion enzimatica con pronasa al 0,1% en

PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno (para frenar la digestion

enzimatica).

Bloqueo de las reacciones inespecificas: Se incuba en camara humeda con

suero normal de cabra al 10% en PBS (30 minutos a temperatura ambiente).

Anticuerpo primario: Se elimina el exceso de suero normal de cabra y se
incuba en cdmara humeda con el anticuerpo primario diluido en PBS y suero

normal de cabra al 10% (18 horas a 4°C).

Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno.

Anticuerpo secundario biotinado: Los cortes histoldgicos se incuban en el
anticuerpo secundario diluido en PBS y suero normal de cabra al 10% (30

minutos a temperatura ambiente).

Lavados en PBS: dos lavados de 5 minutos cada uno.
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13. Complejo Avidina-Biotina-peroxidasa (ABC): Incubacion con el complejo
ABC diluido al 1:50 en PBS (1 hora y en oscuridad).

14. Lavados en TBS: tres lavados de 10 minutos cada uno.

15. Revelado: Se depositan 100 pl de la mezcla del kit comercial Novared®, sobre
el portaobjetos colocado sobre un fondo blanco y se revelan durante 2 minutos.

16. Frenado del revelado: Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

17. Lavado: 3 minutos en agua corriente.

18. Deshidratacion: Mediante pases rapidos por gradientes alcohdlicos.

19. Montaje de las preparaciones. Aplicando una gota de Eukitt® al cubreobjetos

y dejando caer suavemente el portaobjetos.
5.13.4 Desarrollo del Estudio histomorfométrico

Se lleva a cabo mediante técnicas semiautomaticas, sobre fotografias realizadas
con el fotomicroscopio BX51®, usando la cémara digital acoplada DP20-5E, ambos de
la casa comercial Olympus (Jap6n) y el programa de procesado de imagenes Image J
version Image J 1.47V® (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA; Java
1.6.0_20 32 bit)®7109),

Descripcidn macroscopica de las piezas

El estudio macroscépico consistio en discriminar las areas correspondientes al
callo de transporte y al Docking Site en cada pieza, previo al corte de los blogques
conteniendo ambas zonas. Se midio la longitud en milimetros correspondiente a cada
uno de los callos de transporte y a cada Docking Site. Se determind la correcta
alineacion del segmento de transporte, y en caso de detectarse traslacion del mismo, se

cuantificé en milimetros.

Contajes tisulares

Para simplificar el estudio de los porcentajes de tejidos presentes, se realizan
mapas 0seos sobre las imagenes tefiidas con tricromico de Masson a 10 aumentos de las

secciones longitudinales del Callo y el Docking Site en su total extension.
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La imagen seleccionada es procesada con el programa Image J®% 199 Una vez
delimitada la region de estudio se aumenta el contraste y la nitidez, se seleccionan las
zonas a colorear en funcion del tipo de tejido y se cuantifica el nUmero de pixeles
correspondientes a ese tejido en la imagen. Una vez obtenidos los datos, se colorean las

areas seleccionadas.

Una vez coloreada cada zona, la fotografia se convierte en una imagen

simplificada, 0 mapa de colores, otorgados en funcion del tipo de tejido:

- Tejido 6seo trabecular: rojo
- Tejido fibroso: azul

- Tejido 06seo cortical: rosa

- Medular 6sea: amarillo

- Huecos: blanco

Se realiza para cada tipo de tejido hasta completar la imagen (Fig. 42).

Fig.42: Conversion de imagen del callo en mapa dseo (oveja de 98 dias). Izquierda: tricrdmico de
Masson. Fotografia a 10X de la preparacién histoldgica. Derecha: Resultado final tras procesado (D:

extremo distal, P: extremo proximal).

Conocido el nimero de pixeles correspondientes a tejido fibroso y trabecular, se
calcula el porcentaje de area ocupada en la imagen para cada uno de ellos respecto al
total (fibroso + trabecular). Las regiones libres de tejido o “huecos”, las ocupadas por
médula Osea y las de tejido 6seo cortical no se miden ya que no corresponden a tejido

neoformado.
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El porcentaje de osificacion periostica se calculo, al igual que los porcentajes de
tejidos presentes en el callo, sobre imagenes de la totalidad de la extension longitudinal
del mismo. Se establecieron las zonas correspondientes a osificacion periostica y
enddstica como indica la figura 43. Conocido por los célculos previos el total de tejido
0seo trabecular neoformado, se podré determinar qué porcentaje del mismo se forma

mediante osificacion peridstica o endostica.

Callo
Endéstico
-|_ -
. e —
"‘ L1
[ —7\
i # Callo
Periostico

Fig. 43: Representacion esquematica de las areas tomadas como periosticas y enddsticas.

Estudio al microscopio éptico

Se realiza sobre las microfotografias correspondientes a los cortes histologicos
longitudinales tanto del callo 6seo como del Docking Site. Para ello, el corte histoldgico
correspondiente al callo 6seo (tefiido mediante la técnica del tricromico de Masson), es

digitalmente dividido en tres partes iguales (fig. 44):
1) Extremo proximal
2) Fragmento intermedio

3) Extremo distal
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Fig. 44: Division virtual en segmentos del callo (p: proximal; m: medio; d: distal).

En el caso del Docking Site la muestra se estudio en su globalidad, sin division en

segmentos.

En el estudio al microscopio 6ptico se determinaron los tipos de osificacion
presentes (intramembranosa vs endocondral), se realizaron contajes celulares y se

determind la evolucion de las trabéculas 6seas.
e Tipos de osificacion (Intramembranosa vs Endocondral).

Para el analisis descriptivo de los focos de osificacion presentes (tipo
intramembranosa o endocondral), cada una de las regiones (proximal, media y distal) se
estudiaron a 20X, 40X, 100X y 200X. Su objetivo es describir los focos de osificacion
existentes, la cantidad de los mismos y su distribucion en el callo y el Docking Site.
Asi mismo, en el caso del callo, se describe la evolucion del Woven Bone a hueso

maduro y su distribucion.

Para las mediciones en el callo se utilizaron 9 microfotografias tomadas al azar

(tres por cada regidn) del callo y 3 del Docking Site.
e Contajes celulares

Se contabilizan los osteblastos y osteoclastos presentes en el callo de transporte.

Dada la gran cantidad de osteoblastos y a que aparecen en acimulos, la medicion se
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realiza calculando la densidad de osteoblastos presentes por cada 100pum?. Para ello se
utilizan 9 microfotografias a 20X del callo (3 por cada una de las regiones en la que se
divide) y se calcula la media de la densidad de osteoblastos presentes en el mismo a
nivel proximal, medio y distal. Para ello se emplea el software Image J®. En el caso de
los osteoclastos, estos aparecen en cantidad muy escasa, por lo que se contabilizan en
las imégenes tomadas a nivel de las regiones proximal, medio y distal por métodos
manuales (3 microfotografias a 20X por region como en el caso de los osteoblastos) y se
calcula el total y la media presente en el callo de transporte. Ambos resultados se

expresan en media £ desviacion estandar (SD).
e Estudio de las trabéculas 6seas.

Se determino la evolucion de las trabéculas dseas en el callo. Para su estudio la
imagen se transforma en modo invertido, apareciendo como los negativos de una
fotografia, lo cual clarifica la imagen de las trabéculas 6seas. Con el programa Image J®
se delimitaron dichas trabéculas y se obtuvo el area que representaban, de forma que se
pudo analizar el grosor medio de las mismas en cada region del callo (proximal, media y
distal). Se utilizaron una media de 20 microfotografias por animal. La evolucion del
grosor de dichas trabéculas (expresada en pum) en el tiempo se representd como la media
de los resultados + SD (Tabla 6, Fig. 61).

5.13.5 Evaluacién del estudio inmunohistoquimico.

Las mediciones del estudio inmunohistoquimico del callo se llevaron a cabo en las
mismas tres regiones indicadas previamente para la histomorfometria (Fig. 44). Se
usaron Anti-anticuerpos frente a colageno tipo I, Il y Anti- Factor VIII. Con ello se
determina la expresion de Colageno tipo |, directamente relacionado con la osificacion
intramembranosa, Colageno tipo Il, expresado por los condrocitos precursores de la
osificacion endocondral, y la evolucidn de la vascularizacion mediante la captacion por

las paredes de los vasos sanguineos neoformados del Anti-Factor VIII.

Para sus mediciones se procede de similar manera a la descrita anteriormente para
las trabéculas oOseas, teniendo en cuenta que en la técnica inmunohistoquimica no hay
contratincién con hematoxilina para facilitar la deteccion de las células inmunoreactivas

por el programa informatico.
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Las areas inmunoreactivas para colageno | y 11 se midieron en 9 microfotografias
a 20X (3 por region), equivaliendo cada una a 0,34 mm? Se calculé la relacién
Colégeno I/Colageno Il. Para las mediciones del Anti-Factor VIII se usaron 3
microfotografias a 20X. Los resultados se expresan como porcentajes de area ocupada
por cada uno de los tipos de colageno y vasos en cada campo de 0,34 mm? estudiado y

se presentaron como media + SD.

Al igual que en la histomorfometria, el Docking Site se estudié al completo, no
fue dividido en regiones. Solo se realizaron mediciones de Anti-Factor VIII usando 3

microfotografias a 20X como en el caso del callo.
5.14 Variables del estudio
Se estudiaron los siguientes parametros en funcion de la zona analizada:

e Callo de transporte:

- Porcentajes de tejido 6seo trabecular neoformado y fibroso y
descripcion de la distribucién de los mismos.

- Porcentajes de osificacion periostica, enddstica y su evolucion en
el tiempo.

- Descripcion de los tipos de osificacion  presentes
(intramembranosa y endocondral) y evolucién del Woven Bone a
hueso maduro.

- Densidad de osteoblastos (n° osteoblastos/ 100 pm?) en funcion
del tiempo.

- Nudmero total de osteoclastos presentes en el callo.

- Evolucion temporal del grosor de las trabéculas Oseas
neoformadas.

- Porcentaje de area ocupada por cada campo de microscopio
Optico del callo de los dos tipos principales de colageno (tipo | y
.

- Relacién Colageno tipo 1/ Colageno II.

- Porcentaje de area ocupada por area de microscopio optico de los

vasos neoformados y su distribucion temporal.
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e Docking Site:
- Porcentajes de tejido 6seo neoformado y fibroso y descripcion de
la distribucion de los mismos.
- Descripcion de los tipos de osificacion  presentes
(intramembranosa y endocondral).
- Porcentaje de area ocupada por vasos neoformados por area de

microscopio optico y su distribucion temporal.
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RESULTADOS

El estudio pudo realizarse en todos los animales sin complicaciones importantes
en las heridas quirtrgicas, ni en los puntos de insercion de los pines y agujas.
Unicamente la oveja sacrificada a los 35 dias presentd un problema local en relacion
con la herida quirurgica mostrando un cuadro inflamatorio leve en el postoperatorio
inmediato. Dicho cuadro remitié con tratamiento antiinflamatorio oral y curas locales.
No mostro signos de sobreinfeccion. El resto de animales completo el estudio sin

incidencias.

