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La regeneracion Osea es un aspecto trascendental de diversas patologias osteo-

articulares y tratamientos quirargicos de la Traumatologia y Cirugia Ortopédica.

La osteogénesis a distraccion es un proceso bioldgico, en el que se forma nuevo
tejido Oseo a partir de la generacion de una solucion de continuidad en el hueso y posterior

traccion de éste en sentidos opuestos mediante un dispositivo mecénico.

La técnica quirirgica que mas se ha valido de la osteogénesis a distraccion es la
elongacion de extremidades, procedimiento que permite restituir o incrementar la longitud
de un hueso largo. Es una técnica quirurgica que puede presentar determinadas
complicaciones y que en ocasiones se prolonga en el tiempo. Basandose en la osteogénesis
a distraccion han nacido otras técnicas como el alargamiento de huesos planos craneo-
faciales o los transportes dseos empleados en la reparacion de defectos postraumaticos,

infecciosos o tumorales.

Durante varias décadas los estudios sobre esta materia estuvieron encaminados a
dilucidar qué variables mecénicas o qué aspectos técnicos influian positivamente sobre la

regeneracion del nuevo tejido oseo.

En el momento actual la osteogénesis a distraccion sigue planteando cuestiones sin
resolver. Las actuales lineas de investigacion estdn encaminadas a dilucidar los factores
bioldgicos y celulares que influyen en esta peculiar forma de generar tejido 6seo. Se han

ensayado varios agentes biologicos para su estimulacion.

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) esta presente desde hace algunos afios en la
comunidad médica de distintas especialidades médico-quirargicas. Su disponibilidad, facil
obtencion, origen autdlogo y bajo coste han generalizado su uso en diversos campos y
tejidos corporales, como tendinoso, ligamento periodontal, cartilago articular, musculo y
hueso, tanto el craneofacial como el de extremidades. Se han publicado numerosos
trabajos relacionados con el papel del PRP en la regeneracion de diversos tejidos, con

diversos resultados.

Ningin estudio experimental ha respondido a si el PRP estimula la formacion de
tejido 6seo durante la osteogénesis a distraccion. Consecuentemente, deben realizarse

nuevos estudios bien disefiados que respondan a esta cuestion.
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INTRODUCCION ELONGACION OSEA

ELONGACION OSEA

Precedentes de la elongacion dsea

La dismetria de extremidades es una patologia del aparato locomotor que se ha
tratado con una gran variedad de métodos a lo largo de la historia, en ocasiones sin
demasiado éxito. Métodos como la implantacién subepifisaria de cuerpos extrafios,
estimulaciéon del periostio, osteotomias de repeticion, curetajes y perforaciones,
estimulacién diatérmica, realizacién de fistulas arterio-venosas, redistribucion de la
vascularizacion Osea o simpatectomias fueron empleados para la elongacion de huesos
largos. La variabilidad en sus resultados, muchas veces imprevisibles, asi como su alta

morbilidad llevaron al abandono de muchas de estas técnicas.

En su inicio, el tratamiento de las dismetrias se centraba en las secuelas de
poliomielitis, fracturas y complicaciones de heridas de guerra. Los primeros intentos de
elongacion Osea, con una osteotomia como primer paso, se llevaron a cabo a finales del
siglo XIX. Von Langenbeck (1869), Hopkins y Penrose (1889) y Eiselsberg (1897) fueron
algunos de los iniciadores de esta técnica (1). El desconocimiento de la biologia y la
maxima elongacién como objetivo llevaron a una serie de fracasos que impidieron la

popularizacion de este método.

El italiano Alessandro Codivilla (1861-1912), director del Instituto Rizzoli
(Bologna), fue el iniciador de un tratamiento pionero para las dismetrias mediante
elongacion de huesos largos (Figura 1). En 1904 describié en Atlantic City su técnica de
elongacion 6sea, que €l denominaba “extension continua”, pese a realizarse en una Unica
fase. El paciente era colocado en decubito supino en una mesa ortopédica. Un clavo de 5-6
mm se introducia en el calcdneo y a través de él se ejercia una traccion de 25-75 Kg,
después de haberse realizado una osteotomia abierta y oblicua del tercio proximal del
fémur. La traccion se llevaba a cabo subitamente y una sola vez, tras lo que se colocaba un
yeso desde el térax a la pierna intervenida (Figura 2).

El procedimiento se podia repetir si se consideraba que la elongaciéon era
insuficiente. Llevé a cabo elongaciones de 3 a 8 cm, algunas acompafiadas de
neuroapraxias del nervio cidtico y de otras complicaciones derivadas del dolor no

controlado. La gran contribucion de Codivilla fue la idea de realizar una traccion transdsea
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INTRODUCCION ELONGACION OSEA

tras la osteotomia, concepto que permitia posteriormente realizar una gran fuerza de

traccion y permitid prescindir ulteriormente del soporte externo del yeso.

5% G G
N z
N
Figura 1. Alessandro Codivilla Figura 2. Sistema de traccién transcalcdnea y
(1861-1912). yeso a traccién de Codivilla (1).

Uno de los aspectos que preocupaba a Codivilla era poder superar la resistencia de
los tejidos para conseguir la distracciéon sin comprometer la funcion fisiologica de la
extremidad (2). Durante los siguientes afios el método de Codivilla fue difundido y

empleado en Europa y América.

En 1911 el francés Oscar Lambret trataba fracturas diafisarias mediante una técnica
consistente en traccion y trasfixion de la didfisis con dos clavos unidos a un dispositivo (1).
El trabajo de Albert E. Freiberg (Chicago), publicado en 1912, preconizaba la realizacién
de esta técnica en varias sesiones, para vencer con €xito el acortamiento de las partes
blandas, problema que estos cirujanos se encontraban frecuentemente con pacientes

afectos de poliomielitis (1).

En 1913 Paul B. Magnusson (Chicago) public6 los resultados de un estudio
experimental realizado en perros (3). Llevaba a cabo osteotomias en tibias con
elongaciones de 5 a 7,5 cm. La particularidad de estas osteotomias era su forma de Z,
llevada a cabo mediante varias perforaciones con una broca. Este autor observo el
potencial beneficio de dafiar minimamente el endostio y periostio, asi como de conseguir
una mayor superficie de contacto 6seo para la consolidacion de la osteotomia. Este tipo de

osteotomia se popularizé entre los cirujanos que realizaban elongaciones dseas.

En 1913 Fred J. Fasset (Seattle) comenzé a usar una variante de estas técnicas.
Realizaba una elongaciéon de 3 cm en un solo tiempo, rellenando el espacio de la
osteotomia con injerto de hueso y estabilizando la osteotomia con una placa (4). En 1918
comunic6 sus resultados, reconociendo una incidencia de complicaciones muy importante

en su serie.
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INTRODUCCION ELONGACION OSEA

En 1916 R. Tustall Taylor (Seattle) comunicé su método de elongacién dsea (5).
Consistia en la realizacién de una osteotomia en forma de Z, tras lo que se colocaba un
yeso pélvico y de la extremidad intervenida. El yeso era abierto transversalmente, con un
dispositivo de varillas roscadas se realizaba distraccion mediante la separacion de las dos
partes del yeso. Solia colocar bloques de magnesio o marfil en el foco de osteotomia. Las
complicaciones derivadas de esta técnica, tanto infecciones como pseudoartrosis,

inclinaron a este cirujano a la realizacion de acortamientos de la extremidad mas larga.

Vittorio Putti (1880-1940), discipulo de Codivilla en el Insituto Rizzoli (Bologna),
desarroll6 las ideas de su maestro sobre la elongacion é6sea (Figura 3) (1,5). En 1921
comunica en Boston varios de sus casos tratados de elongacion femoral, destacando la
necesidad de realizar una osteotomia lo menos traumatica posible y con una técnica de
elongacion gradual y progresiva. El primer paso de su técnica era la colocaciéon de 1 o 2
clavos proximales y distales a la osteotomia, atravesando dos corticales. Se llevaba a cabo
una osteotomia a cielo abierto en forma de Z y se colocaba un tubo telescépico acoplado a
los clavos, lateralmente al segmento Oseo a elongar. A través de este tubo se realizaban
fuerzas de distraccion, elongando la osteotomia durante 30 dias, unos 2 o 3 mm diarios.

Este aparato de elongacion fue denominado “Osteotomo” (Figura 4).

b
L

Figura 3. V. Putti (1880-1940). Figura 4. “Osteotomo” de Putti (1).

Tanto el aparato como la técnica de Putti se asemejaban bastante a la empleada en la
actualidad con marcos unilaterales. Esta técnica no acabé de gozar de la aceptacion de
otros colegas cirujanos, la dificultad de este aparato para mantener el control axial de la
elongacion y la facilidad que tenifan los clavos para aflojarse llevaron a Putti a abandonar

la técnica.

Entre 1920 y 1930 Klapp y Block desarrollaron en Europa diversos dispositivos de
traccién para el tratamiento de fracturas de tibia y fémur. Estos habfan sido alumnos de

August Bier (1861-1949), el cual habia constatado a principios del siglo XX la
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INTRODUCCION ELONGACION OSEA

importancia del hematoma como precursor del callo de fractura y de elongacion. En esos

afios comenz6 el interés por esta técnica en Estados Unidos de América.

Leroy C. Abbot inici6 en St. Louis sus estudios para la realizacion de elongaciones
Oseas (6). En 1924 llevo a cabo la primera cirugia de elongaciéon 6sea. Uno de los
aspectos que destac6 Abbot fue la necesidad de reequilibrar las partes blandas de la
extremidad elongada, gran parte de sus pacientes estaban afectos de poliomielitis y tenian
acortamientos de algunos grupos musculares. Los primeros casos intervenidos por €l eran
tratados con el “osteotomo” de Putti, que posteriormente fue modificado por él mismo al
percibir los problemas que presentaba este aparato de fijacion unilateral. En el nuevo
disefio los clavos eran conectados a ambos lados de la extremidad al sistema telescopico,
venciendo la debilidad del sistema unilateral y consiguiendo un mejor control de la

elongacion en planos axiales (Figura 5).

Su método fue haciéndose popular en la comunidad ortopédica de Estados Unidos
de América. En 1930 habia operado a 73 pacientes, registrando una gran cantidad de
complicaciones relacionadas con las partes blandas. Lo que le llevé a practicar
fasciotomias y desperiostizacion ampliadas, desinsercion de grupos musculares y apertura
de la membrana interdsea, dejando para un segundo tiempo la osteotomia y colocacion del
aparato de elongacion. Practicaba en todos los casos una elongacion extemporanea de 1 o
2 cm. Antes del inicio de la elongacion continua esperaba una o dos semanas, ya que
reconocia que la presencia de un callo dseo en esa fase podia ser beneficioso, concepto

que desarrollaria més adelante De Bastiani.

La excesiva popularizacion de la técnica de Abbott condujo a ésta hacia el fracaso y
abandono. Una serie de malas indicaciones y de mala seleccién de los pacientes generaron
complicaciones que en ocasiones fueron fatales. Esto llev6 a Abbot a recomendar la
técnica so6lo para cirujanos de amplia experiencia y a recordar la posibilidad de realizar

epifisiodesis de la extremidad contralateral (1,6).

Con un vacio de instrumental adecuado fueron llevandose a cabo multitud de
elongaciones. Necesariamente se desarrollaron distintos dispositivos para realizar
distracciones. En 1930 White colocaba dos clavos de Steinmann transéseos en la diafisis
(7). Posteriormente colocaba un yeso circular en la extremidad, dividido transversalmente
e incluyendo los clavos en el mismo. Realizaba una osteotomia y colocaba dos barras
telescopicas conectadas a los clavos de Steinmann, realizando una elongaciéon durante 30

dias.
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Una de las principales ventajas del método de White era la posibilidad de que el

paciente estuviese fuera de la cama.

En 1932, F.D. Dickson y R.L. Diviley empleaban unas agujas de Kirschner
conectadas a soportes semicirculares unidos a barras telescopicas (1). La aportacion de

este sistema fue la mayor estabilidad y control axial de la elongacion (Figura 6).

og‘:L

Figura 5. Aparato de Abbot (1). Figura 6. Sistema de elongacién de F.D.Dickson y
R.L. Diviley (1).

En 1932 Edward J. Haboush y Harry Filkenstein en New York emplearon sistemas
parecidos con agujas de Kirschner (1). Ademds describieron numerosas complicaciones
con el sistema de Abbott, llegando a la conclusion de que la diseccion profunda de las
partes blandas no aportaba beneficios en las deformidades remanentes. También

destacaron los potenciales beneficios de la conservacion del periostio.

En 1935 en Seattle, Roger Anderson disefid un sistema que contenia unas piezas en
forma de herradura unidos a agujas de Kirschner (1). El objetivo de estas piezas era
mejorar el control axial de la elongacidn. Sin embargo este sistema volvia a dejar postrado
al paciente en la cama, puesto que las barras telescopicas estaban montadas en un panel

que debia reposar en la cama.

D.M. Bosworth fue el primer cirujano que emple6 el término “Distraccién Osea” (1).
En sus trabajos, publicados en 1931 y 1938, destacaba la necesidad de que el sistema de
elongacion fuese lo suficientemente rigido como para evitar la deformacion del segmento
0seo elongado. Llegd a sugerir la posibilidad de realizar osteotomias a dos niveles del
mismo hueso para dividir la distancia de elongacion por cada osteotomia. Respecto a la

técnica de Abbott, no creia necesario realizar una diseccion profunda de las partes blandas.

Reflexionando sobre estas técnicas, Edward L. Compere publicé en Journal of Bone
and Joint Surgery en 1936 un articulo en el que estudiaba las distintas complicaciones

existentes en la elongacion de extremidades (1,8). Describia una serie de casos
21
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desafortunados y clasificaba en tres grupos las complicaciones posibles durante una
distraccion dsea. Las complicaciones podian ser: 1) por distraccién excesiva, 2) por
disminucion del aporte sanguineo a los fragmentos 6seos o 3) por mala consolidacion de
los fragmentos distraidos. Proponia una técnica para prevenir la mala consolidacion de la
osteotomia. Consistia en una barra de autoinjerto de tibia en el lugar de la osteotomia

(Figura 7).

En 1942 A. Brockway y S.B. Fowler comunicaron una serie de mds de cien casos
intervenidos de elongacion 6sea (1). En ella analizaban los resultados, con un 13% de
casos que estaban clinicamente peor que antes de la cirugia. Como aportacion a la técnica
de Abbott, afiadian un clavo en el fragmento proximal y distal, con la intencién de

disminuir la tendencia a desalinearse (Figura 8).
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Figura 7. Técnica de Edward L.Compere (1,8) . Figura 8. Sistema de A.

Brockway y S.B.Fowler (1).

En 1942 A. Gluckmann publica en Journal of Anatomy los hallazgos de un estudio
experimental de distraccion 6sea (1,9). Concluye que la distraccion continua promueve la

formacion de hueso y la reorganizacion microscopica de la estructura dsea.

En 1952 W.V.Anderson realizé modificaciones a la técnica de Abbott (10). Publicé
un método de elongacién dsea con un aparato de distraccion transfixiante, modificacién
del de Abbott. El procedimiento constaba de dos tiempos quirdrgicos; el primero era
lograr una sinostosis tibio-peronea a nivel del tercio distal de la pierna a fin de producir
un descenso uniforme de los dos huesos durante la distraccion y evitar las deformidades
en valgo del tobillo. Consolidada la sinostosis se realizaba el segundo tiempo quirurgico,

consistente en una osteotomia-reseccion del peroné y posterior osteotomia percutdnea de
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la tibia en la unién de su tercio proximal y medio. Se colocaba un aparato distractor y se
iniciaba la distraccidn a los 5 dias. Se llevaba a cabo una distraccion de 1 o 1,5 mm cada
dia. Estas modificaciones consolidaron el método de Anderson como el método 6ptimo de
elongacion de la época. De esta manera, durante la década de 1950 y 1960, Anderson
adquiri6 una gran experiencia, superando a sus colegas americanos y europeos en
casuistica y resultados. Su método fue difundido mundialmente, pese a lo poco manejable
de su aparato de distraccién y a la necesidad de largos ingresos por los dos tiempos

quirtdrgicos del procedimiento.

Westin publicé en 1967 una serie de 26 casos a los que les realizaba un colgajo
circunferencial de periostio para cubrir el segmento elongado y favorecer la consolidacién
de éste (Figura 9) (5,11). Se servia de unos clavos eldsticos endomedulares para evitar las

desviaciones femorales.

—

w) ' }/ / \ /)
Figura 9. Técnica de Westin (11).

Después de la Segunda Guerra Mundial Gavril Abramovic Ilizarov (Kurgan, Rusia)
inici6 una serie de trabajos que serian considerados pioneros en el campo de la
regeneracion 6sea y su biologia (Figura 10) (1,5,12-14). Su técnica fue empleada por
primera vez en 1951, para el tratamiento de los defectos Oseos que producia la
osteomielitis por tuberculosis. Desarrollé un dispositivo de fijacidon-elongacion externa
modular constituido por varios anillos alrededor de la extremidad, unidos a ésta mediante

agujas transfixiantes y unidos entre si por barras distractoras (Figura 11).

Sus principios y técnica influyeron notablemente en la préctica clinica de muchos
cirujanos ortopédicos llegando hasta nuestros dias. Sin embargo los principios de Ilizarov

fueron poco difundidos fuera de Rusia, hasta que Wagner desarrollara su técnica con
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fijador monolateral. Los principios de Ilizarov son descritos en el Capitulo 1.3.

Osteogénesis a distraccion.
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Figura 10. G.A Ilizarov (1921-1992). Figura 11. Fijador externo de Ilizarov (1).

En la década de los afios 1970 desde la Republica Federal Alemana se difunde la
técnica de elongacion de Heinz Wagner (15) (Figura 12). Su procedimiento contaba con
alguna diferencia respecto a sus predecesores. Consistia en la realizacion de una
osteotomia, distraccion diafisaria, fijacion interna con una placa y aporte de injerto de
esponjosa. Sin embargo la modificaciéon que mas significativa fue el aparato de
distraccion. El mismo aparato permitia la elongacion del fémur, la tibia e incluso el
himero. La osteotomia era a cielo abierto en el tercio medio de la diafisis tras la
colocacion del aparato distractor. La distraccion se iniciaba al dia siguiente de la
osteotomia a una vuelta de la rosca de elongacion cada dia, equivalia a 1 cm por semana.
Realizada la elongacién se reintervenia al paciente para colocar una placa y hueso

antélogo (Figura 13). Se requeria una tercera cirugia para retirar el material de

il

Figura 12. Heinz Wagner. Figura 13. Técnica de Heinz Wagner (15).

osteosintesis.
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El distractor de Wagner poseia unas caracteristicas de versatilidad y facilidad de
manejo que lo hicieron rapidamente popular, no sélo en elongaciones sino como fijador
externo para fracturas y otros procedimientos de cirugia ortopédica. El fijador de Wagner
era monolateral, permitiendo una facil colocacién y permitiendo al paciente salir de la
cama con el fijador, e incluso deambular con él. El distractor constaba de dos piezas
telescopicas de seccidn cuadrangular que se distraian con un sistema de rosca y tornillo
elongador (Figura 14).Aunque el distractor era lo suficientemente estable para soportar las
solicitaciones mecdnicas del procedimiento seguia presentando complicaciones. La
desproporcion que existia entre la rigidez del aparato distractor y los clavos convertia a

éstos en el punto débil, pudiéndose dar deformidades en varo y valgo.

y- |

Figura 14. Aparato distractor de Wagner.

En la década de los 1970 De Bastiani (Verona, Italia), desarrollé una técnica de
elongacién mediante un sistema monolateral dinamizable pero desde los principios de
[lizarov (16). Adopté el término “callodiastasis” o “distraccion del callo”, basandose en el
hecho de que se iniciaba la distraccion tras un reposo de 15 dias desde la osteotomia,
tiempo en el que se desarrollaba el callo de consolidacion inmaduro. El sistema de
fijacion externa de De Bastiani, ha llegado hasta nuestros dias y ha motivado el desarrollo
de otros dispositivos, basiandose en el principio de dinamizacién y los potenciales
beneficios que tiene la distraccion-compresion en la osteogénesis. Otra de las
aportaciones de De Bastiani fue la elongacion de extremidades mediante la distraccion del
cartilago fisario (36), que previamente habia sido estudiada por Ring en 1958 y por
Ilizarov en 1969.

Ademds de sistemas de fijacion externa también se emplearon dispositivos
intramedulares para realizar elongaciones. En 1946 Pais describi6 la elongaciéon de
extremidades sirviéndose de un clavo endomedular (1). Kiintscher empleé un fragmento
de fémur sano de la pierna contralateral a la afectada para utilizarlo como autoinjerto

intercalar (1). En 1948 Pierre Bertrand, en Paris, empleaba dos agujas intramedulares
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para evitar la pérdida de alineacion de los fragmentos (1). En 1956 Bost y Larson
emplearon clavos de Rush intramedulares para sus elongaciones (1). Wasserstein llevaba
a cabo elongaciones progresivas con un clavo, para en un segundo tiempo realizar el

aporte de injerto intercalar diafisario.

A partir de los afios 1980 el Profesor Cafadell, en Espaiia, dirigié una serie de
trabajos clinicos y experimentales sobre elongacion 6sea (Figura 15) (17-24). Estos
trabajos, realizados en la Universidad de Navarra (Pamplona), proporcionaron nuevos
datos sobre la osteogénesis a distraccion y la elongacién de extremidades y fueron

plasmados en diversas Tesis doctorales, revistas nacionales e internacionales.

Figura 15. El Profesor Cafiadell.

Entre las investigaciones realizadas por el grupo del Profesor Canadell se realizaron
estudios experimentales en corderos para evaluar la influencia del tipo de osteotomia en la
osteogénesis a distraccion (25). En este trabajo se concluyd que la modalidad de la
osteotomia influia notablemente y que la mayor capacidad osteogénica de un foco de
distraccidn se consigue con una osteotomia percutdnea a nivel metafisario. Se concluyd
también que el callo fibroso de las osteotomias a cielo abierto presentaba una mayor

desestructuracion y menor vascularizacion que en las percutdneas.

Se llevaron a cabo otros estudios experimentales en corderos en los que se ponderd
el efecto de diferir unos dias la distraccion tras la osteotomia, en comparacion con iniciar
la distraccién inmediata a la osteotomia (21). Se concluyd que la distraccion diferida
favorece la reconstruccion del foco de elongacidn, con una osificacion mds rdpida,

abundante y homogénea.

Se evalu6 en estudios experimentales similares con corderos el papel de la

vascularizacion, mediante la lesion de la vascularizacion endomedular o la lesién de la
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circulacién peridstica (26). Los resultados mostraron que la preservacion del periostio
como variable aislada favorece la reconstruccion del foco de elongacién con una
osificacion mds rdpida, abundante y homogénea. La circulaciéon endomedular parece no
ser imprescindible para la osteogénesis a distraccion. Con estos resultados se concluy6
que la preservacion del periostio era mds importante que la realizacion de una

corticotomia muy cuidadosa que no dafie el endostio.

Se llevd a cabo un estudio experimental que evaluaba el efecto de la dinamizacion
axial sobre la consolidacién del callo de elongacion (27). Se realizé en corderos con
sistemas de fijacion-distraccion en distintos regimenes, de neutralizacién (sin movimiento
alguno del foco), con biocompresion (permitia un movimiento libre del foco) y
dinamizacién (se incorporaba un muelle en el sistema que permite un movimiento
elastico). El estudio se completaba con la utilizacién de un transductor inductivo de
desplazamientos axiales, que enviaba la informacion de los movimientos entre los clavos
del sistema a un sistema de registro grafico. Se observé que el sistema en régimen de
neutralizacion y de biocompresion libre apenas tenia movimiento, ya que el sistema de
biocompresion se colapsaba y no progresaba el micromovimiento. El sistema en régimen
de dinamizacion eldstica con un sistema de baja friccion y un sistema anticolapso presenta
movimiento axial oscilatorio durante la marcha del cordero. Se concluy6 que en régimen
de neutralizacién la consolidacion dsea del foco de elongacion no es completa a las seis
semanas de concluir la distraccion, mientras que en el sistema de biocompresion es
completa y estd en fase de remodelacion. En el régimen de dinamizacion eldstica, a las
seis semanas la consolidacion era completa, se encontraba en remodelacion y con un callo
hipertréfico. Por lo que la conclusion mds importante era que los sistemas con

dinamizacion elastica promovian una mayor eficacia y maduracion del regenerado dseo.

En 1986 el Profesor Cafiadell publicé una modificacion del sistema de fijacion
externa de Wagner, que incluia como aspecto relevante un sistema de dinamizacién axial,
con ciertas similitudes al Lazyr® de Lazo-Zbikowski (24). Fruto de aquello resulté el
sistema Monotube®, sistema de fijacion-distraccion con opcién a dinamizacion axial y de
gran versatilidad. Este sistema de fijacion-distraccion es el que ha sido empleado en este

trabajo (Material y Métodos).

La mayoria de las aportaciones de las ultimas décadas han venido de la mano de las
ciencias basicas, que han permitido el mejor entendimiento de la biologia d6sea. Los

estudios experimentales llevados a cabo en los ultimos afos para la mejoria del
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regenerado 6seo han dilucidado el papel de algunas macromoléculas involucradas en la
regeneracion de los tejidos. Las lineas actuales de investigacion discurren por la linea de

optimizacion de las circunstancias bioldgicas y celulares.

Sin embargo la evolucién de los dispositivos de elongacién no ha cesado. Se han
hecho incorporaciones tecnoldgicas tanto a dispositivos de fijacion externa (Taylor
Spatial Frame®)(28,29) como a clavos endomedulares (clavo Fitbone®)(30), que
persiguen un mayor control en la distancia distraida, asi como de las desviaciones en

cada plano (Figura 16y 17).

Figura 16. Sistema de fijacién externa y Figura 17. Sistema endomedular distraible
distraccion multiplanar controlable controlable electronicamente Fitbone® (30).
informdticamente Taylor Spatial Frame® (28,29).
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Técnicas de elongacion 0sea

Las técnicas de elongacion de huesos largos se basan en tres pasos fundamentales: la
creacion de una solucién de continuidad en el hueso, la distraccién progresiva de dicha
solucién de continuidad con formacién de un nuevo tejido o callo y la consolidacién del
callo, hasta reproducir las caracteristicas morfoldgicas y biomecénicas del hueso nativo.
Se podran describir las distintas técnicas de elongacion dependiendo del lugar en que se
realiza la solucién de continuidad, y el sistema por el que se gane longitud del segmento

Oseo.

1.2.1. Distraccion fisaria

En el esqueleto inmaduro del nifio el cartilago de crecimiento o fisis produce el
crecimiento en longitud de los huesos largos. El crecimiento se lleva a cabo por aposicién
celular en un sistema columnar. La distraccion fisaria consiste en emplear la fisis como
solucién de continuidad para conseguir crecimiento del segmento dseo, para ello debe

realizarse una fuerza de distraccion de la fisis que consiga romperla.

Como desventaja presenta que la epifisiolisis y epifisiolistesis debe ser subita, lo que
puede tolerarse mal por el dolor. Y que la fisis puede ser lesionada excéntricamente,
circunstancia que puede complicar una dismetria afiadiendo una deformidad angular. Los
clavos de la epifisis se colocan paralelos a la fisis e intraarticulares, lo que puede acarrear
complicaciones articulares, como rigideces y artritis sépticas. Las complicaciones
descritas son elevadas (17,31). Para minimizar las complicaciones surgidas por problemas
de la fisis, el momento Optimo para realizar esta técnica es el paciente se encuentra

cercano al cierre de sus fisis (32).

Pese a su dificultad técnica, y a la cantidad de complicaciones que presenta, la
distraccion fisaria ha encontrado su papel en la cirugia de los tumores Oseos en la edad
pedidtrica. Debido a la distinta vascularizacion de la epifisis y la diéfisis con la metafisis
la fisis funciona como una barrera fisica que puede ser empleada para el tratamiento de los

tumores metafisarios, y asi salvar la articulacién nativa (17).

La primera descripcion de la técnica fue a cargo de Ring en 1958. Posteriormente
otros autores han estudiado sus propiedades e inconvenientes (Figura 18) (33-37). En la

Clinica Universitaria de Navarra el grupo del Profesor Cafiadell emple6 esta técnica en el
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contexto de tumores metafisarios infantiles. También se llevaron a cabo varios estudios

experimentales animales para evaluar las propiedades del procedimiento (17,38,39,40).

Amphar ¢l ¢ y
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q

Figura 18. Distraccién fisaria femoral distal que sufrié una
deformidad en varo por un puente fisario medial (33).

1.2.2. Osteogénesis a distraccion

La osteogénesis a distraccion puede realizarse mediante tres variantes técnicas que
se describen a continuacion. El fundamento de la Osteogénesis a Distraccion es la
creacion de una osteotomia y llevar a cabo un estiramiento del callo situado en la solucién
de continuidad. Las dos primeras variantes se diferencian por el dispositivo de elongacion.
La primera es empleando dispositivos internos, la segunda mediante fijadores externos. La
tercera variante hace referencia al tipo de solucién de continuidad del hueso, que en vez de

ser una osteotomia es una fractura o una artrodesis.

a) Mediante fijacion interna

En 1956 Bost y Larsen proponian realizar un sistema hibrido, fijacion externa para
la distraccion y emplear un clavo endomedular para la consolidacién del regenerado (41).
Durante los afos 70 otros autores exploraron la posibilidad de realizar todo el
procedimiento mediante la implantacion de clavos telescopicos (42). En las décadas
siguientes se sucedieron nuevos intentos de realizar todo el procedimiento mediante
fijacion interna, ya que los problemas derivados de los clavos en la fijacion externa eran
de cierta entidad. Los resultados de elongaciones con clavos endomedulares telescépicos
de nueva generacion han mostrado elongaciones eficaces sin mucha comorbilidad (Figura
19) (43). Recientemente se ha desarrollado un clavo intramedular telescopico con control

externo de la distraccién (30).
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Figura 19. Sistema de distraccién
intramedular Albizzia® (43).

b) Mediante fijacion externa

La mayoria de los procedimientos de osteogénesis a distraccion se llevan a cabo
mediante fijacion externa. El dispositivo fijador-distractor suele consistir en un sistema de
anclaje al hueso, bien en serie o circular y un sistema telescopico para la realizacion de la
distraccién progresiva. En el resto de este trabajo siempre que mencione la osteogénesis a

distraccion serd de osteogénesis a distraccion mediante fijacion externa.

¢) Otros (fracturas y artrodesis)

Tanto durante la consolidacién de una fractura como durante una artrodesis puede
seguirse los principios de la osteogénesis a distraccion. Sin embargo suelen ser
circunstancias excepcionales las que inviten a realizar estos procedimientos (Figura 20)

(19).

Figura 20. Osteogénesis a Distraccién a partir
de una artrodesis de rodilla (19).
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Osteogénesis a distraccion

La osteogénesis a distraccion es un proceso biolégico por el cual se forma hueso
nuevo debido a la induccién mecénica entre dos segmentos Oseos estabilizados a los que
se les somete a una separacion gradual (12,14). El principio en el que se basa es la
capacidad del tejido 6seo de repararse ante una solucidon de continuidad, y remodelarse

dependiendo de las fuerzas mecdnicas a las que se somete (44 ,45).

Como proceso de osteogénesis comparte caracteristicas bioldgicas con la
esqueletogénesis durante la fase embrionaria y fetal, y con la consolidacion de las
fracturas. Las dos modalidades fisiolégicas que tiene el organismo para formar hueso, la
osificacion intramembranosa y la endocondral, también estdn presentes en este proceso
terapéutico. Para algunos autores el modo en que la osteogénesis a distraccion crea hueso
nuevo es exclusivamente mediante la osificacion intramembranosa (12,14,46). Otros
autores sostienen que es mediante osificacion endocondral (49,62). Para un tercer grupo
de autores los dos tipos de osificacion coexisten durante la osteogénesis a distraccion

(47 48).

1.3.1. Descripcion histolégica y radiolégica de la osteogénesis a

distraccion

Tras la realizacion de la osteotomia, se forma un hematoma como en las fracturas,
que atrae a numerosos fibroblastos y células mesenquimales. Este hematoma, tras darse la
cascada de la coagulacion, formara un coagulo que seguidamente se reorganizard en una

red fibrosa ocupando el espacio interfragmentario.

Al iniciar la distraccion se producen fuerzas de tension a lo largo de la solucion de
continuidad, que inducen a que el coldgeno sintetizado por los fibroblastos se reorganice
en fibras longitudinales (14,44.45). En el callo de fractura estas fibras no presentan
ninguna disposicion longitudinal. Al igual que en el cartilago de crecimiento se crea una
estructura que crece en longitud (49). La llegada de yemas vasculares procedentes de la
circulacién peridstica y enddstica dard lugar a la aparicién de osteoblastos. Estos iniciardn
la sintesis de de hueso entre las fibras de coldgeno dispuestas en columnas, lo que es

posible observar con radiologia simple (14,44.,50).
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Avanzada la distraccion se puede observar en radiologia simple la presencia de una
linea radiolucida central dividiendo en dos el espacio distraido, a la que se le denomina

zona central de crecimiento (Figura 21 y 22) (44,51,52).
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Figura 21. Esquema que muestra la unidad bésica formadora de hueso, en la
que por la fuerza de tensidn se distribuyen longitudinalmente las fibras de
coldgeno y entre ellas se disponen las células osteoprogenitoras y los vasos

(51).

8

Figura 22. Esquema que muestra un corte coronal de un callo de elongacién
con sus distintas unidades formadoras de hueso debido a la fuerza de
tension (51).
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La zona central de crecimiento estd formada por tejido fibroso mal vascularizado
(46,52). Mientras dura la distraccion la zona central de crecimiento presenta un grosor de
2 a 4 mm, y se imbrica en el tejido mineralizado adyacente. Cuando se detiene la
distraccién tiende a estrecharse, por aumento de la vascularizacién y progresion de la
mineralizacion, hasta que llega a cerrarse por completo cuando se mineraliza la totalidad

del callo de elongacién (Figura 23) (13.,44).
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Figura 23. Esquema de las fases de maduracién del callo de elongacién.

En la zona adyacente al fragmento 6seo proximal y distal se encuentra una fase del
callo de elongacion que estd compuesta por columnas de hueso fibroreticular orientadas
segun la direccién de la distracciéon y en distinta fase de mineralizaciéon. Esta zona del
callo de elongacion, denominada zona de mineralizacion, representa el anclaje del callo de
elongacion a los dos segmentos Oseos (44). Esta zona se divide a su vez en un “Frente
primario de mineralizacion” y una “Zona de formacién de microcolumnas” (52). En esta
zona se da el crecimiento por aposicién de nuevas células en las columnas. Entre las
columnas 6seas hay tejido no calcificado y vasos sanguineos neoformados que avanzan
hacia el centro del callo. La mineralizacion de esta zona se da desde las corticales
originales hacia la zona central de crecimiento (14,45,50,52). El hueso recién formado
entre las columnas de coldgeno se mineralizara dando lugar a columnas dseas visibles con

radiologia simple a partir de la semana de haber iniciado la distraccion (44,50).

La zona de remodelacion aparece pasado un tiempo de la distraccién entre la zona
de mineralizacién y el segmento 6seo donde se realizo la osteotomia. Consiste en la
convergencia de las trabéculas longitudinales y posterior remodelacion, sustituyendo el
hueso fibrorreticular inmaduro por hueso lamelar y cortical (44). Conforme madura el

callo de elongacion, va creciendo la zona de mineralizacion y la de remodelacion.
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Cuando la linea radiolucida desaparece, las zonas de remodelacion proximal y distal
se unen, dando lugar a la consolidacién del callo de distraccién. La tubulizacién, o
remodelacion con formacion de cortical y medular, se da a los 2-3 meses de concluir la
distraccion en animales a los 4-6 meses en humanos. La remodelacion completa del callo

de elongacion concluye a los 6 meses en animales, y a los 12 meses en el ser humano (44).