1. Callo de transporte

1.1 Pruebas de Imagen
Estudios Radiograficos

Todas las radiografias tomadas en el postoperatorio inmediato mostraron una
correcta alineacion del segmento a transportar respecto al eje principal del metatarso,
tanto en el plano dorsoplantar como en el medio lateral. En todos los casos los pines y

agujas aparecieron correctamente posicionados.

Las radiografias tomadas inmediatamente al final de la fase de transporte
mostraron buen contacto en la region del Docking Site, salvo en la oveja de 29 dias
(Fig. 45) y la de 37 dias en las que se objetivd un leve desplazamiento mediolateral del
segmento transportado. En la oveja de 29 dias las corticales contactaron en el 50% de su
grosor. En la oveja de 37 dias la traslacion fue de 2 mm, haciendo que en un lateral las
corticales proximal y distal contactaran parcialmente y en el opuesto aparecieran

adyacentes pero no apuestas.
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Fig. 45: Radiografia al final del transporte de la oveja de 29 dias. Leve traslacion mediolateral del

segmento transportado.

Las radiografias tomadas inmediatamente tras el final del transporte muestran la
existencia de osificacion en toda la longitud del callo, apareciendo areas mas radiopacas
a nivel periférico y un area radioltcida central o gap. Dicho gap fue reduciendo su
tamafio gradualmente segun se observa en las radiografias tomadas posteriormente. La
figura 46 muestra la progresion radioldgica completa del animal de mayor duracion, en
la que puede observarse la progresion del gap central y los cambios de densidad en el

callo.
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al

Postoperatorio 10 dias 21 dias 35 dias

80 dias 101 dias 107 dias 137 dias

DORSOPLANTAR

lsmm
DORSOPLA

171 dias

23 ias 343 dias

Fig. 46: Progresion radiolégica de la oveja de 525 dias de evolucidn. Los rectdngulos identifican el callo

de distraccién (proximal) y Docking Site (Distal) en las imagenes de mayor tiempo de evolucion.
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Tomografia Axial Computarizada (TAC)

Las imégenes de TAC permitieron afinar la extension de la consolidacion
gracias a su valoraciéon en 3 planos. En las imégenes coronales y sagitales obtenidas
durante la fase de transporte se observéd que la formacion de nuevo hueso se iniciaba a
nivel subperiostico en toda la longitud del callo, siendo mas evidente a nivel proximal
que distal. Aproximadamente un mes tras la cirugia se observé que todo el callo habia
sido puenteado por el hueso neoformado y comenzaban a identificarse zonas osificadas
a nivel medular, donde aparecia el mismo gap radioltcido central ya visto en las

radiografias.

El callo alcanzé un tamafio méximo sobre los 90-150 dias tras la cirugia (Fig.
47).

Fig. 47: Radiografia a los 137 dias. Medular canalizada y ligera reduccién del didmetro total del callo.

De manera paralela al presente trabajo, se realizo un estudio (no objeto de esta
tesis doctoral) consistente en la medicion de los volumenes del callo 6seo en cada
momento evolutivo en los mismos sujetos™?. Una vez alcanzado el maximo volumen
sobre los 90-150 dias tras la cirugia (6-10 cm®), se apreci6 el inicio de remodelacion del

callo, siendo practicamente indistinguible un afo tras la cirugia (Fig. 48).
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Fig. 48: Reconstruccién TAC 3D de los metatarsianos. Oveja sacrificada a los (A) 22, (B) 98 y (C) 365
dias de evolucién.

1.2 Estudio histomorfométrico
Descripcién macroscépica de las piezas

En la vision macroscopica de las piezas (Fig. 49), los callos mostraron un grosor
medio de 11,8 mm. En todos los casos, salvo en dos, se constat6 alineacién correcta. La
oveja de 29 dias presentd una leve traslacién mediolateral, sin repercusion en el
contacto distal de las corticales. La oveja de 37 dias presentdé un desplazamiento
mediolateral de 2 mm que origind la ausencia de contacto completo de una de las

corticales a nivel distal del segmento transportado.

Distal Proximal

Fig. 49: Imagen macroscopica de la pieza de 79 dias, mostrando las areas delimitadas del Docking y del

callo.
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Contajes tisulares

La figura 50 muestra la progresion en el tiempo de los distintos tejidos en el
callo al transformar las microfotografias en mapas (codigo de colores indicado en el pie
de la figura). Dichos mapas nos permiten valorar de visu las variaciones en la

disposicion de los tejidos y el area ocupada por cada uno.

El porcentaje de tejido conectivo fibroso disminuyé durante la fase de
consolidacion. La cantidad de hueso trabecular neoformado aumentd inversamente al
tejido fibroso, llegando a aparecer en cantidades similares a los 75 dias desde la cirugia.
A los 161 dias el hueso trabecular ocupaba el 81% de la superficie total del callo. A los

525 dias tras la cirugia sdlo se objetivo hueso cortical (Fig. 50):

Extremo distal
Extremo proximal

35 dias 37 dias 50 dias

79 dias 98 dias 161 dias 525 dias

Fig. 50: Mapas 0seos tisulares tras procesar las imagenes con software Image J. Rojo: tejido 6seo

trabecular; Azul: tejido fibroso; Amarillo: Medula 6sea; Rosa: Tejido dseo cortical.
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No se identificaron areas de necrosis (no se observaron nucleos picnéticos ni otras
caracteristicas del tejido necrdtico). Se hallaron lagunas hematicas rellenas de fibrina y
plasma resultantes de la distraccion de los tejidos (son regiones acelulares). Los

resultados se muestran en la figura 51.

O Hueso trabecular
O Tejido fibroso
Lagunas hematicas
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Dias desde fa cirugia

Fig. 51: Evolucion de los tejidos en el callo.

En cuanto al tipo de osificacion (periostica vs endéstica), durante la fase de
transporte y hasta los 50 dias, fue de tipo mixta con un ligero predominio de la
osificacion periostica sobre la enddstica. El patrén enddstico predominé a partir de los

50 dias tras la cirugia (Fig. 52).
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Fig. 52: Distribucion de la osificacion Peridstica y Endostica.
Estudio al microscopio 6ptico
e Tipos de osificacion (Intramembranosa vs Endocondral)

Se identificaron focos de osificacién intramembranosa en todos los animales. S6lo
en 3 animales (22 dias, 50 dias y 98 dias) se identificaron focos de osificacién
endocondral. La relacion de animales que mostraron focos de osificacion endocondral,

su cuantia y distribucion fueron:

- 22 dias: Focos a nivel subperiosticos en territorio medio y
proximal del callo. Contabilizaban el 5% del total de focos de
osificacion presentes.

- 50 dias: En la region proximal suponian 15% de los focos. En la
region central el 8% de los focos y el 15% en la distal. Todos se
localizaron a nivel subperiéstico (Figs. 53A y C).

- 98 dias: SAlo aparecen en la region central, registrando un 4% del

total los focos.

Todos los focos de osificacion endocondral identificados aparecieron a nivel
subperiostico. Dichos focos eran de mayor tamafio que los de osificacion

intramembranosa y aparecieron en menor cuantia (Fig. 53).
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Fig. 53: (A) Focos de osificacion endocondral 50 dias, x 200 (B) Focos de osificacion endocondral 98
dias. Las flechas marcan osteoblastos, x40 (C) Focos de osificacion intramembranosa 50 dias, x 200 (D)
Focos de osificacion intramembranosa 98 dias, x 400. Tincidn: hematoxilina-eosina (To: trabécula dsea,

Pe: periostio, F: fibrosis, Oim: osificacion intramembranosa, Oe: osificacion endocondral, Hc: conducto

de Havers).

Se identifico un gap a nivel medio (Fig. 54) constituido por tejido conjuntivo
fibroso denso dependiente del periostio en todos los casos salvo en la oveja de mayor
tiempo de evolucion. Dicho gap central disminuyd de tamafio progresivamente con el
tiempo, cerrandose desde la periferia hasta el centro (centripetamente).
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Fig. 54: Tercio medio de la oveja de 79 dias. Tincion: hematoxilina-eosina, x 20 (A) y x 100 (B) (To:
trabécula 6sea, F: fibrosis, Oim: osificacion intramembranosa, Tcl: Tejido conjuntivo laxo, Sh: Sistema

de Havers).

Todo el tejido dseo identificado fue de tipo Woven Bone hasta la muestra
analizada a los 50 dias. A los 79 dias comienzan a identificarse las primeras zonas de
hueso maduro, identificadas por la aparicion de estructuras similares a Sistemas de
Havers, a partir de trabéculas que se alejan de los focos de osificacion. Dichas
estructuras aparecen a nivel periférico mayoritariamente, y estdn formadas por
aposicion de trabéculas 6seas que aparecen rodeadas de gran cantidad de osteoblastos.
Fueron también comunes los osteoclastos, lo que indicaba hacia un proceso de
remodelacion activa (Fig. 55)

Fig. 55: Tercio medio de 98 dias de evolucion. Diferente disposicion entre las trabéculas neoformadas
(Woven Bone) y la aposicion concéntrica de las mismas en los primeros Sistemas de Havers. Tincion:
hematoxilina-eosina, x 40 (Pe: periostio; Wh: Woven Bone; Oim: osificacion intramembranosa; F:

fibrosis; Hc: conductos de Havers).
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Dicho proceso aparece coetdneamente en las tres regiones estudiadas, estando en
todos los casos mas avanzado a nivel proximal y distal que central. Ademas se
identifican en un primer tiempo a nivel subperiostico progresando hacia el centro del

callo.
e Contajes celulares

Los osteoclastos siguieron una distribucion normal en sus contajes globales. Sus
cifras fueron mas elevadas durante las fases iniciales del proceso de remodelacion y
disminuyeron en cantidad conforme progresaba (Fig. 56). En el analisis por zonas, se
identificO mayor numero de osteoclastos en la region proximal (Fig. 57) en las fases
iniciales, seguido de la zona distal y media. En los casos de mayor duracién, la cantidad

de osteoclastos fue mayor a nivel medio, respecto a proximal y distal (tabla 5).
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Fig. 56: Representacion grafica de la evolucion de la cantidad media de osteoclastos por cada campo a

20X estudiado respecto al tiempo.
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Fig. 57: Callo de 98 dias tercio proximal. Las flechas negras sefialan los osteoclastos durante la

Resultados

remodelacion. Las flechas amarillas sefialan acimulos de osteoblastos. Tincidn: hematoxilina-eosina, x

100 (Sh: sistemas de Havers; Tcl: Tejido conjuntivo laxo, To: trabécula 6sea).

Tabla 5: Cantidad neta de osteoclastos por zona.

Dias desde la Proximal Medio Distal Media SD
cirugia
17 11 4 3 6,0 4,36
22 7 5 6 6,0 1,0
29 9 7 11 9,0 2,0
35 27 32 18 25,67 7,09
37 17 20 14 17,0 3,0
50 11 24 15 16,67 6,66
79 12 18 8 12,67 5,03
98 3 5 3 3,67 1,15
161 0 1 1 0,67 0,58

Las mediciones de la cantidad de osteoblastos por cada 100 pm? de extension

mostraron cifras mayores durante la fase de transporte (contajes a los 17 dias) y durante
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los primeros dias tras la cirugia, mostrando una caida gradual a partir de los 79 dias. Los
contajes variaron desde 9,83+2,16 a 4,75+2,4 a los 161 dias. La SD media fue de 2,09
(Figs. 58 y 59). El analisis por zona mostré mayores cantidades en las regiones centrales
que en las periféricas, salvo en el animal estudiado durante la fase de transporte (17

dias) al igual que ocurria con los osteoclastos.
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Fig. 58: Progresion de la cantidad media de osteoblastos por cada 100pm?en el tiempo.
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Fig. 59: Callo de transporte a los 37 dias, tercio distal. Flechas rojas en la zona de los osteoblastos.

Tincion: hematoxilina-eosina, x 40 (To: trabécula ésea, oim: osificacién intramembranosa).
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e Estudio de las trabéculas 6seas

Las trabéculas dseas aparecieron al mismo tiempo y a partir del periostio en toda
la longitud del callo (tanto en la region proximal, media y distal). Mostraron una
orientacion siguiendo el eje de la carga en todos los casos, salvo en el sujeto estudiado a
mediados del transporte (17 dias desde la cirugia), donde presentaron multiples
orientaciones (Fig. 60). Todos los sujetos del estudio mostraron mayor grosor en las
trabéculas més proximales. Al final de la fase de transporte (22 dias tras la cirugia) las
trabéculas alcanzaron un grosor cercano al cuédruple del inicial (Fig.61, tabla 6).

Fig. 60: Estudio trabecular. (A) 17 dias tercio proximal, x 100, (B) 17 dias tercio distal, x 20. Trabéculas
orientadas en multiples direcciones. (C) 79 dias tercio proximal, x 100, (D) 79 dias tercio medio, x 20.

Trabéculas orientadas longitudinalmente. Tincion: hematoxilina-eosina.
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Tabla 6: Grosor de las trabéculas déseas.

Resultados

Dias desde la cirugia Grosor medio (um) SD media
17 56,6357639 9,74839295
22 55,7095238 10,6710416
29 60,150625 12,589247
35 75,4778646 17,2669328
37 64,5417411 14,771581
50 101,63776 35,0806794
79 96,8501488 31,6097642
98 111,852198 34,65755
161 154,284821 32,8208049
525 250,539049 50,5777526
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Fig. 61: Progresion en el grosor medio de las trabéculas 6seas. R? = significancia.
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1.3 Estudios inmunohistoquimicos
Colégenos tipo 1y 11

Los estudios inmunohistoquimicos mostraron un aumento de la expresion en la
captacion del anticuerpo para el colageno tipo | frente al tipo Il en cada una de las areas
estudiadas al microscopio (Fig. 62). Se calculé el ratio colageno | /colageno Il, con una
media del mismo de 2,48 (tabla 7).

Tabla 7: Evolucién de los porcentajes de area ocupada por los colagenos tipo | y I1.

- 2
% COLAGENOS (por campo de 0,34 mm )

Dias desde la cirugia

98 79 50 37 35 29 22 17

Coléageno | 4,01% 327% 152% 3,22% 3,38% 094% 3,35% 1,17%

Coléageno 11 3,74% 2,19% 8,98% 0,95% 0,28% 0% 188% 0%

Colégeno I/ Colageno 11 1,1 1,49 0,17 339 1194 N/A 1,78 N/A

* N/A: no aplicable

Fig. 62: Inmunohistoquimica de oveja sacrificada a los 98 dias de evolucién: (A) Coléageno tipo I, x 20

(B) Colageno I, x 20. Las flechas indican las zonas captantes.
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En las ovejas de 161 dias y de 365 dias no pudieron llevarse a cabo dichos

estudios debido a dos hechos:

- El tiempo prolongado de inclusion en solucion decalcificadora que precisaron
las piezas, al tener un grado alto de osificacion.
- Los callos de transporte estaban formados practicamente por tejido 0seo

compacto maduro.

Estas dos circunstancias disminuyen notablemente la inmunogenicidad de los

tejidos, motivo por el cual las tinciones con anticuerpos no son eficientes.
Anti Factor VIII

Se observaron los niveles mas altos de captacién del anticuerpo y por lo tanto de area
vascular en la oveja estudiada a los 17 dias de la cirugia (durante la fase de transporte)
(Fig. 63). Los contajes fueron especialmente altos en el segmento proximal respecto al
medio y al distal en este caso, presentando ademas los vasos mayores calibres a ese
nivel (Fig. 64). El resto de animales mostro niveles mas bajos de captacion en el total
del callo. Sin embargo, aunque los niveles de anticuerpo fueron més altos en todos los
casos a nivel proximal, las diferencias entre las 3 regiones no fueron tan marcadas como
en el caso de la oveja de 17 dias, y se obtuvieron mayores niveles en las regiones

distales que en las centrales.
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Fig. 63: Evolutivo del area vascular el global del callo de transporte dseo.
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Fig. 64: Inmunohistoquimica Anti Factor VIII mostrando las diferencias de grosor y cantidad de vasos en
el callo de transporte 6seo entre los segmentos proximal y distal en la oveja de 17 dias desde la cirugia.
(A) Segmento proximal, x 20. (B) Segmento distal, x 20. Las flechas marcan los vasos.

2. Docking Site

2.1 Pruebas de imagen
Estudios radiograficos

En el Docking Site, a partir de los 50 dias tras la cirugia comenzo6 a verse la
presencia radiogréafica de callo, y se mantuvo en la mayor parte de los casos del estudio.
Dicho callo aparecié redundante (sobrepasando los margenes del hueso adyacente
normal) siendo méas temprano y de mayor tamafio cuanto mejor afrontadas se hallaban
las corticales. Sin embargo, a los 100 dias tras la cirugia, sélo los dos animales de
mayor duracion presentaron un callo de osificacion con suficiente entidad en los
controles radiograficos como para permitir la retirada del distractor. En el animal
sacrificado a los 98 dias, la region de la osteotomia mostré ausencia de consolidacion
completa, por lo que radiolégicamente hablariamos de signos de retardo de

consolidacion (Fig. 65).
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Fig. 65: Radiografia a los 98 dias. Docking Site con callo de consolidacion en una de las corticales

y ausencia del mismo en la contralateral.
Tomografia Axial Computarizada (TAC)

En el Docking Site se pudo objetivar que el callo obtenido a partir de los 50 dias
era fundamentalmente peridstico. En los casos de menor evolucién la expresion de
dicha reaccion peridstica fue muy tenue o0 no se aprecid. A los 98 dias mas de la mitad
estaba consolidado a pesar de tener aspecto de lo contrario en las radiografias. A los 161
la circunferencia aparecid practicamente ocupada por callo periéstico con signos de
remodelacion en algunas zonas, salvo en una pequefia region de una de las corticales
(Fig. 66). Este defecto cortical continu6 observandose a los 205 dias. En el TAC de los

331 dias la osificacion fue completa y abarcé el 100% de la circunferencia cortical.
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Fig. 66:Progresion radioldgica del Docking Site. (A) 35, (B) 50, (C) 98 y (D) 161 dias.
2.2 Estudio histomorfométrico
Descripcion macroscopica de las piezas

Los Docking tuvieron una anchura media de 3,3 mm (maximo 5 mm a los 17 dias
por no haber acabado la fase de transporte). Todos aparecieron bien alineados salvo en
la oveja de 37 dias, donde presentd una traslacion lateral de 2 mm, lo que origino
ausencia de contacto en una de las corticales (Fig. 67).
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Fig. 67: Izquierda: Docking Site a los 22 dias, bien alineado. Derecha: Docking Site a los 37 dias

de evolucion, leve traslacién mediolateral. Tincion: tricrémico de Masson, x 10 (P: proximal, D: distal).

Contajes tisulares

La figura 68 muestra las imagenes resultantes de la conversion de las
microfotografias a 10 aumentos de los Docking Site en mapas 6seos:
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22 dias 29 dias 35 dias

Extremo distal
Extremo proximal

98 dias 161 dias 525 dias

Fig. 68: Mapas 6seos Docking Site. (Rojo: tejido dseo trabecular; Azul: tejido fibroso; Amarillo:

Medula 6sea; Rosa: Tejido 6seo cortical).

El estudio de los tipos de tejidos presentes demostrd un claro predominio de tejido
fibroso en el Docking Site, llegando a alcanzar el 100%. A partir de los 98 dias se
observo un ascenso mas marcado en la cantidad de tejido éseo trabecular, que alcanza el

20.96% a los 161 dias. (Fig. 69).No se identificaron areas de necrosis.
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Fig. 69: Evolucion del tejido fibroso y 6seo trabecular en el Docking.
Estudio al microscopio Optico

En los cortes histoldgicos de hematoxilina-eosina estudiados a 20, 40 y 100
aumentos no se identificaron focos de osificacion en el Docking Site de las ovejas de 79
y 98 dias de evolucién, apareciendo ocupada dicha zona por tejido conectivo fibroso
denso. El resto de animales presentaron focos de osificacién intramembranosa. S6lo en
2 animales (22 dias y 50 dias) se identificaron ademas focos de osificacion endocondral.
Dichos focos representaron hasta el 60% de los focos de osificacion a los 22 dias y s6lo
el 10% a los 50 dias (Fig. 70). Al igual que en el callo, dichos focos fueron de mayor
extension comparados con los de osificacion intramembranosa, pero en global

aparecieron en menor cuantia.
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Fig. 70: Focos de osificacién endocondral e intramembranosa en el Docking Site. (A) Oveja de 50 dias, x
100 (B) Oveja de 50 dias, x 40 (C) Oveja de 22 dias, x 40 (D) Oveja de 22 dias, x 100. Tincion:

hematoxilina-eosina.

La osificacién se inici6 a nivel subperiostico, y hasta los 35 dias no se
identificaron los primeros focos de osificacion enddstica. Todos los focos identificados

a nivel endéstico fueron de osificacion intramembranosa.
2.3 Estudios inmunohistoquimicos
Colagenos tipo 1y 11

Los estudios inmunohistoquimicos mostraron captacion de anticuerpos contra
colageno tipo | en todas las ovejas salvo en la de 98 dias tras la cirugia. Las zonas
captantes correspondieron a pequefios focos aislados de trabéculas neoformadas en la
periferia de los Dockings (Fig. 71A). Sélo mostraron captacion para colageno tipo Il las
ovejas de 35, 22 y 50 dias (Fig. 71B). Dichas zonas aparecieron en la periferia de las
areas osteotomizadas del hueso compacto, y por lo tanto no corresponderian al Docking
Site. La zona central no captd ninguno de los dos anticuerpos, por lo que solo se

visualizé tejido fibroso en su interior.
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Al igual que en el caso del callo de transporte, no pudieron realizarse los

estudios en las ovejas de 161 y 525 dias por los mismos motivos citados anteriormente.

Fig. 71: Inmunohistoquimica frente a colageno tipos | y Il en la oveja de 50 dias. Imagenes a 20X. (A)
Las flechas marcan las zonas captantes de anticuerpos frente a colageno tipo I. (B) Zonas captantes de

anticuerpos frente a colageno tipo II.
Anti Factor VIII

En el Docking Site se identific6 un aumento marcado del area vascular en las
muestras tomadas inmediatamente tras la fase de transporte. En las muestras de los
sujetos entre 22 y 37 dias se mantuvo dicho ascenso, aunque de menor cuantia al inicial.
Se siguio por un descenso llamativo, que fue mas lento a partir de los 50 dias (Figs. 72 'y
73).