1.3.2. Principios de la osteogénesis a distraccion

Gran parte de los conceptos y principios de la osteogénesis a distraccion son
debidos a los trabajos de Ilizarov (14,53). Aunque no fue el primer autor en estudiar los
aspectos bioldgicos de la elongacién dsea (54), ni el primer cirujano en emplear un fijador
de disefio circular (55), fue pionero en ordenar y describir con sistemadtica los principios

técnicos y biolégicos de la osteogénesis a distraccion.

El disefio del fijador de Ilizarov consistia en multiples anillos, unidos al hueso
mediante varias agujas a tension. La complejidad del montaje del fijador otorgaba una
gran versatilidad al sistema, ya que permitia una gran variedad de posibilidades e incluso
la fijacion de dos segmentos 6seos. Una de sus ventajas es que distribuye la elongacion en
varios puntales alrededor de la extremidad y de los anillos, esto permite la elongacién
asimétrica y de este modo la correccion progresiva de deformidades angulares en varios

planos.

Sin embargo la mayor aportacion de Ilizarov a la Cirugia Ortopédica fue destacar la
importancia de los tejidos blandos circundantes al hueso y los aspectos relacionados con la
biologia dsea en la elongacion. Estos principios son independientes del fijador empleado
(56). Entre los aspectos que Ilizarov destacaba estaba la preservacion de la circulacién
endomedular, y el cuidado de las parte blandas circundantes, para lo que proponia realizar

una corticotomia en vez de osteotomia, y realizarla de modo percutdneo.

Para realizar la corticotomia empleaba un osteotomo de Smm, que empleaba para
realizar el corte de la cortical de modo circunferencial, con el objetivo de lesionar el
menor periostio posible. En muchas ocasiones no se producia una corticotomia completa,
por lo que la cortical remanente se rompia por osteoclasia (57,58). Este era un paso de
gran dificultad técnica y que ha intentado ser obviado por otros autores que han afirmado
que la circulacién endomedular se reestablece rapidamente si es danada al llevar a cabo
una osteotomia ordinaria (59). Para Ilizarov debia esperarse unos dias tras la realizacion

de la osteotomia antes de iniciar el alargamiento, con el objetivo de que el hueso ya haya
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iniciado el proceso de osteogénesis y curacion de la corticotomia. Ilizarov recomendaba
una elongaciéon de 1 mm diario, pudiendo enlentecerse si la imagen radioldgica no era
satisfactoria. También recomendaba fraccionar la longitud a elongar cada dia, de modo
que mejor que una distracciéon de 1 mm de una vez seria 0,25 mm cada 6 horas, a este

concepto se le denomina ritmo de distraccion.

Otro de los aspectos en los que fue pionero fue en la importancia que dio a mantener
la funcién articular realizando fisioterapia pasiva y activa, y en que autorizaba la carga
completa de peso sobre la extremidad intervenida. Defendia la deambulacién precoz del
paciente, ya que le daba un gran valor a la estimulacion de la osteogénesis que podia

suponer una carga ciclica sobre el tejido de regeneracion (60).

Para evitar complicaciones y nuevas cirugias Ilizarov recomendaba mantener el

fijador hasta tener la certeza de que el segmento alargado habia consolidado (Tabla 1) (60).

= La corticotomia debe ser percutdnea, para preservar el potencial regenerador
del periostio.

= Después de la cirugia se mantiene la corticotomia sin realizar distraccion.

= Los anillos son atravesados por agujas Kirschner pretensadas y bloqueadas al
anillo. Esto permite un control de los planos de distraccién muy superior a la
distraccion monolateral. Permite la correccion multidireccional de
deformidades.

= La distraccion es progresiva y diaria, en torno a lmm/dfa.

= Se realiza distraccidon y compresion, al permitir la carga de peso.

®= La conservaciéon de la movilidad articular y la carga de peso permite la
deambulacién precoz, el tratamiento fisioterdpico y la mejorfa de partes
blandas.

= Se mantiene el fijador hasta que el hueso estd completamente consolidado.

Tabla 1. Principios de la osteogénesis a distraccion de Ilizarov.

De Bastiani adaptdé algunos de los principios de Ilizarov. Basdndose en los
principios bioldgicos de Ilizarov utiliz6 un sistema de fijacion-distraccion monolateral
(16). Este sistema de fijacidon-distraccion, denominado Orthofix®®, consiste en un
cuerpo distractor unido al hueso por dos grupos de hasta 3 clavos roscados. El anclaje de
los clavos al cuerpo se realiza mediante una mordaza, que en los fijadores para fracturas
tiene movilidad bloqueable, pero que en los sistemas para alargamientos esta incluida en
el cuerpo del fijador-distractor, para aumentar la estabilidad del sistema (16).
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La segunda modificacion respecto al método de Ilizarov fue en relacion a la
corticotomia. De Bastiani optd por realizar una osteotomia en vez de corticotomia,
mediante perforaciones multiples sin perforar la medular, y unir los orificios con un

osteotomo.

El tiempo de espera hasta el inicio de la distraccion fue alargado a 10 dias en nifios y
15 dias para adultos, frente a la semana que esperaba Ilizarov. Segun De Bastiani, esperar
mas dias daria lugar a un callo de fractura inmaduro, y en su alargamiento basaria la
distraccién del segmento 6seo. A este concepto lo denominé callostasis. Segun la escuela
de De Bastiani la espera de mds dias hasta la elongacion restauraria la circulacién

endomedular lesionada con la osteotomia (16).

En la actualidad la osteogénesis a distraccion estd basada fundamentalmente en estos

conceptos de Ilizarov y De Bastiani, independientemente del fijador que sea empleado.
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Aspectos bioldgicos de la osteogénesis a distraccion

1.4.1. Factores que influyen en la osteogénesis a distraccion

Durante el procedimiento de la osteogénesis a distraccion existe una serie de
circunstancias que pueden determinar la calidad del regenerado dseo, e influir en el
desarrollo o no de algunas de las complicaciones tipicas. Estas circunstancias o factores
pueden tener repercusion tejidos y estructuras adyacentes al segmento elongado. Se
describen a continuacion estos factores por orden de apariciéon en el procedimiento

habitual.

a) La osteotomia

La calidad y volumen del callo de distraccion depende de las capacidades
regenerativas del segmento a distraer. La osteotomia metafisaria aporta mayor potencial
regenerador que la diafisaria. El fundamento tedrico es la mas rica vascularizacion de la
region metafisaria y en que la superficie de la seccidn transversal es mayor, lo que
contribuye positivamente a la estabilidad (13,46,61). También puede influir el hueso en el
que se realiza, osteotomias femorales tienen mejores tiempos de consolidacién que las

tibiales segtin Fischgrund (61).

El grupo del Profesor Cafiadell estudi6 la influencia del tipo de osteotomia en la
calidad de la osteogénesis a distraccion (25). Emplearon un modelo de osteogénesis a
distraccién en corderos, a los que realizaron cuatro modalidades de osteotomia: percutidnea
metafisaria, percutdnea diafisaria, a cielo abierto diafisaria y a cielo abierto metafisaria.
Los resultados del estudio mostraron que la técnica idonea era la osteotomia percutanea

metafisaria seguida de la elongacion mediante osteotomia percutdnea diafisaria.

Otra variable a tener en cuenta es la técnica de osteotomia. Ilizarov preconizé el uso
de la corticotomia, como técnica en la que se realizaba la seccién del hueso cortical sin
dafiar la circulaciéon endéstica y diferencidndola de la osteotomia, en la que siempre se
dafiaba dicha circulacién (14). Sin embargo la corticotomia por un unico abordaje no
permitia el acceso a toda la circunferencia cortical, por lo que se precisaba de un gesto que
consiguiera romper la cortical posterior. Este gesto era la osteoclasis, que consistia en
realizar una fractura del puente 6seo remanente mediante torsién de la extremidad. Otros
autores han dado mds importancia a la circulacion peridstica, por lo que han realizado

osteotomias en vez de corticotomias (16,46,49,50,57,59).
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En esta misma linea algunos autores defienden que tanto el periostio como el
endostio tienen importancia en la formacion del callo de elongacion (14,49,59). Otros le
dan mas importancia a la preservacion del endostio y su circulacion (12,50). Ante esta
cuestion autores japoneses estudiaron el valor del periostio y endosito en un modelo
animal de elongacion (49). Realizaron elongaciones tibiales en conejos, con tres
modalidades de osteotomia. En el primer grupo se llevaban a cabo una osteotomia en la
que se suturaba el periostio tratando de lesionarlo lo menos posible. En el segundo grupo
se realizaba una desperostizacion alrededor de la osteotomia. En el tercer grupo se llevaba
a cabo un legrado de la medular para lesionar el endostio. Los resultados mostraron que
los casos con mejor osteogénesis eran los del primer grupo y seguidamente los del tercero,
los del grupo de desperostizacién presentaban los peores resultados. Como conclusién
describian que la conservacion del periostio es esencial en el proceso de osteogénesis a

distraccion, no tanto la del endostio.

b) La fase de latencia

Se trata del periodo de tiempo que transcurre desde que se realiza la osteotomia
hasta que se inicia la distraccion. Durante esta fase, se produce la formacién y
reorganizacion de un hematoma en la osteotomia y la aparicion de una vascularizacion

temprana en el callo fibroso o blando (62).

La prolongaciéon de esta fase no es idéntica en todos los individuos, sino que
depende de la capacidad de regeneracion del hueso, la cual viene determinada por factores
como la edad del paciente, la localizacion de la osteotomia, la preservacion de los tejidos
blandos durante la cirugia o la existencia de enfermedades concomitantes. Si no se ajusta
el tiempo de latencia a las circunstancias del paciente se puede dar o un retraso de la
formacion de hueso o por el contrario una consolidacion precoz de la osteotomia,

circunstancia que impediria la correcta distraccion (44,62,63).

¢) La velocidad de distraccion

Se define como la longitud total de elongacion que se realiza por dia. Las
velocidades habitualmente aplicadas se encuentran entre 0.75 y 2 mm diarios, en ser
humano y animales de experimentacion (65). Igual que en la fase de latencia, velocidades
muy altas pueden producir un retraso de consolidacion, pero también influir en los tejidos
circundantes con contracturas musculares y subluxaciones articulares. Velocidades muy

lentas pueden dar lugar a consolidaciones precoces.
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d) El ritmo de distraccion

Se define como el numero de incrementos de longitud que se llevan a cabo por dia
para una velocidad de distraccidon dada. Tal y como afirma Ilizarov (14), este parametro
influye en la calidad y cantidad de hueso nuevo formado. Aunque sostiene que cuanto
mayor es el ritmo de distraccion, mejor es la calidad del callo formado, a los pacientes les
resulta dificil aplicar ritmos demasiado elevados. Sin embargo Welch describié que la
aplicacion de diferentes ritmos de distraccion no producia demasiadas diferencias

histomorfométricas en el hueso regenerado (44).

e) La estabilidad del fijador-distractor

La estabilidad proporcionada por el sistema de fijacion-distraccion es de gran
importancia en la formacién del callo de distracciéon, del mismo modo a lo que sucede en
la consolidacion de fracturas (13,14). Durante la reparacion de una fractura la
diferenciacion de las células mesenquimatosas pluripotenciales en células cartilaginosas, u
Oseas, depende del aporte sanguineo y de la estabilidad del foco de fractura. En
condiciones de estabilidad reducida se formaran condroblastos y en condiciones de
estabilidad elevada osteoblastos. La presencia de uno u otro tejido determina el tipo de
osificacion (66). Es posible establecer cierto paralelismo entre el mecanismo de

consolidacion de una fractura y el fendmeno de osteogénesis a distraccion

Ilizarov observé que la aplicacién de un fijador poco estable daba lugar a la

presencia de cartilago en el callo de distraccidn, hallazgo para él desfavorable (14).

1.4.2. Efectos de la osteogénesis a distraccion sobre los demas tejidos

Aunque se ha descrito la posibilidad de elongar experimentalmente un segmento
d0seo mds del 100% de su longitud (67), no es factible en las situaciones clinicas cotidianas.
El hueso no se encuentra aislado, sino existen tejidos circundantes al hueso, como
musculos, tendones, vasos sanguineos, nervios y articulaciones, que no tienen la misma

capacidad que el hueso para adaptarse a la distraccion (12,68,69).

a) Sobre la vascularizacion

Ippolito sostiene que las arterias son mds resistentes a la distraccion que las venas,
ya que comienzan a mostrar alteraciones puntuales cuando se alcanza una elongacion del

20% de la longitud del hueso, mientras que las venas presentan mayores modificaciones
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en esta fase (68). En su estudio observaron que cuando se obtenia una elongacion del 8%,
no se producian cambios morfoldgicos de estas estructuras, pero con un 20% de
elongacién, comenzaban a visualizarse alteraciones estructurales de los vasos. Las capas
vasculares se adelgazaban, las células se afinaban y alargaban, se perdian proteinas
contractiles (actina y miosina) y comenzaba la vacuolizacién intracelular. Estas
modificaciones se hacian mds evidentes con la obtencion de una elongacion del 30%. En
este momento se agravaba la presencia de vacuolas intracelulares y se producia la
degeneracion y separacion de las células endoteliales respecto a la membrana basal.
Respecto a las estructuras venosas, las lesiones desarrolladas daban lugar a un edema
difuso, consecuencia tanto de la insuficiencia venosa como de la alteracion de los vasos
linfaticos. A los dos meses, los cambios estructurales descritos habian desaparecido,

pudiendo observarse tejido normal.

Un estudio experimental de Ilizarov, mostr6 que a medida que se aumentaba la
velocidad de distraccidn, disminuia la actividad biosintética de las células arteriolares,
mientras que cuanto mayor era el nimero de distracciones que se realizaban diariamente
mayor era dicha actividad celular (12). Asimismo, las células musculares lisas de la pared
de los vasos presentaban una actividad sintética aumentada, indicativa de crecimiento
tisular. También pudo observar que utilizando ritmos de elongacion elevados se formaba
un mayor nimero de capilares que se anastomosaban entre ellos, es decir, tenia lugar una

elevada actividad angiogénica.

Otros autores estudiaron el papel de la membrana basal vascular durante la
osteogénesis a distraccion, demostraron que la angiogénesis se iniciaba con la degradacion
de la membrana basal endotelial de los vasos originales y la migracion de células del
endotelio en la direccién del estimulo. Estos brotes vasculares se extendian, invadiendo y
remodelando la matriz que les rodeaba. En ellos, se producian numerosas divisiones
celulares, formando el lumen vascular, y mediante la anastomosis de todos estos brotes se

permitia la circulacion de la sangre (70).

Los estudios realizados por Aronson de la afectacion de la vascularizacion durante la
osteogénesis a distraccion con técnicas de gammagrafia mostraron que se producia un
aumento de la vascularizacién sanguinea no sélo en la regién de la distraccion, sino
también en zonas del hueso alejadas de la elongacion (71). Este aumento era muy marcado
durante las dos primeras semanas para posteriormente disminuir pero manteniéndose

todavia elevado durante todo el proceso de elongacion. Durante la fase de consolidacién
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del callo de distraccion, la vascularizacion se reducia de nuevo, pero permanecia mas
elevada que en el hueso no elongado. Las regiones del hueso alejadas del punto de
distraccion mostraban también un aumento del flujo sanguineo, pero en menor proporcién
que la regién elongada. Aronson pudo observar que este aumento del flujo se prolongaba
durante el mismo periodo de tiempo, 17 semanas, independientemente de la duracién de la

fase de distraccion.

b) Sobre el tejido nervioso
Tal y como ocurria con la vascularizacion, la velocidad, el ritmo y la elongacion

total obtenida pueden influir en el tejido nervioso (14,68,69).

La influencia que la velocidad y el ritmo de distraccion ejercian sobre los cambios
estructurales que las fibras nerviosas desarrollaban durante la elongacién, fue estudiada
por Ilizarov (14). En este estudio experimental, Ilizarov pudo comprobar que el ritmo de
distraccion ejercia un papel mas importante en las alteraciones estructurales nerviosas que
los factores restantes. De esta forma, sugiere que la utilizacion de ritmos de distraccion
bajos causaban una reduccion en el didmetro axonal. Por el contrario, la realizaciéon de un
mayor numero de distracciones diarias causaba alteraciones minimas o incluso permitia

observar fibras nerviosas neoformadas en diferentes estadios de diferenciacion.

Ippolito observé que si la elongacion obtenida correspondia a menos del 10% de la
longitud del nervio, las lesiones eran unicamente visibles a través del microscopio
electronico (68). En este caso, las imdgenes tomadas mostraban signos de fragmentacion y
depdsitos granulares en la vaina de mielina. A medida que se aumentaba la elongacion, los
cambios eran mas evidentes. Con un 20% de distraccion, las alteraciones ya eran visibles a
través del microscopio Optico, pudiendo observarse el engrosamiento e inflamacién de la
vaina de mielina y la reduccion en el grosor del axén. Estos signos eran mas evidentes

cuando se alcanzaba una elongacion de mas del 30% de la longitud total.

La modificacion de la funcidon nerviosa durante la elongacion dsea fue estudiada por
Mizumoto (69). El procedimiento experimental que llevaron a cabo en conejos demostrd
que aunque la conduccion nerviosa se veia retrasada a medida que aumentaba la longitud
elongada, se podia reducir esta alteraciéon mediante el uso de ritmos mds elevados de

distraccion.
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¢) Sobre el misculo

Algunas de las complicaciones mds frecuentes de la elongacion 6sea son las
contracturas musculares, la anquilosis y disminucién del rango de movimiento de las
articulaciones adyacentes al hueso elongado. Tanto la velocidad y ritmo de distraccion

como la proporcion de elongacion producen alteraciones musculares (12,67).

Durante la distraccion Osea, el tejido muscular se adapta a la elongaciéon mediante la
existencia de fendmenos degenerativos y regenerativos de las fibras musculares. Mientras
que algunas fibras muestran necrosis y atrofia, otras presentan fendémenos anabdlicos y
aumento del nimero de sarcémeros y mioblastos que permiten la elongacion muscular
(14,72). Este equilibrio depende de la velocidad, ritmo y distancia de elongacién. La
alteracion del tejido muscular es directamente proporcional a la velocidad de distraccion
pero inversamente proporcional al ritmo, a medida que aumenta la velocidad de
distraccion se produce una mayor degeneracion muscular, mientras que llevar a cabo
numerosas distracciones diarias da lugar a menor nimero de lesiones musculares (14,72).
Respecto a la distancia elongada, las alteraciones musculares se incrementan conforme
aumenta la proporcion de tejido elongado, sin embargo, existe un punto critico a partir del

cual el riesgo de complicaciones aumenta, entre el 20 y el 30% de elongacion (72,73).

Algunos autores sostienen que la elongacion del musculo tiene lugar principalmente
a nivel de la osteotomia (72,73), sin embargo Yasui comprobé experimentalmente que las

fuerzas distractoras se distribuyen a lo largo de todo el musculo (67).
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Complicaciones de la osteogénesis a distraccion

La elongacion de extremidades mediante osteogénesis a distraccion es un
procedimiento que puede presentar complicaciones, algunas de las cuales son mads

frecuentes cuanto mds tiempo dura el procedimiento completo.

Uno de los primeros autores en observar la distinta implicacién de estos problemas
en un resultado insatisfactorio en la elongacion 6sea fue Wagner (15), que diferenci6 entre
problemas y complicaciones. Para Wagner los problemas son intrinsecos al procedimiento
de elongaciéon y son la mayoria de las veces inevitables, las complicaciones son

extrinsecas al tratamiento y debe haber especial cautela por evitarlas.

Para Paley existen tres tipos incidencias durante el tratamiento, los problemas, los
obstdculos y las complicaciones (74). Los problemas y los obstdculos descritos por Paley
son equivalentes a los problemas descritos por Wagner. La diferencia segun Paley es que
los problemas se podrian resolver con tratamiento ortopédico y los obstaculos precisarian
de un nuevo procedimiento quirdrgico. Para Paley las complicaciones serian aquellas que
tienen consecuencias tras concluir el procedimiento, pudiendo necesitar o0 no de nuevas

cirugias.

El grupo del Profesor Cafiadell dividio las complicaciones sufridas en alargamientos
en cuatro tipos (75). El Tipo 1 no requeria detener el procedimiento ni afectaban al
resultado final. El Tipo 2 requeria interrumpir temporalmente el procedimiento o
precisaban una nueva cirugia. El Tipo 3 era una complicaciéon que podia influir en el

resultado final. En el Tipo 4 se requeria interrumpir definitivamente la elongacién.

Los problemas surgidos durante las elongaciones Oseas se pueden describir segun la
estructura afectada, como las del fijador, las complicaciones del callo, de articulaciones
adyacentes, musculo-tendinosas o neurovasculares (74,75). El grupo del Profesor
Caiiadell describi6 que el 45% de las complicaciones se producian en el callo y el 34% en
las articulaciones adyacentes (75). El resto de complicaciones descritas eran en el hueso,
en el fijador y las partes blandas. Las complicaciones mds frecuentes eran la rigidez
articular, la desviacion axial del hueso y el aflojamiento de los clavos, mientras que las

subluxaciones, las fracturas y los retrasos de consolidacion se dieron mds raramente.

Debido a la disparidad de criterios en la literatura a la hora de describir lo que es una
complicacion, las series retrospectivas muestran una variabilidad en la incidencia de

complicaciones. Eldridge y Bell realizaron una revisién de la bibliografia en 1991,
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recogiendo las complicaciones de 388 alargamientos con el método de Wagner, 72 con el
de De Bastiani y 192 con el de Ilizarov (76). La incidencia de complicaciones fue del 95%,
18% y 33% respectivamente. La incidencia de complicaciones con el fijador circular de
Ilizarov tiende a ser algo mas elevada que con el fijador monolateral cuando se realiza
osteogénesis a distraccion, pero inferior a las observadas con la técnica de Wagner (77).
Como en muchos procedimientos quirdrgicos la curva de aprendizaje influye en la
incidencia de complicaciones (77,78). Parece ser que la incidencia de complicaciones
mayores es la que mds disminuye con la experiencia del cirujano, mientras que las

complicaciones menores es constante (Figura 24) (78).
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Figura 24. Gréifica que muestra el porcentaje de
complicaciones mayores en funcién del nimero cirugfas
acumuladas (78).

1.5.1. Complicaciones del sistema de fijacion-distraccion

Las complicaciones relacionadas con el fijador externo pueden darse en el sistema
de distraccion del fijador o en los clavos y su punto de insercion. Las complicaciones mas
frecuentes son las que afectan a los clavos, el aflojamiento del clavo y la infeccién de la
entrada del clavo (75,76,78). Son menos frecuentes las rupturas de clavos. Tampoco son
frecuentes las complicaciones del sistema de distraccion o de los anclajes del clavo al

sistema distractor.

a) Complicaciones de los clavos

El aflojamiento de los clavos de la fijacion externa supone la pérdida de fuerza de

sujecion en la interfase hueso-clavo. La situacion ideal es que el clavo se enrosque en
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hueso cortical maduro (79). El aflojamiento del clavo estd provocado por circunstancias
que empeoran el anclaje primario a hueso sano. La interfase clavo-hueso puede danarse
durante la insercion del clavo, debido a la necrosis térmica o a la mala adaptacion de la

rosca del clavo al labrado de la terraja (80).

El micromovimiento entre el hueso y el clavo provoca que el espacio entre el metal
y el hueso se rellene con tejido fibroso. Este tejido fibroso es colonizado por osteoclastos,
fibroblastos y condroblastos (81). Esta reaccién biolégica puede contribuir al
aflojamiento. En situacion de estabilidad mecdnica el espacio metal hueso se coloniza por

células osteogénicas que mantendran anclado clavo.

La repercusion biomecénica del aflojamiento de un clavo durante la elongacion 6sea
es el aumento de la inestabilidad, lo que aumenta sus posibilidades de fracaso del montaje
de fijacién externa. En un modelo experimental con fijacion externa de cuatro clavos se
estudid la rigidez del fijador durante la carga axial ciclica, durante fuerzas de flexion y
fuerzas de torsion, variando la configuracion del fijador y simulando aflojamiento de
distintos clavos (82). Se observé que si se produce un aflojamiento de 1 clavo existe una
pérdida de la rigidez del montaje de un 23% y una sobrecarga para el siguiente clavo del
60%, circunstancia que puede incrementar sus posibilidades de aflojamiento y fracaso. Si

son dos los clavos aflojados el montaje pierde un 57% de su rigidez axial.

El aflojamiento de los clavos puede ser evaluado mediante radiologia simple (Figura
25). Las reacciones observables por radiologia simple pueden ser formacion de mds hueso,
reaccion peridstica, osteolisis o la combinacion de las anteriores. La presencia de un halo
radiolucente alrededor en un clavo traduce una situacién de reabsorcidn dsea y por tanto

una movilizacion o infeccién (83).

.
i

.'.zx.“ J0Y |
' ‘.x‘. . |
3 .

Y
J
oY

%
Figura 25. Osteolisis en la entrada de un
clavo roscado aflojado.
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Una radiolucencia igual o mayor de 0.5 mm alrededor del clavo es la medida mas
sensible del fallo de la interfase metal-hueso (79).

La infeccion de los puntos de entrada del clavo es la complicacion mas frecuente de
la fijacion externa (76). La incidencia de infeccion es muy variable dependiendo de las
series (80), estando muy relacionada con la duracién de la fijacién. La incidencia de
infecciones de los clavos es del 22% con la técnica de Wagner, 2% con la técnica de De
Bastiani y del 10% en fijacion externa circular (76). Estd descrita una incidencia de 5%
de infeccidn en las fijaciones de menos de 3 semanas de duracién (84). La acumulacion de
detritus epiteliales en la interfase clavo-piel deteriora el drenaje de ese espacio y aumenta
la posibilidad de infectarse (80).

La rotura de los clavos se produce por fatiga del material tras la aplicacion de cargas
ciclicas repetidas, su incidencia es relativamente baja (76). La ruptura suele suceder en la

unién de la porciodn lisa y la roscada (80).

b) Complicaciones en el sistema de distraccion

En el fijador pueden producirse fallos en las mordazas o anclajes de los clavos. En
fijadores con sistema de anclaje movil méviles, como el de Orthofix®, el Wagner o el
Lazo-Canadell, se pueden dar movimientos de entre el sistema de anclaje de los clavos y
el sistema de distracciéon o cuerpo (85). Algunos fijadores incorporan el anclaje de los
clavos al propio sistema de distraccidon, como el Orthofix®, para evitar el aflojamiento por
solicitacion mecénica entre piezas moviles. La rotura del sistema distractor es un

fenémeno infrecuente (80).

1.5.2. Complicaciones miisculo-tendinosas

La incidencia de complicaciones relacionadas con el musculo y los tendones es
elevada. El estiramiento y traccién de los grupos musculares, asi como la transfixién por
los clavos de fijador pueden ser causa de estas complicaciones. Se pueden dar dos
variantes de complicaciones musculo-tendinosas. La primera de ellas es la contractura
progresiva muscular por la distraccion, la segunda es el aumento de la fibrosis del tejido
muscular alargado. Las contracturas musculares son las complicaciones mas frecuentes, y
se relacionan con la velocidad y con el ritmo de alargamiento (86). Los musculos largos
biarticulares se ven especialmente afectados, debido a la diferente longitud de sus fibras

(87).
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La consecuencia mas frecuente es que el musculo va quedando relativamente corto
respecto al segmento 6seo elongado (74). Entre los factores que se han estudiado como
causa de este fendmeno estd la velocidad de alargamiento y la longitud total elongada,
Ademas la técnica quirtirgica es importante, la transfixion de fascias y tendones provoca

mads contracturas (87).

Ante determinadas contracturas como la del triceps sural, que puede conllevar un pie
equino, se pueden planificar tenotomias en el mismo procedimiento (Figura 26), durante la

elongacién o al final de la misma (88,89).

D
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Figura 26. Mecanismo del equinismo en alargamientos tibiales.

En el muslo la contractura de los musculos isquiotibiales son causa del flexo de
rodilla y los responsables de la verticalizacion de la pelvis en el alargamiento femoral de
los pacientes acondroplasicos. La contractura de los aductores puede provocar una
adduccion progresiva del fémur, lo que puede contribuir a luxar la cadera. El recto anterior
contracturado puede ser causa de flexo de cadera. Las pérdidas de balance articular en la
rodilla son més frecuentes al utilizar fijaciones circulares en el fémur distal. Autores como
Vilarubias han propuesto tenotomias y fasciotomias profilacticas para evitar la aparicion
de estas contracturas (90), sin embargo otros autores han propuesto la deambulacién
precoz y fisioterapia intensa para prevenirlas (77). Ademds de la contractura existen unos
cambios histolégicos en el musculo que sufre una elongacion, con velocidades de
elongacién superiores a Imm/dia se producen cambios histoldgicos y fibrosis muscular
(91). Segun algunos estudios experimentales la funcién y fuerza muscular de la

extremidad elongada puede no recuperarse del todo (92).
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1.5.3. Complicaciones neurovasculares

Tanto durante la cirugiaa como durante la elongacion pueden producirse lesiones
neurovasculares. Las lesiones intraoperatorias mas frecuentes pueden producirse por las

agujas o clavos al lacerar estructuras neurovasculares (76), o al realizar la osteotomia (74).

Las incidencia de estas lesiones nerviosas varia entre el 5 y el 30%. Estas lesiones
suelen estar relacionadas con los clavos o agujas, mds frecuentemente al utilizar multiples
agujas transfixiantes (76). El nervio radial presenta riesgo de lesion en los alargamientos
humerales durante la colocaciéon de los clavos mas distales (57,74). Durante el
procedimiento de alargamiento se han registrado alteraciones electromiograficas sin
traduccion clinica, especialmente en el nervio cidtico popliteo externo (93). Cuando son
sintomaticas suelen presentarse como dolor, seguida de hipoestesia, posteriormente
paresia, y finalmente pardlisis (74). Las causa puede ser el choque del clavo con el nervio
durante la elongacién, el estiramiento del nervio, o formas subagudas de sindrome

compartimental de la extremidad (94).

Las complicaciones vasculares son mads infrecuentes. En la cirugia pueden ser
debidas a la laceracion de un vaso con el clavo o aguja. Cuando se dan tras la cirugia
pueden ser debidas a que la punta de un clavo o aguja ha provocado una erosién que puede
causar una ruptura del vaso o un pseudoaneurisma (76). El edema de la extremidad es
relativamente frecuente (74,76). Los sistemas circulares con agujas transfixiantes
presentan una mayor incidencia de complicaciones vasculares por el mayor nimero de

elementos metalicos atravesando compartimentos musculares (77).

1.5.4. Complicaciones articulares

A nivel articular las complicaciones que pueden surgir son de dos tipos. El primer
tipo es la tendencia a la inestabilidad articular que puede llegar a subluxar la articulacidn,
debida a la contractura asimétrica de grupos musculares agonistas y antagonistas. El
segundo tipo es la lesion del cartilago articular, debida a presiones excéntricas sobre la
superficie articular y producidas por el desequilibrio de fuerzas musculares (Figura 27)

(95).
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Figura 27. Histologia del cartilago articular de la rodilla de perro. En el
corte A se observa la estructura del cartilago sano, y en el B la
vacuolizacién del cartilago tras la elongacion femoral (95).

La articulacion que se ha descrito con mayor incidencia de complicaciones durante
los alargamientos es la rodilla. Es debido a que es una articulacion relativamente inestable,
pero también es debido a la influencia de grupos musculares biarticulares (96). La rodilla
estd a riesgo de sufrir complicaciones tanto en los alargamientos tibiales como femorales,
sin embargo estd mas a riesgo cuando se realizan importantes alargamientos femorales
(97). En los alargamientos femorales se puede perder tanto flexién como extension, esta
ultima es de mayor transcendencia ya que ademds de que cuesta mds recuperarla se asocia
a subluxacién posterior de la rodilla (74). Se recomienda detener la elongacion si se
detecta una contractura con un déficit de extension de -10° o una flexién menor a 30° (32).
Para evitar la subluxacién algunos autores recomiendan mantener la pierna en extension
durante la elongacidn, ya que atribuyen el efecto de la subluxacién a la potente contractura
de los isquiotibiales (Figura 28) (86,89). Para el tratamiento de la subluxacién se pueden
realizar tratamientos ortopédicos de ferulizacién, pero en ocasiones debe ser corregida

quirdrgicamente con tenotomias o con fijadores que puenteen la rodilla (96).

Q" = :D
Bl

Figura 28. Mecanismo por el que se puede producir la subluxacién de la rodilla.
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Dada la estabilidad de la articulacion coxo-femoral son menos frecuentes los
fendmenos de subluxacion, aunque si esa estabilidad estd deteriorada por una displasia
acetabular o ya estd subluxada antes del alargamiento pueden darse complicaciones

relacionadas con la cadera (40).

El tobillo también es susceptible de sufrir complicaciones durante un alargamiento
tibial. Sus potenciales complicaciones se deben a la contractura que sufre el triceps sural
durante la elongacion, a la que se suma la contractura del musculo tibial posterior,
teniendo como efecto el equinismo y varo. También puede surgir una subluxacion lateral
del astrdgalo por ascenso del maleolo peroneal, que sufre un acortamiento relativo en
relacion a la tibia que estd siendo alargada. Los casos de alargamiento tibial a los que se
les practica tenotomias del Aquiles profildcticas junto con atornillado transindesmotico

distal presentan menor incidencia de complicaciones articulares del tobillo (63).

Cuando se lleva cabo un alargamiento femoral se pueden afectar la cadera y la
rodilla. De los grupos musculares que influyen en la cadera, s6lo los adductores carecen
de un origen por encima de la articulacion coxo-femoral, circunstancia que condiciona que
osteotomias femorales proximales creen mds hiperpresion en la articulacion que si se
hiciesen distales a la insercion de los adductores. Si se realiza una osteotomia femoral
distal, debido a que parte de los miusculos del cuddriceps tienen su origen en la diafisis
femoral el fendmeno de hiperpresion se sufrird en la rodilla (98). La recomendacion es

evitar osteotomias proximales si se sospecha subluxacion o inestabilidad de la cadera (98).

Se sabe que elongaciones femorales importantes producen un deterioro del cartilago
articular por las cargas excéntricas debidas a la contractura asimétrica de los distintos

grupos musculares (95).

1.5.5. Complicaciones de la osteotomia y del callo de elongacion

El procedimiento de la osteogénesis a distraccion implica la formacion de un callo
de elongaciéon sin que se produzca una consolidacion precoz de la osteotomia. Sin
embargo una maduracién mas lenta de lo debido puede conducir a una consolidacién
tardia y una prolongacién de la duracion del procedimiento. Durante el procedimiento se
pueden dar desviaciones axiales por mala alineacion de los fragmentos o mala realizacion
de la osteotomia. Bien durante el procedimiento como tras la retirada del fijador se pueden
sufrir fracturas de hueso neoformado, lo que se suele deberse a una precaria maduracion
Osea.
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a) Consolidacion precoz de la osteotomia

La osteotomia puede consolidar precozmente como una fractura, debido a una
osteotomia incompleta, a un periodo de latencia prolongado o a una velocidad de
elongacion insuficiente (16,76,77). Otro factor es la edad del paciente, ya que el potencial
regenerador de la edad pediatrica puede condicionar una consolidacién precoz (97). Para
evitar esta complicacion debe asegurarse la correcta realizacion de la osteotomia y debe
adaptarse tanto el periodo de latencia como la velocidad de elongacion a la edad bioldgica

del paciente.

b) Retraso de consolidacion

El retraso de consolidacion puede atender a causas técnicas o bioldgicas (97). Para el
grupo del Profesor Cafiadell el retraso de consolidacion supone un 5% de los casos, y la
pseudoartrosis entre el 1 y el 2%. No existe una clara definicion temporal del retraso de
consolidacion. El tiempo medio que se considera necesario para una consolidacion es de
36 dias por centimetro alargado para el fémur y 40 dias para la tibia (16). Hay autores que
consideran el retraso de consolidacién cuando se superan los 50 dias por centimetro (99).
La actitud inicial cuando se observa una escasa formacion de callo es disminuir la
velocidad de distraccion (74). El empleo de campos electromagnéticos parece no haber
resuelto este problema (100). El empleo de sistemas de dinamizacion axial parece
disminuir los retrasos de consolidacion y aumentar la maduracién del callo de elongacién
(27). Las escasas pseudoartrosis suelen requerir cirugia abierta con aporte de injerto y

osteosintesis (76,97).

¢) Fracturas del regenerado

Debido a los largos periodos de inmovilizacion y restriccion de la carga, junto con
las peores propiedades biomecdanicas del segmento alargado estos pacientes presentan
riesgo de sufrir fracturas una vez se ha retirado el fijador (97). La fractura puede darse de
modo agudo, como una desviacion axial progresiva o como una pérdida de longitud del
segmento elongado (75,77,89,97). Existen descritas diversas incidencias de fracturas tras
un alargamiento, dependiendo de las series revisadas las incidencias son del 0 al 10%
(16,76,78). Las fracturas descritas son casi todas precoces, apareciendo la mayoria durante

la semana después de la retirada del fijador. Entre algunos de los factores que se han
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relacionado con las fracturas tras la retirada del fijador se encuentra la deformidad en varo

del hueso elongado, la rigidez de rodilla y situaciones de osteoporosis u osteopenia (75).

Los patrones de fractura descritos son diversos, fracturas en el callo de elongacion,
en la union entre el callo y la difisis o colapso progresivo de la zona alongada. Aunque la
mayoria de las fracturas se dan en las semanas siguientes a la retirada del fijador conviene
advertir al paciente y su familia sobre la mayor fragilidad de la extremidad durante meses,

puesto que se han descrito fracturas tardias (Figura 29) (24,32).

Figura 29. Fractura a los 13 meses tras le
retirada de fijador (24).

La causa mds importante por la que se producen estas fracturas es la retirada precoz
del fijador, presentando el callo una situacion de insuficiencia biomecanica. Aspectos que
deben evitarse son las deformidades axiales, la osteopenia y la rigidez articular,
debiéndose realizar carga sobre la extremidad afectada (101). El criterio radioldgico de
retirada del fijador suele ser la presencia de tres corticales en proyecciones antero-
posterior y lateral o la corticalizacion de tres cuartas partes del callo (32,76). Entre las
pruebas complementarias que se pueden emplear adicionalmente se encuentra la
Tomografia Computerizada, que ademds de definir mejor la morfologia cortical del callo
puede estimar la densidad mineral 6sea (102,103). Aldegheri proponia demorar la retirada
de los clavos una vez se ha retirado el sistema de fijacion-distraccién, para comprobar la
estabilidad entre los segmentos Oseos y poder corregir alguna desviacion axial que

apareciese en las siguientes semanas (104).
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d) Deformidades angulares

Uno de los problemas mds frecuentes en los alargamientos es la tendencia a la
desviacidn axial. Se siguen presentando desviaciones axiales pese al uso de dos o tres

clavos por fragmento o el uso de fijadores circulares (Figura 30) (23,24 ,47,74-76,101).

La deformidad angular que se observe depende especialmente del tipo de
osteotomia y del hueso en el que se ha realizado. Las osteotomias femorales a nivel
proximal tienden a deformarse en varo en el plano coronal y en antecurvatum en el plano
sagital. Cuando se realizan a nivel distal la deformidad suele ser en valgo y antecurvatum.
La osteotomia tibial proximal tiende a desviarse al valgo y antecurvatum, mientras que las
distales tienden a deformarse en varo y antecurvatum (74-76). Las osteotomias humerales

distales a la V deltoidea la tendencia angular es al varo (57).

Figura 30. Deformidad en valgo por angulacién y translacién (23).

Aunque la desviacién angular se da con mas frecuencia con fijadores monolaterales
también estdn descritos en circulares (86,88,99). Sin embargo el fijador circular permite la
correccion angular de un modo més eficaz durante el mismo procedimiento de elongacion,
puesto que se puede realizar distraccién asimétrica. Aunque la mayoria de las
deformidades angulares se dan durante el proceso de la distraccion, también se pueden dar

tras la retirada del fijador, como se ha comentado en el anterior apartado (85).

Al igual que el resto de complicaciones la incidencia varia de las deformidades
angulares varfa con las series, estando descritas incidencias desde el 0 al 58%
(77,85,86,95). De las series realizadas con fijador circular se ha publicado una incidencia

del 10% con deformidades angulares de 5 a 10° (95), aumentando la incidencia hasta el
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45% en otra serie publicada en la que se habian llevado a cabo elongaciones de mayor
magnitud (105). Con fijador monolateral se publicé una incidencia de deformidades
angulares del 29% en fémur, todas en varo, y del 22% de deformidades en tibia, todas en
valgo (24). Sin embargo Leyes calculd una incidencia superior a la citada en tibia con

fijador monolateral, del 54% en 93 pacientes (23).

Algunos autores consideran deformidades angulares significativas angulaciones
superiores a 5° en el plano coronal (74), otros establecen el limite en 10° (23,85,101). Uno
de los argumentos a favor de establecer el limite entre las angulaciones citadas viene de
los trabajos de Sarmiento del tratamiento conservador de las fracturas de tibia, en los que
afirmaba que deformidades de 5° no alteraban la funcién de la extremidad (106). Otros

autores establecen el limite tolerable en 10° de varo y 15° de valgo.

Se han ido desarrollando distintas medidas para prevenir las deformidades angulares.
Algunos autores han propuesto colocar los clavos con una inclinacién entre 5 y 10°
contraria a la deformidad esperada para esa osteotomia y segmento 6seo (74,76). Otros
autores han propuesto fijar tras la tibia en leve varo y el fémur en valgo (47). El fijador de
alargamientos de Orthofix® ha incluido las mordazas de anclaje de los clavos dentro del
cuerpo, para evitar el micromovimiento entre piezas mdviles de la mordaza y el cuerpo, y
asi aumentar la rigidez del montaje (99). También se han propuesto dobles osteotomias y

elongacion a dos niveles, que pueden aumentar la complejidad del procedimiento (107).
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OSTEOGENESIS

Esqueletogénesis: osificacion intramembranosa y
endocondral

El esqueleto de los animales vertebrados estd dividido en el esqueleto apendicular y
el esqueleto axial. El esqueleto axial estd compuesto por los huesos que forman el craneo,
la columna vertebral, el esternén y las costillas, mientras que el esqueleto apendicular es el
formado por los huesos de las extremidades (108). A su vez el craneo se divide en dos
subunidades. El condrocraneo estd formado por huesos que se desarrollan a partir de
cartilago, e incluye la base del crdneo y los huesos que forman el oido interno. La boveda
craneal y los huesos faciales se desarrollan a partir de células mesenquimales
indiferenciadas, que se transforman directamente en hueso sin pasar por ningun estadio

cartilaginoso.

Las células que formarédn el esqueleto durante la embriogénesis provienen de tres
linajes celulares distintos. La cresta neural contribuye con las células que formaran el
esqueleto craneo-facial. Las células que formardn parte del esqueleto axial provienen del
esclerotomo. El esqueleto apendicular se desarrollard a partir de la placa lateral del
mesodermo. Estas células de tres linajes distintos contribuyen en el proceso de la
embriogénesis del esqueleto en cuatro fases. La primera fase es la migracion de estas
células a los lugares donde debe darse la embriogénesis 0sea. La segunda fase es la
interaccion entre células de distinto origen (epitelial y mesenquimal). La tercera fase es la
formacion de condensaciones de células. La cuarta y ultima fase es la diferenciaciéon de

estas condensaciones celulares, a condroblastos u osteoblastos (Figura 31) (109).
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Figura 31. Fases del desarrollo del esqueleto.

La formacion del hueso que es debida a la maduracién de un molde formado
inicialmente por cartilago se denomina osificaciéon endocondral. Este proceso consta de
diversos pasos que incluyen la inicial formacién de un molde cartilaginoso y posterior
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degradacion de la matriz para ser sustituida por hueso. Es un proceso que se da tanto en la
embriogénesis como en la vida adulta durante la reparacion de las fracturas y el
crecimiento postnatal. La osificacion intramembranosa difiere de la endocondral en que se
produce en ausencia de blastema cartilaginoso, mediante la osificacion producida por

osteoblastos directamente transformados de condensaciones celulares mesenquimales.

La organizaciéon y morfologia del esqueleto viene determinada por una serie de
fendmenos inductivos. Estos fendmenos inductivos regulan la formacién de matriz

extracelular por parte de poblaciones celulares selectivas.

2.3.1. Migracion e interaccion de las células de las distintas hojas

blastodérmicas

a) Esqueleto axial

En la embriogénesis del esqueleto axial se produce un fendmeno de segmentacion de
las estructuras musculoesqueléticas y neuromusculares. El origen de este plan
embrioldgico es la segmentacion del mesodermo paraxial (110). Este mesodermo paraxial
daré lugar en los animales vertebrados al esqueleto axial, la pared tordcica y abdominal y
la musculatura axial y de extremidades. Estas dos barras simétricas de mesodermo axial
sufren una serie de cambios moleculares y morfogenéticos que conducirdn a la
segmentacion simétrica de pares de bloques mesodérmicos, denominados somitas (Figura

32).

Ectodermo
Dermatomiotomo

\_--_ X Neurotubo e s
N\ 2 Dermatomiotomo
( \ paraxial
Neurotubo ’ Ganglio
{iy dorsal
Somita Neurotubo
Notocorda Miotomo
Notocorda

Placa somdtica

Esclerotomo
lateral

Figura 32. Embriogénesis del esqueleto axial y formacién del esclerotomo.
La somitogénesis, ocurre secuencialmente en direccion craneo-caudal. La regulacion

de la segmentacion y somitogénesis viene determinada por el mesodermo presomitico, que

expresa unas determinadas moléculas a un determinado ritmo, lo que se ha denominado
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“reloj de la segmentacion” (111). Otro de los mecanismos reguladores de la segmentacion

es el sistema Notch/Delta (112).

La correcta diferenciacion segun el nivel axial depende de la integracion de dos
niveles de informacién (110), uno son las sefiales locales, el otro estd contenido en la
familia de genes HOX. Todos los animales vertebrados, incluidos los mamiferos,
presentan multiples génes HOX. En los vertebrados se han identificado cuatro
agrupaciones de genes HOX (HOXA, HOXB, HOXC y HOXD) y concretamente en el ser
humano hay 39 genes HOX. De este modo la formacién de unidades segmentarias con
caracteristicas morfoldgicas distintas es posible mediante la accién de los distintos genes

HOX (113).

En la semana cuarta del desarrollo en el mamifero, las células de los somitas migran
a la regién mas ventral, junto a la notocorda, formando el esclerotomo ventral. Estas
células mesenquimales se diferenciardn hacia precondrocitos y formardn el cuerpo
vertebral y las costillas. La molécula SHH (Sonic hedgehog) producida por la notocorda,
sefaliza y realiza una funcién inductiva sobre el tubo neural y la formacion del
esclerotomo (114). La segmentacion se inicia mediante la condensacion de células del
esclerotomo en lo que serdn los futuros discos intervertebrales. En el espacio entre dos
discos degeneran las células notocordales, practicamente desapareciendo y dando lugar al
cuerpo vertebral, mientras que dichas células notocordales permanecerdn en el nucleo

pulposo del disco intervertebral.

El esqueleto craneofacial se desarrolla a partir de células pluripotenciales de los
arcos branquiales procedentes de la cresta neural. Estas células de la cresta neural migran
a la region craneo-facial formando condensaciones mesenquimales que dardn lugar a
cartilago o hueso dependiendo de la region. No existe una descripcion de biologia
molecular tan rica como la de la embriologia del raquis para la embriogénesis craneo-
facial. La mayoria de las descripciones son de la fisiopatologia de las malformaciones
craneo-faciales (115). El hecho de que impere la osificacion intramembranosa en el
craneo facial parece explicarse por su origen en las células pluripotenciales de la cresta

neural.

b) Esqueleto apendicular

Junto al mesodermo de los somitas se encuentra el mesodermo intermedio, que

dard lugar a la formacion del sistema urogenital. A partir del segundo mes el embrién
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presenta un desarrollo de las placas laterales del mesodermo, donde las células se

encuentran en proliferacion para formar las extremidades (Figura 33).
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Figura 33. Desarrollo de las placas laterales.

El desarrollo de las extremidades en los vertebrados se produce en tres ejes. Una
gran variedad de factores de transcripcion, factores de crecimiento y moléculas de
adhesion participan en el orquestado desarrollo de las extremidades del mamifero. El
primer paso es el inicio y desarrollo del lugar donde la extremidad se desarrollard, y
depende estrechamente del Factor de Crecimiento Fibrobléstico (FGF). En la placa lateral
de mesodermo se expresa FGF-10, que hace sensible a receptores especificos para el FGF-
2 en el ectodermo adyacente. Este paso parece ser esencial para el inicio de la formacién
de la extremidad, como muestran estudios en los que la desactivacion del FGF-10 impide
el desarrollo de la extremidad (116). La funcién del FGF-4 y FGF-8, expresado por la
banda ectodérmica apical, estimula al mesodermo subyacente a seguir expresando el FGF-
10, gracias a lo cual la extremidad se desarrolla en longitud. Las células mesenquimales
que se encuentran bajo la banda ectodérmica apical mantiene su cardcter indiferenciado,
denominandose zona de progresién, y como la extremidad inicia el crecimiento en
longitud la células proximales a la zona de progresion se condensan y se diferencian a
cartilago. Los genes HOXa y HOXd determinan la localizacion e identidad de la

extremidad (117).

2.1.2. Condensacion mesenquimal

La condensacion de células mesenquimales tendrd como consecuencia la formacion
de un molde de cartilago y posterior osificacion endocondral o la directa osificacién

intramembranosa a partir de la condensacién de células mesenquimales sin pasar por el
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estadio cartilaginoso. Estas condensaciones celulares condicionan no solo la posicion de
los distintos elementos OGseos sino también su forma. La formacion de estas
condensaciones se produce tras la agregacion de las células mesenquimales dispersas
previamente, y con la participacion esencial de las familias de genes SHH, BMP-2, BMP-
3, BMP-4, BMP-5, BMP-7, FFG y HOX. La fase de la condensaciéon puede entenderse
como la consecucion de distintos pasos entre los que se encuentran la iniciacion,

proliferacion, adherencia, crecimiento y finalmente diferenciacion (109).

La iniciacion del proceso tiene lugar como resultado de la interaccion entre las
células epiteliales y mesenquimales, que desencadena la expresion de un numero de
moléculas relacionadas con las condensaciones precondrogénicas y preosteogénicas como
la tenascina, la fibronectina, N-CAM vy la N-cadherina. El factor transformante del
crecimiento TGF-f3 y otras moléculas de la superfamilia del TGF-3 regula muchos de los
aspectos del crecimiento y diferenciacion en este proceso. Tanto el TGF-f en sus distintas
isoformas, como otras moléculas relacionadas como activinas e inhibinas o las BMP
potencian la condensacion mediante la promocion de interacciones célula-célula y célula-
matriz (118). La adhesion de células a la superficie de otras células o a proteinas de la
matriz extracelular constituye el paso previo en la condensacion para la formacion anclajes
intercelulares que permitan la supervivencia y la diferenciacion ulterior. Las moléculas
denominadas integrinas proporcionan anclaje a la membrana bilipidica celular y a la
matriz extracelular, pudiendo no sélo realizar anclajes célula-célula o célula-matriz sino
también desencadenar respuestas intracelulares e incluso modificar la expresiéon del
material genético. Existen integrinas que tienen una expresion precoz en la fase de
condensacion, como la a5-f31 (se ancla a fibronectina), la al-f1,la a2-p1,la al0-p1 (se
anclan al coldgeno tipo II y IV), 0a6-B1 (se ancla a la laminina) o la a6-f1 (se ancla a

vitronectina y osteopontina) (119).

Tras producirse la interaccidn y anclaje entre células, y orquestado por la expresion
de genes condrogénicos, se incrementa el AMPc intracelular. La trancripcion del factor
SOX-9 es un potente inductor de la activacion de los genes requeridos para la formacion
del cartilago como el del colageno tipo II y agrecano,. La transcripcion del SOX-9 se

inicia con la fosforilacion de su cebador mediante Proteina Kinasa A (PKA).

La expresion de SOX-9 se inicia en las células mesenquimales precondrogénicas y

encuentra su nivel mas elevado en los condrocitos diferenciados. Las células deficientes
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en SOX-9 son excluidas del cartilago pero se disponen alrededor de la masa de cartilago

cOmo mesenquima.

Cuando cesa la condensacion se inicia la fase de diferenciacion, proceso en el que se
expresa el RUNX-2, factor de transcripcion presente en poblaciones celulares
precondrogénicas y preosteogénicas. Una vez se inicia la diferenciacion la expresion del
RUNX-2 se ve limitada a las células preosteogénicas, siendo menor en los linajes
condrogénicos (120). La condensaciéon celular mesenquimal que se diferencia a
condroblastos inicia la produccion de una matriz extracelular muy rica en colageno tipo II
y mucopolisacaridos. En contraste las células osteogénicas producen una cantidad variable

de coldgeno tipo I y otras proteinas que se depositardn en la matriz extracelular.

2.1.3. Osificacion intramembranosa

La formacién de hueso mediante osificacion intramembranosa se lleva a cabo
debido a la directa transformacién de células mesenquimales en osteoblastos. Este tipo de
osificacion es el responsable de la formacion de los huesos planos de la boveda craneal,
incluidas las suturas craneales, algunos huesos faciales, la mandibula y la clavicula. Al
igual que sucede en el cartilago, las células osteogénicas seran estimuladas por el epitelio
adyacente (109). El cierre de las suturas craneales depende de la presencia de factores de
crecimiento y factores de transcripcion como BMP-4, BMP-7, FGF-9, TWIST y MSX.
Estos factores se encuentran en gradiente de concentracion en el tejido mesenquimal que

rellena la sutura.

Otros ejemplos de osificacién intramembranosa, ademds de los huesos planos del
craneo, son la osificacion que se da tras amputaciones en la edad infantil precoz, la
osteogénesis a distraccion en condiciones biomecanicas optimas y la de consolidacién de

fracturas en reduccion anatdmica y estabilidad absoluta.

2.1.4. Osificacion endocondral

El esqueleto axial y apendicular se desarrolla a partir de un blastema cartilaginoso
mediante una serie de pasos que se denominan osificaciéon endocondral. El cartilago es un
tejido que presenta la posibilidad tener un crecimiento intersticial, por divisiéon de los
condrocitos (108). Esta propiedad le permite al cartilago crecer con cierta rapidez.
Ademas el cartilago puede emplear crecimiento por aposicion de mas cartilago en

superficie, mediante el depdsito de mas matriz extracelular e incluso por alargamiento de
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sus células. El crecimiento por aposicién es la funcidn principal del pericondrio, el cual

envuelve las epifisis y la diafisis cartilaginosa.

Con el paso del tiempo las células se diferencian a condrocitos, que secretan
colageno tipo II, agrecanos y otras proteinas y moléculas de la matriz extracelular propias
del cartilago hialino. Tras alcanzar una determinada dimension, el cartilago comienza a ser
invadido por capilares desde el pericondrio, transformando éste en periostio e iniciando

una transformacion en el cartilago que serd posteriormente la diafisis dsea.

Tras la invasion de los capilares se produce la diferenciacion de osteoblastos y se
inicia la secrecidon de coldgeno tipo I, de moléculas 6seas y de fosfatasa alcalina (Figura
34). La diferenciacion de los osteoblastos es debida a que las células precursoras de
osteoblastos han invadido el blastema cartilaginoso a través de los capilares.
Posteriormente se iniciard la mineralizacion de la matriz 6sea y corticalizacién de la

diafisis, es el centro de osificacién primario.

En una fase fetal tardia y durante la infancia aparecen los centros de osificacion
secundarios, de un modo similar al de los centros primarios de osificacion la invasion de
capilares determina la osificaciéon y mineralizacion del blastema cartilaginoso, pero esta

vez en las epffisis.

Cantilago epalisario

Hipertrofia de Osteoblastos Vaso Proliferacion de
condrocitos  (osificacion) sanguineo  coadrocitos

/

Mesénquima  Cartilago

Cortscalin

Centro de osificacion
secundano

Figura 34. Fases de la osificacién endocondral de un hueso largo.
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Reparacion de las fracturas y factores influyentes

Se define la fractura como una solucion de continuidad del tejido dseo debida a una
fuerza directa o indirecta sobre dicho tejido dseo. Desde el momento en que se produce
dicha solucién de continuidad se inician una serie de procesos encaminados a la curacién
y recuperacion de las propiedades bioldgicas y fisicas de segmento Oseo fracturado. Los
estadios de la curacién de una fractura repiten los pasos de la embriogénesis endocondral

de los huesos (122).

Clasicamente se han diferenciado dos tipos de consolidaciéon de las fracturas:
consolidacion primaria y secundaria (121). La consolidacion primaria hace referencia a
aquella situacion en la fractura es reducida anatbmicamente con una correcta aposicion de
los fragmentos, de modo que existe una curacidn “osteonal” de la fractura. En este tipo de
consolidacion los osteoclastos forman conos de avance y cruzan el foco de fractura para
remodelar la fractura sin formar callo. Este tipo requiere una estabilidad muy importante y

en la préctica clinica no se ve con frecuencia.

Es mas frecuente observar lo que se denomina consolidacion secundaria, que
requiere la presencia de un callo de fractura que proporcionard estabilidad y que
posteriormente sufrird un intenso proceso de remodelacion (Figura 35). Por lo tanto, la
curacion primaria consistird en osificaciéon intramembranosa mientras que la secundaria

serd mixta, intramembranosa y endocondral (122).

—

Callo Externo

Callo Periostico

Médula Callo Interfragmentario

(502 Sang  =——
CalloMedular

A. Alta densidad
B. Baja densidad

Figura 35. Estructura macroscépica del callo de fractura (123).

El espacio intramedular e intercortical determinardn el desarrollo del callo inicial o
blando. Mientras que el espacio subperidstico y las partes blandas adyacentes

determinaran la formacion del callo duro (123).
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Las cinco fases que determinan la consolidacién de la fractura son: la formacién de
un hematoma, la cascada de la inflamacidn, la angiogénesis, la formacién de cartilago (con

consecuente calcificacion y formacién de hueso) y finalmente la remodelacion.

Durante la formaciéon y maduracion del callo tres procesos se inician
simultdneamente, los procesos celulares que iniciardn la formacién de hueso calcificado,
la neoangiogénesis y la formacion de la matriz. Aquellos procesos que condicionen un
peor funcionamiento de la compleja cascada inflamatoria inhibirdn la curacion de la
fractura. Los moléculas sefializadoras que intervienen de modo mads activo en dicha
cascada son la Interleuquina 1 (IL-1) y la Interleuquina 6 (IL-6) (124), el Factor de
Crecimiento Transformante 3 (TGF- B) (125), el Factor de Crecimiento Andlogo a la
Insulina (IGF) (126), el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) (127), el Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) (128) y las Proteinas Morfogenéticas (BMPs)
(121,129). Las distintas propiedades de cada uno de los mediadores mencionados se

describiran en los siguientes capitulos.

En las primeras horas tras producirse una fractura se forma un hematoma con
contenido hemadtico procedente de los vasos enddsticos, peridsticos e incluso de las partes
blandas adyacentes (124). Este hematoma o codgulo taponara los vasos sangrantes e
iniciard el proceso de curacion mediante la liberaciéon de las sustancias intracelulares
presentes en el interior de las plaquetas. Las células inflamatorias, una vez se ha activado
la cascada, segregan IL-1 e IL-6, las cuales tienen efectos proinflamatorios y

quimioticticos.

La familia de las BMPs es muy amplia. Se han detectado varias de estas moléculas
en el callo de fractura inicial (24-48 horas de evolucion), expresadas por células
mesenquimales pluripotenciales (124). Estas moléculas recién expresadas presentan
actividad mitogénica, quimiotictica e inductora de la neoangiogénesis, asi como
estimuladora de la diferenciacion y proliferacion de diversas células involucradas en la
curaciéon de la fractura. Algunas células endoteliales de la médula dsea iniciardn un
proceso de diferenciacion a células de fenotipo osteobldstico. Desde el periostio células
osteoprogenitoras iniciaran la formacion de hueso en los siguientes dias siguiendo una
osificacion intramembranosa. Las células mesenquimales pluripotenciales iniciardn la
expresion de BMPs, y éstas induciran a las células osteoprogenitoras a diferenciarse en

osteoblastos.
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A partir del 7° dia el callo blando va adquiriendo nuevas propiedades mecdnicas.
Entre ambos extremos dseos se va formando cartilago, con una matriz rica en coldgeno
tipo II. Mientras la expresion de moléculas como la osteonectina se va haciendo cada vez
mas presente. A partir del 10-14° dia se inicia la expresion de osteocalcina en un callo de
mayor dureza. Tanto en la zona peridstica como en el callo enddstico se hace presente una
rica proliferacion celular. La osteopontina se expresa tanto en los osteocitos como en las
células osteoprogenitoras en los limites entre el callo més duro y el cartilaginoso. El pico

de formacion de coldgeno tipo II es al 10° dia en ratones y 18° dia en el ser humano (124).

Alrededor del dia 20-30 la proliferacion en la zona del callo peridstico disminuye.
La mayoria del colageno presente es tipo I, aunque ya no hay expresion activa de éste. Y
el cartilago presente en el callo enddstico comienza a calcificarse. El callo cartilaginoso
reproduce una estructura similar a la placa fisaria con esponjosa primaria y secundaria. A
partir del mes se inicia un proceso de apoptosis de las célula cartilaginosas, y ambos
fragmentos estardn unidos por hueso esponjoso. Las fases siguientes serdn de

remodelacion y corticalizacion del callo.

Se han descrito una serie de factores esenciales para la curacion de una fractura: la
presencia de células osteogénicas, aporte sanguineo, la formacién de matriz dsea que
rellene el defecto 6seo y por ultimo la estabilidad mecénica entre fragmentos. Algunos
autores han destacado la necesidad de estos cuatro factores y los cuatro campos de

tratamiento en los que se puede intervenir para cambiar la evolucion natural (122).

Se han descrito los factores externos contribuyentes e inhibidores de la curacion de
las fracturas (130). Si bien el sexo, ajustado por densidad mineral 6sea, no parece influir
en la consolidacion de las fracturas, la edad es un factor muy influyente en la capacidad de
reparacion tisular (131). Comorbilidades como la diabetes parecen influir negativamente
en la consolidacion de fracturas (132), asi como la anemia (133), malnutricién (134), la

vasculopatia periférica (135), o el hipotiroidismo (136).

Sobre el uso de antiniflamatorios no esteroideos en las fracturas existe un conflicto
de hallazgos en las publicaciones (130). Se ha encontrado un efecto pernicioso sobre la
vascularizacién del callo 6seo con inhibidores selectivos de la COX-2 (137). Parece
prudente evitar los antinflamatorios no esteroideos en fracturas, ya que se han encontrado
efectos indeseables tanto en los selectivos como en los no selectivos. Los corticoesteroides
presentan efectos nocivos en la curacion de fracturas, retrasando su consolidacién (138).

Sin embargo por su indicacién estos medicamentos rara vez pueden ser retirados durante
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el proceso de curacion de la fractura. Las estatinas han demostrado presentar efectos
beneficiosos en la curacion de fracturas (139). Los antibidticos pueden ser necesarios en el
contexto de una fractura abierta. El uso de quinolonas y gentamicina se ha relacionado con
inhibicién del proceso de curacidn de las fracturas (140,141). Aunque no se ha demostrado
clinicamente, si se ha demostrado en conejos que la profilaxis antitrombdtica con
heparinas de bajo peso molecular inhibe la consolidacion de fracturas (142). Otros factores
a los que el ser humano esta expuesto con frecuencia como el tabaco o el alcohol también

se han demostrado perniciosos en la consolidacion del callo de fractura (143,144).

La mayoria de fracturas de la anatomia humana se resolverdn con una
inmovilizacion mediante un yeso o una ortesis. S6lo una proporcién de todas las fracturas
deben ser intervenidas, normalmente siguiendo unos criterios entre los que pesa el
desplazamiento, la inestabilidad y que se trate de una fractura intraarticular. Existen
factores relacionados con el procedimiento quirtirgico que pueden influir en la positiva o
negativa curacion. Los defectos superiores a dos milimetros contribuyen negativamente al
paso final de trabéculas (145). La desperostizacion agresiva para conseguir una reduccion
anatomica puede condicionar mayor lesion en el aporte vascular de la cortical diafisaria
que la propia fractura (146). El fresado intramedular parece estimular la circulacion
peridstica proporcionando un aumento del aporte sanguineo a la cortical (147). La
estabilidad es indispensable para la consolidacion primaria de una fractura, sin embargo
la secundaria se beneficia de algo de movimiento. Dicho movimiento debe ser en la
direccién axial, la rotacién, cizallamiento o flexion inhiben la consolidacion. Si este

movimiento es excesivo también inhibira la consolidacion (148).
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Injertos oOseos, sustitutos de injerto dseo 'y

estimuladores de la formacion del hueso

En la practica clinica de la cirugia ortopédica y traumatologia existen numerosas
situaciones en las que se persigue una consolidacién dsea o una artrodesis. Para obtener
ambas es habitual el empleo de injertos Oseos. El injerto aut6logo de cresta iliaca sigue
siendo el “gold standard” o patrén de referencia. Sin embargo la morbilidad relacionada
con la obtencién de injerto autdlogo y la cantidad limitada de éste ha conducido al mayor

estudio de los injertos de hueso y sus posibles sustitutos (149,150).

Las propiedades del material permiten clasificarlo. Un material osteoconductivo
proporciona una estructura tridimensional, que permite la proliferacion de nuevos
capilares en su interior, tejido perivascular y la llegada de célular osteoprogenitoras, lo que
proporcionard la capacidad de incorporacion progresiva del injerto y sustitucion
progresiva del mismo. Un material se define como osteoinductivo cuando estimula la
mitosis de células madre mesenquimales indiferenciadas y la diferenciacion a células
osteoprogenitoras, con la capacidad de generar hueso nuevo (151). Un injerto osteogénico
contiene células osteoblasticas viables, capaces de generar una osificacion directa, el resto
de injerto recluta células pluripotenciales para que ulteriormente generen osteoblastos.
Recientemente se ha acufiado el termino osteoproduccion para expresar la capacidad de

las células de formar material 6seo (152).

Segun la funcidn terapéutica del material al que nos refiramos, y comparandolo con
el injerto de cresta, se pueden definir tres funciones. Un extensor de injerto seo permite
emplear menor cantidad de autoinjerto con la misma funciéon de consolidacién u
osteogénesis. Un intensificador de injerto produce mayor cantidad de hueso al afiadirse al
injerto aut6logo. Un sustituto de injerto 6seo puede emplearse en lugar del injerto

autélogo con la misma funcién sobre la formacién dsea.

El concepto de osteoinduccion fue introducido por primera vez por Marshall R.
Urist en 1965 (151). Tras desmineralizar la matriz ésea y eliminar el calcio y fosfato, se
obtiene matriz dsea organica, que consta fundamentalmente de coldgeno tipo I y proteinas
no estructurales. El hallazgo experimental llevado a cabo por Urist demostré la formacién
de hueso nuevo al inocular la matriz 6sea desmineralizada en otros tejidos
extraesqueléticas. A este fendmeno se le denomind osteoinduccion. Esto llevo a la

identificacién de una proteina que denominaron Proteina Morfogenética Osea (BMP) de
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caracteristicas osteoinductivas. Posteriormente se tratd de identificar y caracterizar a toda
una familia de moléculas inductivas. A continuacion se describen las opciones actuales de
injertos 6seos, sustitutos de injerto dseo y estimuladores de la formacion de hueso, asi

como las caracteristicas fundamentales de cada uno.

2.3.1. Injerto 6seo autélogo

El injerto 6seo autdlogo de cresta iliaca es el injerto 6seo sobre el que existe mayor
evidencia de su utilidad y se ha convertido en el “gold standard” o patrén de referencia.
Presenta propiedades osteogénicas, al portar células dseas diferenciadas e indiferenciadas,
y osteoconductivas, al presentar la estructura tridimensional 6sea natural (153). En el
injerto 6seo autdlogo sélo existe una cantidad muy pequena de BMP, por lo que en sentido
estricto no es osteinductivo. La formacion de nuevos vasos viene favorecida por la
naturaleza porosa del injerto. A partir del autoinjerto se va depositando hueso nuevo en la
zona huésped, dando lugar a lo que se denomina sustitucion progresiva del autoinjerto. La
cresta ilfaca es el lugar idéneo para su obtencidn, ya que puede proporcionar una
importante cantidad de hueso esponpojoso y corticoesponjoso (Figura 36). Sin embargo la
cantidad y calidad del hueso iliaco puede estar reducida en pacientes ancianos con

infiltracién medular grasa u osteoporosis.

b 3
~

\

\ \
Figura 36. Toma de injerto de cresta ilfaca
posterosuperior (A: injerto tricortical; B: injerto
corticoesponjoso; C: injerto de esponjosa en chips).
Se ha descrito una morbilidad de la zona donante en el 25-40% de los pacientes. Las

posibles complicaciones descritas incluyen dolor crénico, infeccién, hematoma, fractura, y

hernias del contenido abdominal (154).
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2.3.2. Aloinjerto 6seo

El aloinjerto 6seo presenta como principal ventaja su mayor disponibilidad en
cantidad, y que no presenta la morbilidad asociada a la zona donante. El aloinjerto dseo
fresco presenta osteoblastos activos, lo que le otorga potencial osteogénico. Sin embargo
el aloinjerto fresco se utiliza poco debido al tiempo inadecuado para la deteccion
sistemdtica de enfermedades. El aloinjerto procesado y congelado destruye todas las
células y puede deteriorar otros componentes, incluidas ciertas proteinas. Por lo tanto el
aloinjerto procesado no presenta caracteristicas osteogénicas, y si presenta caracteristicas

osteoconductivas (150).

El uso més frecuento del aloinjerto de hueso es la no consolidacién de una fractura,
el relleno de defectos de vaciado 6seo y las fusiones vertebrales posterolaterales. En estos
casos el aloinjerto se emplea como un extensor del autoinjerto de esquirlas 6seas locales o
de cresta iliaca. Parece ser idoneo en aquellos casos de escoliosis del adolescente en los
que se realiza una instrumentacién posterior y se aporta el injerto de modo triturado o en
chips de esponjosa (Figura 37) (155). El injerto 6seo impactado se emplea con relativa
frecuencia en la cirugia reconstructiva de la cadera y rodilla. Se pueden emplear piezas de
diafisis o diafiso-metafisarias para la realizacién de complejas cirugias de reseccion

tumoral en extremidades (Figura 38) (156).

Figura 37. Chips de esponjosa de aloinjerto. Figura 38. Aloinjerto estructural de fémur
para cirugfa reconstructiva tumoral.

El aloinjerto de hueso es extraido de cadaver. Esta circunstancia exige que para el
huso de aloinjerto 6seo exista un Programa de Donaciones, Extracciones y Transplantes,
asi como un Banco de Huesos. El equipo de extraccion, correctamente entrenado y con
los conocimientos necesarios del procedimiento no sélo quirurgico, realiza la extraccion
de las piezas necesarias seguin un protocolo y segun las necesidades del Banco de Huesos.
El Banco de Huesos se encarga del procesamiento, almacenaje y distribucién de las piezas
(Figura 39 y 40).
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as

Figura 39. Procesado del aloinjerto. Figura 40. Almacenaje y congelacién.