Fig. 72: Inmunohistoquimica Anti Factor V111 en el Docking Site. Ovejas de (A) 29 dias, x 20 (B) 79 dias,

x 20. Las flechas sefialan las zonas vasculares. Se aprecia disminucion progresiva de tamafio y nimero.
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Fig. 73: Evolucién del area vascular en pm?en funcién del tiempo.

Al igual que en el caso de los anticuerpos para colageno, no pudieron realizarse
estudios inmunohistoquimicos vasculares en las ovejas de 161 y 525 dias por los

motivos referidos anteriormente.
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DISCUSION

El hueso neoformado en el callo de la osteogénesis por distraccion ha sido
ampliamente estudiado a lo largo de los afios. En muchos casos se han extrapolado los
resultados obtenidos en alargamientos 6seos® 22 3% 32. 35,5670, 95, 111-115) a1 calo obtenido
en los transportes 6seos®® > %58 118) gjendo estos estudios menos frecuentes. La gran
cantidad de estudios realizados con diferente metodologia ha mantenido vivo el debate
sobre el tipo o tipos de osificacion presentes al realizar un transporte ¢seo ?%: 32 343753
) pero al mismo tiempo han impedido obtener resultados concluyentes. El estudio de
evolucion de los tejidos neoformados en el callo de transporte éseo y su distribucion
celular durante todo el proceso, incluida la remodelacion, supone una base importante
sobre la que establecer principios de tratamiento que ayuden al éxito de este tipo de
procedimientos. En cuanto al Docking Site cabe destacar los problemas relacionados
con su consolidacion como principal causa de fracaso de la técnica de transporte 6se0®®’
%) A pesar de ello, son muy pocos los estudios®® 1% que se han centrado
histolégicamente en él. El presente trabajo seria el primero que ha seguido las pautas de
la préctica clinica habitual, incluyendo la carga desde el primer dia sobre el miembro
intervenido, y ha mostrado una evolucion histoldgica, del callo y el Docking Site, desde

la fase de transporte hasta el final de la remodelacion.

Los resultados obtenidos del estudio del callo de transporte 6seo mostraron un
modelo de osificacién centripeto (de la periferia al centro) y mixto, con un claro
predominio de la osificacion intramembranosa sobre la endocondral. En el Docking Site
se detect6 un retardo de consolidacion en todos los sujetos, y un patrén de osificacion
mixto con predominio de la osificacion intramembranosa, al igual que en el callo. Los
resultados obtenidos mediante técnicas histomorfométricas fueron apoyados con un
estudio inmunohistogquimico, tanto de tipos de osificacion como desde el punto de vista
vascular, convirtiendolo en el primer trabajo conocido que ha realizado dichas técnicas

sobre el Docking Site.

El sistema de fijacion circular utilizado para la realizacion del presente estudio
sigue las mismas directrices biomecanicas que los fijadores lIlizarov de la préactica
clinica convencional. Ademas, el ritmo de distraccion empleado, la conservacion del

periostio en el momento de realizar las osteotomias y el mantenimiento del apoyo y
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actividad del miembro intervenido desde el momento de la cirugia, hacen de este un
modelo bastante proximo al humano. Por todo lo anterior, se considera que los
resultados obtenidos pueden ser tenidos como concluyentes y aplicables a la practica

médica diaria.

1. Callo de transporte

1.1 Estudio histomorfométrico

La histomorfometria es un método bien establecido para cuantificacion
histologica de volimenes, superficies, contajes celulares y tejidos relacionados con la
formacion Osea. La determinacion de los patrones evolutivos de los distintos tipos
celulares, asi como de los tejidos que aparecen como resultado del transporte 6seo, no
solo durante la fase de transporte, sino también durante los periodos posteriores, se

supone fundamental a la hora de establecer las bases terapéuticas del mismo.
Contajes tisulares

Las técnicas histomorfométricas también han sido empleadas por multiples
autores con distintos fines® & 22 343754 113, 115 117) “ agi Claes®™ y cols en su trabajo
acerca del efecto de la compresion ciclica sobre el foco de fractura o sobre el desarrollo
de técnicas de distraccion lateral, cuantifica los tipos de tejido existentes en el callo.
Aunque hay multiples estudios histolégicos del callo de la osteogénesis por distraccion,

5(29-31, 48, 53, 95, 111, 115, 117)

la mayoria presentan resultados descriptivo , Y son pocos autores

los que dan datos histomorfométricos de las cantidades de tejido presentes en cada

momento®4-36: 54 113, 118)

Los contajes tisulares realizados mostraron la existencia de una cantidad elevada
de tejido fibroso en todo el callo de transporte 0seo, predominante durante la fase de
transporte y los 50 primeros dias tras la cirugia, momento a partir del cual comienza a
aumentar la cantidad de tejido 6seo trabecular neoformado en el callo (Fig. 51). Ambos
tipos de tejido alcanzan niveles similares en el callo alrededor de los 79 dias desde la
cirugia, teniendo ambos un desarrollo inverso a lo largo del tiempo. Ademas, durante
esta primera fase se identificd la existencia de gaps o “lagunas hematicas”, compuestas
de fibrina y plasma, que posteriormente fueron ocupadas por tejido fibroso y rellenas de
trabéculas 6seas. Los mayores porcentajes de tejido fibroso se identificaron en la zona
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central. Previamente a las técnicas histomorfométricas se realizaron contajes de los
distintos tejidos por parte de Mora y cols!? en los mismos sujetos, baséandose en
reconstrucciones 3D de TAC, obteniendo resultados que corroboran los obtenidos
mediante técnicas histomorfometricas. Ademas, los resultados aqui presentados pueden
compararse con los de trabajos como el de Garcia y cols®®. Estos autores realizaron
estudios histomorfométricos en ovejas sometidas a transporte éseo mostrando los
resultados por zonas del callo (proximal, medio y distal) en tres grupos de animales
sacrificados en distinto momento evolutivo (3 semanas de diferencia entre cada grupo).
Al realizar un andlisis en conjunto de los datos, se observo como los niveles de tejido
6seo que se exponian a las 3, 6 y 12 semanas desde la cirugia eran méas altos que los
aqui obtenidos, alcanzando aproximadamente el 100% en las tres regiones del callo al
final proceso. Sin embargo, en el presente estudio se obtuvieron niveles de alrededor del
64% de trabéculas neoformadas en dicho momento. Ademas, se habla incluso de
corticalizacion de parte de hueso, lo cual determinaria que el proceso de consolidacién
mas rapido al obtenido en el presente trabajo. Sin embargo, dicho estudio fue realizado
usando un sistema de transporte sobre placa, algo no habitual en la practica clinica, e
incluyd en el proceso quirdrgico una tenotomia del tendon calcaneo para evitar la carga
durante la fase de latencia. Por lo anterior, podria deducirse que se alter6 el patron de
marcha de los animales, lo cual podria haber tenido efectos sobre el proceso de

osificacion.

Otro de los trabajos a destacar es el de Fink y cols®® en 2003. Utiliz6 perros,
sometidos a un alargamiento éseo con un sistema de fijacién circular, permitié el apoyo
y aplico un régimen de distraccion de 1 mm al dia (0,5 mm/12h). Aunque los resultados
histomorfométricos que obtuvo fueron similares a los aqui presentados a los 25 dias, en
el grupo estudiado a los 50 dias, los porcentajes de tejido 6seo fueron bastante mas
bajos a los que se obtienen de este trabajo (28,64 vs 40,27%). Esto podria deberse a que
centran el estudio en la region endostica y desechan la peridstica, donde se concentra

gran parte del tejido 6seo neoformado.

En cuanto a los modelos de distraccion sobre mandibulas, cabe destacar estudios
como el de Zimmerman y cols®. Este compara los porcentajes de area ocupada de
tejido 6seo neoformado en funcion de la velocidad de distraccion en mandibulas de

cerdo. Los resultados que obtiene en los sujetos de 1 mm/dia a igualdad de tiempo
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(alrededor del 14%) son menores a los aqui obtenidos (aproximadamente 28%). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que, ademas de no ser un transporte 0seo, existe
ausencia de estimulo por la carga, ausencia de fase de latencia y las peculiaridades de la

region anatomica que estudio.

No se ha encontrado ningun estudio en la literatura publicada que muestre una
representacion esquematica empleando un software informéatico de los cambios
histolégicos del callo de transporte 6seo como el aqui presentado (Fig.50). La
realizacion de los mapas 6seos ayudd a tener una imagen esquematica de la evolucion
espacial de los tejidos en el callo, asi como a cuantificar las cantidades de los distintos
tejidos implicados. A los aumentos a los que se realizaron dichos mapas no se
observaron cambios a tejido 6seo compacto dentro del callo en ninguno de los casos,
salvo en la oveja de 525 dias. De la misma forma, no se identificaron areas de necrosis

durante el andlisis.

En cuanto al patrén de osificacion peridstica o enddstica, fue de tipo mixto en las
primeras fases, con un ligero predominio de osificacion a costa del periostio en los
primeros 50 dias (Fig. 52). Este hallazgo fue confirmado mediante un estudio paralelo
realizado por Mora y cols™®, no motivo de esta tesis, en el que se determinaron los
distintos volumenes del callo peridstico y endéstico a lo largo del tiempo. Pocos son los
trabajos que profundizan en el rol del periostio ® %. El trabajo desarrollado en conejos
por Kojimoto® y cols demostré como el periostio aparece como un elemento clave para
dar estabilidad al callo neoformado, de manera que en los sujetos del estudio en los que
lo reseco se desarroll6 un callo enddstico incapaz de mantener el peso corporal. Otros
como Zimmerman® y cols hablan de un predominio de osificacion endéstica, aunque
hay que tener en cuenta que excluyé la regién periférica del callo para sus mediciones.
Al igual que en el caso de la distribucion tisular, tampoco existen datos cuantitativos
publicados de la distribucion de los tipos de osificacion (peridstica-enddstica) durante
periodos tan largos de tiempo como el que aqui se presenta. Lo que parece establecerse
es que el periostio se conforma como un elemento clave para mantener la estabilidad del

callo en la osteogénesis por distraccion.
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Tipos de osificacion

En cuanto al estudio de los tipos de osificacién del callo, existe una clara
a(s, 113, 114, 119) y

grande(® 2 30. 3438, 59) " anareciendo trabajos que muestran un modelo de osificacion

diferencia entre los resultados obtenidos en animales de talla pequefi

puramente intramembranosa®® 3”54 18 endocondral® =", mixta(® 3436 113, 114117, 119) ¢
incluso se ha descrito un tercer tipo de osificacion que podria estar presente
(transcondroide)™®. El analisis de los estudios publicados muestra como la mayoria de
estudios que hablan sobre osificacion endocondral en el callo se han realizado en
animales pequefios (ratas, conejos, gallinas, etc). Sin embargo, los realizados en
animales cuyas caracteristicas morfoldgicas permiten utilizar sistemas de fijacion
circulares o laterales similares a los empleados en la préctica clinica, obtienen patrones
de osificacion puramente intramembranosa o mixta con predominio de osificacién

intramembranosa.

Los resultados obtenidos en el anélisis del callo de transporte dseo de los sujetos
de este estudio muestran un patrén de osificacion puramente intramembranoso, y mixto
en algunos animales. La variabilidad a lo largo del tiempo en la distribucion de los tipos
de osificacion presentes, mostré un predominio claro espacial y temporal de la
osificacion intramembranosa sobre la endocondral. Dichos focos de osificacion
endocondral se visualizaron mediante técnicas histomorfométricas Unicamente en tres
animales, los de 22, 50 y 98 dias postcirugia (Fig. 53). Asi mismo mientras que en el
animal de 22 dias solo suponian el 5% del total de focos de osificacion presentes, en el
de 50 dias alcanzé hasta el 15% de los mismos, siendo éste el que mostrd niveles mas
altos de este tipo de osificacion. Aungque comparativamente los focos de osificacion
endocondral eran de mayor tamafio que los de osificacion intramembranosa, estos
ultimos en conjunto ocupaban la mayoria del area osificada, mostrando un claro
predominio sobre la osificacion endocondral. Ademas, estos ultimos solo se detectaron
a nivel subperidstico, no encontrandose ningun foco de osificacion endocondral a nivel

enddstico, y sélo en un animal en el segmento distal.

Son varios los autores que aportan datos de osificacion mixta en el callo de la
osteogénesis por distraccion(® 3436 113 114,117, 119) "cahe destacar el de Garcfa y cols®?),

que en su estudio de transporte 6seo en ovejas, habla de un claro predominio de la
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osificacion intramembranosa sobre la endocondral y el de Forriol®® y cols, que en su
trabajo sobre distraccion determinan que la cantidad de osificacion endocondral es
moderada, pero las areas de osificacion de este tipo disminuyen mucho en cantidad a
partir de las 4 semanas, siendo el Unico autor que encuentra dichos focos a nivel

medular. También existen estudios de distraccion fisaria®® 3V

que hablan de osificacion
de tipo mixto, con predominio de la intramembranosa. Sin embargo, ninguno de ellos

usa un fijador circular.

Entre los autores que usan fijadores tipo llizarov, Krawczyk y cols®? presentaron
un modelo de distraccion ovino comparando el patron de osificacion en funcion de
distintos tipos de osteotomia, y determinaron que la osificacion endocondral aparecia a
partir de las 5 semanas y la intramembranosa a las 9, sobre todo a nivel peridstico.
Frierson y cols“® realizaron un trabajo similar en perros, determinando que las
osteotomias hechas con sierra oscilante aumentaban la cantidad de tejido cartilaginoso y
retrasaban la consolidacion, pero aun asi la osificacion parecia predominantemente
intramembranosa. Fink y cols®” en su trabajo en 2003 emplearon un fijador circular, e
intentaron determinar el patrén de aparicién de los distintos tipos de osificacion durante
la distraccion en un modelo animal canino. Determinaron que la osificacion era de tipo
mixto, apareciendo los focos de osificacién endocondral entre el frente de osificacién y
el gap fibroso, con predominio de la osificacion intramembranosa sobre la endocondral
de 5 a 1. Sin embargo, limitaron su estudio a la region enddstica, y aunque obtuvieron
un total del 20% del area de osificacion como intramembranosa y un 4% como
endocondral, estos resultados podrian tener valores muy diferentes si se incluyera la
osificacion de la region peridstica. Su hipétesis acerca de que aunque el fijador sea muy
estable se dan micromovimientos en la interzona fibrosa-osificada que explicaria la
aparicion de los focos de osificacion endocondral, aparece como una explicacién

relevante dada la estabilidad del sistema de distraccion empleado.

El motivo por el que se presentan estos focos de osificacion endocondral es causa
de debate y estudio en la actualidad. Ilizarov\®® 2V en sus trabajos a finales del siglo XX
determind las diferencias en funcion del tipo de osteotomia y del ritmo de distraccion,
observando que cuando se usa la distraccion mas gradual (en méas pasos al dia), la
actividad en muchos tejidos tiene cambios caracteristicos de la histogénesis en el

crecimiento de los miembros durante la embriogénesis, fetal y postnatal. Con el fijador
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circular se conseguiria suficiente estabilidad en todos los planos, pero permitiria
micromovimientos axiales suficientes que estimularian la osteogénesis, traduciendo la
existencia de los focos de osificacion endocondral como consecuencia de este deficit de

estabilidad. Otros autores como Paley?%

y cols relacionaron los focos de este tipo de
osificacion con areas de isquemia vascular. Sin embargo, el hecho de que la mayor
cantidad de tejido cartilaginoso sea reportada por autores que desarrollan sus estudios en

4(® 32, 50, 121)

animales de talla pequefi , que usan fijadores monolaterales y por lo tanto

mas inestables que los circulares, hablaria mas en favor de la teoria de Ilizarov.

Como respuesta a esta hipotesis sobre la estabilidad del fijador surgen trabajos
como los de Aronson y cols“?? y Claes y cols®. Aronson y cols®® intentaron
demostrar las diferencias en la osificacion en funcién del tipo de fijador usado (llizarov
vs monolateral) para la distraccion en perros. Determinaron que bajo las mismas
condiciones y ritmo de distraccion, y aunque ambos sistemas de fijacion eran
suficientemente estables, el fijador circular mostraba un patron de osificacion mas
uniforme, con columnas completamente paralelas a la direccion de la distraccion. Esto
se debia a que aplicaba una tension concéntrica sobre la region osteotomizada, y evitaba
las angulaciones. En el caso de los fijadores monolaterales, la tension aplicada sobre el
callo era excéntrica, dejando que le callo se angulara, apareciendo méas ensanchado en la
cortical mas cercana a la barra del distractor que en la contralateral. Todo ello
provocaba que la osificacion no fuera uniforme como en el caso anterior, y aungque en
ambos casos aparecian focos de osificacion intramembranosa, ésta era mas abundante
en el caso de los fijadores circulares. Siguiendo esta linea de investigacion, Claes y
cols® desarrollaron varios estudios referentes a la influencia del tipo de distractor
sobre la osificacion. Asi, ademéas de estudiar los fijadores circulares, presentaron un
modelo de distraccion transversal, donde s6lo detectaron osificacion intramembranosa,
lo cual explico como debido a la existencia unicamente de tension uniaxial y la ausencia
de compresion ciclica, ausencia de inestabilidad o de fuerzas musculares que actuaran
sobre el foco. El fijador empleado para el desarrollo de la presente tesis era bastante
estable (600 N/mm aproximadamente), por lo que se puede concluir que bajo
condiciones biomecanicas ideales, una tension longitudinal pura deberia estimular una
osificacion puramente intramembranosa. Sin embargo, debido a la tension afiadida, que

varia segun el sistema de fijador, y los movimientos axiales de los fragmentos,
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favorecidos por la carga sobre el miembro osteotomizado, se favoreceria un entorno que
da lugar a la aparicion de tejido cartilaginoso y focos de osificacion endocondral en

consecuencia, al igual que ocurre en el proceso de consolidacion de las fracturast*? 124,

Independientemente de la region anatémica estudiada, las publicaciones® 3* 3548

50.122.125.126) haplan de un frente de osificacion que crece desde la periferia al centro, tal
y como se describe en el presente trabajo, rellenando el gap fibroso central. Este gap
central, estuvo compuesto por tejido fibroso en este ensayo y, fue identificado en todos
los animales tanto radiolégica como histolégicamente hasta los 161 dias. También se
observo cémo el tejido 6seo trabecular crecid a la vez en toda la longitud del callo,
osificandose desde la periferia al centro. Dichas imégenes histolégicas se
correlacionaron con las imégenes radiogréficas seriadas obtenidas en cada caso hasta el
momento del sacrificio, y que se utilizaron para determinar la correcta evolucion del
transporte. El gap central ha sido ampliamente descrito. En algunos casos como en los
trabajos de Forriol y cols®® se hizo una extensa descripcion de la disposicién de los
tejidos y proporcion de tejido cartilaginoso, y Karaharju y cols® en sus estudios en
ovejas describieron un proceso de osificacion centripeta tanto en sus estudios en
distraccion 6sea en mandibulas como en el radio de dichos animales. Aronson y cols®??
también encontraron dicho gap independientemente de que el distractor fuera pluri o
monoaxial. Sin embargo, este hallazgo va en contra de los resultados obtenidos por
otros autores®®, que han empleado sistemas de transporte sobre placas en lugar de
fijadores externos, los cuales proponen un modelo de progresion de la osificacion de
proximal a distal. La variabilidad en la metodologia de los diferentes trabajos podria
explicar la falta de consenso en este aspecto, aunque cabria deducir que el sistema de

distraccion empleado influya en la progresién de la osificacion.

El modelo de osificacién centripeta quedaria apoyado por la distribucién del
Woven Bone en el callo. Asi, en el presente estudio, todo el tejido 6seo neoformado en
el callo fue de este tipo hasta los 50 dias. Posteriormente comenzaron a identificarse los
primeros Sistemas de Havers, a partir de trabéculas que se alejaban de los focos de
osificacion. Este proceso se identificd a nivel periférico. La mayoria de estudios que
hablan sobre la diferenciacion del tejido éseo limitan el seguimiento de la fase de
consolidacion alrededor de un mes® 3 4%-42:49) “encontrando que la practica totalidad del

tejido 6seo formado ese periodo es de tipo Woven Bone. Al no prolongar el tiempo de
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seguimiento no pueden determinar en qué momento se diferencia a hueso maduro.
Aquellos que estudiaron la diferencia en la osificacion en funcion de si se permitia 0 no
la carga de los animales®®® %% %2 s¢lo encontraron como diferencia entre ambos grupos
que los especimenes a los que se permite la carga presentan callos mas desarrollados,
con mayor interconexion entre las trabéculas 6seas, pero todos formados completamente
por Woven Bone originado a partir de focos de osificacion intramembranosa o
endocondral. Ademas, exponen una progresion centripeta del Woven Bone como en la
presente tesis, por lo que el modelo de osificacion de la periferia al centro quedaria

apoyado de esta forma.
Contajes celulares y estudio de las trabéculas éseas

Los contajes de los tipos celulares implicados en la remodelacion 6sea pueden
relacionarse con la progresion de la osificacion. En vistas a esto, se determiné la
variabilidad en las cantidades de osteoclastos y osteoblastos presentes en el callo en

cada momento.