El principal escollo en el uso del aloinjerto de hueso es la seguridad. La esterilidad
es una preocupacion importante cuando se emplean aloinjertos, lo cual implica la
necesaria extraccion aséptica de los tejidos y la investigacion sistemdtica del paciente
donante. Pese a estos principios el riesgo de infeccién no puede descartarse (157). Por lo
tanto han de realizarse pruebas seroldgicas (VIH-1 y 2, VHC, VHB, HTLV-1 y 2).
Mediante reaccion en cadena de la polimerasa se estudia la presencia de HIV, VHC y B,
asi como investigacion de citomegalovirus y sifilis. Se toman cultivos sistematicos de la

pieza en superficie y endomedular (Figura 41).

Figura 41. Toma de cultivos de pieza epifiso-
metafisaria de tibia proximal.

El procesado del aloinjerto puede realizarse de modos distintos. Con irradiacién a
bajas dosis (<20kGy), con desbridamiento fisico, lavados ultrasénicos o pulsos de agua,
tratamiento con etanol o inmersion antibidtica (158). El objetivo del procesamiento es
asegurar la esterilizacién pero preservar ciertas propiedades mecdnicas y bioldgicas. El
injerto, tras ser procesado suele congelarse. La temperatura de congelacion determina el
tiempo maximo de ésta. Las figuras 2 a 6 son cortesia del Dr. Manuel Pérez, responsable
de la Unidad de Tumores Oseos y del Equipo de Extraccién de Hueso del Hospital

Universitario Vall d"Hebron.
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2.3.3. Sustitutos osteoconductivos de injerto 6seo

a) Productos ceramicos

Los productos cerdmicos se forman por presurizacion y calentamiento de materiales
no metalicos como el fosfato célcico. Los fosfatos célcicos son los productos ceramicos
mas frecuentemente empleados en cirugia ortopédica y traumatoldgia (159-161). Poseen
propiedades osteoconductivas, no osteoinductivas, por lo que se emplean como extensores
de injerto 6seo (149). Presentan como ventaja que no inducen respuesta inflamatoria
alguna y no tienen riesgo de transmitir infecciones, ademds de la ausencia de
complicaciones de zona donante. Sin embargo son materiales que pueden presentar baja
resistencia a la fractura y a la tension. Uno de los productos ceramicos reabsorbibles es el
fosfato tricdlcico. Se puede emplear en forma de bloque, granulos, polvo o pasta. Los

poros de estos productos promueven la vascularizacion y el crecimiento 6seo.

La hidroxiapatita sintética es otro producto sustituto de injerto 6seo osteoconductivo
de fosfato cdlcico cristalino, que se fabrica mediante un proceso de incrustacion como
producto ceramico. La hidroxiapatita estd disponible desde hace algunos afios como
recubrimiento de implantes de cirugia reconstructiva de articulaciones, especialmente en
artroplastia de cadera. Los recubrimientos porosos de hidroxiapatita aumentan la fuerza de
fijacion del implante al hueso, al permitir el depdsito preferencial de hueso nuevo en la

interfase hueso-implante.

b) Sustitutos coralinos

El exoesqueleto de algunos corales marinos naturales presenta ciertas semejanzas
con la estructura 6sea (162). Los vasos recién formados penetran rdpidamente en la red
porosa del coral. Se procesa de dos modos. Mediante extraccion quimica de todo el
componente orgédnico del coral, dejando el exoesqueleto de carbonato célcico. O mediante
la conversion del carbonato célcico en hidroxiapatita mediante una reaccion térmica. Los
dos procedimientos proporcionan un producto coralino con propiedades osteoconductivas

que puede emplearse como extensor de injerto 6seo.

¢) Matrices de colageno

El colageno tipo I es la proteina estructural mas importante de la matriz ésea. Su
estructura organizada posee propiedades osteoconductivas para el depdsito de mineral, la

proliferacion vascular y la fijaciéon de factores de crecimiento (149). Su capacidad de
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soportar cargas y stress mecdnico no es suficiente. Los nuevos disefios de matrices
tridimensionales van encaminados a superar esta desventaja. Puede tener cierto efecto
sinérgico con otras sustancias osteoconductivas y osteoinductivas. Existen varios trabajos
en desarrollo que emplean matrices de coldgeno como transportador o “carrier” de otras

sustancias (163).

2.3.4. Sustitutos osteoinductivos de injerto 6seo

a) Matriz 6sea desmineralizada

La matriz 6sea desmineralizada (MOD) se obtiene mediante la descalcificacion del
hueso cortical, por un proceso de extraccion acida. En 1965 se describié por primera vez
la capacidad osteoinductiva de la MOD (151). El procedimiento elimina el calcio y el
fosfato, pero deja la matriz extracelular que estd compuesta principalmente por colageno
tipo I, proteinas no coldgenas y proteinas osteoinductivas. Entre estas proteinas se

encuentran las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) (de la superfamilia del TGF-8).

La MOD posee actividad osteoinductiva, no posee capacidad osteoconductiva si no
se aplica en combinacién con otro producto (149). La actividad osteoinductiva se
demostré inicialmente en animales. Posteriormente la MOD estuvo regulada como tejido
minimamente manipulado (hasta 2005 en EEUU), razén por la cudl la FDA no habia
exigido estudios exhaustivos en humanos. Existen pocos estudios clinicos que igualen los
efectos terapéuticos anunciados por los estudios animales. En 2004 se publicé un estudio
clinico prospectivo y aleatorizado que demostré la utilidad de la DMO, en una de sus

formas comerciales, como extensor del injerto dseo en artrodesis vertebral (164).

b) Proteinas morfogenéticas dseas

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) pertenecen a la superfamilia del factor de
crecimiento transformante beta o TGF-B. Las BMP desempenan un importante papel en la
embriogénesis del aparato locomotor. Regulan la osificacion endocondral e
intramembranosa y estdn implicadas en la fisiologia de la consolidacién de las fracturas.
Sus caracteristicas se describen en el apartado 3.2.2. Proteina Morfogenética Osea, asi
como los estudios preclinicos relevantes. En este apartado se describiran los estudios

clinicos actualmente relevantes.
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Urist fue el primero en purificar BMP desde DMO en laboratorio. Del hueso de
caddver se obtenia una cantidad de BMP muy pequefia, por lo que una vez pasé del
laboratorio a la industria farmaceiitica se empez6 a emplear BMP recombinante humana.
En la actualidad la FDA considera las BMP recombinantes dispositivos de clase I1I, lo que

implica cierto riesgo y vigilancia por la administracion.

Actualmente se dispone en el mercado de dos BMP recombinantes para uso clinico,
la thBMP-2 y la thBMP-7 (proteina osteogénica OP1). Ambas han sido evaluadas en

estudios controlados y aleatorizados, estudios clasificados como de nivel I.

La BMP-2 ha sido estudiada en varios trabajos como sustituto seo. La eficacia de la
BMP-2 en el tratamiento de las fracturas de tibia con defectos corticales ha demostrado su
capacidad para actuar como sustituto de injertos de cresta iliaca (165). Otra parte
importante de los trabajos se ha centrado en la capacidad de esta BMP de ser un sustituto
de injerto dseo en artrodesis vertebral. Tras una importante labor preclinica y determinar la
dosis y el portador adecuado de la BMP, se realizé un ensayo clinico prospectivo, que
indujo a aprobar el uso de la BMP-2 (en 2002 en EEUU) como sustituto de injerto 6seo
en cajas para artrodesis intersomdtica anterior (166). Muy recientemente la FDA ha
aprobado su uso para casos concretos. El estudio de la BMP-2 en fracturas abiertas de

tibia también ha demostrado su utilidad (167).

La BMP-7 (proteina osteogénica OP-1) es otra proteina osteoinductiva que ha sido
motivo de exhaustivas investigaciones. Se han completado con éxito estudios preclinicos y
en la actualidad se estdn analizando los resultados de estudios clinicos. El primer estudio
clinico se realizé en pseudoartrosis de tibia de fracturas abiertas (168). Los autores
comprobaron que el 75% de los pacientes en el grupo tratado con la BMP-7 y el 84% de
los tratados con autoinjerto de cresta iliaca (“gold standard’) mostraban una consolidacién
radioldgica. En la actualidad la BMP-7 (OP-1) posee la aprobacién e la FDA como uso

compasivo en pseudoartrosis de huesos largos y de artrodesis posterolateral vertebral .

2.3.5. Estimuladores de la formacion de hueso

Los mamiferos superiores requieren por lo menos de cuatro elementos para la
consolidacion de fracturas: matriz extracelular, células formadoras de hueso, factores de
crecimiento y uno correcto aporte sanguineo (122). En la actualidad no existe ninguna

definiciéon formal de aquellos compuestos o materiales con propiedades osteogénicas,
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aunque podria describirse como la estimulacion de la formacion de tejido dseo desde los

osteoblastos.

a) Aspirado de médula dsea autéloga

El aspirado de médula dsea tiene una alta concentracién de progenitores de tejido
conectivo. Un mililitro de aspirado iliaco contiene aproximadamente 40 millones de
células nucleadas, 1500 de las cuales son progenitores del tejido conectivo (169). En la
década de 1980, Lindholm y Urist agregaron médula dsea a la matriz §sea para aumentar
la consolidacién en un estudio que cuantificaba la formacién de hueso (170). El aspirado
de médula 6sea puede diluirse con elementos de sangre periférica al realizar una presion
negativa importante con el émbolo de aspiracion. Muschler y otros autores describieron
esta circunstancia, destacando la necesidad de no aspirar mds de 2mL de sangre por
pinchazo en cresta iliaca, ya que volimenes mayores conllevan la dilucion del

componente celular con sangre periférica (171).

Varias publicaciones describen una mayor consolidacion 6sea mediante estrategias
basadas en células, fundamentadas en estudios in vitro y en animales. Connolly y sus
colaboradores investigaron los efectos de concentrar médula dsea por centrifugacion en un
modelo de pseudoartrosis en conejo (172). Los resultados fueron mejores con la
centrifugacion que con médula sea no procesada. Bruder y colaboradores evaluaron la
combinacion de médula 6sea con un cilindro de fosfato tricdlcico poroso en un modelo
canino de pseudoartrosis de huesos largos (173). Los resultados fueron superiores con el
injerto compuesto que con el tratamiento con cilindros cerdmicos solos, que determinaron
sOlo osteogénesis modesta. Muschler comunicé el empleo de un método de retencion
selectiva de células para enriquecer el aloinjerto en un modelo canino de artrodesis
vertebral (174). Los resultados se evaluaron mediante un indice de consolidacion,
tomografia computarizada cuantitativa y evaluacion mecénica. Observaron que la
utilizacion de matriz 6sea enriquecida por retencion selectiva y codgulo de médula dsea
era superior al tratamiento con matriz dsea sola o matriz dsea no enriquecida y coagulo de

médula dsea.

Garg publicé unos buenos resultados en su serie de veinte pacientes que habian sido
tratados con inyeccién de médula ésea por pseudoartrosis (175). Esta fue una experiencia
de un solo cirujano sin controles (Nivel IV). Wientroub comunicé el empleo de médula

Osea autdloga para mejorarla eficacia de aloinjertos en nifios (176). Goel utilizé
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inyecciones de médula d6sea en pacientes con pseudoartrosis (177). Recurrieron al
procedimiento para intentar brindar una alternativa terapéutica de bajo costo y alegaron
resultados exitosos en quince de veinte pacientes; sin embargo, no se compard con ningun
grupo de control. Por ahora no hay pruebas de nivel I que demuestren la eficacia de la

médula 6sea para aumentar la consolidacion dsea.

Hernigou comunicé sesenta pacientes con una pseudoartrosis no infectada que
habian sido sometidos a aspiracion de médula 6sea de ambas crestas iliacas, seguida de
inyeccion en el sitio de la pseudoartrosis (178). Cada pseudoartrosis recibié un volumen
constante de 20 mL de médula 6sea concentrada. Se estimd la cantidad de células
progenitoras trasplantadas contando las unidades formadoras de colonias fibroblasticas. Se
determiné el volumen de osteogénesis mineralizada comparando las tomografias
computarizadas preoperatorias con las practicadas a los cuatro meses de la inyeccion. Los
resultados mostraron consolidacién en cincuenta y tres de los sesenta pacientes, con
correlaciones positivas entre el volumen del callo mineralizado a los cuatro meses, y el
numero y la concentracion de las unidades formadoras de colonias. Los siete pacientes que
no presentaron consolidacion de la fractura tenian cantidades y concentraciones mas bajas
de unidades formadoras de colonias. Este estudio aporté pruebas de nivel III para la
utilizacion de médula dsea autdloga, que parece ser, hasta ahora, la mejor prueba sobre la

posible eficacia de este material osteogénico.

b) Factor de crecimiento y diferenciacion tipo 5

El factor de crecimiento y diferenciaciéon tipo 5 (GDF-5) ha recibido diversas
denominaciones en la literatura cientifica, como MP-52, radiotermina, LAP-4, CDMP-1 y
BMP-14. Se ha demostrado en un estudio con un modelo animal en conejos, que el GDF-
5 promueve la artrodesis intertransversa a nivel vertebral (179). Sin embargo es destacable
que la dosis mas baja utilizada en dicho trabajo obtuvo las mejores tasas de fusion, dato
que pone de manifiesto que aumentar la dosis de este factor de crecimiento puede no
mejorar la osteogénesis. En la actualidad existen varios trabajos en curso sobre esta

molécula y su papel en la osteogénesis.
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¢) Plasma Rico en Plaquetas

Tras una fractura o un traumatismo cerrado o quirurgico, se activa una reaccion
inflamatoria y la cascada de la coagulacion, la trombina y el coldgeno subendotelial
activan las plaquetas, con la consiguiente liberacion de sus granulos en el tejido lesionado.
Esta fractura o hematoma de la herida contiene una mezcla de factores de crecimiento que
puede estimular la formacion de vasos sanguineos, la invasion de células madre
mesenquimales, monocitos y macréfagos, y la agregaciéon plaquetaria posterior. En
consecuencia, estas moléculas no estimulan directamente la osteogénesis, pero se las ha
denominado factores osteopromotores. Actian como agentes de sefializacion para estas
células y afectan funciones de reparacion cruciales como migracién, proliferacion y

diferenciacion celular, y angiogénesis.

Se podria desprender de lo anterior que si se administra una cantidad concentrada de
plaquetas ésta contribuiria con las primeras etapas de la reparacion 6sea y, por lo tanto,

desencadenaria el proceso de la osetogénesis y consolidacion de fracturas.

Puesto que este trabajo se centra en el efecto del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en
la osteogénesis a distraccion se analizardn pormenorizadamente en el siguiente capitulo

los detalles del PRP y de los trabajos relacionados con la ostegénesis hasta la fecha.
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Estimulacion de la osteogénesis a distraccion

Como se ha descrito en los apartados del primer capitulo, los conceptos de la
osteogénesis a distraccion vivieron un desarrollo importante hasta los afios 90.
Describiéndose hasta esa década las distintas variables mecanicas y técnicas que podian
influir positiva y negativamente. En los afios siguientes, soportados por el avance en el
conocimiento de la regeneracion tisular, se han sucedido trabajos que han pretendido
estudiar las distintas variables bioldgicas o tratamientos estimuladores de la regeneracion
dsea. A continuacién se exponen las aportaciones bioldgicas mas relevantes de los dltimos

afios en el campo de la estimulacion de la osteogénesis a distraccion.

En 1999 Raschke y colaboradores estudiaron el efecto de la Hormona de
Crecimiento en el regenerado dseo del callo de elongacion en cerdos (180). Para ello se
llevaron a cabo procedimientos de elongacion diafisaria en 30 cerdos. El grupo
intervencion recibia un tratamiento adicional con 100 ug de Hormona de Crecimiento por
Kilogramo de peso. Las pruebas biomecanicas sobre los segmentos 6seos del grupo
intervencién mostraban unos pardmetros superiores al grupo control. Los autores
concluyeron que la administracion sistémica de la Hormona de Crecimiento acelera la

consolidacion del regenerado de la osteogénesis a distraccion.

En 1999 Yamane y colaboradores investigaron el efecto de la adicién de un derivado
de la vitamina D (ED-71) en el callo de elongaciéon de diéfisis de conejo (181). La
administracion se llevaba a cabo de modo subcutdneo (0,05ug/Kg). Se cuantifico la
producciéon de hueso mediante densitometria dsea (DEXA). Se hicieron dos grupos,
control e intervencion, y de éstos se analizaron las piezas a la primera, tercera y quinta
semana del procedimiento (5 conejos por grupo y semana). Los resultados del andlisis
secuencial de las piezas mostraron que el grupo tratado con vitamina D presentaba una
mayor formacién de hueso, con callos mds gruesos y corticalizacién de mayor espesor,

especialmente en las fases precoces.

En 2000 se publicé un estudio canadiense encabezado por Rauch en el que se
estudio el efecto del TGF-f31 en un modelo de osteogénesis a distraccidn en conejos (182).
La administracion del TGF-f31 era en el lugar de la osteotomia, y se infundieron distintas
concentraciones. El sacrificio y andlisis fue a las tres semanas del inicio del estudio. Se
estudiaron las piezas histologicamente, mediante densitometria y mediante test
biomecanico. Los hallazgos sugirieron que el TGF-f31 en la osteogénesis a distraccion en

conejo no presentaron efectos en ninguno de los aspectos estudiados.
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Hay estudios que no se han centrado en la estimulacion bioldgica, si no en la
inhibiciéon de la regeneracion. Los tratamientos de osteogénesis a distraccion o de
distraccidn fisaria se llevan a cabo, en ocasiones, en el contexto de un sarcoma éseo por lo
que interesa saber el comportamiento de estos procedimientos en presencia de los
protocolos quimioterdpicos de los sarcomas. A esta cuestion intentaron dar respuesta un
grupo turco liderado por Subasi (183). Con un modelo de osteogénesis a distraccion en
conejo hicieron un estudio para evaluar el efecto histologico, gammagrafico y radioldgico
del tratamiento con un protocolo quimioterdpico de sarcomas, basado en infusion
endovenosa de metotrexato a altas dosis. En ninguno de los tres aspectos encontraron

diferencias entre el grupo intervencion y control.

En 2002 Bail, Raschke y colaboradores retoman el estudio de la Hormona de
Crecimiento en un modelo de osteogénesis a distraccion en cerdo (184). A diferencia del
trabajo publicado por ellos en 1999 (180), en esta ocasion emplean Hormona de
Crecimiento recombinante para la especie porcina, y su objetivo era evaluar el efecto de la
misma en relacion con su concreta produccion para cerdo. Observaron que el callo del
regenerado era superior en volumen, pero sin cambios microestructurales. Observaron una
mayor presencia de cartilago en el grupo control, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas. Encontraron mineralizaciéon del callo incluso antes de terminar la
distraccion en el grupo tratado, mientras que en el control no existia mineralizacion del
callo hasta la fase de consolidacion. Sugieren los autores que el empleo de Hormona de
Crecimiento en clinica pudiese acortar los tiempos de elongacién en osteogénesis a

distraccion y transportes 6seos.

En 2003 se publica un estudio sobre el efecto de la Proteina Osteogénica 1 (OP-1) en
un modelo de osteogénesis a distraccion en conejos (185). Se estudié su adicion a tres
dosis distintas, todas administradas en la fase final de la distraccidén. Se analizaron todas
las piezas al final de la tercera semana del procedimiento, estudiando la histologia, la
biomecanica y la expresion de receptores de BMP mediante inmunohistoquimica. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas ni en la histologia ni en la
biomecanica, sin embargo en los conejos tratados se observé una importante expresion de
receptores para BMP en las fases precoces. Los autores sugieren que la proteina
administrada puede tener un efecto en las fases precoces, y que una de las posibles causas
por las que no encontraron hallazgos mds relevantes pudiese ser que la administracion se
realizé al final de la fase de distraccion, momento en el que la expresion de receptores es
menor.
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En 2004 se concedi6 el premio “Nicolas Andry” al trabajo de Aronson sobre el
efecto del envejecimiento bioldgico en el regenerado de la osteogénesis a distraccion (51).
Para ello disefié un estudio experimental con ratas con distintas edades a las que les
sometia a osteogénesis a distraccion. Estudio las distintas caracteristicas morfoldgicas de
los regenerados Gseos y cuantific la expresion de distintas proteinas implicadas en la
regeneracion de tejidos mesenquimales. Los resultados mostraron hallazgos concordantes
con los que se observan en la préctica clinica en los que la senectud conduce a una
osteoporosis y una disminucion de las capacidades regenerativas del hueso. Observo en las
ratas de mas edad una disminucién de la formacion enddstica de hueso. Asi como una
expresion mucho menor del Factor de Crecimiento Fibroblastico. Cuando traté a las ratas
de mas edad con Factor de Crecimiento Fibroblastico la regeneracion enddstica se igual6 a
la de las ratas mas jovenes. De lo que se concluyo en el trabajo de Aronson que el Factor

de Crecimiento Fibroblastico esta intimamente ligado a la regeneracion sea enddstica.

En la misma linea que el grupo de Subasi, un grupo japonés estudio el efecto de la
radioterapia en un modelo de osteogénesis a distraccién en conejo (186). Para evaluar
dicho efecto se irradiaron con una tnica dosis tibias de conejos, que posteriormente eran
intervenidas para realizar un alargamiento. Se estudiaron histolégicamente las piezas y se
observé un patron de osificacion endocondral mds abundante que en los casos no
irradiados. La formacion de trabéculas era menor y la maduracién del regenerado también.
La expresion en mayor cantidad de algunos factores de crecimiento angiogénicos (VEGF)
sugiere que existe un dafno hipoxico en el regenerado, y que probablemente el aspecto en

el que més interfiera la radioterapia es en la inhibicion de la neoangiogénesis.

En 2006 se publica un trabajo que evaluaba el efecto del tratamiento con
bifosfonatos en el callo de elongacion dseo (187). Se disefi6 un estudio experimental con
conejos esqueléticamente inmaduros a los que se les sometia a elongacion de la tibia. Tras
una primera semana sin distraccion, se iniciaba la misma durante tres semanas. Recibieron
dos dosis distintas de bifosfonatos durante seis semanas (una dosis 100 veces mayor que la
otra). El grupo con mayor dosis no mostré linea radiolicida durante la distraccion, y
mostré una formacién de hueso mayor que el grupo control y que el grupo de dosis
inferior. Las propiedades biomecdnicas no difirieron con el grupo control. Dado que los
bifosfonatos inhiben la resorcién ésea mediada por osteoclastos los datos sugieren que
durante la osteogénesis a distraccién existe un fendmeno de remodelacion importante

mediado por los osteoclastos.
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En 2007 se public6 un estudio experimental en conejos en el que se evaluaba el
efecto de la adicion de BMP-7 recombinante humana al callo de elongacién en conejos
esqueléticamente inmaduros (188). El grupo intervencién recibié una dosis de BMP-7
recombinante humana en el momento de la osteotomia. La distraccion durd tres semanas,
durante las cuales se estudiaron mediante radiologia simple y densitometria. Las piezas se
extrajeron al final de la distraccion, tras una, dos y tres semanas de consolidacion. Los
hallazgos mostraron una tendencia a la mayor osificacién y mineralizacion en el grupo
control, tanto en la radiologia simple como en la densitometria. En el estudio
histomorfométrico se observd un retraso en la maduracién del regenerado en el grupo
tratado con la BMP-7 recombinante. Entre las cuestiones que los autores se plantean en la
discusion esta el hecho de haber empleado un transportador de colageno tipo I, y que su

uso podria haber supuesto un inhibidor de la regeneraciodn fisioldgica.

En 2008 se publicé un trabajo experimental sobre el efecto de la infusién continua
de Factor de Crecimiento Fibrobléstico en el callo de elongacién 6seo de conejos (189). Se
diseié un modelo de infusién continua  con bombas osméticas implantadas
subcutdneamente en el dorso del animal de experimentacion, y con un catéter abocado al
foco de distraccion. En unos casos el contenido de la bomba era Factor de Crecimiento

Fibroblastico y en otros suero salino.

Proximal

- -

Figura 42. Radiograffa de un caso con
cateter intrafocal (189).

La fase de consolidacion se modificé con el tratamiento mediante Factor de
Crecimiento Fibrobléstico, pero no la fase de distraccion. Al final del estudio, tanto

radiolégicamente como densitométricamente se observaba un incremento en la formacion
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de hueso del grupo tratado, tanto en el regenerado como en la diéfisis proximal y distal
(Figura 42). El examen biomecanico observd una mayor resistencia en todos los tests
realizados en el grupo tratado respecto al control. Tras estudiar los resultados de las
distintas variables los autores concluyen que el empleo de infusiones continuas de Factor
de Crecimiento Fibroblastico unicamente modifica la fase de consolidacién, no la de

distraccion, por lo que podria ayudar a disminuir su duracion.

Otros autores han estudiado el efecto en el regenerado de toxicos tan presentes en
nuestro medio como la nicotina (190). En un modelo de osteogénesis a distracciéon en
conejos expuestos durante siete semanas a nicotina se evaluaron los hallazgos histoldgicos
e inmunohistoquimicos de las piezas. Las conclusiones fueron que existian mds signos de
hipoxia en los expuestos que en los controles, con un mayor predominio de osificacion

endocondral y de pobre expresion de BMP-2 por parte de los osteoblastos.

Repitiendo el modelo de infusién continua intrafocal, Abbaspour y colaboradores
publican en 2009 los efectos de la infusién continua de alendronato en el callo de
elongacion 6seo (191). Se evaluaron 33 conejos en el grupo control e intervencion, y
dentro de cada grupo se subdividieron las extracciones en cuarta, sexta y octava semana
del procedimiento. Se estudiaron los resultados mediante radiologia simple, densitometria
y tomografia computerizada., asi como biomecédnicamente. Tanto densitométricamente
como biomecdnicamente los conejos tratado presentaban regenerados superiores,
sugiriéndose que el tratamiento continuo puede prevenir la osteopenia que se suele

observar en las fases precoces de la consolidacion del regenerado.

En 2009 Alam y colaboradores publicaron los resultados de un estudio en ratones
manipulados genéticamente que expresaban con normalidad o escasamente BMP-2
endégena (192). Tras someterlos a osteogénesis a distraccion se evidencié tanto
radiolégicamente como biomecanicamente una superioridad en aquellos ratones con una
expresion fisiologica de BMP-2 enddgena. Por lo que los autores sugieren que una
manipulacién que persiga la sobreexpresion de BMP-2 puede ser beneficiosa en la

osteogénesis a distraccion.

Otros autores han probado el efecto de terapias de laser en el regenerado de conejos
(193). Habiendo encontrado cambios positivos en la estructura y propiedades del hueso
mineralizado. En los casos tratados con laser de bajo nivel el regenerado presentaba unas

propiedades y estructura mas parecidas a la hisdroxiapatita que en los casos controles.
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PLASMA RICO EN PLAQUETAS

Biologia de la plaqueta

Las plaquetas son células pequefias, anucleadas que se originan en la médula dsea
por fragmentacion de precursores gigantes denominados megacariocitos. Se forman y
liberan hacia la sangre de forma continua, y su ciclo vital en el torrente sanguineo es de 9
a 10 dias. Pese a carecer de nucleo y por tanto de material genético completo, son capaces

de realizar muchas de las actividades de las células completas.

Las plaquetas son discos biconvexos, redondos u ovales, cuyo tamafio oscila entre
1,5 y 3,5 um de didmetro. Contienen la mayoria de las organelas citoplasmdticas que se
observan en otras células, incluyendo mitocondrias, granulos de glucégeno, microttibulos,
aparato de Golgi y ribososmas, asi como sistemas enzimadticos para la respiracion aerobia
y anaerobia. Los elementos mads frecuentes son los grianulos electron-densos, que se
pueden observar en microscopia electronica (ME) (Figura 43), y que constituyen en torno

al 20% del volumen de la célula.
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Figura 43. Plaquetas en las que se pueden
observar los distintos granulos (ME).

Las plaquetas tienen un conjunto de funciones esenciales para la hemostasia. En
primer lugar forman tapones en los sitios dafiados de los vasos, adhiriéndose al colageno
de los margenes de la herida que més tarde serdn reemplazados por fibrina. En segundo
lugar favorecen la coagulacion al aportar una superficie en la que se retinen los complejos
de la coagulaciéon encargados de la génesis de la trombina. En tercer lugar secretan

factores de crecimiento que se relacionan con la reparacion tisular (194).
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De estas tres funciones plaquetarias la que se va a tratar en mayor profundidad es la
tercera, por ser la mas relacionada con las propiedades del Plasma Rico en Plaquetas
(PRP). Esta funcién de aporte de factores de crecimiento esta relacionada con los granulos
alfa de la plaqueta. Estos tienen forma y tamafios variables, y contienen el factor
plaquetario encargado de regular la permeabilidad vascular o B-tromboglobulina, factores
de la cascada de la coagulaciéon (fibrindgeno, factor V, factor VIII/ Von Willebran),
fibronectina, trombospondina, moléculas de adhesion (P-selectina, alpha-1b-Beta3),
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Epitelial

(EGF), TGF-p y otros factores de crecimiento que se veran en detalle mas adelante.

Ademas de los granulos alfa existen los granulos densos, previamente mencionados,
cuyo contenido es serotonina captada del plasma, ADP, calcio y magnesio. Los lisosomas
y peroxisomas son otros granulos presentes en la plaqueta, contienen enzimas lisosomales

y catalasa respectivamente.

3.1.1. La exocitosis de la plaqueta: secrecion de moléculas

Recientes estudios han demostrado que la secrecion de moléculas por la plaqueta
comparte importantes similitudes con la exocitosis en la sinapsis neuronal y de otras
células (195). La plaqueta es capaz, durante su activacion, de secretar tres tipos distintos
de granulos de su interior citoplasmatico: los grinulos alfa, los granulos densos y los
lisosomales. La exocitosis proporciona una alta concentracion de moléculas efectoras en el
lugar de la lesion, produce una amplificacién de la activacion de otras plaquetas, inicia la
formacion del trombo, media la adhesion intercelular y desencadena la proliferacion y

migracion de otras células con funcion reparadora.

Cuando sucede la exocitosis los granulos contenidos en el citoplasma se aproximan
a la membrana celular y descargan su contenido al espacio extracelular. Existen tres
sistemas de fibras de citoesqueleto en la plaqueta: el citoesqueleto de membrana, los
microtibulos y los microfilamentos (largos filamentos de actina). El citoesqueleto de la
membrana esta asociado a la red de filamentos de actina, a varias proteinas de anclaje y a
glicoproteinas de anclaje situadas en la membrana bilipidica. Esta red mantiene la forma
discoide de la plaqueta en situacién de reposo. Los microtubulos parecen tener un papel
fundamental en la pérdida de forma discoide y en la exocitosis, de hecho los anticuerpos
monoclonales anti-tubulina inhiben la exocitosis plaquetar. Existen proteinas asociadas a

los microtubulos que regulan la estabilidad y fosforilacion de los microtibulos, estas
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proteinas pueden tener un papel en la reorganizacién de los microtibulos y sus cambios
conformacionales. La reorganizacion del citoesqueleto es mediada por la polimerizacion y
despolimerizacion de las redes de actina, regulado mediante el Fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato, el cual se regula a su vez por proteinas como la scinderina y gelsolina. Si bien
el citoesqueleto plaquetar se ve alterado durante la activacion, todavia no existe una
descripcion detallada del mecanismo que explica el cambio conformacional con la
exocitosis. Pese a que plaquetas y neuronas poseen un origen embrionario distinto
(mesodermo y ectodermo respectivamente) comparten similitudes en el proceso de la
exocitosis. Ambos sistemas comparten el hecho de que las vesiculas o grdnulos presentan
moléculas de origen endégeno y exdgeno captadas por endocitosis, y requieren de un
estimulo que es la despolarizaciéon de la membrana en la neurona o la activacion de un
receptor en la plaqueta. Sin embargo el proceso de exocitosis, que tarda unos 200 ys en la
neurona, se lleva a cabo con mads lentitud en la plaqueta, completdndose a los 2-5 s desde

la llegada del estimulo.

La plaqueta es activada cuando un ligando fisiolégico (ADP, trombina, Factor
Activador de Plaquetas, coldgeno o epinefrina) interactia con los receptores agonistas de
la membrana celular (196). La respuesta final del agonista es el inicio de la secrecion a los
1.5 segundos y la finalizacion de la misma a los 5 segundos. El proceso de fusion de los
granulos alfa con la membrana celular es complejo (195). Esta se produce mediante una
maquinaria molecular compleja denominada SNARE (proteina receptora del anclaje del
factor NSF soluble) (Figura 44). Esta maquinaria precisa de tres componentes: t-SNARE:s,
v-SNARE y el componente soluble SNAP/NSF. Esta maquinaria molecular tiene actividad

GTPasa, por lo que consume energia.

VAMP Rab

NAP-23
4 PSP C'e

&, ;? : 5 P

Cy o) SY

< ) L ¥ )

&S Syntaxin 2/4 a-> \’\S.M

SP-Syntaxan Bexhing w—lp  Rol0aso of PSP ey s SNAHE Complox seds El-.%ﬂy"x_-‘,lﬂ

Figura 44. Esquema de funcionamiento de SNARE en la exocitosis
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RIPA Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas que sirven de agentes sefializadores entre
células, cuyas funciones son modular la migracién, diferenciacion y proliferacion celular.
En la superficie celular se unen a receptores que posteriormente crean una sefial
intracelular que activa un segundo mensajero. El segundo mensajero inducird una
determinada respuesta en el niicleo, que tendrda como consecuencia la sintesis de una

proteina concreta o la modulacién de la produccién celular de dicha proteina (Figura 45).

La célula puede ser estimulada por un sistema autocrino, es decir, las mismas
células que producen la sefal responden a ella, o por un sistema paracrino en el que la
célula que produce el factor de crecimiento se encuentra en las proximidades de las células
a las que afecta. La proliferacion, diferenciacion y apoptosis se regula habitualmente
mediante sefiales generalmente externas a la propia célula que las ejecuta. Las células se
pueden comunicar por un sistema endocrino, donde la célula secretora estd distante de a

efectora, como ocurre en la sefializaciéon hormonal (125,197) .
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Figura 45. Mecanismo mediante el que los Factores de
Crecimiento influyen en la biologia celular.

Puesto que la estimulacion por parte de un factor de crecimiento suele ser a
distancia, no todas las células son sensibles al tipo de sefial que trasmite esa molécula. A
las células que son sensibles a un determinado factor de crecimiento se les denomina
célula diana. Para que una célula sea célula diana de un determinado factor de crecimiento

debe poseer en su membrana celular un receptor concreto. El receptor consta de un
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dominio extracelular de unién al ligando o factor de crecimiento, un segmento
transmembrana helicoidal y una porcion citoplasmica. La parte extracelular contiene dos
dominios ricos en cisteina a los que puede unirse una serie de factores de crecimiento. El
segmento lipofilo central ancla el receptor en la membrana celular, y el dominio
intracelular es una proteina tirosin-kinasa con un segmento carboxilo-terminal regulador

que es un sitio de unién para los sustratos de la kinasa (Figura 46).
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Figura 46. Estructura de los receptores de membrana
relacionados con los factores de crecimiento.

Las interacciones entre las proteinas y el complejo receptor activado estimulan las
proteinas RAS y provocan el comienzo de una cascada de episodios de fosforilacion y la
activacion de las kinasas MAP (proteinas activadas por mitogeno). Las proteinas kinasas

activadas por mitégeno (MAPK) transmiten la sefial al niicleo a través del citoplasma.

El nicleo es el destino final de todos estos mecanismos de senalizacién, donde
modifican de manera especifica la transcripcion de diversos genes, cuya expresion
conlleva como respuesta final la traduccién o no de proteinas que generardn un cambio en
el comportamiento de la célula. Los mecanismos moleculares responsables de la
regulaciéon de la transcripcion génica son los destinatarios ultimos del proceso de

transmision de sefiales.

El tipo de activacion celular asi como el producto final de la transcripcién varia
dependiendo de la célula diana, la combinacion factor de crecimiento-receptor celular y la
competencia bioldgica de la célula diana. Entre los tipos celulares productores de factores
de crecimiento estdn los fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, células endoteliales y

leucocitos, especialmente monocitos y macrofagos. Ademdas existen lugares de
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almacenamiento, como son las plaquetas y el hueso. Se sabe que los factores de
crecimiento tienen un papel esencial en la formacion del cartilago y del hueso, en la
curacion de las fracturas y defectos dseos, y en la curacion de otros tejidos del aparato

locomotor (198).