En el caso de los osteoclastos, estos mostraron una distribucion normal,
mostrando un aumento progresivo en los contajes durante las fases iniciales y un
descenso posterior en el periodo comprendido entre los 50 y 79 dias post-transporte
(Fig. 56). Las cantidades de osteoblastos por cada 100 pum? de extensién medidas,
fueron mayores durante la fase de transporte 6seo y los primeros dias tras la cirugia,
mostrando una caida gradual a partir de los 79 dias (Fig. 58). Ademas, el estudio por
zonas tanto en el caso de los osteoblastos como de los osteoclastos mostré mayores
cantidades a nivel proximal en los primeros dias, seguidos del segmento medio y distal
en el animal estudiado durante la fase de transporte (17 dias). En los animales
estudiados hasta los 29 dias, las cantidades de ambos tipos celulares fueron mayores a
nivel proximal y distal respecto a la zona central. Los demas especimenes mostraron
niveles mas altos de ambos tipos celulares en el segmento central que en los otros dos,
manteniéndose esa cadencia hasta las Gltimas fases, donde las cantidades a nivel medio
y distal son similares, con un ligero predominio de la region central. Ello indicaria un
aumento de la actividad celular, y por lo tanto progresion del proceso de remodelacion

desde proximal y distal hacia el centro con el tiempo.
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Existen mdltiples estudios hablando sobre la evolucién de los osteoblastos en el
callo de la osteogénesis por distraccion, pero la mayoria de ellos dan resultados
descriptivos®” 4054 118.12) "5 56 hasan en la expresion de determinadas moléculas como
la osteocalcina o el BMP 2/4 para determinar sus variaciones? 'Y, El trabajo de Fink y
cols®® en perros es el tnico encontrado en cuanto a distraccion 6sea que habla de la
cantidad de osteoblastos por zona con datos cuantitativos, pero como se ha indicado en
el apartado previo, limitd su estudio a la region enddstica y al igual que todos los
anteriores, limita a mucho menor seguimiento la fase de consolidacion. No se han
encontrado publicaciones en la literatura con datos cuantitativos referentes a la
evolucion de los osteoblastos y osteoclastos en el callo de osificacion en transportes
6seos. En lo que si se coincide con los anteriores autores, aun siendo estudios
descriptivos, es que los osteoblastos aparecen en gran cantidad rodeando las trabéculas
de hueso neoformado, asi como los osteoclastos, lo que indicaria un proceso de
remodelacion activa. Ademas, estos resultados quedarian avalados por las mediciones
de los callos realizados mediante técnicas de TAC por Mora y cols™® en los mismos
especimenes de forma paralela, coincidiendo los volimenes méaximos del mismo con

los periodos de mayor actividad celular (0-100 dias postcirugia).

En cuanto a la evolucion de las trabéculas 6seas, éstas aparecieron orientadas en
la direccién del transporte en todos los sujetos, salvo en el animal de 17 dias (Fig. 60)
(sacrificado durante dicha fase), lo cual podria explicarse por la corta evolucion del
mismo, que limitaria la capacidad de reorientacién de las fibras colagenas, ain en
formacion en este periodo. La variacion en el grosor de las trabéculas se midié como
cuatro veces mayor al final del proceso (Fig. 61), siendo mas gruesas en todo momento
las proximales que las distales, pero apareciendo todas coetdneamente a lo largo del
callo, cerrando el gap desde la periferia al centro. Ello corrobora el modelo de
osificacion centripeta que se ha defendido a lo largo de la presente tesis. Si se comparan
los resultados del presente estudio con los trabajos que aportan datos cuantitativos®*
12 también muestran grandes incrementos en el grosor de las mismas en los primeros
dias (Tabla 6). En aquellos trabajos en los que se estudia la influencia de la carga si se
habla de mayores grosores de las trabéculas 6seas en el grupo en carga respecto al de

descarga.
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Los estudios inmunohistoquimicos cuyos resultados se presentan mas adelante,
determinaran que las regiones de mayor grosor trabecular coinciden con aquellas de
mayor aporte vascular, lo que apoyaria la teoria ya propugnada por Ilizarov®®® 2V de la
necesidad de un correcto aporte vascular ademas de estabilidad para que la osificacion

del callo tenga éxito.
1.2 Estudios inmunohistoquimicos
Colagenos 1y 11

Los estudios inmunohistoquimicos se mostraron mas sensibles que la
histomorfometria a la hora de detectar la presencia de focos de osificacion
intramembranosa o endocondral, los cuales estan directamente relacionados con la

presencia de colageno tipo I o 1l respectivamente.

Asi, el analisis de las muestras determind la presencia de focos de osificacion
endocondral en la mayoria de animales, aungue en menor cuantia que los de osificacion
intramembranosa, siendo inexistentes en las ovejas de menor tiempo de seguimiento y
alcanzando niveles aproximados, aunque nunca iguales, a los de colageno tipo | en los
animales de alrededor de los tres meses de seguimiento. Asi la media de las relaciones
entre ambos tipos de colageno determind que los niveles de colageno tipo | aparecieran

aproximadamente dos veces y media mas altos que los del tipo Il (Tabla 7).

La distribucion por zonas de los mismos coincidid con los resultados de
histomorfometria, apareciendo todos los focos de tejido cartilaginoso en la region
periférica (subperiostica), no evidenciandose la presencia de focos endosticos en ningdn
caso. Ademas, se detectaron en mayor cuantia en los segmentos proximal o medio en

todos los casos, siendo muy escasos los contajes a nivel distal.

A pesar de la gran utilidad demostrada por las técnicas inmunohistoquimicas para
determinar los tipos de osificacion, éstas se han usado en muy pocos trabajos con estos

fines®> 42 119 Ello podria ser debido a la complejidad asociada a la obtencién de
diluciones correctas que eviten falsos positivos en las muestras, por lo que la mayoria

de estudios se limitan a estudios histomorfométricos.
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Entre los autores que las emplean, cabe destacar el trabajo de Forriol y cols®®.
Dichos autores utilizaron los mismos anticuerpos Anti-coldgeno (Biogénesis®) que se
han usado para el presente estudio (aunque a diferentes diluciones) en sus trabajos de
estudio del ritmo de distraccion Osea en ovejas. Dicho trabajo concluyd que
independientemente de la velocidad de distraccion la osificacion es de tipo mixto, con
cantidades moderadas de osificacion endocondral, definiendo como “moderados”
dichos niveles dos semanas tras la distraccién y decreciendo a las 4 semanas. Sin
embargo, no se muestran datos cuantitativos de las cantidades de colageno presentes.
Ademas, en contra de los resultados de otros autores® ¥ 113115117 ‘inclyido el presente
estudio, detectaron la presencia de focos de osificacion endocondral en la region
endomedular. Este hecho, ademés de las variaciones en los contajes de colageno,
mostrando niveles mas altos de los habituales de colageno tipo 1, podria explicarse por
el empleo de sistemas de distraccion monolateral, menos rigidos que los distractores

circulares como el usado para el presente estudio.

Radomisli y cols“? compararon los resultados inmunohistoquimicos de un grupo
de ratas sometidas a distraccion ésea con un minifijador, separandolas en funcion de que
se autorizara 0 no la carga. Los patrones en la distribucion del colageno tipo | y Il
fueron similares en ambos grupos, apareciendo cantidades mayores de tipo | respecto al
Il en todos los casos. Sin embargo la distribucion del colégeno tipo Il fue mas amplia en
el caso de los animales a los que no se permitié cargar. En algunos cortes de animales
aislados se detectaron algunos focos de osificacion endocondral endomedulares, lo que

se interpreté como un hallazgo casual.

Previo al empleo de técnicas inmunohistoquimicas, se utilizo la electroforesis para
caracterizar los colagenos existentes en el callo. Asi, Kallio y cols®” a finales del siglo
XX presentaron su estudio de la matriz 6sea del callo neoformado en ovejas durante los
primeros 14 dias de distraccion con un sistema de fijacion circular. Aplicando una fase
de latencia de 7 dias y un ritmo de distraccion de 1 mm/dia, determinaron los distintos
componentes que formaban la matriz 6sea empleando técnicas de electroforesis,
encontrando que a partir de la segunda semana de inicio de la distraccion la cantidad de
colageno presente en el callo se duplicaba. Sin embargo no detect6 colageno tipo Il en
ningln caso. Otros autores de la época® 22 128 129 ya hahjan hablado de la casi

inexistencia de focos de osificacion endocondral empleando diferentes métodos. En la
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misma década, Karaharju y cols® publicaron su estudio en ovejas, comparando las
diferencias en la matriz 6sea, en funcion de si se realizaba distraccion fisaria o a través
de una osteotomia, separando este grupo en distraccion de hueso tubular o mandibular.
Mantuvieron los mismos ritmos de distraccion en los grupos, pero emplearon diferentes
sistemas de distraccion (tubulares, circulares, minifijadores). Sin embargo, concluyeron
que en todos los casos el deposito de la matriz 6sea era el mismo, y que se detectaba un
predominio de colageno tipo | sobre el Il, aunque se detectaron algunas areas aisladas

del mismo.

Aungue no se han encontrado maés trabajos publicados en la literatura con los que
poder comparar los resultados de la medicion de los distintos tipos de colageno, la
coincidencia con estudios que muestran datos descriptivos, y la similitud a los
resultados obtenidos mediante histomorfometria, se considera que los resultados aqui

expuestos pueden ser consistentes y cientificamente relevantes.
Anti-factor VIII

Los estudios con anticuerpo Anti-factor VIII (marcaje de los endotelios
vasculares) mostraron que los niveles méas altos de vascularizacién correspondieron a
las regiones proximales en todos los casos, seguidos por las distales y finalmente por la
region central, aumentando el area vascular hasta el periodo de tiempo de los 30-50 dias
para decrecer después (Figs. 63 y 64). Ademas, dichos vasos neoformados seguian el
eje de distraccion. De ello puede deducirse que la vascularizacion progresa desde los
margenes hacia el centro del callo, siguiendo el sentido de la osificacién. Dichas zonas
proximales corresponden a las mismas areas donde se localizan los focos de osificacion
endocondral, por lo que el presente estudio pondria en duda la teoria sustentada por
Paley*?” a cerca de la isquemia tisular como causante de los focos de osificacion

endocondral.

Se han hallado pocos trabajos publicados® 9

que emplearan técnicas
inmunohistoquimicas para la determinacion de la vascularizacion en un modelo de
osteogénesis por distraccién. Uno de los més recientes es el de Forriol® y cols en
2010, quien en su estudio histoldgico demuestra las uniones entre los vasos enddsticos y
peridsticos, asi como la invasién de las regiones avasculares ocupadas por tejido

cartilaginoso, tras lo cual se produce la osificacion de las mismas. Sin embargo, sélo
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hace un estudio descriptivo. Previamente, Li y cols™® en 1999 estudiaron las
diferencias en la vascularizacion en funcién del ritmo de distraccion (0,3-0,7-1,3-2,7
mm/dia) durante la osteogénesis por distraccién usando también estas técnicas (con
anticuerpos anti colageno IV y frente a células endoteliales). Concluyeron que habia una
mayor respuesta angiogénica con ritmos adecuados de distraccion (0,7-1,3 mm/dia), no
estimulandola los ritmos mas bajos e inhibiéndola los més altos. Sus resultados fueron
concordantes con llizarov® y Aronson y cols®®). Sin embargo, solo midieron la
existencia de los precursores vasculares (no el area vascular) y en un solo momento
evolutivo (al final de la distraccién). Esto explicaria los mayores niveles de captacién en
el gap fibroso central respecto a las regiones periféricas, que es avascular inicialmente,
coincidiendo finalmente con varios autores®® *® %0 129 “entre |os que se incluye el

presente estudio, en que la red vascular se forma de la periferia al centro.

Entre los estudios histoldgicos (no inmunohistoquimicos) mas completos del callo
de transporte, se encuentra el de Garcia y cols®® 2009, con ellos se coincidié al
determinar una mayor érea vascular en la regién proximal. Choi®® en el afio 2000 hizo
también una descripcion histoldgica de los cambios vasculares en el callo de distraccién
en ratas, y muestra su evolucion. Asi, observa vasos que crecen desde el periostio a
partir de la primera semana, y desde la medular a las dos semanas, interconectandose los
periosticos a las 3 semanas, momento en el que el gap continuaba siendo avascular, y

formando una red completa con los medulares a los 42 dias.