3.2.1. Factor Transformador de Crecimiento (TGF)

El TGF debe su nombre a que los primeros tejidos donde se aisl6 fue en tumores de
origen mesenquimal. Se trataba de un factor que promovia la transformaciéon de los
fibroblastos en cultivo celular, la accion del TGF sobre estas células era la alteracidén de su
fenotipo, transformédndolas en tumorales. Posteriormente se ha demostrado su papel en la
regeneracion de tejidos mesenquimales. Se han distinguido dos subtipos de este factor de

crecimiento con distintas funciones, son el TGFa y el TGFp (198).

B TGFa

El TGFa esta estrechamente relacionado con el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF), de hecho comparten el 42% de su secuencia de aminoacidos y se pueden unir a los
mismos receptores de membrana, estableciéndose una relacion de competencia con el
EGF. El gen que codifica este factor de crecimiento se encuentra en el cromosoma 2. La
proteina inicial presenta unos 160 aminodcidos, aunque la parte activa s6lo consta de 50,
presentando la molécula madura un peso aproximado de 5,6 D (Figura 47). Existen
descritas varias funciones para este factor de crecimiento, como la estimulacién de la
proliferacion y la quimiotaxis de células epiteliales y la estimulacion de la angiogénesis.
Como se ha mencionado, se encuentra presente en algunos procesos neoplasicos, en los
que puede tener tanto un papel autocrino como paracrino. En la osteogénesis parece tener

un efecto inhibidor sobre los osteoblastos.
H TGFp

El TGFp pertenece a una familia de proteinas denominadas superfamilia TGFf. Esta
familia de proteinas incluye cinco isoformas de TGFf (desde TGFp1 hasta TGFfS5), las
Proteinas Morfogenéticas Oseas 0 BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), los Factores
Diferenciadores de Crecimiento o GDFs (Growth Differenciation Factors), las inhibinas y
la sustancia Miilleriana. Es un dimero formado por dos subunidades de 112 amino4cidos,
unidas por puentes disulfuro (Figura 48). Tiene un peso molecular de 25.000 D. El gen

correspondiente se ha localizado en el brazo largo del cromosoma 19.
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Figura 47. Estructura 3D del TGFa. Figura 48. Estructura 3D del TGFp1.

El TGFf influye en una amplia variedad de procesos celulares, que incluyen el
crecimiento celular, la diferenciacion celular y la sintesis de matriz extracelular. Se
encuentra en practicamente todos los tejidos, pero esta especialmente presente en el hueso,
en las plaquetas y en el cartilago. Es liberado por las plaquetas tras su activacion durante
la formacidn del codgulo inicial en las fracturas, ya que contribuye a la formacion del callo
de fractura (199). De hecho se ha estudiado y demostrado su presencia durante las fases
precoces de la formacion del callo de fractura mediante marcaje inmunoldgico, y se ha
comprobado su actividad estimuladora sobre el periostio. Sin embrago su actividad mas
intensa parece encontrarse durante la proliferacion celular del cartilago y la osificacion
endocondral (197,200). Tanto los condrocitos como los osteoblastos presentan numerosos
receptores de membrana para el TGF-f3, apoyando la hipétesis de que esta superfamilia de

proteinas interviene probablemente en todas las fases de la regeneracion 6sea (201,202).

En varios trabajos experimentales se ha objetivado la influencia del TGF-f sobre los
tejidos y células de origen mesenquimal. Joo evalu6 el efecto del TGF- sobre
osteoblastos cultivados en diferentes superficies cubiertas de hidroxiapatita (203).
Observo que la presencia de TGF-f3 favorecia la proliferacion de osteoblastos de un modo
dosis-dependiente en todas las superficies. En el 2001, Adamo y Mailhot investigaron el
efecto del TGF-3 y de la PGE2 sobre la conexina-43, proteina que actda como unién tipo
“gap” en células dseas (204). Se concluyé que esta proteina no se veia alterada tras

aplicacion exdgena de TGF-3 y PGE-.

El papel del TGF-f3 en la regeneracion dsea ha sido motivo de estudio de varios
trabajos con experimentacion animal, incluyendo distintos regimenes de tratamiento, de

animal de experimentacion y de segmentos 0seos.
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En 1990, Joyce comunica que la inyeccion subperiéstica de TGF- 3 en un modelo de

fractura femoral en rata estimulaba la osificacion endocondral (205).

En 1993, Lind emple6 un modelo de fractura de tibia en conejos con inyeccion de
TGF-f3 (125). A diferencia del trabajo de Joyce, éste se realizd con tres grupos, uno
control y los otros dos con infusién diaria de TGF-f durante 6 semanas, uno con
administracion de 1 ug/dia y el otro con la administracion de 10 pg/dia. Se estudid la
densidad mineral dsea, las dimensiones del callo 6seo y la resistencia biomecdnica de la
pieza postmortem. No existieron diferencias en la densidad mineral 6sea entre los tres
grupos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y
los grupos tratados en relacion a la morfometria del callo 6seo. La diferencia en resistencia
biomecanica del callo sélo fue estadisticamente significativa a favor del grupo tratado

cuando se comparaba el grupo control con el grupo tratado con 1 pg/dia.

En 1994, Nielsen evalud el efecto de la administracién de dos dosis diferentes de
TGF-f3 (4 o 40 ng) en un modelo de fractura de tibia en rata, con una duracién del
tratamiento de 40 dias (206). El estudio biomecanico demostré una mayor resistencia al
fracaso mecanico en los casos tratados con dosis de 40 ng en comparacion con los de 4 ng

y el grupo control.

En 1995, Critchlow evalu6 el efecto de la administracion de TGF-32 en un modelo
de fractura tibial de conejo sometido a condiciones mecdnicas estables e inestables (207).
En uno de los grupos la fractura era estabilizada mediante una placa de compresion
dindmica reproduciendo una osteosintesis estable. El otro grupo era tratado con una placa
plastica flexible dejando un espacio de 0,5mm en el foco de fractura, condiciones que
trataban de reproducir un entorno de inestabilidad mecanica. Se afiadi6 al procedimiento la
administracion en ambos grupos de una tnica dosis de 60 o de 600 ng de TGF- 2. En los
animales en los que se habia llevado a cabo una osteosintesis estable y se habia realizado
el tratamiento a dosis de 600 ng se observé un aumento en la cantidad del callo de fractura
pero no en la cantidad de hueso neoformado en el momento del analisis de la pieza. Los
casos con osteosintesis estable y administracion de 60 ng de TGF-f32 presentaban una
cantidad de callo cartilaginoso y 6seo menor que en los casos tratados con 600 ng. En los
casos tratados con una osteosintesis inestable, tanto en los de 60 ng como en los de 600

ng, la cantidad de hueso y cartilago fue minima.

En el 2000 Hong emple6 TGF-f aislado en defectos dseos de calota craneal de

conejas, no consiguiendo un incremento en la regeneracion 6sea (208).
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Es dificil ponderar el efecto del TGF-f3 en la regeneracion ésea, los trabajos
experimentales en modelos animales emplean distintos tipos de animal, distintas dosis e
isoformas del TGF-f. Los resultados positivos de los trabajos de Lind y Nielsen pueden
ser atribuibles a las altas y repetidas dosis empleadas. El trabajo de Critchlow demuestra
que la administracién de una tnica dosis no genera importantes cambios en la
regeneracion dsea, en cambio demuestra que la estabilidad del foco de fractura beneficia

mads la formacion del callo que la administracion de TGF-[32.

3.2.2. Proteina Morfogenética Osea (BMP)

Las BMP pertenecen a la superfamilia del TGF- 3, en el momento existen quince
moléculas descritas dentro de las BMP (209). Las BMP-2, 4 y 7 son las moléculas que
parecen tener una funcion en la regeneracion dsea. Concretamente las BMP estimulan la
diferenciacion celular de las células mesenquimales indiferenciadas hacia células de linaje
osteocondroblastico. Las BMP-2, 4 y 7 emplean el complejo receptor serin/treonina kinasa
para llevar a cabo la sefializacion al interior celular (210). Las BMP también presentan un
importante papel en la embriogénesis y formacion del hueso. En diversos estudios con
ratones deficientes en la produccion de determinadas BMP se han observado

malformacion de extremidades, huesos craneo-faciales y rifion (211-213).

Marshall R.Urist describi6 en 1965 el principio de osteoinduccién, como el
fendmeno de nueva formaciéon de hueso debido al efecto de una sustancia enddgena
(151). Este principio lo describié a partir de un experimento en el que tras haber
introducido matriz 6sea desmineralizada en un misculo de una rata observaba el
crecimiento de hueso nuevo. Posteriormente Urist identificé una proteina a la que hizo
responsable de este fendmeno, la denominé proteina morfogenéticas dsea (Bone
Morphogenetic Protein o BMP). Afios después Wozney describi6 la familia de las BMP e
identificd su secuencia génica, lo que ha permitido la produccion de varias isoformas de

las BMP con tecnologia recombinante (214).

Varios estudios preclinicos han evaluado la eficacia de las BMP en la regeneracion
Osea de defectos 6seos y en la curacién de fracturas. En 1995 Cook evalud el efecto de la
administracion de BMP-7 recombinante humana (denominada también OP-1 u
osteogenina) (Figura 49) en defectos tibiales y cubitales en 28 monos (215). Los defectos

cubitales eran de 2 cm, se les administr6 1000 yg de OP-1 con un transportador de
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coldgeno bovino y en el grupo control con autoinjerto de hueso con el transportador de
coldgeno bovino o coldgeno bovino aislado. Los defectos tibiales eran de 2 cm, y fueron
tratados con dosis de 250, 500, 1000 o 2000 xg de OP-1 con transportador de colageno
bovino y con autoinjerto de hueso y transportador de colageno bovino o colageno bovino
aislado. Se dejaron dos casos con los defectos 6seos sin tratamiento adicional. Ni los casos
tratados so6lo con el colageno bovino ni los casos no tratados mostraron signos de
regeneracion a las 20 semanas. De los casos tratados con hueso aut6logo ninguno de los

cubitos habia consolidado, 5 de las 6 tibias habian consolidado.

De los tratados con OP-1, 5 de los 6 ctbitos tratados habian consolidado y 4 de las 5
tibias también tenian signos de consolidacion. El examen biomecanico de las piezas
mostraba una resistencia biomecanica superior en las piezas tratadas con OP-1. Estos
datos eran concordantes con los descritos por el mismo grupo de autores un afio antes en
un estudio experimental desarrollado en defectos dseos en huesos largos de perro tratados

con BMP-7 (215) .

La eficacia de la BMP-2 ha sido evaluada en trabajos experimentales que han
empleado diferentes modelos de regeneracion Osea y diferentes animales de
experimentacion (Figura 50). Scidiani publicé en el afno 2000 un estudio en el que valord
la eficacia de la BMP-2 recombinante humana en la regeneracién del hueso en defectos
Oseos segmentarios de 2,5 cm (216). El grupo de BMP-2 recibié distintas dosis de la
misma impregnada en un transportador de colageno (150, 600 o 2400 ug), mientras que el
grupo control recibia autoinjerto de hueso o el transportador de coldgeno sin coadyuvante.
La evaluacion radioldgica, histolégica y biomecanica se llevd a cabo a las 12 o 24
semanas del procedimiento. Todos los casos tratados con autoinjerto y todos los casos
tratados con BMP-2 consolidaron radiolégicamente, mientras que los casos tratados s6lo
con el transportador no llegaron a consolidar ni a las 12 ni a las 24 semanas.
Biomecédnicamente los casos con dosis mas bajas de BMP-2 consiguieron mejores
pardmetros que los de dosis superiores, y en conjunto consiguieron una resistencia
biomecanica similar a los casos tratados con el autoinjerto. Si bien no se aclaré el motivo
por el que dosis mds bajas de BMP-2 obtenian una mejor biomecdnica, si se concluyd en
el estudio que las dosis debian estar muy bien ajustadas para las diversas aplicaciones

clinicas.
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Figura 49. Estructura 3D de la BMP-7 u OP-1 Figura 50. Estructura 3D de la BMP-2.

En 1998 Bostrom y Camacho estudiaron el efecto de la administracién de BMP-2
recombinante humana en fracturas de cubito en conejos (217). Se llevaron a cabo 20
fracturas de cubito, a las que se les trat6 con 200mg de BMP-2 en un transportador
esponjoso de coldgeno. El grupo control se conformé con casos de fractura de cibito sin
tratamiento o tratados unicamente con el transportador de coldgeno. El estudio radiolégico
se realiz6 durante las semanas 2, 4 y 6. El estudio biomecéanico se llevé a cabo al finalizar
el estudio. Los casos tratados presentaban una mayor proporcién de casos consolidados y

una biomecdnica superior a los casos control.

Los estudios clinicos mas relevantes en la actualidad, asi como las indicaciones
autorizadas por la FDA del uso de BMP se detallan en el capitulo 2.3. Injertos Oseos,

Sustitutos de Injerto Oseo y Estimuladores de la Formacién del Hueso.

3.2.3. Hormona de crecimiento y factor de crecimiento analogo a la

insulina (IGF)

El Factor de Crecimiento Anélogo a la Insulina (IGF) y la Hormona de Crecimiento
tienen un papel esencial en el desarrollo esquelético. La Hormona de Crecimiento es
actualmente empleada en el tratamiento de algunos casos de estaturas bajas (218). Existe
cierto interés en el papel de la Hormona de Crecimiento en la osteoporosis y en la
consolidacion de fracturas, ya que la Hormona de Crecimiento participa en el crecimiento
de los huesos (Figura 51). Se secreta en lobulo anterior de la glandula pituitaria en
respuesta a la estimulacion por la Hormona Liberadora de Hormona de Crecimiento
(GHRH), que a su vez es secretada en el hipotalamo. Tras ser secretada en la pituitaria la
hormona viaja por el torrente sanguineo hasta la placa fisaria y el higado, donde las

células diana de la Hormona de Crecimiento segregardn el Factor Andlogo a la Insulina
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(IGF). Tanto la Hormona de Crecimiento como el Factor de Crecimiento Andlogo a la
Insulina estan implicados en el desarrollo esquelético, por lo que han sido motivo de

estudios.

Bak evalu¢ el efecto de la Hormona de Crecimiento a distintas dosis en un modelo
de consolidacién de fracturas con ratas (219). Los animales recibian dosis dos veces al dia
hasta el sacrificio, los animales del grupo control o recibian dosis de suero fisiol6gico o no
recibian ningtn tratamiento adicional. El estudio biomecanico mostré una superioridad en
todos los parametros medidos en los casos tratados con mayores dosis de Hormona de
Crecimiento. Carpenter emple6 un modelo de osteotomia diafisaria tibial en conejos, a los
que se les administraba Hormona de Crecimiento recombinante humana intramuscular o
suero fisioldgico (220). Radioldégicamente y biomecdnicamente no hubo diferencia entre
los grupos, aunque el grupo tratado mostré valores séricos superiores en las

determinaciones de IGF-1.

Los Factores de Crecimiento Analogos a la Insulina (IGFs) son una familia de
proteinas séricas de cadena simple que presentan una secuencia homoéloga en un 49% a la
proinsulina (Figura 52). Se han descrito dos polipéptidos, el IGF-1, y el IGF-1I. El IGF-I,
es una proteina formada por 70 aminodcidos con tres puentes disulfuro, posee un peso
molecular de 7689 Kd, el IGF-II es un péptido neutro de 67 aminodcidos y un peso
molecular de 7471 Kd. Estas proteinas se vehiculizan en el plasma como un complejo con

proteinas especificas de adhesion (IGFBP).

Aunque el IGF-2 es el factor de crecimiento mas abundante en el hueso, el IGF-1
parece ser mds potente en la consolidacion de fracturas en animales y en el ser humano.

Por esa razon la mayoria de los estudios se han focalizado en el IGF-1.

Koch demostré que el IGF-1 estimulaba la formacién de la matriz 6sea, en un
estudio realizado con células obtenidas de calota fetal de rata, mediante la induccion de la
proliferacion celular y la secrecion de componentes de la matriz extracelular (221). Se

observo que los osteoblastos producian localmente el IGF-1 y II.

El efecto de la administracion de IGF-1 en defectos de calota en rata fue publicado
Thaller (222). Se estudi6 la osificacion intramembranosa en defectos segmentarios de
calota de rata a las que se les habia administrado IGF-1 subcutineamente en infusién
continda. Al grupo control se le administrd suero fisidlogico. Se objetivé la mejoria de la
osificacion intramembranosa en los casos tratados con IGF-1. Los resultados de este
estudio sugirieron que la IGF-1 podria tener un papel relevante en la formacion dsea,
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especialmente en la osificacion intramembranosa, sin embargo no se aclar6 en que paso

podria tener influencia.

Figura 51. Estructura 3D de la Hormona Figura 52. Estructura 3 D del IGF-1.
de Crecimiento.

3.24. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas ( PDGF)

El Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas o PDGF es secretado por las
plaquetas en las fases precoces de regeneracion de las soluciones de continuidad de los
huesos tanto en humanos como en otros mamiferos. Se le denominé de esta manera por
encontrarse por vez primera en los granulos alfa de las plaquetas (205), aunque también
puede encontrarse en otros tipos celulares como monocitos y fibroblastos, macréfagos,
células endoteliales, células epiteliales y en la matriz 6sea (223). El PDGF es un
polipéptido termoestable y tiene un peso molecular de 30.000 daltons (224,225). Tiene
una estructura dimérica formada por dos cadenas de aminoacidos denominadas A y B. Las
dos cadenas tienen una similitud del 60%. La cadena A estd constituida por 121
amindcidos, mientras que la B estd compuesta por 125 aminodcidos. Dos genes se
encargan de la codificacion del PDGF. La cadena A del péptido estd codificada en el
cromosoma 7 y la cadena B en el brazo largo del cromosoma 22. Se han encontrado tres

formas, PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB (224) (225).

Se ha podido demostrar in vitro que el PDGF tiene una actividad mitogénica en
osteoblastos (128). Sin embargo no se ha podido aclarar por completo el papel que tiene in

vivo en los procesos de reparacion 6sea de fracturas o defectos segmentarios.

Zhang observd que los osteoblastos poseian una gran cantidad de receptores de
PDGEF y respondian a la PDGF-AA y PDGF-BB, y que estos osteoblastos eran capaces de
producir PDGF-AA pero no PDGF-BB (226).
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Hock y Canalis sugirieron que el PDGF incrementaba la proliferacion de las células

dseas pero no favorecia la diferenciacion osteoblastica (227).

Saygin observé que el PDGF incrementaba la produccién de osteopontina, pero
disminuia la produccién de osteocalcina y sialoproteina en células dseas, y también
reducia la actividad de fosfatasa alcalina y la mineralizacion dsea, particularmente bajo

exposiciones prolongadas (228).

Lynch estudié la formacién de hueso alrededor de implantes dentales mediante la
combinacion de PDGF-BB/IGF-I a dosis de 4 pg (223). Los resultados del estudio
indicaron que la aplicacion in vivo de la combinacién de estos factores de crecimiento
promovia la regeneracion del hueso alrededor del titanio durante las primeras fases de la
cicatrizacion. A los siete dias, los implantes a los que se aplicaron los factores de
crecimiento, PDGF-BB/IGF-I, presentaban un porcentaje significativo de hueso en
contacto con el implante (BIC, Bone Implant Contact) en comparacién con los controles.
El uso combinado de PDGF/IGF-I alrededor de los implantes podria acelerar y aumentar
la osteointegracion de los implantes, particularmente en lugares con densidad Osea

deficiente.

Nash evaluo la eficacia del PDGF en la curacion de osteotomias tibiales unilaterales
en siete conejos (229). Cada osteotomia era tratada con 80 g de PDGF en una matriz de
coldgeno o sélo con la matriz de coldgeno. Los animales fueron sacrificados a los 28 dias.
El anélisis radioldgico a las dos y a las cuatro semanas demostré un incremento en la
densidad del callo y en el volumen del mismo en los casos tratados con PDGF. El analisis
histologico mostré un estado mas avanzado de diferenciacion dsea en los casos tratados
con PDGF. El analisis biomecdnico no encontré diferencias entre las tibias tratadas con

PDGEF y las tibias contralaterales sin osteotomia.

3.2.5. Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Son una familia de nueve polipéptidos estructuralmente relacionados que se
caracterizan por su afinidad por ligandos de glicosaminoglicanos y que se sabe que
presentan un papel importante en la angiogénesis y la proliferacion de células
mesenquimales (127,230). El mas abundante FGF en los tejidos adultos son los FGF
acidos (FGF-1 o FGF-a) y los FGF bdsicos (FGF-2 o FGF-f3). El FGF dacido es un pépido
de 140 aminodcidos, existiendo una porcién homologa del 55% entre los FGF acido y

basico, tiene un peso molecular de unos 15.000 daltons (Figura 53) (231). El1 FGF basico
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es una cadena peptidica simple compuesto por 146 aminodcidos, tiene un peso molecular

entre 16.000 y 18.000 daltons (231).

Figura 53. Estructura 3 D del FGF-2.

Tanto el FGF-1 como el FGF-2 promueven la proliferacion y diferenciacion de
diversas estirpes celulares, entre las que estdn células epiteliales, miocitos, osteoblastos y
condrocitos. El efecto mitégeno del FGF-1 ha sido asociado con la proliferacion de
condrocitos (232,233), mientras que los osteoblastos expresan FGF-2 y parece ser mas
potente que el FGF-1 para la formacion 6sea (128). Son péptidos cuyo funcionamiento
fisiologico depende de receptores celulares transmembrana tipo tirosina-kinasa (234). Se
ha descrito la relacion entre la alteracion estructural y funcional de estos receptores debido
a mutaciones y defectos en la osificacion endocondral e intramembranosa. La mutacion
del receptor 3 del FGF (FGFR-3) se ha asociado a displasias Oseas que van desde la
hipocondroplasia, la acondroplasia hasta la displasia tanatofdrica (displasia neonatal letal).
Concretamente la acondroplasia de debe a un cambio de una arginina por una glicina en la

porcion transmembrana del receptor transmembrana (235).

Tanto el FGF-1 como el FGF-2 han sido identificados durante las fases precoces de
la consolidacién de las fracturas. Desde su identificacion con los procesos de
neoangiogénesis y la activacion de condrocitos y osteoblastos se han realizado diversos

estudios en los que se ha tratado de describir su papel en la regeneracion osea.

Tweden demostré que el FGF-2 estimulaba la proliferacién y la migracion de células
endoteliales (236). Eppley estudi6 la evolucién de autoinjertos dseos en tejidos irradiados,
con o sin la utilizacién de FGF2 (237). Los resultados de los defectos tratados con
autoinjerto y FGF-2 fueron significativamente mejores en cuanto a cicatrizacion y relleno

de los defectos con respecto a los defectos en los que no se aplicé FGF-2.

Kato evalué el efecto de la inyeccion aislada de FGF-2 recombinante humana en
defectos segmentarios de diéfisis tibial de conejos (238). El defecto dseo era de 3 mm, y la
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estabilizaciéon se llevaba a cabo con un fijador externo. Se inyectaron diversas
concentraciones de FGF-2 (0, 50, 100, 200 y 400 ug). Se evalud la respuesta al
tratamiento mediante radiologia simple, histologia y densitometria dsea. Se evidenci6 un
efecto dosis dependiente en el volumen de hueso formado y densidad mineral dsea con
dosis superiores a los 100 ug (p<0.01). Con dosis de 100 ug se observaba un incremento
en el volumen y densidad mineral dsea del 95% y 36% respectivamente respecto a los
casos sin FGF-2. Este estudio experimental concluia que la inyeccion unica de FGF-2

producia una mejoria de la reparacion de defectos dseos segmentarios en conejos.

Nakamura estudi6 el efecto del tratamiento con FGF-2 recombinante humano en un
modelo experimental de fractura tibial en perros raza beagle (239). Llevé a cabo
osteotomias transversas en 41 perros, llevando a cabo la estabilizacion con clavos
endomedulares. Unos casos fueron tratados con 200 ug de FGF-2, los casos controles no
recibieron tratamiento coadyuvante. Se llevé a cabo un estudio secuencial, con sacrificio
de los especimenes a las 2, 4, 8, 16 y 32 semanas desde la cirugia. Se estudié el hueso
formado tanto en su morfologia como en su biomecédnica. A las dos semanas de la
osteotomia los casos tratados ya presentaban mayor nimero de las células mesenquimales
procedentes del periostio, asi como mayor diferenciacion de éstas hacia condrocitos y
osteoblastos. La osificacion intramembranosa estaba aumentada en los casos tratados. La
cantidad de callo 6seo que se observaba a las 4 semanas en el grupo tratado era mayor que
en el grupo control, y a las 8 semanas se observaba también mayor densidad mineral 6sea
en el grupo tratado. En el grupo tratado con FGF-2 recombinante humana se observaba
una disminucién del callo a partir de la semana 8, y la resistencia biomecénica parecia
recuperarse a partir de la semana 16. En cambio en el grupo control la reduccién del callo
no se modificaba hasta la semana 16, y hasta esta semana seguia manteniendo propiedades
biomecanicas inferiores en comparacion con el grupo tratado. Este estudio sugiere en sus
conclusiones que el FGF-2 recombinante no sélo estimula la osteogénesis del defecto
dseo, sino que también estimula la remodelacion mas rdpida del callo 6seo, y que esta
circunstancia puede estar relacionada con la mds rdpida restauracion de la biomecdnica del

hueso diafisario.

Se ha estudiado el efecto de la FGF-2 recombinante humana en primates (240).
Radomsky disefié un estudio con babuinos, a los que realizaba una osetotomia del peroné
con un defecto de 1 mm. Los casos se trataban con FGF-2 recombinante humana y el
control se realizaba con el peroné contralateral, que no recibia tratamiento adicional. El

tratamiento con FGF-2 era con distintas dosis. El estudio morfolégico revelé un mayor
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callo, una mayor cantidad de hueso nuevo y una mayor actividad osteoblastica en los
casos tratados. En el estudio biomecanico tanto la energia hasta el fracaso de la pieza
como la carga hasta el fracaso eran superiores en los casos tratados, no fue asi para la
energia torsional hasta el fracaso de la pieza. No se observo un claro efecto relacionado

con la dosis.

3.2.6. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) se aislé inicialmente en
cultivos celulares de hipdfisis. Es proteina homodimérica cuya secuencia de aminoacidos
tiene una similitud del 24% con el PDGF-BB, pero se une a distintos receptores que el
PDGEF e induce diferentes efectos biolégicos. Es un mitdgeno potente y selectivo para las

células endoteliales, su importancia queda manifestada por su accidn angiogénica.

El papel que lleva a cabo el VEGF en la osteogénesis a distraccion estd relacionado
con su relacion con la neoangiogénesis. Recientemente Lee demostrd en un estudio de
osteogénesis a distraccion en humanos que durante este tipo de procedimiento aumentan
los niveles plasmaéticos de ciertas citokinas y factores de crecimiento relacionados con la
movilizacion de célular precursoras endoteliales (241,242). Este autor sugiere que estos
factores de crecimiento, como el VEGF o el SDF-1 podrian tener un efecto terapéutico en
procedimientos en los que la movilizacion de células precursoras de endotelio tenga cierto

interés, es el caso de la osteogénesis.

Otros trabajos han encontrado una mejoria en la osificacion de defectos 6seos con

VEGTF en hueso planos del crdneo y en osteogénesis a distracciéon mandibular (243).
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RMRA Plasma Rico en Plaquetas: conceptos generales y
técnicas de obtencion

En las dltimas décadas ha crecido el interés por el estudio de los procesos biolégicos
que integran la reparacion y regeneracion de los tejidos (244,245). La mayor comprension
de la biologia molecular de la célula y las diversas funciones de los factores de
crecimiento ha conducido a abrir multiples lineas de investigacion en la reparacion y
regeneracion de los tejidos, bien a partir de células pluripotenciales, bien mediante la
potenciacion de la reparacion y regeneracion con factores de crecimiento, o con la

combinacion de ambas (246).

La plaqueta puede considerarse un reservorio de factores de crecimiento que son
secretados durante procesos fisioldgicos (195,247,248). Basandose en esta circunstancia, y
en la posibilidad de obtener un alto numero de plaquetas de sangre periférica, se han ido
desarrollando terapias que emplean concentrados de plaquetas (249). Su facil preparacion,
seguridad y bajo coste han despertado el interés en varias disciplinas médico-quirtirgicas
(250). El objetivo inicial del uso del concentrado de plaquetas era reemplazar un codgulo
de sangre fisiolégico por un codgulo Unicamente de plaquetas, que una vez activadas
pudiesen secretar factores de crecimiento como PDGF, TGF-3, VEGF, IGF-1, HGF, PF-4
y otros, conduciendo al tejido circundante a la reparacion y regeneracion (248,251,252).
La fuente principal de plaquetas es la sangre periférica, y el modo esencial de obtencién
del concentrado la centrifugacion de sangre periférica. La activacion de estos preparados
conllevarfa la liberacion de factores de crecimiento una vez aplicada la sustancia
activadora sobre el codgulo de plaquetas. Entre los activadores mds empleados se
encuentran la trombina y el cloruro célcico (251). Tal y como se ha descrito en el capitulo
3.1. el fendmeno de secrecidon de sustancias por parte de la plaqueta sélo se da una vez
iniciada la agregacion, por lo que una vez tengamos el concentrado de plaquetas activado

la agregacion se iniciard, dando lugar a un coagulo.

Los concentrados de plaquetas han sido denominados como Plasma Rico en
Plaquetas (PRP), Plasma Enriquecido en Plaquetas (PEP), Concentrado Rico en Plaquetas
(CRP) o Preparacion Rica en Factores de Crecimiento (Preparation Rich in Growth
Factors o PRGF™) (253-256). La concentracion fisiol6gica media de plaquetas en un

humano adulto sano es de 200.000 plaquetas/uLL (Rango: 150.000 a 350.000 plaquetas/uL).

Para algunos autores el concentrado de plaquetas debe tener de cuatro a cinco veces
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la concentracidn sanguinea de plaquetas (1.407.640 plaquetas/uL; SD: 320.100)(257,258).
Para otros autores una concentracion superior a 300.000 plaquetas/uL es criterio suficiente
para definirlo como PRP (259). Se ha destacado la necesidad de que este concentrado sélo
tenga plaquetas, y no presente ni leucocitos ni eritrocitos, ya que la presencia de enzimas

proteoliticas y sustancias proinflamatorias del leucocito podria ir en detrimento de los

potenciales beneficios del PRP (251,260).

Se han llevado a cabo cuantificaciones mediante ELISA de los factores de
crecimiento que pueden aportar estos concentrados de plaquetas (256,258,261,262). En la
Tabla 2 se resumen los factores de crecimiento hallados en el PRP, su funcién general y

las concentraciones descritas.

Factor de Concentracion en
Crecimiento Funcién PRP
Activacién de macréfagos
PDGF Qumiotaxis del fibroblasto af: 117.5 ng/ml
Promotor de la formacion de coldgeno y proliferacion de BP: 9.9 ng/ml

células dseas

Contribuye a la actividad proliferativa de los fibroblastos

TGF-B Estimula la sintesis del coldgeno I y fibronectina B1: 169.9 ng/ml
Estimula la formacién de matriz ésea B2: 0.4 ng/ml

Inhibe la formacidn de osteoclastos y la resorcién ésea

Estimula la neoangiogénesis

VEGF Migracién y mitosis de células endoteliales
Quimiotaxis de macréfagos y granulocitos
Vasodilatacion

Quimiotaxis del fibroblasto y anabélico

76-854 pg/ml

era- Estimula al osteoblasto y a la osteogénesis 84.2 ng/ml
PDAF Estimula la neoangiogénesis estimulando al endotelio

PF-4 Quimiotactico para neutréfilos y para fibroblastos 0.189nmol/ml

EGF Proliferacion celular y diferenciacion epitelial 51 pmol/l
PDEGF Promueve la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos 470 pg/ml

Tabla 2. Factores de crecimiento presentes en el PRP.

La concentracion de plaquetas que se puede obtener de un sujeto estd directamente
relacionada con la concentracion basal de plaquetas en sangre periférica, esta variable es
dependiente del sexo y del estado de salud del sujeto, ya que las plaquetas son un reactante
de fase aguda, sin embargo no son dependientes de la edad (258). Esta variabilidad entre
individuos dificulta conocer la dosis de factores de crecimiento administrada, de lo que se
ha sugerido que para obtener un mismo efecto en dos sujetos diferentes hiciesen falta
distintas concentraciones de plaquetas. Esta ultima circunstancia es debida a que la
concentracion de los factores de crecimiento es directamente proporcional a la
concentracion de plaquetas en el concentrado. En humanos adultos se ha observado que el
aumento en hasta 8 veces la concentracion de plaquetas del torrente sanguineo conlleva un

incremento en concentracion de factores de crecimiento del siguiente modo: concentracion
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5 veces superior en PDGF respecto a sangre periférica, 4 veces de TGF-f, 6 veces de
VEGF, y 4 veces de EGF (261). El estudio de correlacion mostraba que los factores de
crecimiento que aumentaban mas con la mayor concentracion plaquetar eran el PDGF y el

TGF-p (Figura 54).
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Figura 54. Gréficos de correlacion entre incremento concentracion de plaquetas
y concentracién de factores de crecimiento.

Se han realizado comparaciones de concentracion de factores de crecimiento entre
PRP, Plasma Pobre en Plaquetas (concentracion de plaquetas menor a la de sangre
periférica), y fluidos del fresado intramedular (252). La mayor diferencia en
concentracion se encontraba en la de PDGF y VEGF, no siendo tan marcada para otros

factores de crecimiento como el IGF o BMP-2 (Figura 55).
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Figura 55. Concentracién de distintos factores de crecimiento medidos en PRP, PPP y en el
fluido de fresado endomedular.
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Los concentrados de plaquetas se pueden obtener tanto en quir6fano como de modo
ambulatorio (263). Se pueden obtener fundamentalmente de tres modos: mediante
sedimentacion gravitacional, mediante separadores celulares o mediante filtracion

selectiva.

La sedimentacion gravitacional se basa en las distintas propiedades fisicas de los
principales componentes de la sangre: eritrocitos, leucocitos, plaquetas y plasma. Tras
someter a una fuerza gravitacional en una centrifugadora el contenido hematico original se
divide en distintas capas: la mas profunda estd formada por los eritrocitos (Gravedad
Especifica: 1.09), la capa mds superficial estd formada por plasma (Gravedad Especifica:
1.03), la capa intermedia estd formada por leucocitos (mds cercanos a los eritrocitos) y
plaquetas (Gravedad Especifica: 1,06)(256). El sistema de extraccion de la fase con
plaquetas  suele realizarse mediante pipeteado, obteniéndose un  volumen
aproximadamente del 10% de la sangre total extraida. Los protocolos de centrifugado
varian, con tiempos de 8 a 12 minutos y velocidades de 1600 a 3200 rpm , y existen
autores que preconizan una unica centrifugacion, frente a otros que prefieren varias
centrifugaciones consecutivas (255,256).

Dentro de los sistemas gravitacionales el sistema descrito por Anitua es de los mas
empleados en nuestro medio (248,249,255,259). El producto obtenido mediante su
protocolo de centrifugacion y pipeteado se denomina PRGF™ (Preparation Rich in
Growth Factors). El protocolo incluye la extracciéon de sangre de una via venosa
periférica y posterior centrifugacion en la centrifugadora PRGF™ System II (BTI, Vitoria-
Gasteiz, Espana), durante 8 minutos a 1800 rpm. La centrifugacion y pipeteado se realiza
en tubos citratados al 3,8%. Posteriormente se realiza un pipeteado selectivo de la fase
plasmatica del tubo, obteniéndose la parte mas proxima a la fase sanguinea pero sin llegar
a extraer ni ésta ni la fase blanca de leucocitos situada entre ambas. Segun estos autores el
tercio mas proximo a la fase roja es el mas rico en plaquetas y en factores de crecimiento.
Una vez obtenido el plasma debe ser activado, ellos proponen activarlo con Cloruro
Célcico al 10%, en una proporcion de S0uL de Cloruro Calcico por cada 1 ml del PRP.
Con el protocolo PRGF™ Anitua ha comunicado una concentracién de media de plaquetas
de 634.000 plaquetas/ul. (rango de 421.000 a 1.314.000 plaquetas/uL.) en un estudio de
cuantificacion con voluntarios sanos, llegando a una concentraciéon de 3,1 veces la
concentracion de plaquetas en sangre periférica (336). En la Figura 56 se observan las
fases de obtencion del PRGF™ empleando su centrifugadora y material de pipeteado y
activacion.
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Figura 56. Esquema de la obtencion del PRP mediante centrifugacién y pipeteado
(cortesia de Maria José Etxeberria del Hospital Donostia, San Sebastidn).

Los dispositivos que realizan una separacion celular permiten obtener concentrados
de plaquetas entre cuatro y cinco veces la concentracion de plaquetas en sangre periférica.
Existen en el mercado varios dispositivos (Figura 57). Consisten en una cubeta con un
flujo continuo y centrifugacion, permitiendo la reinfusién del material sanguineo (258).
Estos sistemas realizan la centrifugacién y separacion de modo estéril. No todos los
dispositivos presentan las mismas caracteristicas, un aspecto relevante de estos
dispositivos es el tipo de centrifugacién, de la que depende tanto la concentracion de

plaquetas como que éstas no se lisen durante el procedimiento. (258)

Figura 57. Sistema Harvest® para la obtencién de PRP.
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Los sistemas de filtracion selectiva o plaquetaferesis se basan en un filtro de un solo
uso. Las plaquetas son filtradas para posteriormente ser seleccionadas para el concentrado.
La capacidad de concentrar plaquetas y factores de crecimiento con los sistemas de
aferesis es similar a los de los anteriores dispositivos mencionados, sin embargo los
sistemas de aferesis se diferencian entre si por el rendimiento de filtrado (264), y destacan
por su alto coste (Figura 58).
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Figura 58. Rendimiento de los sistemas de aferesis para el concentrado de las plaquetas.

Es necesaria la utilizacion de una sustancia anticoagulante durante la manipulacién
de la sangre tras su extraccion. El citrato dextrosa-A (ACD-A) es un anticoagulante que
produce una quelacién del calcio plasmatico, previniendo la fisiologia natural de la
cascada de la coagulacion y contribuye al metabolismo de la plaqueta debido a su
composicion en dextrosa. El citrato fosfato-dextrosa presenta similares propiedades
anticoagulantes, pero contribuye menos a la viabilidad plaquetar. El uso de Acido Etilen-
Amini-Acético (EDTA) se ha asociado a lisado plaquetar importante. Las soluciones de
Citrato Trsédico son las preferidas en la obtencion de PRP, al ser las que menos se asocian

a problemas con la biologia plaquetar (265,266).

Una vez extraido el PRP y contenido en un medio anticoagulante debe ser activo. El
proceso de activacidn consiste en afladir un compuesto que inicie la agregacion plaquetaria
y desencadene la exocitosis de los granulos-o plaquetares. Uno de los protocolos de
activacion mas empleado combina 1000 unidades de Trombina bovina por mililitro de
Cloruro Cilcico al 10% (266). Otros protocolos emplean la combinacién de Iml de
Cloruro Célcico con Trombina junto con 6ml de PRP en una jeringa de 10ml, empleando

el émbolo se producen burbujas que ejercen de agente mezclador (257). También se ha
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descrito la activacion mediante un sistema de doble jeringa comunicada, con un ratio
PRP:activador de 10:1, y empleando como activador Trombina con Cloruro Célcico al
10% (267). Se ha descrito la adicion unicamente de Cloruro Calcico al 10%, en una
proporcién de 50 uLL por cada ml de PRP, pudiendo administrarse tanto en fase liquida
como en fase codgulo. Con este método la coagulacién se produce en 5-8 minutos a
temperatura de quiréfano (18°C) y en 3 minutos a temperatura corporal de 37°C (255).
Los sistemas automaticos suelen incluir la combinacién de Trombina/Cloruro Célcico en

proporcion 1/10 respecto al PRP obtenido.
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Experiencia del Plasma Rico en Plaquetas en hueso

Debido al distinto origen embrioldgico, distinta patologia y distinta capacidad para
regenerar hemos dividido este apartado sobre la experiencia del Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) en Huesos Planos y en Huesos Largos y Columna Vertebral. Los huesos planos son
los presentes en el craneo y la cara, asi como el esternon. Estos huesos tienen una funcién
de cobertura. Los huesos largos en las cuatro extremidades en animales cuadrupedos y en
las extremidades inferiores en los bipedos se caracterizan por soportar carga. En su
mayoria los estudios del PRP en huesos planos pertenecen a especialidades como la
Odontologia y la Cirugia Maxilofacial. Los estudios en huesos largos y columna vertebral
pertenecen, en su mayoria, a grupos de investigadores dedicados a la Cirugia Ortopédica y
Traumatologia. Se han excluido todos los estudios que hacen referencia a la osteogénesis

a distraccion, dichos estudios se describirédn en el capitulo 3.5.

3.4.1. Experiencia del Plasma Rico en Plaquetas en huesos planos

La bibliografia existente en este campo es muy amplia, se ha intentado recoger los

trabajos mds relevantes de la tltima década (268).

a) Estudios en animales

Uno de los aspectos que preocupa a los especialistas que trabajan con implantes
dentales es la integracion del implante en el hueso. En 2002 se comunicé un trabajo que
trataba de evaluar el efecto del PRP en defectos 6seos en perros, a los que se les
implantaba un implante dental de titanio, sin ningun tratamiento, con aporte de hueso
deshidratado, o con hueso deshidratado y PRP (269). El protocolo de obtencién del PRP
fue la centrifugacién secuencial, primero a 1000 rpm durante 10 minutos, y después la
centrifugacion del sobrenadante a 1500 rpm durante 10 minutos. Los hallazgos
histolégicos mostraron una cobertura completa por hueso en los implantes que recibieron
injerto, con o sin PRP. Los casos tratados con PRP mostraron una mayor cobertura

trabecular en el estudio histomorfométrico.

Aghaloo y colaboradores llevaron a cabo defectos circulares de hueso en calota de
conejo (270). Se realizaban cuatro defectos por conejo, uno se cubria con autoinjerto de
hueso, otro con PRP, otro con PRP y autoinjerto, y el ultimo sin tratamiento. Se estudiaron

los defectos en los siguientes meses. Mostraron un aumento significativo de la osificacion
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en los casos con autoinjerto y autoinjerto con PRP, en comparacion con el de s6lo PRP y
el control sin tratamiento. Los métodos de evaluacién fueron radiolégicos e

histomorfometria (Figura 59).
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Figura 59. Griéficas que muestran la progresion radioldgica e histomorfométrica en la
produccién de hueso.

Un grupo austriaco publicé en 2003 un estudio en defectos cavitarios en maxilar de
cerdos (271). El relleno de dichos defectos se llevaba a cabo o mediante hidroxiapatita
bovina o mediante hidroxiapatita bovina y PRP. La obtencion del PRP se llevaba a cabo
mediante el sistema Teruflex®. Pese a que existian distintos patrones en el grupo
intervencion respecto al control los autores concluyen que no presenta efecto beneficioso

demostrable mediante la histologia e histomorfometria.

Parecido al estudio de Aghaloo (270), se present6 un trabajo japonés con defectos
Oseos craneales en conejos, y también en mandibula (272). Los defectos 6seos eran del
mismo tamafio que en el estudio previamente citado. Los defectos craneales eran tratados
con PRP con fosfato tricilcio o con gel de fibrina y fosfato tricdlcico. Los defectos
mandibulares eran tratados con PRP suspendido en gel de fibrina, o s6lo con el gel de
fibrina. En los dos tipos de defectos se encontrd beneficio en la regeneracion dsea con

PRP.

En 2004 se comunicaron los resultados de un estudio experimental de defectos dseos
en hueso frontal de cerdo (273). Para rellenar los defectos se emplearon varios compuestos,
como hueso liofilizado bovino (Bio-Oss™), granulos de fosfato triclcico (Cerasorb™),
hueso bovino colagenizado (Colloss™) o autoinjerto. Cada uno de estos compuestos se
incluia en el defecto con o sin PRP, que se obtenia mediante el sistema PRP Kit (Curasan,
Kleinostheim, Alemania) o mediante el sistema PCCS PRP System (31, Hanau, Holanda).
Las conclusiones del estudio, tras realizar una evaluaciéon microradiograficamente e

inmunohistolégicamente, son que la adiciéon de PRP no aporta ningin beneficio cuando se
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emplea adicionalmente a un sustituto dseo, pero que en las fases precoces con autoinjerto

parece estimular la formacion de hueso.

En 2004 se publicé un estudio comparando la funcién del PRP con la BMP-7 en
mandibula de rata, ademds de estudiar la capacidad de formar hueso fuera del esqueleto
del animal (274). Estas dos sustancias se afiadian o no a autoinjerto de costilla y a un
sustituto 6seo bovino. En este estudio llevaron a cabo la extraccion y preparacion del PRP
mediante el protocolo propuesto por Marx (275). Se llevé a cabo un estudio de
crecimiento 6seo mediante la administracion de fluorocromos y un estudio
histomorfométrico. Histomorfométricamente la adiciéon de PRP no proporcionaba ventajas
o incrementos significativos de formacion de hueso cuando se compara con la el relleno
con sélo autoinjerto o sustituto dseo. A nivel extradseo no tiene capacidad alguna de
formar hueso cuando se afiade a sustitutos dseos. La adicion de BMP-7 al autoinjerto y al
sustituto 6seo bovino presenta una fuerte formacion de hueso en comparaciéon con no

anadirlo o afiadir PRP.

En 2005 se publicaron los resultados de un estudio en el que se habia comparado el
tratamiento con autoinjerto 6seo y PRP con el tratamiento tnicamente con autoinjerto, en
defectos cavitarios del maxilar en conejo (276). La preparacion del PRP se llevaba a cabo
mediante centrifugacion secuencial, primero a 150 g durante 20 minutos y posteriormente
a 400 g durante 10 minutos. Se analiz6 la densidad mineral 6sea, se analizé con
histomorfometria e histologia. Este estudio no encontré diferencias estadisticamente
significativas ni en densidad mineral dsea ni en la superficie dsea neoformada mediante

histomorfometria.

Gerard y colaboradores publicaron en 2006 un estudio experimental en perros, a los
que se les producia defectos en ambas ramas mandibulares, la rama derecha era tratada
con autoinjerto 6seo y PRP y la izquierda sélo con el autoinjerto de cresta iliaca (277). Se
estudié mediante radiologia, histologia e histomorfometria. El protocolo de obtencion del
PRP se llevo a cabo con el sistema Harvest®. Las conclusiones del estudio fueron que el
PRP no incrementaba la densidad final de trabéculas, sin embargo en las primeras fases
parece contribuir a la formaciéon del hueso nuevo que sustituye al injertado, aunque

unicamente en las fases iniciales (Figura 60).
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Figura 60. Gréficos que muestran el porcentaje de hueso neoformado y de hueso del injerto no
viable por grupos (277).

En 2006 se comunicaron los resultados de un estudio en el que se evaluaba el efecto
de autoinjertos 6seos de craneo de conejo con o sin PRP (278). Para la obtencion del PRP
se llevaron a cabo dos centrifugaciones sucesivas, la primera a 540 g durante 10 minutos,
la segunda de 540 g también durante 10 minutos. La interposicion del PRP en autoinjerto
no produjo beneficios en la consolidacion de los defectos 6seos, tanto en la valoracion
histolégica como en la valoracion de formacion dsea total llevada a cabo mediante el

estudio histomorfométrico.

En 2006 se comunicaron los resultados de un estudio experimental en defectos dseos
craneales en rata. Se evalud el efecto de la adicion de PRP en fase gel o liquida a un
material osteoconductor tipo hidroxiapatita (279). El PRP se obtuvo mediante
centrifugacion a 800rpm durante 15 minutos. Los defectos, de 6mm de didmetro, se
rellenaron con el material osteoconductor o con el PRP y el material osteoconductor. Los
resultados del estudio mostraron que no habia diferencias entre anadir el PRP en fase gel o

fase liquida. Tampoco se evidenciaron diferencias entre afiadir el PRP o no.

En 2007 un grupo germano publicé un trabajo experimental en cerdos, afiadiendo a
defectos en maxilar autoinjero o un sustituto 6seo, y combindndolo o no con PRP (280).
La preparacion del PRP se llevé a cabo con el sistema de dos tubos tipo PRP Kit (Curasan
AG, Kleinostheim, Alemania). Las piezas se analizaron mediante microradiografia e
histologia simple al mes, 8 meses y doce meses. Los resultados no mostraron ningun

efecto favorable en formacion de hueso en los casos tratados con PRP.

En 2007 se publicaron los resultados de un estudio experimental en perros, con
defectos mandibulares y tratados con autoinjerto y adicién o no de PRP (281). En este
estudio se evalud el efecto a nivel celular , el mismo grupo habia publicado un afio antes

los resultados macroscopicos (277). La metodologia es similar a la ya mencionada para el
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estudio macroscopico. Entre los hallazgos destacables, los autores mencionan que el PRP
aumenta el numero de osteoblastos y osteoclastos en el primer mes. A partir del primer

mes el nimero de células activas es similar.

En 2007 se publicaron los resultados de un estudio experimental en perros con un
defecto 6seo de tamano critico, tratados con fosfato tricdlcico en matriz de
policaprolactona con o sin PRP (282). El protocolo de obtencién del PRP consistia en una
centrifugacion secuencial, primero de 10 minutos a 2400 rpm y posteriormente el
sobrenadante a 3600 rpm durante 15 minutos. Se llevé a cabo un estudio con tomografia e
histologia. El estudio concluye que las matrices tratadas con PRP presentan una mayor

regeneracion dsea.

En 2008 se publicé un trabajo experimental en defectos dseos en craneo de rata
(283). Los casos fueron tratados o con un codgulo de sangre, con PRP activado, con
cloruro célcico o con tromboplastina. La elaboracion del PRP se llevd a cabo mediante
una centrifugacion secuencial, primero a 160 g durante 20 minutos y posteriormente a 400
g durante 15 minutos. Se analizaron los resultados a las 4 y 12 semanas, llevando a cabo
histologia e histomorfometria de las piezas. Ningtin caso regenerd por completo el defecto,
unicamente el grupo tratado con PRP activado con cloruro calcico presentaba mayor
regenerado 6seo. El mismo grupo cientifico habia publicado previamente ese mismo afio
otro trabajo similar, en el que los casos eran tratados o con un coagulo de sangre o con

PRP sin diferencias en el tipo de activador (284).

En 2009 se public6 un estudio que evaluaba los efectos del PRP en las células dseas
de la region periodontal (285). Para ello se cultivaron células procedentes del ligamento
periodontal y maxilar y se expusieron a distintas concentraciones plaquetares obtenidas de
voluntarios sanos. Los resultados de proliferacion celular mostraron un aumento de

proliferacion osteobldstica en las mayores concentraciones de plaquetas.

Ogino y colaboradores publicaron en 2009 un estudio in vitro con médula dsea de
rata (286). Tras extraer la médula 6sea de rata ésta era cultivada en un medio celular con la
adicion de distintas concentraciones de PRP. El PRP se obtuvo mediante doble
centrifugacion secuencial, primero a 140 g durante 10 minutos y posteriormente el
sobrenadante a 140 g durante otros 10 minutos. Se cuantificé el nimero de osteoclastos,
su actividad y la produccion de osteoprotegerina en los siguientes dias. La cuantificacion
de osteoclastos muestra una menor proliferacion de los mismos en presencia de mayores

concentraciones de plaquetas. Los resultados de cuantificacion mediante ELISA
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mostraron que el PRP aumenta la sintesis de osteoprotegerina, un inhibidor de la
osteoclastogénesis. En la discusion del articulo los autores sugieren que esta inhibicion de
la osteoclastogénesis podria influir en el hueso inhibiendo la resorcién ésea debida a

funcion osteoclastica.

En 2009 Nagata y colaboradores publican un estudio experimental de defectos seos
de tamafio critico en crdneo de conejo tratados con autoinjerto y adicién o no de PRP
(287). En los resultados se evidencia que el tratamiento del defecto con autoinjerto es
superior a tratar el defecto con un codgulo de sangre (grupo control), y que la adicion de
PRP sélo tiene efecto durante las primeras cuatro semanas, igualdndose a las doce

semanas al grupo unicamente tratado con autoinjerto.

Se ha llevado a cabo un estudio sobre el efecto del PRP en la curacion de
esternotomias de ovejas (289). El protocolo de obtencion del PRP consistia en una unica
centrifugacion a 1800rpm durante 8 minutos, posteriormente se pipeteaba el sobrenadante,
reservando el mililitro inmediatamente adyacente a la fase eritrocitaria para la preparacion
del PRP. La activacion del PRP se llevaba a cabo con 50 uL de cloruro célcico al 10%
por cada mililitro de PRP. Los autores emplearon el protocolo de obtencién del PRGF™
de Anitua adaptindolo para el modelo animal con oveja (248,249,255,259). Las ovejas
fueron sacrificadas a las nueve semanas, llevdndose a cabo un anélisis histolégico de los
esternones. En los casos no tratados con PRP se observé presencia de tejido cartilaginoso,
no asi en los tratados con PRP, que presentaban trabéculas dseas mas maduras. Los
autores concluyen que el PRP acelera la curaciéon y maduracion del regenerado dseo de las

esternotomias en oveja.

b) Estudios Clinicos

Se ha empleado el PRP para el relleno de cavidades sinusales en casos de osteolisis
perimplante. Rodriguez y colaboradores mostraron en 2003 una serie de casos sin grupo
control, en los que habian empleado injerto de hueso bovino con PRP (290). Para la
obtencion del PRP los autores empleaban el sistema Harvest®. Los autores describen un
éxito quirurgico del 92,9%, y recomiendan el uso de xenoinjerto 6seo con PRP para los

defectos 0seos maxilares.

En 2004 Oyama y colaboradores presentan una serie de 7 casos de pacientes con
defectos Oseos alveolares tratados todos mediante aporte de autoinjerto de cresta ilfaca y

PRP (291). El estudio presenta un grupo control de 5 casos que recibieron tratamiento con
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autoinjerto de cresta y sin PRP. El modo de obtencion del PRP era mediante
centrifugacion secuencial, primero a 160 g durante 20 minutos, y posteriormente el
sobrenadante a 400 g durante 15 minutos. En los resultados del estudio los autores
destacan que el grupo intervencion presenta un volumen de hueso regenerado superior al

grupo control.

En 2005 Sammartino y colaboradores publicaron los resultados de una serie de casos
en los que se habia empleado PRP para rellenar la cavidad alveolar remanente tras la
extraccion del tercer molar (292). El protocolo de obtencién de PRP consistia en la
centrifugacion a 1200 rpm durante 15 minutos y posterior pipeteado de la franja cercana a
la fase eritrocitaria. Se activaba el PRP hasta obtener un codgulo con el que cubrir el
defecto alveolar. El grupo control no recibia tratamiento adicional al habitual para las
extracciones molares. Los resultados se midieron radiolégicamente, concluyendo que la
complementacion del procedimiento de extraccion molar con PRP aceleraba la

regeneracion dsea y el resultado clinico.

En 2005 se public6 un estudio sobre la capacidad de remodelacion del autoinjerto de
hueso en presencia de PRP en los procedimientos de relleno del maxilar (293). Este
estudio clinico, llevado a cabo en pacientes edéntulos con severa pérdida de masa Gsea
maxilar. Consistia en el aporte de autoinjerto de cresta ilfaca al maxilar y administrar o no
PRP al autoinjerto. La obtencién de PRP se llevd a cabo mediante el sistema Platelet
Concentration Collection System™ (PCCS kit, 31 Implant Innovations). La
administracién o no del PRP fue randomizada. A los tres meses del procedimiento se llevo
a cabo una biopsia con microtrefina del autoinjerto. No existieron diferencias clinicas ni

histomorfométricas entre los dos grupos.

En 2006 Mannai publica una serie de 97 casos tratados todos de defectos Gseos
maxilares con autoinjerto o xenoinjerto y adicién de PRP, comunicando un 97,.8% de
buenos resultados (294). La serie de casos es evaluada radioldégicamente y mediante la

impresion clinica. El sistema de obtencion del PRP es el sistema Harsvest®.

El tratamiento con bifosfonatos a altas dosis puede producir necrosis avascular
mandibular (295). En 2007 Curi y colaboradores presentaron una serie de casos de
pacientes con necrosis avascular con antecedente de cancer y tratamiento con bifosfonatos
(296). Estos casos fueron tratados mediante curetaje y adicion de PRP obtenido mediante
el sistema Harvest®. Los autores cuentan unos resultados favorables, sin existir medida

cuantitativa de ningun resultado.
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En 2009 se publicaron los resultados de un ensayo clinico aleatorizado sobre el
tratamiento de defectos 6seos mandibulares con PRP o con un sustituto éseo bovino (288).
El protocolo de obtencién del PRP incluia la extraccion de 20 cc de sangre a cada paciente,
y la centrifugacion a 300 rpm durante 10 minutos en los casos en que la aleatorizacion
indicé tratamiento con el PRP, la extraccion de los tubos se llevaba a cabo mediante
pipeteado. Se llevaron a cabo mediciones radioldgicas mediante tomografia computerizada.
Los autores concluyen que no encuentran beneficios en el uso del PRP ni a nivel clinico ni

radioldgico.

3.4.2. Experiencia del Plasma Rico en Plaquetas en huesos largos y

columna vertebral

Como el uso del PRP se empez6 usando inicialmente en las disciplinas medico-
quirdrgicas involucradas en la patologia craneo-facial existid un retraso de unos pocos
afios hasta que empezaron a publicarse trabajos en huesos largos de extremidades y en

raquis (297-299).

a) Estudios en animales

En 2005 se comunico el primer trabajo sobre el PRP en fracturas de huesos largos
(300). Se llevo a cabo un estudio experimental en 16 ratas, a las que se les producia una
fractura abierta de fémur, siendo tratadas o con suero fisiol6gico o con PRP. El andlisis de
las piezas a las tres semanas mostré una consolidacion radioldgica superior en el grupo del
PRP. Histolégicamente destacé el aumento trabecular en el grupo tratado. El estudio
biomecanico mostr6 similares pardmetros en los dos grupos. El estudio
inmunohistoquimico sugiri6 una expresion precoz de TGF-Bf1 y BMP-2 en los casos
tratados con el PRP, lo que puede estar relacionado con el aumento en la formacién 6sea,

seglin los autores.

Lucarelli llevé a cabo un estudio en ovejas sobre la integracién de aloinjertos
intercalares en defectos femorales (301). EI PRP se obtenia mediante doble centrifugacién
secuencial, primero a 1000 g durante 15 minutos y posteriormente a 3000 g durante 10
minutos. La activacion se llevaba a cabo mediante cloruro célcico y trombina. Al PRP se
afladia un concentrado en células mesenquimales de médula 6sea. El grupo control no

recibia tratamiento adicional. Los resultados mostraron una mejoria en la integracion del
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aloinjerto, con una mayor formacioén 6sea, mayor madurez del regenerado y mayor

vascularizacion del mismo.

En 2005 se publicé un trabajo en defectos segmentarios femorales en conejo tratados
con concentrados de células mesenquimales de médula 6sea, PRP y aloinjertos éseos, de
modo aislado o en combinacién (302). En total se realizaron siete grupos mediante el
tratamiento aislado o con las distintas combinaciones posibles. EI PRP se proceso
mediante centrifugado secuencial, primero a 1000 rpm durante 5 minutos y posteriormente
15 minutos a 1900 rpm. En los resultados se observé que las distintas combinaciones
producian mds regenerado 6seo que los tratamientos aislados, de los aislado el que menor
regenerado 6seo producia era el PRP, pero producia mas regenerado que los conejos sin
ningun tratamiento. Todos los grupos sufrieron un incremento en el regenerado dseo a lo
largo del tiempo (2, 4 y 12 semanas). Sin embargo el regenerado en el grupo del PRP el

regenerado fue mayor en las primeras semanas, disminuyendo en las siguientes.

Se estudio el efecto del PRP en fracturas femorales en un modelo en rata diabética
(303). La obtencién del PRP se llevo a cabo mediante doble centrifugacion secuencial,
primero a 1800 rpm durante 10 minutos y posteriormente a 3600 rpm durante 10 minutos.
Se estudid la proliferacion celular, la histomorfometria y se llevé a cabo un test mecanico.
Se incluy6 un grupo control de ratas diabéticas sin tratamiento adicional de la fractura y
otro grupo control de ratas no diabéticas. A los cuatro dias la formacién de cartilago era
superior en el grupo tratado, aunque sin diferencias estadisticamente significativas, para
convertirse en una diferencia mas marcada a los 7 dias, con diferencias estadisticamente
significativas. El estudio biomecdnico mostré una superioridad mecdanica en el grupo
tratado en todos los tests realizados, sin embargo no llegé a igualar la resistencia del fémur
de la rata no diabética. Los autores destacan la utilidad del PRP en fracturas de hueso

metabolicamente desfavorable.

En 2006 se public6 un estudio de defectos segmentarios en huesos largos de fémur
de oveja, tratados o con una matriz de coldgeno o con la matriz de colageno empapada en
PRP (304). EI PRP se obtenia mediante una doble centrifugacién secuencial, en un primer
lugar a 840 g durante 10 minutos, posteriormente a 1310 g durante 10 minutos. Se llevé a
cabo un estudio radiolégico mediante radiologia simple y tomografia computerizada, asi
como histologia simple, histomorfometria y estudio de neoformacién O6sea con
fluorocromos. El volumen de hueso, la densidad mineral 6sea, las propiedades

biomecanicas del regenerado, la histologia y la histomorfometria no difieren entre los dos
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grupos, por lo que los autores concluyen que el PRP no presenta las propiedades

regeneradoras necesarias para este tipo de defectos segmentarios en diéfisis femoral.

En 2007 se public6 un estudio de defectos segmentarios en fémur de rata (305). Se
trataron o con una matriz de fosfato policaprolactona-tricélcico o con la matriz y PRP. El
PRP se obtuvo del centrifugado secuencial, inicialmente a 2400 rpm durante 10 minutos,
y posteriormente a 3600 rpm durante 15 minutos. El defecto se llevaba a cabo en las dos
patas traseras, en ambos fémures, con lo que en un fémur se implantaba la matriz aislada y
en la otra la matriz con el PRP. Se llevé a cabo un estudio radiolégico simple y con
tomografia computerizada, asi como un estudio histoldgico y biomecdnico a las 12
semanas. Los resultados mostraron que las matrices permitian el crecimiento dseo en su
interior pero no el crecimiento puenteando el defecto. Los casos tratados con el PRP

presentan mayor crecimiento 6seo y mejores parametros biomecanicos.

En 2010 se ha publicado un trabajo de defectos corticales en huesos largos de cerdo
(306). Se llevé a cabo un tratamiento del defecto cortical de tamafio critico mediante
relleno con autoinjerto o bien mediante autoinjerto y PRP. El PRP se obtenia mediante el
procesado de la sangre del cerdo en el sistema GPS-II®. Se estudiaron las piezas a las seis
semanas, mediante radiologia simple, histologia e histomorfometria. Los hallazgos
mostraron que todos los casos habian regenerado, pero s6lo los del grupo del PRP tenian
un regenerado completo. Los datos de la histomorfometria muestran que el porcentaje de
hueso nuevo en los casos control es del 39.4% del area de corte, frente al 55.9% del grupo

del PRP.

Gran parte de los procedimientos quirdrgicos llevados a cabo en cirugia de la
columna consisten en buscar una artrodesis o fusion intervertebral. Esta artrodesis puede
llevarse a cabo por via anterior y ser intersomdtica, con ayuda o no de cajas o injertos, o
llevarse a cabo por via posterior, lo que suele denominarse intertransversa. A principios

de ésta ultima década se inici6 el interés por el PRP en cirugia vertebral (307).

La primera evaluacion del posible efecto del PRP se llevo a cabo en cerdos, en
artrodesis anteriores instrumentadas con cajas de biocerdmicas (159). La extraccion del
PRP se llevé a cabo mediante el sistema Symphony® (DePuy Acromed), obteniéndose
concentraciones de plaquetas entre 4 y 5 veces la de la sangre. Se hicieron tres grupos, uno
con la bioceramica, el segundo con la biocerdmica y PRP, y el tercero con autoinjerto. Los
resultados no mostraron ninguna fusién completa a los tres meses en los dos primeros

grupos, observandose s6lo fusiones parciales, en el grupo con autoinjerto el 50% tenian

115



INTRODUCCION PLASMA RICO EN PLAQUETAS

una fusién completa y el 50% una fusion parcial. La evaluacion se llevo a cabo mediante
radiologia simple, tomografia computerizada e histologia. A la luz de estos resultados los
autores concluyen que el PRP no aporta ningtin efecto en la fusion intersomética vertebral

por via anterior.

La mayoria de los procedimientos quirdrgicos que precisan de una discectomia
cervical conllevan la necesidad de realizar una artrodesis intersomadtica por via anterior.
En 2010 se presentd un estudio experimental de artrodesis cervical anterior en ovejas
(308). Se hicieron tres grupos, el primero con una caja intersomadtica de titanio rellenada
de autoinjerto de cresta iliaca, el segundo con la caja rellenada con una matriz
mineralizada de coldgeno, y el tercero con la matriz mineralizada de colageno y PRP. El
PRP se obtuvo mediante el procesamiento de la sangre en el sistema GPS-Disposal Kit
(Biomet Biologics), y activado con trombina. El estudio se completd con tomografia
computerizada de las piezas e histomorfometria de la histologia a las doce semanas. El
estudio concluyé6 que no habia diferencia entre afiadir o no el PRP a la matriz
mineralizada, y que el grupo con autoinjerto presentaba los mejores resultados. La
conclusion final es que la adicién de PRP a matrices de coldgeno no aporta beneficios en

la fusion intersomatica cervical.

b) Estudios clinicos

En 2007 se presentaron los resultados de un ensayo clinico llevado a cabo en
osteotomias valguizantes de apertura en la tibia (309). Se aleatorizaron tres tipos de
tratamiento: chips de hueso liofilizado, chips y PRP, o chips con PRP y concentrado de
células mesenquimales de médula dsea. A las seis semanas se llevo a cabo una tomografia
computerizada y una biopsia con trefina, de la que se realizd6 un estudio
histomorfométrico. En el articulo original no se explica el protocolo de obtencién del PRP,
sin embargo se afirma que se administra 1x10° plaquetas/uL. Entre los resultados se
destaca un aumento en el nimero de osteoblastos y de areas de osteoide en el grupo
tratado con PRP con o sin células mesenquimales. Ademds se observa una mayor

aposicion de trabéculas en los chips de hueso liofilizado en los dos grupos con PRP.

En 2007 se present6 el resultado de un ensayo clinico aleatorizado sobre el
tratamiento de pseudoartrosis de huesos largos (310). Se aleatoriz6 la administracion de
rhBMP-7 o de PRP. Sin embargo esos no eran los unicos tratamientos, puesto que los

pacientes eran reintervenidos, modificando la osteosintesis y afiadiendo injerto o sustituto
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de injerto (se empled aloinjerto de Banco de Huesos, xenoinjerto e hidroxiapatita
granulada). Estdn incluidos casos de pseudoartrosis en humero, cubito, radio, fémur y
tibia, haciendo un total de 120 casos. No todos los casos habian sufrido el mismo ndmero
de intervenciones antes de entrar en el ensayo, la media de intervenciones por caso antes
del ensayo era de 2 (rango de 1 a 5 cirugias). Los resultados muestran que la proporcién
de consolidaciones en el grupo de la rhBMP-7 era del 86,7%, frente a un 68,3% en el
grupo del PRP.

En 2009 se publica un estudio multicéntrico sobre el tratamiento de pseudoartrosis
de huesos largos (311). El articulo consiste en la descripcion de 15 casos de pseudoartrosis
no hipertréfica, tratados todos con nueva cirugia y adicion de PRP con los detalles del
protocolo de elaboracion habituales en este grupo (255,312). Ademds se hacia aporte de
injerto y nueva osteosintesis. El tiempo medio hasta la consolidacién es de 4.9 meses
postintervencion. Pese a no tener un grupo control los autores afirman que la seguridad
clinica y beneficios en la curacion de los distintos tejidos hacen del PRP un excelente

adyuvante en las cirugias de revision de pseudoartrosis de huesos largos.

En 2005 se publicé un estudio clinico en el que se evalué el efecto del PRP en la
artrodesis posterolateral instrumentada de la columna (313). Un grupo de 76 pacientes
fueron tratados mediante artrodesis posterolateral instrumentada de la columna lumbar con
aporte de autoinjerto de cresta iliaca y PRP obtenido mediante la maquina del recuperador
de sangre para autotransfusién. Se llevé a cabo un protocolo de obtencién del PRP
presentado en 1999 (314). El grupo control se selecciond aleatoriamente de la cohorte
histérica de pacientes intervenidos del mismo procedimiento sin PRP, se llevé a cabo un
enparejamiento caso-control ajustado a las variables de sexo, edad, niveles de fusion y
héabito tabaquico. Mediante tomografia computerizada en cortes coronales se analizd la
fusion, el grupo con PRP sufrié un 25% de pseudoartrosis, mientras que el grupo control
presentaba un 17%. Los autores concluyen que el PRP en cirugia de fusion vertebral no
aporta ninguna ventaja, encarece el procedimiento y aumenta riesgos, por lo que

desaconsejan su uso en este tipo de cirugia.
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Experiencia del Plasma Rico en Plaquetas en

osteogénesis a distraccion

Se ha dividido en dos apartados las distintas experiencias recogidas en la literatura
cientifica en relacién al tratamiento con Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en la

osteogénesis a distraccidon de huesos planos o en huesos largos.

3.5.1. Experiencia del PRP en osteogénesis a distraccion en huesos

planos

a) Estudios en animales

En 2005 se publicé un trabajo experimental en calota de ovejas a las que se les
sometia a un régimen de distraccién con un sistema de fijacion-distraccion, el objetivo del
estudio era evaluar el posible efecto del PRP en el regenerado 6seo (315). Se
intervinieron 16 ovejas, distribuidas en 4 grupos. El grupo 1 no recibia tratamiento con
PRP, la latencia hasta la distraccién desde el momento de la osteotomia fue de 5 dias. El
grupo 2 tampoco recibi6 tratamiento adicional, la latencia era de O dias. El grupo 3 recibia
tratamiento con PRP y la latencia hasta la distraccion era de 5 dias. El grupo 4 recibia el
tratamiento con PRP pero con una latencia hasta la distraccion de O dias. El PRP era
procesado de 250 cc de sangre periférica mediante un centrifugado secuencial cuyas
caracteristicas no se mencionan en el articulo original. EI PRP era activado en el momento
de la cirugia mediante la aplicacion de trombina y cloruro calcico. La aplicacion del PRP
en los grupos 3 y 4 se llevaba a cabo durante el acto quirdrgico de la osteotomia,

aplicdndose en el espacio a distraer (Figura 61).

Figura 61. Esquema del procedimiento quirirgico e imagen quirtirgica marcando con una flecha
el lugar de la aplicacién del PRP en los grupos 3 y 4 (315).

Se estudiaron los regenerados a las seis semanas del inicio del experimento,

llevandose a cabo un estudio volumétrico mediante tomografia computerizada y un

118



INTRODUCCION PLASMA RICO EN PLAQUETAS

estudio de densidad mineral 6sea mediante el calculo de regenerado en unidades
Hounsfield. Sélo en la zona mds proximal del regenerado se encontré mayor formacion de
hueso en el grupo del PRP con distraccion inmediata (latencia O dias). Al analizar
globalmente por grupos el volumen de hueso regenerado respecto al espacio distraido y al
analizar la densidad del regenerado en Unidades Hounsfield (HU) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Figura 62). Los autores concluyen que el PRP
no aumenta la formacion de hueso en términos globales en la osteogénesis a distraccion en

calota de oveja.