La respuesta vascular a la distraccion, no solo en el callo, sino en el miembro
completo y los elementos musculotendinosos®> 2 130132 jmplicados en el proceso, asi
como la influencia de la carga® ¥ o el ritmo de distraccion® " 19 han sido
estudiadas en mualtiples trabajos y mediante multiples técnicas. Cabe destacar como
precursor el de Aronson y cols“?® en 1994, quienes midieron los cambios en la
vascularizacion durante la osteogenesis por distraccion en perros mediante gammagrafia
con Tecnecio-99 (Tc-99). Para ello, los dividieron en tres grupos en funcion de lo que se
prolongase el periodo de distraccion, aumentando en uno de ellos ademas el ritmo de
distraccion al doble. En todos los casos el flujo aumento hasta alrededor de 9 veces en el
miembro intervenido respecto al contralateral, y al igual que en el presente estudio, fue
mas alto en la region proximal respecto a la distal (medida alrededor de 1,6 veces). El

flujo aumentado se mantuvo hasta 4 meses, decayendo a la semana o a las 4 semanas en
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funcién del ritmo de distraccion (Lmm/dia vs 2 mm/dia) y determinaron que la respuesta
vascular presentaba los mismos patrones temporales y espaciales a las fracturas, solo
que de mayor amplitud. Siguiendo este trabajo, Gil-Albarova y cols®*? en 1997
midieron la respuesta tisular a la distraccién en nervios, musculos y vasos en un modelo
animal ovino. Determinaron mayores niveles de vascularizacion en el miembro
intervenido respecto al contralateral al mes de la distraccion. Al comparar dichas
observaciones con los contajes realizados de la expresion del Anti-factor VIII
presentados, se podria determinar que son coincidentes, pues con un ritmo de
distraccion estandar (1 mm/dia) los mayores niveles se midieron entre los 30 y 50 dias.
Posteriormente De Coster y cols®™® en 1999 determinaron mediante angiografia que el
flujo vascular al hueso aumentaba durante la fase de transporte en un modelo de
transporte 6seo en ovejas. Shevtsov y cols®* 3% 13D realizaron hasta tres estudios
diferentes (1995-2002) en perros sobre los cambios en la vascularizacién en los
elementos musculotendinosos implicados en la elongacion mediante técnica llizarov.
Para ello usaron reovasografia, angiografia, esfigmografia y estudios histoldgicos.
Determinaron que durante el primer mes de distraccion se origina una extensa red
vascular especializada en procesos de crecimiento, con mayor capilaridad cuanto mas se
fracciona la distraccion. Hacia el final del segundo mes de distraccion, los procesos
metabdlicos iban encaminados a mejorar la funcién de estos microvasos. Esto confirmé
los resultados de trabajos como el Rowe y cols* (la vascularizacién aumenta durante
la distraccion y disminuye durante la consolidacion). Moore y cols™® en 2003
estudiaron por microangiografia en ratas la influencia de la carga en la vascularizacion,
determinando que independientemente de la carga, aumentan el volumen vy el tejido

vascular, aunque en mayor cuantia en el grupo al que se permite cargar.

En vistas a todo lo anterior, se concluye que aunque la vascularizacion del callo
en la osteogénesis por distraccion ha sido ampliamente estudiada, han sido pocos los
autores que han realizado estudios no descriptivos, aunque a pesar de usar diferentes
técnicas, todos coinciden en un modelo de flujo aumentado y creacion de una red
vascular centripeta siguiendo a la osificacion. Si a esto se suma la practica ausencia de
este tipo de estudios sobre el callo originado durante el transporte 6seo, se hace
necesaria la realizacion de trabajos como el presente para esclarecer el papel de la

vascularizacion en el desarrollo de la osificacion de dicho callo.

142



Tesis Doctoral Discusion
2. Docking Site

2.1 Estudio histomorfométrico
Contajes tisulares

Durante afios se ha hablado de la existencia de un cumulo de tejido conectivo
fibroso que rellena la cavidad entre el segmento transportado y la zona receptora®” %
101-103) " E] origen de este “capuchon” podria estar en la transformacién hacia tejido
fibroso del hematoma inicialmente organizado entre ambos segmentos 0seos, y que se
genera durante la fase de latencia y es comprimido durante la fase de transporte®”.
Dicho tejido fibroso puede llegar a sellar el canal medular, favoreciendo la aparicién de
problemas relacionados con la falta de consolidacion del Docking. A pesar de ser este
retardo e incluso a veces ausencia de consolidacion una de las principales
complicaciones ligadas a los transportes 6seos, muy pocos han sido los autores que han

estudiado con técnicas histomorfométricas dicha zona®®,

Al igual que en el caso del callo de transporte, se cuantificaron las cantidades de
tejido fibroso y tejido 6seo trabecular neoformado en el Docking Site. Se identificaron
niveles muy altos de tejido fibroso en casi todos los animales, detectandose a los
aumentos empleados (10X) una ausencia completa de tejido 6seo trabecular hacia los 98
dias (Fig. 69). En ese momento los niveles de tejido fibroso comenzaron a decrecer. El
unico estudio publicado que realiza técnicas histomorfométricas sobre el Docking Site
es el de Garcia y cols®® en 2009. Estos obtuvieron cantidades de tejido 6seo en el
Docking a las 3 semanas de alrededor del 14% y de hasta el 71% a las 12 semanas
(cuando concluye el estudio), determinando consolidacion completa del mismo en todos
los animales. Si bien es cierto que en el presente trabajo, en la representacion gréafica los
niveles méas altos de tejido dseo trabecular correspondieron al animal de 161 dias, se
deduce que dichos niveles siguieron aumentando, remodelando a tejido cortical durante
el espacio de tiempo entre los 161 y los 525 dias, motivo por el cual aparece ausente en
el animal de mayor evolucion. Por lo anterior podria interpretarse que la consolidacion
fue mas rapida en el grupo de estudio de Garcia respecto al que aqui se expone. Sin
embargo, habria que tener en cuenta las diferencias en el sistema de fijaciébn empleado

(dispositivo no empleado en humanos) y la realizacién de una segunda cirugia una vez
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concluido el transporte durante la cual se retiraba el sistema de distraccidn y se aplicaba

compresion al Docking al tiempo que se fijaba el segmento movil.

Otros autores como Nagashima y cols’®?, quienes estudiaron la histologfa del
callo y el Docking tras realizar un transporte éseo mandibular en perros, obtuvieron
tasas de no consolidacion de alrededor del 50% al final de su estudio. Estas altas tasas

fueron atribuidas a la existencia del ya conocido gap fibroso®®® 97-99 102 103)

que se
desarrolla durante la fase de latencia y transporte, y queda finalmente interpuesto en la

zona del Docking.

El papel de dicho capuchoén fibrocartilaginoso continda siendo controvertido, asi
como las medidas a tomar sobre el mismo con la finalidad de favorecer la
consolidacion. Asi, mientras llizarov™® hablaba de que la simple compresién por la
carga sobre la extremidad genera el estimulo necesario para que se osifique, otros
propugnaban la necesidad de una cirugia de desbridamiento de dicho tejido y aporte o
no de injerto® 1° para generar un ambiente mas parecido al de consolidacién de las
fracturas y que la curacién fuera mas predecible. En vistas a esto, se publicaron trabajos
como el de Lovisetti y cols®® %) comparando los resultados de las técnicas de
compresion aislada sobre el Docking con técnicas de desbridamiento (abierto y
endoscopico) mas aporte de injerto y compresion. No se obtuvieron diferencias
significativas en cuanto a tiempos de fijacion, porcentajes de consolidacion o
complicaciones, por lo que no se puede afirmar que el desbridamiento del gap fibroso
suponga una ventaja sobre el hecho de no someter a los pacientes a un doble
procedimiento. Tampoco se encontraron diferencias al comparar las técnicas abiertas de

desbridamiento con las endoscépica™®?.

En el presente trabajo se optd por no comprimir mas alla del final de la fase de
transporte para evitar complicaciones que pudieran derivarse de una compresion
excesiva, como alteraciones en la vascularizacion o mala alineacion de los segmentos.
Esta pudo ser la causa del retardo de consolidacion asociado (ausencia de una
consolidacién estable mas alla de 6 meses)®® lo que retrasé ademés la retirada del
fijador. Periodos de fijacién muy prolongados ya fueron reportados por Paley y cols®
136) ¢ 1lizarov™®| lo que hace la tolerancia al distractor un factor mas a tener en cuenta a

la hora de realizar este tipo de técnicas.

144



Tesis Doctoral Discusion

Tipos de Osificacion

Aunque inicialmente se pensaba que Docking Site seguia un modelo de
osificacion similar a los focos de fractura, la separacion de los extremos de los
segmentos 0seos Y el periodo de tiempo que tardan en contactar provocaria la ausencia
de la respuesta inflamatoria y la subsecuente cascada de reparacion presente en todo
proceso fractuario normal®”. Asi, mientras la osificacion del callo de fractura responde
a un modelo de osificacion endocondral, cabria la posibilidad de pensar que no tiene
porqué seguir tal patrén en el caso del Docking Site. Por dicho motivo, se determiné que
la caracterizacion de dicho modelo de osificacion podria ayudar a esclarecer cuales son

las técnicas méas apropiadas para favorecer su consolidacion.

El estudio de los tipos de osificacion mostré el Docking Site ocupado en su
practica totalidad por tejido conectivo fibroso en los animales de 79 y 98 dias. El resto
mostraron focos de osificacion intramembranosa, que se iniciaban a nivel subperiostico
y a partir de los 35 dias aparecieron a nivel enddstico. Sélo se detectaron focos de
osificacion endocondral en la periferia de los extremos osteotomizados de los animales
de 22 y 50 dias, pudiendo determinar en lineas generales que la osificacion es
predominantemente intramembranosa. Este hallazgo va en contra de los resultados del
estudio de Garcia y cols, quienes también hablaban de un patron de tipo mixto respecto
a la osificacion de esta region, pero con predominio de la osificacion endocondral, no
difiriendo de la osificacién normal del foco de fractura, con salvedad de la temporalidad
(mas lenta en el caso del transporte). Justificaron tal hallazgo como consecuencia de que
los defectos creados en los sujetos a estudio no se corresponden con los generados
habitualmente en los pacientes sometidos a transportes 0seos, quienes generalmente
presentan dafios o complicaciones asociadas al defecto 6seo al ser consecuencia de

traumatismos de alta energia.

Retardos en la consolidacion como los detectados en los animales del presente
estudio ya han sido previamente reportados tanto en humanos como en animales® %
100,136-139) ‘Naggar y cols*®*? en 1993 presentaron una serie de resultados en pacientes en
los que emplearon el transporte 6seo, con un 53% de complicaciones asociadas a
problemas de consolidacién del Docking. Sin embargo Cierny y cols®™” en 1994

compararon los resultados en el tratamiento de los defectos Oseos tibiales entre el
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empleo de transportes 0seos con un sistema llizarov y el aporte masivo de injerto,
encontrando solo dos casos de pseudoartrosis del Docking entre 21 pacientes, aunque
sus tasas de retardo de consolidacion fueron mayores que las de autores como Green y
cols™®). Estos ltimos compararon también los resultados del transporte 6seo frente al
tradicional Papineau para el manejo de defectos 0seos tibiales similares al anterior,
reportando problemas relacionados con la consolidacion de dicha zona en el 41% de los
pacientes. Més tarde, Paley y cols™® en el 2000 publicaron una serie de los resultados y
complicaciones asociadas al tratamiento de los defectos tibiales mediante técnica de
transporte siguiendo el sistema llizarov, consiguiendo la consolidacion en todos los
casos, Yy requiriendo la reintervencion en un paciente que presenté una refractura del
Docking. En el caso de la serie de 19 pacientes sometidos a transporte reportada por
Mekhail y cols®® en 2004, todos tuvieron problemas con la consolidacién del Docking.
En un caso nunca consolidd, y los otros 18 lo hicieron tras una cirugia adicional de
desbridamiento y aporte de injerto. En el caso de estudios con animales, De Coster y
cols™® hablaron de retardos de consolidacién en todos los animales (conejos) incluidos

en su estudio.