Figura 62. Gréificos Box Plot que muestran el volumen porcentual de hueso formado y
densidad ésea en Unidades Hounsfield por grupos, no hubo diferencias estadisticamente
significativas (315).

En 2008 se publicd un trabajo experimental en osteogénesis a distraccion de
mandibulas de conejo, para evaluar el efecto regenerador del combinado de células
mesenquimales de médula 6sea expandidas y PRP, al combinado le denominan los autores
TEOM (“Tissue-Engineered Osteogenic Material”) (316). Se intervienen doce conejos,
que se dividen en un grupo con TEOM vy otro grupo control al que se le inyecta en el foco
de osteotomia suero salino o PRP aislado. La distraccion la inician al cabo de 5 dias tras la
osteotomia, y la inyeccion de TEOM, de PRP o de suero salino se lleva a cabo al final de
la distraccion. El PRP se obtuvo mediante doble centrifugacién secuencial, primero a 5
minutos a 1100 rpm y posteriormente 10 minutos a 2500 rpm. Se analizaron a las cuatro
semanas del inicio del experimento. Se realizaron radiografias secuenciales durante las
semanas 2,3 y 4. Tanto el estudio de radiodensidad como la histomorfometria mostraron
que el grupo tratado con TREOM habia producido mas hueso que el grupo control. Dentro
del grupo control se observé que el PRP habia incrementado parcialmente la formacion de

hueso respecto al grupo tratado s6lo con suero fisioldgico.

119



INTRODUCCION PLASMA RICO EN PLAQUETAS

Recientemente un grupo surcoreano ha publicado los resultados del uso de un
combinado de PRP con células madre mesenquimales en la osteogénesis a distraccion de
mandibulas de conejos (317). En un grupo de 19 conejos se trat6 la osteotomia con PRP,
el grupo intervencién con el combinado. La inyeccion del PRP o del combinado se hacia
en el primer dia de la fase de consolidacion. El combinado aument6 radiolégicamente e
histomorfométricamente la formacion de hueso respecto al grupo control y acort6 la fase

de consolidacién.

b) Estudios clinicos

Los dos trabajos clinicos indexados en PubMed sobre PRP en osteogénesis a
distraccion en huesos planos son del mismo grupo de autores. El primero de esos trabajos
se publicé en 2002, y hacia referencia al resultado preliminar de cinco pacientes
intervenidos de distintas displasias mandibulares que requirieron tratamiento mediante
osteogénesis a distraccion (318). Estos pacientes recibieron tratamiento con PRP con
autoinjerto de cresta ilfaca para rellenar el espacio distraido. El trabajo consiste en la
descripcion de las patologias y de los tratamientos recibidos. La obtencién del PRP se
lleva a cabo mediante el protocolo descrito por Marx (257), mediante una centrifugacion
secuencial, inicialmente durante 15 minutos a 180g y posteriormente a 560g durante 15

minutos. El autor describe los resultados como satisfactorios.

Posteriormente se publicaron los resultados a largo plazo de los casos previamente
descritos (319). En 2008 la serie descrita era de 12 casos. El protocolo de obtencion del
PRP era el mismo que el descrito previamente. La serie no se compara con ningtin grupo
control. Los autores recomiendan el PRP con autoinjerto de cresta iliaca en el tratamiento

de defectos severos del hueso mandibular.

3.5.2. Experiencia del PRP en osteogénesis a distraccion en huesos largos

La mayoria de la bibliografia indexada en PubMed sobre PRP en Osteogénesis a
Distraccion en huesos largos tiene como autores a un grupo clinico e investigador de
Japon. Los trabajos clinicos que han publicado estdn en relacién con una misma serie
terapéutica de casos de acondroplasia tratados con PRP y células mesenquimales de
médula 6sea en el foco de distraccion. El estudio en animal que hay publicado es un
trabajo de apoyo y confirmaciéon del concepto de dosis-respuesta del PRP a distintas

concentraciones en el foco del callo de elongacion dseo en ratas.
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No existe ningin modelo publicado de elongacion dsea diafisaria en mamifero grande con

tratamiento mediante PRP.

a) Estudios en animales

En 2008 se publico la experiencia del PRP en la osteogénesis a distraccion del fémur
de rata (320). El PRP era suplementado con células mesenquimales de médula 6sea
expandida. Se variaron las distintas concentraciones de plaquetas con la intencién de
observar la influencia de dicha concentracién en el regenerado 6seo. Se empled el
protocolo de obtencidn del PRP propuesto por Marx (257), en el que se llevaba a cabo una
centrifugacion a 1100 g durante 10 minutos. Se llevaron a cabo varias concentraciones de
plaquetas: Plasma Pobre en Plaquetas, Plasma Poco Concentrado en Plaquetas, Plasma
Medio Concetrado en Plaquetas y PRP, se emple6 un control de gel de coldgeno. La
concentracion en células mesenquimales de médula 6sea no se vari6. Se cultivaron las
células expandidas en un medio celular con las distintas concentraciones de plaquetas,
evidencidndose que a los 2, 4 y 6 dias la proliferacién de estas células, in vitro, era

superior en las concentraciones superiores de plaquetas (Figura 63).
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Figura 63. Gréfico que muestrala proliferacién de las células
mesenquimales en las distintas concentraciones de plaquetas
(pobre: P, baja: L, media: M, alta:H, coldgeno:C) (320) .

Las elongaciones femorales se llevaron a cabo en un total de 91 ratas. Se procedi6 a
iniciar la elongacion a partir del séptimo dia, y a un ritmo de 0,375 mm cada 12 horas,
durante diez dias. La inyeccion del combinado de células mesenquimales y las distintas
concentraciones de plaquetas se produjo justo antes de completar la elongacion. El estudio

se completd con un andlisis mediante radiologia simple y un estudio volumétrico mediante
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tomografia computerizada. Los resultados de las volumetrias mostraban un incremento en
el volumen de hueso formado a medida que se aumentaba la concentraciéon de las
plaquetas (Figura 64). Los autores concluyeron el estudio afirmando que se comprobaba
el efecto beneficioso del PRP en conjuncion con las células mesenquimales expandidas de
médula d6sea en el regenerado 6seo del hueso largo de rata sometido a osteogénesis a
distraccion. Concluyeron también que obtuvieron mayor regenerado con mayor
concentracion plaquetar.
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Figura 64. Volumen de huesoneoformado en los distintos grupos de
concentraciéon plaquetar (pobre: P, baja: L, media: M, alta:H,
coldgeno:C) (320).

b) Estudios clinicos

En 2004 Kitoh publica un serie de tres casos de osteogénesis a distracciéon en
pacientes con dismetrias de extremidades, a los que como parte del tratamiento se les
inyectaba PRP y células mesenquimales de médula 6sea expandidas (321). Se llevaron a
cabo tres elongaciones femorales y dos tibiales en tres pacientes, dos de los cuales eran
acondroplasicos, el tercero presentaba una pseudoartrosis congénita de la tibia. El PRP se
obtenia de 200 ml de sangre periférica de los pacientes, se llevaba a cabo una primera
centrifugacion durante 15 minutos a 200 g, se separaban las fases y se repetia la
centrifugacion, esta vez a 560 g durante 15 minutos. Se inyectaban aproximadamente 5 ml
de PRP. La inyeccion se llevo a cabo a las tres semanas de la osteotomia, bajo control
escopico y simultdneamente con el PRP por una aguja y por otra las células
mesenquimales de médula dsea (Figura 65). Antes de acabar el proceso se repetia una
segunda infiltraciéon. Los cinco procedimientos de elongacion sucedieron sin

complicaciones. Los autores valoraron positivamente los resultados.
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Figura 65. Inyecciéon por dos agujas
del combinado de PRP y células
mesenquimales de médula ésea a los
21dias de la osteotomia (321).

En 2007 el anterior grupo japonés publicé los resultados del tratamiento de pacientes
con hipocondroplasia y acondroplasia mediante osteogénesis a distracciéon y PRP con
células mesenquimales (322). Se compardé un grupo de pacientes tratados con la
combinacion del PRP y células expandidas de médula dsea con una cohorte histérica de
pacientes a los que se les habia realizado el mismo procedimiento de elongacién sin
tratamiento complementario. El protocolo para la obtencion del PRP fue el descrito por
Marx y colaboradores (257), obteniendo una concentracion final entre 4 y 5 veces la
concentracion de plaquetas en sangre periférica de los pacientes. En el grupo intervencion
se encontraban 11 pacientes con 24 segmentos 0seos elongados, y el grupo control se
compuso de 9 pacientes con 32 segmentos dseos elongados. Se estudié el incremento en
longitud, el indice de madurez radioldgica y el resultado clinico. Los resultados mostraban
que la ganancia final de longitud fue similar en ambos grupos, sin embargo el indice de
curacion expresado en dias por centimetro ganado de longitud era menor en el grupo
tratado con la combinaciéon entre PRP y las células de médula 6sea expandidas.
Concluyen los autores que el tratamiento combinado acelera la curacion del regenerado de

la osteogénesis a distraccion, pudiendo acortar el procedimiento de elongacion.

Ese mismo ano, en el 2007, el mismo grupo publica en otra revista un estudio clinico
similar, en el que se evalia la misma combinacién terapéutica de PRP y células
mesenquimales de médula 6sea expandidas en osteogénesis a distraccion (323). Los
grupos intervencion y control son mayores que en el anterior articulo citado, incluyendo
17 pacientes con 32 segmentos en el grupo intervencion y 29 pacientes con 60 segmentos
elongados en el grupo control. Las variables estudiadas son las mismas que en el estudio

anterior. En los resultados se presenta el mismo hallazgo de un indice de maduracion mas
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corto en el grupo tratado con el combinado. Se observé un retraso de consolidacion del
regenerado en el 45% de los casos del grupo control frente a ninguno en el grupo
intervencion. En el grupo control se describieron un 23% de complicaciones, frente a un
6% del grupo intervencion. Los autores concluyen que el tratamiento combinado con PRP
y células mesenquimales de médula 6sea expandidas en la osteogénesis a distraccion
proporciona una maduracién superior del regenerado, permitiendo realizar el
procedimiento mds rdpido y con menos complicaciones. En los dos tltimos articulos Kitoh
remite a su primer trabajo del 2004 para hacer referencia al protocolo de inyeccién, que se

realiza en dos ocasiones y simultdneamente (321).

En 2009 Kitoh publica un trabajo en el que aumenta la serie previamente publicada
en 2007 y lleva a cabo un andlisis de regresién entre el Indice de Curacién (dias de fijador
por cada centimetro de regenerado) y las distintas variables referentes al PRP y al
concentrado de células mesenquimales de médula dsea expandidas (324). La metodologia
quirtdrgica expuesta en este articulo y de técnicas de obtencion de los preparados
bioldgicos es similar a la de los previos. En los alargamientos femorales el estudio de
correlacion lineal mostr6 una correlacién negativa entre el numero de células
mesenquimales de médula 6sea que se inyecté y el Indice de Curacién (r=-0451 ;
p=0,0309). Mostré también para los alargamientos femorales una correlacion negativa
entre el Indice de Curacién del regenerado y la actividad osteobldstica de la células

inyectadas (r=-0,425 ; p=0,0430) (medido en actividad de fosfatasa alcalina especifica del

hueso) (Figura 66).
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Figura 66. Grificos de regresion lineal donde se observa la correlacion
negativa en los alargamientos femorales entre el Indice de Curacién (HI) y la
concentraciéon de células mesenquimales de médula ésea (BMC) y la
actividad osteobldstica (BAP) (324).
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RMA Evidencia cientifica actual sobre el Plasma Rico en

Plaquetas: revisiones sistematicas

Se ha llevado a cabo una busqueda de las Revisiones Sistematicas relacionadas con
el Plasma Rico en Plaquetas (PRP), para ello se han incluido en PubMed los criterios de

busqueda siguientes: “Platelet-Rich Plasma” AND “Systematic Review”.

En 2006 se publicé una Revision Sistemdtica llevada a cabo por Cochrane sobre el
uso de distintas técnicas de aumento Oseo en el procedimiento de tratamiento con
implantes dentales (325). Se revisaron los trabajos clinicos referentes a técnicas de relleno
0seo en defectos maxilares y mandibulares. Se evalué la metodologia de los distintos
trabajos, tomando inicialmente 29 ensayos clinicos hasta octubre del 2005. De éstos se
excluyeron 16 por problemas metodolégicos y 2 por no presentar datos que se pudiesen
usar en la Revision Sistematica. De las cinco conclusiones que enuncian los autores de la
Revision Sistemdtica la quinta afirma que no existen pruebas fiables que apoyen la

eficacia del PRP con implantes dentales.

En 2008 se publica en la revista Clinical Oral Implant Research una Revision
Sistematica sobre el uso del PRP en odontologia, llevada a cabo por responsables del
College of Dental Sciences de Holanda (326). Se inici6 la Revision Sistematica partiendo
de 108 referencias bibliograficas, para analizar finalmente 17 y seleccionar
definitivamente para la inclusion de datos de 9 de ellos. Entre las conclusiones del trabajo
se destaca que los autores encuentran evidencia del beneficio del PRP en el tratamiento de
los defectos periodontales, la evidencia existente en el uso del PRP en la cirugia de

defectos 0seos del maxilar es débil.

En 2009 se publica en Transfusion una Revisién Sistematica sobre y la eficacia y
seguridad del PRP en la regeneracion de tejidos, llevada a cabo por el Centro
Iberoamericano de Cochrane, la Universidad Auténoma de Barcelona y el Banco de
Sangre y Tejidos de Cataluna (327). La Revision Sistematica se inicia en 2016 estudios
indexados en Central, Medline, Embase y Science Citation Index, de los que finalmente se
seleccionan 20 ensayos clinicos aleatorizados (11 en odontologia, 7 en ulceras cutdneas y
2 en heridas quirurgicas). Entre las conclusiones se enuncia que el PRP mejora la recesion
gingival pero no mejora clinicamente el anclaje de piezas en la periodontitis crénica. Los
hallazgos en los resultados estudiados sobre el uso del PRP hace que no se pueda hablar

de evidencia firme sobre su uso. También destacan la ausencia de datos sobre la seguridad
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del uso de este tratamiento. Comentan los autores la necesidad de que se disefien nuevos
ensayos clinicos aleatorizados que puedan aportar evidencia sobre la seguridad y eficacia

de este tratamiento.

En 2009 se public6 en Injury una Revision Sistematica sobre el uso del PRP en la
regeneracion dsea (328). Se excluyeron todos los trabajos experimentales in vitro y en
animales, asi como aquellos en los que se involucraba el tratamiento regenerador de
huesos craneo-faciales, tampoco se incluyeron los trabajos clinicos en raquis. Se
analizaron todos los trabajos clinicos en los que se describia el tratamiento con PRP en la
regeneracion de hueso de extremidades. Entre las conclusiones de esta Revision
Sistematica se destaca que sélo existe un ensayo clinico aleatorizado en el uso de PRP en
osteotomias tibiales, y que si bien si que hay diferencias histoldgicas no se encuentran
diferencias entre usarlo o no (309). Los demds estudios que se analizan son series de casos.
Hace especial incapié en que en cada estudio se manejan distintas concentraciones
plaquetares. Sobre los trabajos del grupo de Kitoh se comenta que no son randomizados,
que el emparejado de los controles es de dudosa eficacia y que las conclusiones son poco
solidas y extrapolables. Se concluye la Revision Sistematica negando la existencia de

evidencia que soporte el uso del PRP como estimulador de la osteogénesis
Durante el afio 2010 se han publicado cuatro Revisones Sistematicas sobre el PRP.

Se ha publicado en Journal of Periodontal Research una Revision Sistematica sobre
el uso del PRP en los defectos 6seos periodontales (329). De los iniciales 6124 articulos,
los autores encontraron 10 ensayos clinicos aleatorizados sobre el tema. En las
conclusiones los autores destacan la hetogeneicidad de los resultados de los estudios

revisados (Figura 1), recalcando la necesidad de llevar a cabo nuevos estudios.

En 2010 se ha publicado en British Medical Bulletin una Revision Sistematica sobre
el uso de factores de crecimiento autdlogos en las tendinopatias cronicas (330). Dentro de
los factores de crecimiento autdlogos los autores incluyen el PRP, y sobre éste afirman

que existe una evidencia limitada sobre su uso en tendinopatias cronicas.

En 2010 se ha publicado en Implant Dentistry una Revision sistematica sobre el uso
del PRP en el aumento 6seo del seno maxilar (331). Pese a los potenciales beneficios del
PRP los autores de esta Revision Sistematica no encuentran evidencia del beneficio de la

adicion del PRP a los injertos hasta ahora empleados.
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En 2010 se ha publicado una Revisién Sistematica en Growth Factors sobre el uso
del PRP en la curacion de las tlceras diabéticas (332). Para dicha revision se incluyeron
finalmente 7 ensayos clinicos aleatorizados, cinco de los cuales estaban realizados
Unicamente en Ulceras diabéticas. Los resultados del meta-andlisis mostraron resultados
favorables con el PRP en la curacién de ulceras. Los autores concluyen que existe una

evidencia a favor del uso del PRP en las dlceras diabéticas.
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EN u1POTESIS Y OBJETIVOS

La elongacion de un segmento dseo mediante la osteogénesis a distraccién permite
restituir la longitud adecuada de una extremidad o reparar un defecto 6seo segmentario. Es
un procedimiento que se ha difundido en la comunidad de la Cirugia Ortopédica 'y que se
puede realizar, en la actualidad con diversos fijadores externos y clavos endomedulares.
Puede presentar complicaciones y morbilidad, que en ocasiones obligan a una correccién

del problema mediante nuevas cirugias.

Las complicaciones de este procedimiento pueden estar relacionadas con el
dispositivo de distraccion, como son el aflojamiento de los clavos del fijador-distractor, la
infeccién en el punto de entrada cutdnea o las desviaciones secundarias, lo cual obliga al
estrecho seguimiento por parte del cirujano. Sin embargo, la complicaciones mds graves
estdn en relacion con la osteogénesis a distraccién, como retardos de consolidacion,

ausencia de consolidacion de la osteotomia, o fracturas del regenerado.

Las variables que permiten estimular o mejorar la osteogénesis a distracciéon han
sido motivo de numerosos estudios. En las pasadas décadas se analizaron la influencia del
nivel de la osteotomia (diafisario o metafisario), de realizar osteotomia percutdnea o a
cielo abierto con sierra oscilante, asi como de iniciar la distraccién inmediatamente o
diferirla unos dias. También se analiz6 el empleo de los sistemas de fijacion-distraccion
en diversos regimenes biomecdnicos (neutralizacién, dinamizacién y biocompresion).
Estos estudios aportaron notables avances en el conocimiento de la osteogénesis a
distraccion y los factores que pueden influirlo. Pese al conocimiento mas profundo de la
técnica y las circunstancias que la mejoran persiste una elevada tasa de incidencias y

complicaciones relacionadas con estos procedimientos.

Al margen de la elongacion de extremidades, la osteogénesis a distraccion también
se ha mostrado como una técnica util para la reparacion de defectos dseos segmentarios en

diversas localizaciones mediante los transportes seos.

Desde los trabajos de Urist en la década de 1960 (151), se han realizado numerosos
estudios que persiguen ahondar en el conocimiento de la biologia y la regeneracion dsea.
Y se han descrito diversos productos para su utilizacién como sustitutos, expansores €

intensificadores de injertos 9seos.
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La administracion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) (257), por su contenido en
moléculas y factores implicados en los procesos fisioldgicos de reparacion tisular, podria
estimular la regeneracion de diversos tejidos, entre ellos podria estimular la regeneracion

dsea, incluida la osteogénesis a distraccion.

El presente proyecto de investigacion tiene como objetivo general verificar mediante
estudios radioldgicos e histoldgicos si la administracion de PRP promueve la formacion de
hueso en un modelo ovino de osteogénesis a distraccion. Para ello hemos disefiado un
modelo preclinico de alargamiento 6seo del fémur en cordero mediante el empleo de un

distractor externo.

Los objetivos especificos del estudio son los siguientes:

1. Verificar si la administracion de PRP autélogo estimula la formacion de hueso durante

el proceso de osteogénesis a distraccion.

2. Verificar si la administracion del PRP aut6logo estimula la formacién de hueso al final

del proceso de osteogénesis a distraccion.

3. Verificar si la administracion del PRP aut6logo estimula la maduracion del callo de

osteogénesis a distraccion.

4. Verificar si la administracion del PRP aut6logo no aumenta las complicaciones

relacionadas con el procedimiento de elongacion dsea.

5. Estudiar si la administracion del PRP autélogo modifica el proceso bioldgico de la

osteogénesis a distraccion.

Basandonos en los resultados publicados previamente por diferentes autores sobre
los efectos del PRP en la estimulacion del callo de elongacién emitimos la siguiente

hipétesis para su comprobacion:

“En un modelo ovino preclinico de osteogénesis a distraccion la aplicaciéon aislada y

reiterada de PRP en el foco de elongacion estimula la regeneracion 6sea”.
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Para verificar la hipotesis hemos realizado un estudio experimental en un modelo
ovino de osteogénesis a distraccion femoral. Este modelo es bien conocido, ya que fue el
empleado en los diversos trabajos realizados en la Universidad de Navarra por el grupo
del Profesor Cafiadell. En este estudio se evalta el efecto del Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) autélogo administrado en tres ocasiones durante el proceso de elongacion del fémur
de cordero. La evaluacion de dicho efecto se ha llevado a cabo mediante estudios de
radiologia simple, de Tomografia Computerizada, de histologia e histomorfometria.

El protocolo experimental de este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal del Institut de Recerca del Hospital Universitario Vall d"Hebron

mediante el Acta Ordinaria del 13 de diciembre de 2006.

En todas las fases del proyecto experimental, los animales incluidos fueron
atendidos, cuidados y tratados segun las regulaciones vigentes del Real Decreto 223 (1988)
de la Ley Espafiola para la proteccion de animales de experimentacion, del Decret 214
(1997) de la legislacion catalana por el cual se regula la utilizaciéon de animales para
experimentacion y para otras finalidades cientificas, del Real Decreto 1201 (2005) de la
Ley Espafiola sobre la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos. Se cumplié la Directiva Europea 86/609/ CEE (1986) relativa a la
proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos y también
acorde a los estdndares marcados por el National Institutes of Health (Guide for Care and

Use of Laboratory Animals, publication No. 80-23, revised 1985).
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MATERIAL

Animal de Experimentacion

El animal escogido para la realizacion de este trabajo ha sido el cordero (Ovis Aries),

de raza catalana “ripollesa” (Figura 67).

Figura 67. Corderos de raza ripollesa en el Estabulario del Institut de Recerca.

Se ha elegido este animal frente a otros por una serie de ventajas que aqui se exponen:

Similitud con el fémur humano. Aunque de menor tamafio existe una similitud del
fémur de cordero con el de humano en cuanto a morfologia de corticales y de
metafisis, no tanto para las epifisis y cartilago articular (333). Las relaciones del
fémur con los distintos grupos musculares también son similares a las del humano.
Tamafio. El tamafio del fémur de cordero permite la utilizaciéon de un dispositivo de
fijacion-distraccion externa idéntico al empleado en humanos, ya que el grosor de
las corticales y la distancia del periostio a la piel permite el uso de clavos empleados
en la préctica clinica habitual.

Docilidad. Los corderos son animales estabulables y féiciles de manejar. Su
docilidad permite el acceso al fijador para realizar la elongacion, asi como su
limpieza y cuidados.

Homogeneidad. Los animales poseen caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas y de

comportamiento similares.
Experiencia. El estudio de la elongacion dsea diafisaria en corderos se ha realizado

en diversos centros. Destacamos los numerosos estudios llevados a cabo en el
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Departamento de Cirugia Ortopédica de la Universidad de Navarra. La colaboracion
con dicho departamento ha sido esencial para la solucién y prevencion de los
diversos problemas técnicos y logisticos que se han presentado durante la
realizacion de este trabajo. En el Institut de Recerca Hospital Universitari Vall
d"Hebron se han realizado diversos trabajos experimentales con corderos y ovejas,
por lo que sus infraestructuras estan perfectamente preparadas para albergarlos en el
Estabulario. Asi mismo, la experiencia de todo el personal del Estabulario del

Institut de Recerca ha facilitado la realizacion del estudio experimental.

Hemos empleado 23 corderos, 22 machos y una hembra, de raza ripollesa. La edad
al comienzo del estudio estaba entre 3 y 4 meses, por lo que todos presentaban fisis

abiertas. El peso registrado durante la primera cirugia estaba entre 24 y 32 kg.

Sistema de fijacion-distraccion

Se ha empleado en todos los casos el sistema Monotube® Triax™ de Stryker®
Trauma. El sistema consiste en un fijador externo monolateral, cilindrico, telescopico y

elongable, con la posibilidad de realizar biocompresion axial.

Se empleaba el monotubo intermedio, color azul, de 20 mm de didmetro. Este
monotubo tiene una longitud de 250 mm cuando esta cerrado, pudiendo llegar hasta 350
mm con la elongacion. Presenta dos segmentos a lo largo del cilindro, el segmento de
Compresion-Distraccion cuya funcién fundamental es la Elongacion 6sea, y el Segmento
de Biocompresion cuya funcion es la estimulacion del callo dseo de elongacion o de

fractura (Figura 68).

En los dos polos del cilindro existen dos tuercas exagonales. La tuerca del polo
correspondiente al segmento de Compresion-Distraccion es la que permite realizar la
Compresiéon o Distraccion dependiendo del sentido de giro. En sentido antihorario se
realiza distraccion, a Imm por cada 360°, y en sentido horario se realiza compresion a
Imm por cada 360°. Junto a la tuerca de Compresion-Distraccion existen unas referencias
visuales que permiten calcular la cantidad de giro proporcionado en forma de cuartos de

vuelta, marcados por puntos en el collar metalico.
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Figura 68. Sistema de fijacion-distraccion.

La cantidad de distraccion total en milimetros puede verse en la unién entre el
segmento de compresion-distraccion y el segmento de biocompresion. A medida que
progresa la distraccion el cilindro interno telescdpico va apareciendo y dejando al
descubierto una escala en milimetros que equivale a la distraccion total realizada.

CLAVO APEX

Figura 69. Piezas de anclaje del tubo a la diafisis.

El tubo se ancla al hueso mediante un sistema de unién que incluye unos clavos
roscados (clavo APEX®) de Titanio de 13cm de longitud y Smm de didmetro (Figura 69).
Estos clavos son autoroscantes, y se introducen con ayuda de un berbiqui del sistema
Monotube® Triax ™ de Stryker®. Los clavos se anclan al hueso de modo bicortical, y al
monotubo mediante la GARRA TRIAX™ ESTANDAR. En la garra unos cierres roscados

permiten la union rigida del complejo tubo-garra-clavo (Figura 69).

Infraestructuras del procedimiento quirurgico

1.3.1. Estabulacion

Los corderos eran transportados a la zona de estabulacion de animales grandes del
Estabulario del Institut de Recerca del Hospital Universitario Vall d"Hebron (Figura 70).
Por razones de espacio y atendiendo a la legislacion vigente, no coincidian en el mismo
recinto mas de seis corderos. Los cuidados de alimento e higiene eran llevados a cabo por

personal cualificado del Estabulario.
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En el Estabulario del Institut de Recerca permanecian los corderos tras el
procedimiento quirdrgico, durante toda la elongacion, hasta el sacrificio. La elongacion

diaria se realizaba en el Estabulario.

1.3.2. Antequiréfano

En la sala de antequir6fano se procedia a la colocacion de vias venosas periféricas,
esquilado, lavado y desinfeccion inicial de la piel (Figura 71). En esta sala se llevaba a
cabo la extraccion de sangre necesaria para la extraccion del PRP. La limpieza de las

heridas quirtrgicas durante todo el procedimiento se llevaban a cabo en esta sala o en el

quir6fano.

Figura 70. Estabulario del Institut de Recerca. Figura 71. Sala de antequiréfano.

1.3.3. Quirodfano

Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron en el Quiréfano 02 para
animales grandes del Estabulario del Institut de Recerca del Hospital Universitario Vall
d"Hebron. El quiréfano constaba de proteccion radiolégica plomada. Se sustituy6 la mesa
de quiréfano por una mesa radiotransparente, para facilitar el control con el intensificador
de imagenes que se empled para el control fluoroscépico intraquirdrgico durante la

colocacion del fijador y para realizar el estudio de radiologia simple (Figura 72).

Se disponia de todo el material necesario para llevar a cabo una anestesia general
con intubacién oro-traqueal. Se disponia del material suficiente para llevar a cabo todo el
procedimiento quirdrgico. En dicho quiréfano se llevaron a cabo las extracciones de las

piezas al concluir todo el procedimiento experimental.
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Figura 72. Quir6fano 02 para animales grandes del estabulario del
Institut de Recerca con mesa adaptada y arco de escopia.
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METODO

Preoperatorio

Los corderos eran trasladados desde la granja al Estabulario del Institut de Recerca

en grupos de 6, en un vehiculo autorizado para el transporte de animales de
experimentacion. El traslado se realizaba una semana antes de la cirugia para la

aclimatacion de los animales a la corralina del Estabulario.

Media hora antes de la cirugia se le inyectaba en la pata trasera izquierda, la
contraria a la que iba a ser intervenida, buprenorfina (0,02 mg/kg) y midazolam (0,5
mg/kg) mezcladas en la misma jeringa por via intramuscular en el box de la corralina, para
realizar una sedacion preanestésica. Una vez que el cordero se encontraba sedado era
atado por tres patas, dejando libre la pata delantera izquierda y era conducido a la sala de
antequir6fano, donde se le esquilaba la cara interna de la pata delantera izquierda. Tras
realizar maniobra de compresion axilar se cogia una via venosa periférica en la pata

delantera izquierda con Abocath de N°14 en la vena cefalica.

En los corderos del Grupo B se realizaba la extraccion de 40 cc de sangre por via
periférica de la pata delantera izquierda. De estos 40 cc se extraia el PRP como se explica
en el apartado 2.4. de este capitulo. En los corderos del Grupo A no se realizaba
extraccion de sangre periférica. S6lo después de la extraccion de sangre en el Grupo B,y
tras haber cogido la via endovenosa en el Grupo A, se le infundian en bolus 10 cc de
Propofol 1%. Se realizaba entonces el esquilado de toda la pata trasera derecha (Figura 73),
tras lo que se limpiaba con agua y jabon toda la piel de la pata y posteriormente con
Alcohol de 96° para desinfeccion de la misma. Se trasladaba entonces a la mesa de

quir6fano.

Figura 73. Esquilado y preparacion.
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AP Anestesia

En la mesa de quir6fano se iniciaba el procedimiento anestésico con sedacion
endovenosa con 5 mg/kg de Propofol 1%. Se realizaba intubacion orotraqueal con tubo de
N° 14 y se conectaba a respirador mecdnico con gases anestésicos. Tras la intubacién se
monitorizaba la saturaciéon de oxigeno con Pulsioximetria en la lengua del cordero. Se
monitorizaba la actividad eléctrica cardiaca con electrodos precordiales. Se realizaba
anestesia con gases tipo isoflurano. Durante la cirugia la analgesia se realizaba con

Fentanest iv.

No se realizaba relajacion de los corderos por la corta duracién del procedimiento y
la mala tolerancia postquirtirgica a los relajantes musculares. Toda la medicacion para la
sedo-analgesia, asi como para la reposicion de liquidos se realizaba a través de una via
periférica en la pata delantera izquierda. En las ocasiones en que se perdia la via de la
extremidad anterior izquierda se accedia a una de las venas de la oreja. Todas las
sedaciones anestésicas se realizaron por el mismo equipo de Veterinaria del Estabulario
del Institut de Recerca. Una vez el cordero estaba correctamente sedado, analgesiado y
monitorizado, se fijaban a la mesa quirdrgica las dos patas delanteras y la trasera izquierda,

dejando libre la pata trasera derecha para ser intervenida (Figura 74).

Figura 74. Cordero anestesiado y monitorizado.
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Técnica quirurgica

La cirugia se realizaba el quiréfano 02 de animales grandes del Estabulario del
Institut de Recerca. Se tomaban todas las medidas de asepsia y cuidados que se toman
habitualmente en cirugia. Todo el material quirdrgico empleado en el procedimiento era

esterilizado siguiendo el protocolo habitual en la maquina de esterilizacion del Estabulario.

Se realizaba una profilaxis antibidtica con la administracion de Ceftriaxona 650 mg
en bolus endovenoso. La pauta antibidtica continuaba en la primera semana postoperatoria
mediante la administracion de amoxicilina de larga duracion (48h) 150 mg/kg en una

inyeccion intramuscular en dias alternos.

El equipo quirdrgico constaba de tres personas. Una veterinaria realizaba la
anestesia y monitorizaciéon. Un cirujano principal y un cirujano ayudante realizaban la
intervencién quirurgica. La sujecion de la extremidad durante la cirugia y la
instrumentacion era realizada por el cirujano ayudante. El manejo del arco de
intensificacion de imagenes era llevado a cabo por el cirujano principal mediante un pedal

de control remoto.

Una vez el animal estaba anestesiado y correctamente colocado en la mesa
operatoria se realizaba un control con fluoroescopia del arco de intensificaciéon de
imagenes. Se comprobaba la correcta colocacion del arco y del pedal de activacién
respecto a la mesa de operaciones y del acceso a la pata del cordero desde el puesto del

cirujano principal.

El lavado prequirtrgico y la vestimenta de los cirujanos se cumplia bajo estricta
esterilidad. Se pintaba con solucién yodada Topionic® toda la pata trasera derecha. Se
cubria la pezufia con un guante estéril atado con una gasa. Se montaba el campo

quirdrgico mediante la técnica habitual con tallas de tela estériles.

La intervencion quirurgica constaba de dos fases, en la primera se colocaba el

fijador externo y en la segunda se procedia a la realizacion de una osteotomia femoral.

En primer lugar se colocaba el clavo proximal, que debia estar colocado en la
diafisis femoral a nivel de la region inmediatamente distal al trocanter menor. Para ello se
realizaba una incision de 5 mm con el bisturi de N°24, se introducia una pinza tipo
mosquito atravesando la fascia y el vasto externo muscular hasta llegar a tocar hueso. Tras
lo cual se comprobaba la posicion por fluoroscopia (Figura 75). De ser correcta la posicion

de la punta de la pinza, se deslizaba ésta sobre la cortical anterior y bajo la posterior, para
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tener constancia del grosor antero-posterior de la diafisis y poder introducir el clavo en la
linea media diafisaria. Esta maniobra era necesaria puesto que el control con el arco de

intensificacion de imédgenes se realizaba en una Unica proyeccion antero-posterior.

Decidido el punto de insercion se realizaba una pequefia marca en la cortical dsea
con un punzon y se realizaba un nuevo control fluoroscépico para comprobar la correcta
ubicacion en el fémur. Esta maniobra s6lo se realizé en las primeras seis cirugias como

parte de la curva de aprendizaje del procedimiento.

Se introducia el clavo autorroscante y autotarodante mediante el berbiqui del fijador
Hofmann II y Triax de Howmedica®. Con el control mediante el intensificador se
comprobaba la direccion perpendicular al eje anatémico del fémur y el correcto paso por
las dos corticales femorales. Se procuraba que el clavo fuese introducido paralelo al plano

del suelo con la rétula al cenit.

Figura 75. Introduccién del clavo proximal bajo control fluoroescépico.