Muchos de estos autores emplean técnicas de refrescamiento del Docking Site
para favorecer su consolidacién, a pesar de que las series publicadas no muestran
diferencias en los resultados entre las técnicas abiertas y las cerradas (como se ha
explicado en el apartado previo). Esto podria explicarse por el alto nivel de exigencia en
el tratamiento de estos pacientes, quienes en la mayoria de veces se han intervenido en
varias ocasiones para conseguir un miembro viable y lo méas funcional posible, lo que
incentivaria al cirujano a agotar todas las opciones posibles para el éxito. Sin embargo,
y a pesar de todo, otra de las mayores desventajas del empleo del transporte éseo es la

tolerancia al fijador, el cual puede llegar a requerir fijaciones de méas de un afio.

Segtin Paley y cols™®, el resultado de la diferencia entre el indice de Fijacion
Externa (EFl: meses de fijador por centimetro transportado) y el indice de
Consolidacion Radioldgica (RCI: meses hasta la consolidacion radioldgica por
centimetro) es el tiempo adicional requerido por el Docking Site para consolidar. Este
seria el paso limitante para el éxito de las técnicas de transporte dseo, que en el caso de
su serie esta en los 0,3 meses. En el presente trabajo solo se retiro el distractor previo al

sacrificio al animal de 525 dias (192 dias de fijacion externa), por lo que no se pudieron
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establecer indices comparables con los publicados. Sin embargo, se coincide en afirmar
la presencia de retardos de consolidacion con todos aquellos autores que han empleado

la técnica llizarov.

Las diferencias obtenidas en la distribucién de las cantidades de los dos tipos de
osificacion detectadas en el Docking respecto al trabajo de Garcia y cols®®, asi como el
tiempo de consolidacion mucho menor en el caso de este Gltimo, podria por tanto
explicarse por las diferencias en el sistema de transporte empleado. La mayor rigidez
del sistema llizarov y el empleo de técnicas cerradas para favorecer la consolidacién
frente al empleo de un sistema de transporte sobre placa, méas el desbridamiento y
compresion “de visu” empleados en el caso del trabajo de Garcia y cols®®, explicaria la
mayor cantidad de tejido cartilaginoso presente en el analisis histomorfométrico de

dichos autores.

Por lo tanto, y a pesar de los pocos estudios disponibles para comparar, se podria
concluir que el proceso de osificacion del Docking Site difiere en funcion el tipo de
fijacion empleada, tal como sucede en el caso del callo de transporte.

2.2 Estudios inmunohistoquimicos
Colagenos 1y 11

El empleo de las técnicas inmunohistoquimicas sobre el Docking Site permitid
especificar mejor el patron de osificacion presente en el mismo. El animal de 98 dias no
presentd mas que tejido fibroso, asi como el gap central. Se detectaron focos de
colageno tipo I (en relacién con osificacion intramembranosa) en todos los demas
animales, todos ellos en la region periférica en relacion con el periostio. Las ovejas de
35, 22 y 50 dias fueron las Unicas que mostraron zonas captantes para colageno tipo Il
(Fig. 71B). Dichas zonas aparecieron en la periferia de la region de las osteotomias del

hueso compacto, y por lo tanto no corresponderian al Docking Site.

La distribucion de las areas de osificacion coincidié con los datos obtenidos en los
estudios histomorfométricos, salvo por la deteccion de tejido cartilaginoso en la oveja

de 35 dias, que no se reportd en dicho apartado. Al igual que ocurria con el callo de

147



Tesis Doctoral Discusion

transporte, al ser las técnicas inmunohistoquimicas mas sensibles permitieron delimitar

mejor las areas de cada uno de los tipos de osificacion.

Una vez revisada a tal efecto la bibliografia publicada, el presente seria el Unico
trabajo hasta la fecha que emplea las técnicas inmunohistoquimicas para el estudio del
Docking Site. Las distintas publicaciones existentes suelen estudiar el Docking Site
como complemento al callo. De esta forma, los trabajos mas centrados en el mismo se
basan en determinar cuéles son las diferencias entre las distintas técnicas que se podrian

emplear para mejorar su consolidacion.

En vistas a estos resultados se determina que la osificacion del Docking Site es
fundamentalmente intramembranosa. La realizacion de nuevos trabajos al respecto
podria ayudar a determinar las causas que provocan la aparicién de los focos de

osificacion endocondral.
Anti-factor VIII

La cuantificacion de los endotelios vasculares neoformados mediante esta técnica
determing las cifras mas altas en el animal estudiado durante la fase de transporte
respecto al resto de animales del estudio. Estos niveles se mantuvieron relativamente
altos, con leves declives hasta los 50 dias, momento en el que muestra una caida mas

importante (Fig. 73).

Son muy pocos los estudios dedicados en exclusiva a la vascularizacion tras

transporte  6se0™*®.

La mayoria de estudios publicados son referentes a la
vascularizacion en distraccion 6sea® 12 %9132 haplando de un incremento global en el
aporte y la red vascular en el miembro intervenido respecto al contralateral. Ilizarov®*
2Y) en sus trabajos determiné la importancia de un correcto aporte vascular como
mandatorio para conseguir el éxito en los procesos de transporte, tanto por la

consolidacién del callo como del Docking Site.

Los mayores contajes endoteliales iniciales podrian aparecer como respuesta a la
isquemia inducida por la compresion paulatina del gap fibroso interpuesto. Esto sumado
al incremento del aporte vascular ya estudiado, y que en el caso del callo era mayor

durante el primer mes, podria explicar la respuesta vascular inicial.
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3. Limitaciones

Las limitaciones del presente estudio son aquellas ligadas a la realizaciéon de
estudios experimentales. La imposibilidad de llevar a cabo el proceso experimental en
personas se ha intentado solventar utilizando animales cuya talla, peso y caracteristicas
morfologicas fueran lo méas cercanas posibles a las humanas, consiguiendo asemejarse
de esta manera lo mé&ximo posible a la distribucion de fuerzas, cargas y demas

elementos que pudieran influenciar sobre el miembro intervenido.

Una de las principales limitaciones seria el pequefio tamafio de la muestra
sometida a estudio. Al estar formado Unicamente por un animal asignado a cada
momento de proceso, podria generarse un sesgo de seleccion debido a la variabilidad
interindividual de los sujetos incluidos o de los entorno mecanobiol6gicos diferentes
que pudieran presentarse en cada uno. Respecto a este punto habria que considerar las
dificultades para el correcto cuidado, alimentacién, asi como la necesidad de
instalaciones adecuadas tanto en tamafio como en medios, y los costos derivados del
mantenimiento de estos animales. Para minimizar los sesgos ligados al tamafio muestral,
se utilizaron animales del mismo sexo, edad y similar peso, de manera que los

resultados fueran lo mas homogéneos posibles.

Otro elemento a tener en cuenta serian los posibles errores a los que pudiera llevar
el ritmo de distraccion empleado. Es sabido que el ritmo ideal en animales de esta talla
(asi como en humanos) se establece en Imm/dia®®® 2282 (istribuido en incrementos
de 0,25 mm/6h, de manera que la distraccion sea lo mas “constante” posible. Ritmos
mas lentos darian lugar a osificaciones tempranas y de mas de 1 mm la impedirian. Por
razones logisticas se optd por la distraccion en un solo paso. Este ritmo ha sido
empleado en multiples trabajos®* % %) con éxito, por lo que creemos que los resultados

siguen siendo cientificamente validos y clinicamente relevantes.

Hay que considerar que los pacientes sometidos a transporte 0seo generalmente
asocian otro tipo de lesiones de partes blandas. Ademas, las pérdidas Oseas que
presentan suelen ir ligadas a traumatismos de alta energia 0 a procesos concomitantes
(infecciosos o tumorales) que hacen que el punto de partida no sea un ambiente
bioldgico normal. Por ello, aunque el defecto creado en los animales del presente

trabajo no sea tan complejo inicialmente, como el que pueda darse en este tipo de
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pacientes, la fase experimental se ha realizado bajo condiciones clinicas y fisiologicas
ideales y similares a las que se dan en la préctica clinica, para que los resultados
histoldgicos fueran lo més cercanos posible a los obtenidos en humanos.

Desde el punto de vista histoldgico cabria destacar los distintos tiempos de
inclusion en solucion decalcificante empleados para cada muestra. Dichos tiempos
fueron mayores en las piezas con mayor grado de osificacion, llegando a variar desde
unas horas en los animales de menor tiempo de evolucion tras la cirugia, a mas de una
semana en el animal de 525 dias. Asi, la inclusion prolongada en decalcificante
provocaria que las imagenes histopatologicas fueran de peor calidad y dificultando
ademas la estandarizacion de las diluciones con anticuerpos para la
inmunohistoquimica. Para minimizar los posibles errores derivados de una tincion de
mala calidad o los artefactos por no conseguir cortes homogéneos, se ajustaron los
tiempos de decalcificacidn a cada pieza, alcanzando el nivel justo que permitiera cortar
bloques que incluyeran el callo de transporte y el Docking Site completos junto con el
hueso adyacente (el cual tenia diferente consistencia al estudiado). Para limitar la
posible sobretincion con las técnicas inmunohistoquimicas (tincién de zonas no
osificadas) se ajustaron las diluciones de los anticuerpos empleados a cada animal hasta
obtener unas imagenes Optimas y libres de fondo tefiido. Ademas, la cuantificacion de
dichas areas con el software informatico empleado minimiz6 los errores en las

valoraciones, haciéndolas lo mas objetivas posibles.
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CONCLUSIONES

La osificacion del callo obtenido mediante transporte 6seo con mantenimiento de
la actividad motriz es de tipo mixto siendo la osificacién intramembranosa la
predominante tanto temporal como espacialmente. Ademas, también presenta un patrén
de osificacion mixto en lo referente al origen endéstico-periostico de las trabéculas

0seas.

La ocupacion vascular en el callo de transporte 6seo varia a lo largo del tiempo

cuando se permite la actividad motriz

La osificacion del Docking Site es puramente intramembranosa y mas lenta que la

del callo de transporte 6seo.

La vascularizacion del Docking Site es similar a la del callo de transporte. El
patron de vascularizacion global del Docking Site es similar al del callo, mostrando
niveles mas altos de endotelios neoformados en el primer mes tras la cirugia. El tamafio
reducido del Docking impidi6 el estudio por zonas, por lo que no podemos establecer si

los vasos siguen el mismo modelo centripeto que en el callo de transporte 6seo.
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