El siguiente clavo en ser introducido era el mas distal. Se repetia la maniobra de
introduccién pero esta vez el punto de entrada debia estar situado a lcm de la linea
epicondilea del fémur distal, tratando de este modo dejar el clavo extraarticular respecto a
la rodilla. La entrada y direccion de este clavo debia ser paralelo al plano del suelo con la
rétula al cenit, perpendicular al eje anatomico de la diafisis femoral y paralelo al clavo
proximal (Figura 76). Se procuraba tener especial cuidado con control mediante el
intensificador de imédgenes en la salida de la segunda cortical, dada su intima relacién con

la arteria femoral superficial.
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\

Figura 76. Colocacion del clavo distal paralelo al proximal.

El siguiente paso era el montaje del fijador sobre el clavo proximal y distal. Se
montaba el tubo distractor en las dos mordazas, de manera que el tubo quedara posterior a
los clavos y a la unién entre clavos y mordaza. Este montaje se realizaba para poder tener
un acceso a todas las partes moviles del fijador y a todos los tornillos una vez que el
cordero empezase a caminar sin tener que tumbarlo. El montaje garantizaba el acceso al
tubo distractor para poder realizar las elongaciones. Las mordazas de sujecion tenian 4
posiciones posibles para los clavos. En el proximal se empleaba la segunda mds proximal
y en el distal la segunda posiciéon mads distal, dejandose libres las posiciones mds
proximales y distales respectivamente (Figura 77). Se empleaba esta disposicion para
poder colocar los siguientes clavos en el espacio inmediatamente més distal en la mordaza
proximal y en el espacio inmediatamente mas proximal en la mordaza mas distal. De este
modo se colocaban los dos clavos periféricos en primer lugar y posteriormente los

centrales.

Figura 77. Colocacién del fijador sobre el clavo proximal y distal.

144



MATERIAL Y METODOS METODO

El espacio que quedaba entre los clavos mas centrales debia ser suficiente como para
poder realizar la osteotomia con un margen de seguridad suficiente, sin que llegase la linea
de fractura hasta la entrada o salida del clavo en la cortical. Un aspecto esencial era la
colocacién correcta del tubo distractor. Este era colocado siempre en la misma posicién, el
polo mds proximal correspondia al acceso de la llave de elongacion. El mas distal
correspondia al sistema dinamizador. Puesto que se realizaban todas las elongaciones en

régimen de neutralizacidn no se precisaba el acceso al sistema dinamizador.

Una vez colocado el fijador, pero sin estar los tornillos bloqueados, se empleaban
las mordazas como sistemas guia para la colocacion de los clavos centrales. Se colocaba
el segundo clavo distal, mediante la técnica percutdnea ya descrita con control con el
intensificador de imdgenes. Empleando la mordaza como sistema guia se introducia el
clavo paralelo al mas distal, siguiendo el principio de paralelismo respecto al suelo y
perpendicularidad al eje anatémico del fémur. Pese a ser paralelos entre si los clavos

debian seguir la curvatura fisioldgica del fémur (Figura 78).

Figura 78. Colocacién del segundo clavo distal empleando la
mordaza como guia.

El cuarto y dltimo clavo se introducia siguiendo el mismo sistema de guia con la
mordaza. Tras haber colocado todos los elementos del fijador, comprobar con el
intensificador de imégenes la correcta colocacion de los clavos y su paralelismo entre si,

se comprobaba que el tubo distractor se encontrara paralelo al eje anatémico del fémur.

Se procedia entonces al cierre de todos los tornillos del sistema de fijacion. Se
llevaba a cabo un cierre inicial con la llave del fijador y un cierre final con llave

dinamométrica para asegurar la correcta estabilidad del sistema (Figura 79).
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Figura 79. Llave dinamométrica.

La segunda fase de la cirugia era la realizacién de una osteotomia diafisaria femoral.
Se realizaba en el punto diafisario medio entre los clavos centrales adyacentes. En ambos
grupos se realizaba una osteotomia diafisaria percutdnea. En un punto entre los dos clavos
centrales y a unos 2 cm por encima de la linea de insercion de los clavos se llevaba a
cabo una incisioén de 1 cm. Este era el punto mds adecuado para realizar la osteotomia sin

que el escoplo chocase con el fijador.

Se introducia una pinza mosquito hasta tocar la didfisis femoral. Se deslizaba la
pinza mosquito por la cortical supero-medial e infero-lateral, ya que el angulo de
incidencia de la pinza era de 45° respecto al plano coronal de la didfisis. Se comprobaba
por control con el intensificador de imédgenes la correcta situacion de la pinza mosquito en
la didfisis. Se introducia el escoplo de modo percutdneo y se llevaba a cabo la misma

maniobra realizada con la pinza mosquito.

Elegido el punto de osteotomia con el intensificador de imdgenes se iniciaba con
martillo el marcado circunferencial a la cortical de la osteotomia deseada. Se iniciaba la

osteotomia por la cortical externa, superior y después inferior (Figura 80 y 81).

Figura 80. Realizacién de la osteotomia percutdnea Figura 81. Control mediante intensificador de
femoral con escoplo. imigenes de la correcta realizacién de la
osteotomia percutinea.
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La cortical interna era la de mads dificil acceso y se realizaba su osteotomia
prolongando la de la cortical inferior y anterior. La dificultad de esta parte de la técnica
percutdnea obligd a la realizacién de proyecciones oblicuas con el aparato de
intensificacion de imégenes. Tras completar la osteotomia se introducia el escoplo en la
superficie dsea buscando posibles puentes dseos no eliminados. Se llevaba a cabo una
comprobaciéon de que la osteotomia era completa iniciando una distraccion de 2-3 mm
(Figura 82), de notarse resistencia o no progresion de la didstasis se completaba la

osteotomia del remanente seo que normalmente pertenecia a la cortical inferomedial.

Figura 82. Maniobra intraquirtirgica de apertura de la osteotomia.

La piel se cerraba con grapas o seda de 2/0. Realizada la osteotomia y cerrada la
piel se procedia a la colocacién de los apdsitos y solucidon de aluminio (Grupo A), o se
realizaba la infusién en el foco de osteotomia de 3 cc de PRP aut6logo (Grupo B) para
después colocar los apdsitos y solucion de aluminio (Figura 83). La solucién de aluminio
es empleada en cirugia veterinaria para evitar la contaminacion de las heridas y permitir

su mejor cicatrizacion.

Figura 83. Cobertura de la herida con solucién de aluminio.

147



MATERIAL Y METODOS METODO

Se realizaban dos radiografias de control en todos los casos con el cordero todavia
anestesiado. Las radiografias eran en proyeccidn antero-posterior con el mismo arco de
intensificacion de imagenes, modificando el protocolo de radio-voltaje para la realizacién
de radiologia simple. Mientras el cordero era reanimado se revelaban las radiografias, se

marcaban con el nimero del cordero, y el nimero de radiografia para ese cordero.

Postoperatorio inmediato

Tras concluir el procedimiento quirirgico se cerraba el flujo de gases anestésicos
hasta que el cordero presentaba respiracion espontdnea. Iniciada la respiracidon espontinea

se podia extubar al cordero con seguridad (Figura 84).

Figura 84. Cordero intervenido en fase de reanimacion.

Una vez es extubado se le retiraba la via endovenosa periférica y monitorizacion.
Se le colocaba en la pata delantera izquierda, donde se le habia esquilado, un parche de
transdérmico de liberacion lenta de 50 mcg de fentanilo (Durogesic®, Janssen-Cilag)
como analgesia postoperatoria. Era trasladado al estabulario, dejandose en una zona
apartada del resto de animales o en otra corralina. Se le dejaba en decubito prono, con las
patas flexionadas para favorecer que el cordero pueda levantarse lo antes posible (Figura

85).

Se monitorizaba la frecuencia respiratoria como parametro directamente relacionado
con el dolor. Si se encontraba al cordero taquipnéico se le administraba una dosis

accesoria de Nolotil® intramuscular en la pata trasera izquierda.
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Figura 85. Postoperatorio inmediato.

Se registraba el inicio de la deambulaciéon con o sin apoyo de la extremidad
intervenida (Figura 86). Se mantenia al cordero aislado hasta que podia iniciar

deambulacion y entonces era devuelto a la corralina con los demas corderos.

Figura 86. Inicio de la deambulacién con apoyo a la hora
de la cirugia (cordero mostrado en la Figura 85).

Plasma Rico en Plaquetas

2.5.1. Preparacion

Se extraian 40cc de sangre del cordero desde la via venosa periférica colocada en la
pata delantera izquierda, mientras estaba siendo preparado en el antequiréfano, y antes de

infundir ningun farmaco por via endovenosa.
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La sangre, extraida con dos jeringas de 20cc era distribuida en diez tubos de ensayo
de pléstico de 4,5 ml tipo Vacutainer™ (Becton&Dickinson). Estos tubos son utilizados
en la practica clinica habitual para la realizacion de pruebas de hemostasia, contienen
citrato 3,8% como anticoagulante. Se llenaban 8 de los tubos hasta la marca que llevan de
4,5 ml, para que contengan el volumen sanguineo proporcional a la cantidad de citrato
que llevan. El volumen restante se introducia en los otros dos tubos citratados. Los ocho
primeros tubos se empleaban en la extraccion del PRP. Los dos ultimos tubos se
empleaban en la validacion de la concentracion de plaquetas administrada. Los diez tubos

eran tratados del mismo modo en todo momento (Figura 87).

La obtencion del PRP se realizaba siguiendo el método descrito por Anitia y
Sénchez (255,259). Se empleaba una centrifugadora tipo Heraeus Sephatec Megafuge

2.0R situada en el antequir6fano (Figura 88).
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Figura 87. Sangre extraida en tubos Figura 88. Centrifugadora empleada en el
citratados a 3,8%. procedimiento.

Alli se colocaban los diez tubos de sangre extraidos, en una distribucién equilibrada.
Se realizaba una centrifugacion durante 8 minutos a 450G (1800rpm) y a temperatura
ambiente. Concluida la centrifugacion se extraian los tubos de la centrifugadora (Figura
89) y se trasladaban a una mesa donde se realizaba la extraccion de la fraccién mads rica en

plaquetas seguin Anitua y Sanchez (Figura 90) (255,259).

El volumen del plasma obtenido es dependiente del hematocrito del sujeto estudiado,
por lo que el volumen era variable entre los distintos corderos. Se tomaba tnicamente los
0,5 cc superiores a la fase roja. Aproximadamente correspondia al tercio de plasma mas
cercano a la fase roja. Para ello se extraian con pipeta estéril de 500 L (0,5 cc) los dos

tercios superiores de la fase del plasma.
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Figura 89. Sangre procesada tras el Figura 90. Mesa y material de extraccién del PRP.
centrifugado.

Tras haber extraido los dos tercios superiores de plasma quedaba una fase de plasma
que aproximadamente debia ser de unos 0,5cc. Se extraia con una pipeta de 100 uL (0,lcc)
en cuatro o cinco veces el volumen de plasma inmediatamente adyacente a la fase roja. Se
empleaba esta pipeta de menor volumen para minimizar el flujo turbulento ejercido por la
presion negativa de la pipeta, evitando asi la contaminacién por globulos rojos y

leucocitos.

Se realizaba esta maniobra en los diez tubos. Se recogia el volumen total del plasma
adyacente a la fase roja en un recipiente estéril. Se media el volumen. Se extraian 3 cc de
este plasma, que denominamos PRP. A los 3cc de PRP le afiadimos 150 L de Cloruro
Cilcico al 10% (50 uL de Cloruro Célcico por cada 1 cc de PRP) para neutralizar el

citrato y activar la secrecion de granulos o de las plaquetas y la cascada de la coagulacion.

El volumen de 3 cc de PRP activado se depositaba en una jeringa de 10 cc con
Abocath de N°14. Todo este procedimiento se realizaba en esterilidad del material y del
personal. Todas las extracciones fueron realizadas por el mismo cirujano, que
previamente habia sido entrenado en el procedimiento. Se transportaba, en esterilidad, a la

mesa de quir6éfano, donde iba a ser administrada.

El volumen restante de PRP, sin ser activado con Cloruro Célcico, se depositaba en
un tubo similar al citratado, pero sin citrato. Este tubo se empleaba en la validacion del

método.
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2.5.2. Administracion

Concluida la osteotomia, en el Grupo B, se realizaba la infusién del PRP en los

corderos. Se llevaba a cabo con la herida de la osteotomia suturada. El punto de inyeccién

era 1 cm anterior a la herida (Figura 91).

Figura 91. Inyeccién de PRP. Figura 92. Control fluoroescépico de la
infiltracion del PRP.
La inyeccion se realizaba en el centro de la osteotomia, con control con el arco
intensificacion de imdgenes (Figura 92). Una vez se comprobaba la posicion del Abocath

en la osteotomia se procedia a la infusion lenta de los 3 cc de PRP activado.

2.5.3. Validacion

Se tomaba muestra del tercio inferior de la fraccién plasmatica de los dos tubos
destinados a la validacion. Esa muestra se empleaba en la cuantificacién de plaquetas del
concentrado. Dichas muestras no eran activadas con cloruro célcico, siendo enviadas en
medio citratado. La cuantificacion se realizaba en laboratorio. Se realiz6 una unica vez
por cada cordero del grupo B (PRP). Los resultados se muestran en el apartado 2 del

capitulo de Resultados.
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Estudio radioldgico simple

Tanto el dia de la cirugia, como en por lo menos dos controles durante el
seguimiento se hacian radiografias simples en proyeccion antero-posterior. No empleaba
la proyeccion axial ni la lateral ya que se utilizaba un arco de intensificador de imagenes
en posicion estatica a 90° respecto al plano del suelo y sentido supero-inferior. Se
modificaba el protocolo de amperaje y voltaje para poder hacer radiografias simples. Se

emplearon dos chasis de radiografia simple de 24x30 cm (Figura 93).

Figura 93. Chasis de radiologia simple.

Los chasis eran procesados en una habitacion oscura de revelado en el Institut de
Recerca Vall d’Hebron. Las placas eran extraidas de los chasis e introducidas en la

maquina de revelado Fujifilm FPM-100A en protocolo ordinario de revelado (Figura 94).

Figura 94. Maquina de revelado FPM-100?.

Todas las radiografias se hicieron con los corderos sedados. Las radiografias eran
marcadas con el nimero del espécimen y con el tiempo de evolucion. Los resultados se

exponen en el apartado 4 del capitulo de Resultados.
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AWM Procedimientos durante la estabulacién

Los corderos permanecian, en el Estabulario del Institut de Recerca, seis semanas

desde el dia de la cirugia hasta el dia de la eutanasia. El procedimiento completo constaba

de 40 dias, tomando como “dia 0” el de la cirugia. Durante los 40 dias se llevaban a cabo

una serie de procedimientos como se resumen a continuacion:

B Dia 0: intervencion quirdrgica bajo anestesia general.

* Implantacion del sistema de fijacion-distraccion.

* Osteotomia percutanea.

* Control con 2 radiografias simples.

* 1% administracion de PRP (s6lo en grupo B).

B Dia 10: inicio de la distraccion bajo sedacion.
* Inicio de la distraccién a Imm/dia.
* Limpieza de heridas y fijador.

* Control con 2 radiografias simples.

e 2% administracion de PRP (s6lo en grupo B).

B Dia 20: control de la distraccion bajo sedacion.
* Limpieza de heridas y fijador.

* Control con 2 radiografias simples.

* 3% administracion de PRP (s6lo en grupo B).

B Dia 30: cese de la distraccion.

« Ultimo dia de elongaciéon (20mm en distractor).

B Dia 40: eutanasia.
* Eutanasia segtn protocolo.

* Control con 2 radiografias simples

e Extraccion del fémur elongado y del contralateral.

* Etiquetado y procesado de las piezas.
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Los procedimientos llevados a cabo los dias 10 y 20 se realizaban con sedacion sin
intubacion orotraqueal y siguiendo el protocolo de sedacion. Las radiografias simples de
los controles posteriores a la cirugia (dias 10 y 20) se realizaban con la misma técnica de
proyeccion y revelado, se marcaban con el nimero del cordero, y el nimero de orden de
la radiografia. La obtencion del PRP se llevaba a cabo con la misma técnica descrita
previamente, con extraccion de sangre de via venosa periférica, previa a la infusion de
farmacos por esa via. La administracion se controlaba por medio del intensificador de
imagenes, infundiendo el plasma en la osteotomia recién iniciada la elongacion en el “dia

107,y a la mitad de la distraccion total el “dia 20”.

Aprovechando las sedaciones del “dia 10” y “dia 20”, se retiraban los apdsitos de
los clavos, se limpiaban éstos y la herida de la osteotomia con agua con jabon, suero
fisiologico y solucidon yodada después, para finalmente colocar de nuevo apdsitos limpios.
En el momento de la cura se evidenciaba la existencia o ausencia de infeccion local en las
heridas de los clavos, registrdndose y poniéndose tratamiento antibidtico empirico tras su

limpieza con Amoxicilina-Clavulanico (500mg).

Los procedimientos del “dia 10 y 20” se llevaban a cabo en el mismo quir6fano de
la cirugia realizada y con el mismo equipo de veterinarias y cirujanos. El dia de cese de la
elongacion (“dia 30”) no se acompafiaba de mds procedimientos ni pruebas
complementarias. Las radiografias de control del “dia 40” y la extracciéon de ambos
fémures se realizaban en quir6fano, una vez se confirmaba la parada cardio-respiratoria

irreversible tras el procedimiento de eutanasia .

Durante las 6 semanas que duraba todo el procedimiento, los corderos estabulados
eran examinados por el equipo quirurgico y veterinario, de lunes a viernes desde la cirugia
hasta el “dia 10” y desde el “dia 30 al 40”. Durante el procedimiento de elongacion, desde
el “dia 10” hasta el “dia 30”, eran examinados y elongados diariamente. En el examen
diario realizado por el equipo quirdrgico se comprobaba el estado de los corderos, la
necesidad de analgesia, signos de infeccion, deambulacién o no, carga de la extremidad

intervenida y complicaciones mecdnicas de las dos extremidades.

2.7.1. Eutanasia

El “dia 40” del procedimiento se consideraba el ultimo. El cordero recibia una
inyeccion intramuscular de Midazolam (2 cc). Una vez se encontraba sedado, era atado

por tres patas, dejando libre la pata delantera izquierda. Era trasladado a la sala de
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antequir6fano, donde se le esquilaba la cara interna de la pata delantera izquierda. Se
tomaba una via venosa periférica con un Abocath de N°14. Se infundian por esta via 20cc
de Propofol 1%, dos minutos después se le infundia 1g endovenoso de Pentotal sédico.
Minutos después se daba una parada respiratoria que no era revertida, y posteriormente la
parada cardiaca. Se comprobaba el fallecimiento en el quir6fano mediante pulsioximetria,

observacion de ausencia movimientos respiratorios y cese de actividad eléctrica cardiaca.

Se procedia a la realizacién del tultimo control radiolégico con dos radiografias
simples con la misma técnica empleada en las anteriores. Tras las radiografias se extraian

ambos fémures y se procesaban las piezas.

2.7.2. Extraccion y procesamiento de las piezas

Se colocaba el caddver en decubito supino. Se preparaba el material de extraccion,
gasas y los botes para las piezas extraidas. Con un bisturi del N° 24 se realizaba una
incisién longitudinal paralela al fijador externo. Se seccionaba la piel suprarotuliana y el
tendon rotuliano. Se seccionaban los ligamentos colaterales femoro-tibiales y
posteriormente los ligamentos cruzados. Realizado este gesto se seccionaban los grupos
musculares extensores y flexores evitando el acceso subperidstico de la diafisis y en
direccién cefélica. Se seccionaban y extraian los pediculos de piel circundante a los
clavos del fijador. El paso final a la extraccion era la secciéon de la musculatura
pelvitrocantérica y luxacién de la cabeza femoral. La extraccion del fémur elongado debia
evitar la seccion o pérdida de material del callo de elongacion, puesto que éste tenia zonas
calcificadas y partes blandas que podian estar adheridas a la musculatura. Se extraia con
la misma técnica el fémur contralateral, llegando en este caso a hacer una diseccién

subperidstica pegada al hueso.

Se limpiaban las piezas, seccionando pediculos y restos de musculo, excepto en la
zona del callo de elongacién. Se limpiaba el fijador, todavia montado junto al fémur
extraido, con suero fisioldgico. Se introducian en un depdsito comin con formaldehido al

10%. Se etiquetaban los botes y las piezas con el niimero del cordero sacrificado.

A la semana de la eutanasia y extraccion se sacaban las piezas de los botes
formolizados, se envolvian en bolsas estancas los dos fémures de cada cordero y se
realizaba el estudio con Tomografia Computerizada, como se detalla en el apartado
siguiente de este Capitulo. Se aprovechaba este momento para fotografiar las piezas

(Figura 95).
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Realizado el estudio de Tomografia Computerizada, las piezas eran devueltas al
Estabulario. Bajo control con el intensificador de imagenes y en quir6fano, se cortaban las
piezas elongadas con sierra, un lcm proximal al borde proximal de la osteotomia y 1 cm

distal al borde distal de la osteotomia.

Se marcaba con un punto de seda el borde superior de la cara anterior del callo, y
con otro punto de seda y un fragmento de plastico del capuchén de una aguja el borde
inferior de la cortical medial. Sabiendo que todas las piezas eran del fémur derecho, y con
la referencia supero-anterior e infero-medial se podia ubicar en el espacio la posicion de
cada parte del callo. Se introducia cada pieza en un bote con formadehido 10% y se volvia

a etiquetar con una numeracion distinta a la de denominacion de los corderos (Figura 96).

Se empaquetaban los botes formolizados y se enviaban por mensajeria al
departamento de Ortopedia Experimental de la Universidad de Navarra, Pamplona, donde

se llevaba a cabo la preparacion de la histologia.

Figura 95. Fémures extraidos y conservados en  Figura 96. Pieza cortada y en formaldehido
formaldehido 10% (previo a estudio con TC). 10% (después del estudio con TC).
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Tomografia Computerizada de las piezas

Se trasladaban las piezas al aparato de Tomografia Computerizada helicoidal
Siemens Pro 44 perteneciente al Institut de Diagnostic per la Imatge (IDI) y situado en el
Hospital General de la Ciutat Sanitaria Vall d’Hebron. Las piezas se trasladaban en bolsas

estancas precintadas y etiquetadas (Figura 97).

.

Figura 97. Estudio TC de las piezas. Figura 98. Visualizacién de estudio TC.

Todos los estudios con Tomografia Computerizada fueron llevados a cabo por el
mismo técnico y radidlogo. Se realizaban en grupos de seis fémures intervenidos y sus
fémures contralaterales. Se colocaban en la bandeja del aparato de Tomografia los
fémures en posicion anatdmica como si el cordero estuviese en decubito supino (Figura
98). Se centraba con la guia laser del aparato la zona a estudio. Se realizaba el barrido

siguiendo un protocolo de tomografia musculoesquelética.

Las imdgenes eran almacenadas en DVD en formato DICOM para su posterior

estudio.
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Técnica histologica

El primer paso para la preparacion, conservacion y procesamiento de las piezas
extraidas era la fijacién. La fijaciéon se llevd a cabo con una solucion comercial de
formaldehido al 10%. A partir de la fase de fijacion, que se iniciaba en el Institut de
Recerca de Vall d"Hebron, el resto de procedimientos relacionados con el procesamiento
histolégico se llevd a cabo en el Departamento de Ortopedia Experimental de la
Universidad de Navarra, Pamplona.

Tras la fijacion se realizaba el corte de las piezas con una sierra oscilante. El corte de
la pieza se llevaba a cabo en el plano coronal, para poder tener incluido en un mismo corte

el callo medial o interno y el lateral o externo (Figura 99 y 100).

Figura 99. Cortado de las piezas con sierra Figura 100. Corte coronal de la pieza.
oscilante.

Tras la fijacién se realizé una decalcificacion de las piezas, previamente a su
preparaciéon para histologia. El motivo de realizar la decalcificacion era optimizar el
manejo de las muestras y la mayor versatilidad de técnicas histoldgicas factibles en hueso
decalcificado. El tipo de decalcificacion llevada a cabo fue con &cido clorhidrico y

formico (agua destilada, 4cido férmico al 85% y clorhidrico al 35%).

Una vez que la decalcificacion era satisfactoria, y previo a la inclusién en parafina
se procedia a la deshidratacion. Para realizar la deshidratacion se sumergia la muestra en
soluciones de alcoholes de gradacion ascendente (70%, 80%, 96%, 100%, 100%). Este
proceso de deshidratacion arrastraba los restos de agua que quedaban en el tejido.
Posteriormente se realizaba un lavado de las muestras con xilol para eliminar el alcohol

remanente y facilitar la difusion de la parafina.
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En la fase de inclusion se introducia la muestra en parafina liquida a 60°C, que
pasaria a estado s6lido a temperatura ambiente. Tras colocar la muestra en un molde y un
casette de identificacion se enfriaban las muestras, con el fin de solidificarlas incluidas en

el casette.

El bloque de parafina se ajustaba en el microtomo, y se realizaban unos primeros
cortes groseros hasta llegar a unos cortes de calidad de 4 ym. Estos cortes de 4 ym se
ajustaban en el portaobjetos de vidrio, y se dejaba secar para que se evaporase el agua que
quedaba entre el portaobjetos y el corte de parafina. Posteriormente se calentaba el corte

para eliminar la parafina, y se lavaba con xilol hasta eliminarla por completo.

Tras eliminar la parafina s6lo quedaba rehidratar de nuevo la muestra con soluciones
alcoholicas decrecientes hasta llegar a agua destilada. Después de la rehidratacion el corte
histologico estaba preparada para ser tefiido o para iniciar el procedimiento de

inmunohistoquimica.

2.9.1. Tinciones histoldogicas

Se realizaron 3 tinciones de las muestras, Hematoxilina-Eosina, Tricrémico de

Masson y Safranina. Para el anélisis histologico final no se empled la tincién de Safranina.

a) Hematoxilina - Eosina

La Hematoxilina-Eosina es una de las tinciones mds empleadas en histologia. La
hematoxilina, que es basica, tifie las estructuras dcidas de azul purpureo los nucleos,
ribosomas y reticulo endoplasmdtico rugoso. La eosina, que es un colorante 4cido, tifie
estructuras basicas de rojo o rosa. La mayoria de las proteinas citoplasmaticas son basicas
y por ello el citoplasma generalmente se tifie de rosa o de rojo rosado. En general, en la
tincion de Hematoxilina Eosina los nucleos se tifien de azul y el citoplasma se tifie de rosa

a rojo.

b) Tricréomico de Masson

Esta técnica se llama de tejido conectivo porque se usa para demostrar elementos del
tejido de soporte, principalmente coldgeno. Como su nombre indica, la técnica de tincién
produce tres colores: nucleos y otras estructuras basdfilas se tifien de azul, el coldgeno se
tifie de verde o azul, dependiendo de qué variante de la técnica se utilice, y el citoplasma,

el musculo, los eritrocitos y la queratina se tifien de rojo brillante.
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M Analisis histomorfométrico

El andlisis histomorfométrico permite cuantificar superficies absolutas y relativas de
un tejido y de la interfase entre un implante y un tejido. En este estudio se llevé a cabo un

andlisis histomorfométrico de las superficies relativas de hueso, cartilago y tejido fibroso.

Tras completarse las preparaciones histolégicas se llevaron a cabo digitalizaciones
de dichos cortes histolégicos. Para ello se condujeron al Centro de Investigaciones
Médicas Aplicadas (CIMA) de la Universidad de Navarra, donde los cristales fueron
fotografiados en un microscopio tipo Zeiss Axio Imager M1. Las digitalizaciones se

almacenaron en formato TIFF para su posterior andlisis.

Para el estudio histomorfométrico se empled el software ImageJ®, desarrollado por
el National Institutes of Health de EEUU. Para el calculo de la superficie relativa de hueso
se empleaba los cortes en Hematoxilina-Eosina, para el célculo de la superficie relativa de
cartilago y tejido fibroso la de Tricromico de Masson. El protocolo bésico de anélisis de
las imédgenes digitalizadas incluia una conversion del formato de la imagen a 8 bits. En el
caso del tejido Oseo se realizaba un ajuste del umbral de coloracién para sustraer el
contenido intertrabecular. Tras lo cual se realizaba el marcado de los limites de cada forma,
en este caso las trabéculas y hueso haversiano. Estos limites encerraban una superficie que
era calculada por el software, asi como la superficie total del corte analizado, pudiendo
expresarse en porcentaje. El la Figura 101 se muestra un ejemplo del protocolo previo al

célculo de superficies ocupadas por tejido dseo y espacio intertrabecular.

Figura 101. Diagrama que muestra la secuencia previa al célculo de superficie con Image].
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GRUPOS DEL ESTUDIO

Descripcion de los grupos

Todos los corderos se sometieron al mismo procedimiento anestésico, de osteotomia
percutdnea, de elongacion (velocidad y duracion de elongacion), de sacrificio y de pruebas
de la pieza anatomica. Los dos grupos, A 'y B, se diferenciaban en cuanto a si no recibian
o recibian tratamiento coadyuvante con PRP autélogo durante el procedimiento de
elongacion. El grupo A no recibi6 tratamiento coadyuvante. El grupo B recibid tres dosis

de PRP autdlogo a lo largo del procedimiento (dia “0”, dia “10” y dia “20).

En el disefio inicial del estudio se plante6 la posibilidad de administrar un
coadyuvante “control” en el grupo A, para igualar los dos grupos en la metodologia del
procedimiento. Sin embargo, la posibilidad de estar diluyendo el codgulo inicial de la
osteotomia y la incapacidad de ponderar este efecto hicieron necesario prescindir de

terapia coadyuvante a la elongacion en el grupo control (grupo A).

Asignacion a los grupos

La asignacion al grupo A o B se realizaba durante la jornada de la cirugia. Todo el
estudio se realiz6 en grupos de 6 corderos (por necesidades de la estabulacion) excepto el
ultimo grupo de 5 corderos. Los procedimiento que requerian anestesia o sedacién eran

mas largos, por lo que limitaban el nimero de corderos a intervenir a dos por dia.

Puesto que la primera intervencion era la osteotomia percutdnea e implantacion del
fijador junto con la administraciéon o no de PRP, el primer dia del procedimiento se
asignaba definitivamente al grupo al que iba a pertenecer el cordero. Por sistema se
asignaba al grupo B el primer cordero a intervenir, puesto que la extraccion y
administracion del PRP requeria mayor tiempo. El segundo cordero se asignaba al grupo

A. Los corderos eran elegidos por la veterinaria del Institut de Recerca.

Cada pieza anatémica procesada fue renombrada con un nimero del 1 al 23, para
simplificar la nomenclatura y manejo de las piezas y pruebas histoldgicas. La realizacion
de las pruebas radioldgicas (radiologia simple y TC), las pruebas histolégicas simples,

inmunohistoquimica y de histomorfometria fueron idénticas para ambos grupos. El
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personal colaborador en el estudio ha desconocido en todo momento a qué grupo

pertenecia cada espécimen.

RMRM Criterios finales de exclusién

Se decidi6 excluir los especimenes con una desviacion angular mayor de 15° en el
plano coronal o con una distraccién del foco menor de 5 mm. Ambos criterios de
exclusion traducen una situacion de consolidacion precoz y puente dseo que impide la
distraccion por lo menos en una de las corticales de la diafisis. Las dos situaciones pueden
ser debidas o a una consolidacién mds réapida de lo habitual (sobre todo en la cortical

interna) o a una técnica deficiente (persistencia de puentes dseos y osteotomia incompleta).
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EN £VALUACION DE RESULTADOS

‘MW Examen clinico

Dentro del examen clinico se incluia el apoyo o no de la extremidad intervenida, la
presencia de infeccion de los clavos o de la herida de osteotomia y la presencia de

aflojamiento de dichos clavos o de otra complicacién mecanica.

Se llevaba a cabo un control diario de todos los corderos presentes en la corralina
del Estabulario, y se registraba en una hoja de recogida de datos el apoyo de la extremidad
intervenida, durante las tres fases del procedimiento: latencia (10 dias), distracciéon (20
dias) y consolidacién (10 dias). Dicho registro lo realizaban miembros del equipo
quirdrgico.

El control de las heridas de los clavos, asi como su posible aflojamientos se
registraba los dias que se llevaban a cabo radiografias bajo sedaciéon, momento que se

aprovechaba para limpiar y desinfectar las heridas de los detritus acumulados.

Puesto que las variables recogidas respecto al examen clinico eran variables

categoricas dicotdmicas se realizd test tipo Chi-Cuadrado. (Tabla 3).

Apoyo de la extremidad Infeccion Complicaciones mecanicas
Latencia (No: 0, Si: 1) Superficial (No: 0, Si: 1) Aflojamiento (No: 0, Si: 1)
Distraccion (No: 0, Si: 1) Profunda (No: 0, Si: 1) Complicacion mayor (No: 0, Si: 1)

Consolidacion (No: 0, Si: 1)

Tabla 3. Variables categéricas recogidas del Examen Clinico

Radiologia simple

La informacién de la radiologia simple se dividio en las tres fases de la elongacion:
latencia, distraccion y consolidacién. Un radidlogo que desconocia la pertenencia a cada

grupo realizé el andlisis de las radiografias.

4.2.1. Radiologia de la fase de latencia
En la radiografia que se realizaba tras la cirugia se comprobaba la correcta
realizaciéon de la osteotomia, alineacién y ausencia de desplazamientos mayores. Asi

como la correcta colocacion de los clavos, paralelos y a una distancia equidistante de la

164



MATERIAL Y METODOS EVALUACION DE RESULTADOS

osteotomia. Se describia la osteotomia como: transversa, oblicua o con tercer fragmento

(Figura 102 a 104).

-

_

Figura  102. Ejemplo de Figura 103. Ejemplo de Figura 104. Ejemplo de
osteotomia transversa. osteotomia oblicua. osteotomia con tercer fragmento.

En la radiografias simples realizadas al final de la fase de latencia, en el 10° dia, se
comprobaba la correcta alineacion de los clavos y la ausencia o presencia de deformidad

€n varo.

4.2.2. Radiologia en fase distraccion

En las radiografias simples realizadas a la mitad de la fase de distraccion, dia 20, se
comprobaba la correcta alineacion de los clavos y ausencia o presencia de deformidad en
varo. Se evaluaba la presencia o ausencia tanto de callo peridstico medial como
circunferencial y la presencia o ausencia de una linea radiolicida en la zona de osteotomia.

Se evaluaba la presencia de lisis alrededor de los clavos.

4.2.3. Radiologia en la fase de consolidacion

En las radiografias simples realizadas al final de la fase de consolidacion, dia 40, se
comprobaba la correcta alineacion de los clavos y ausencia o presencia de deformidad en
varo. Se evaluaba la presencia o ausencia de callo peridstico medial, circunferencial y la
presencia o ausencia de una linea radiolicida en la zona de osteotomia. Se registraba en
escala ordinal el paso de trabéculas (0: ausencia, 1: escasas, 2: moderadas; 3: abundantes).
Se evaluaba la presencia de lisis alrededor de los clavos.

En la tabla 4 se observan las variables registradas para cada fase, todas son
categoricas. Las variables dicotomicas fueron analizadas mediante Chi-Cuadrado, las

ordinales mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Latencia Distraccion Consolidacion
Alineacion (varo <15°: 0, | Alineacion (varo <15°% 0,>15°% 1) Alineacion (varo <15°% 0,>15°% 1)
>15% 1) Callo perio6stico medial (No:0, Si:1) Callo perio6stico medial (No:0, Si:1)
Osteotomia (transversa: Callo circunferencial (No:0, Si:1) Callo circunferencial (No:0, Si:1)

1, oblicua: 2, con tercer Linea radiolicida (No:0, Si:1) Linea radiolicida (No:0, Si:1)
fragmento: 3) Lisis (No:0, Si:1) Trabéculas (0: ausencia, 1: escasas,
2: moderadas; 3: abundantes)
Lisis (No:0, Si:1)

Tabla 4. Variables categdricas del estudio de radiologia simple.

Tomografia Computerizada

Los distintos estudios con Tomografia Computerizada fueron analizados por un
médico radidlogo especialista en radiologia musculo-esquelética, el Dr. Ignasi Barber del
Hospital Universitario Vall d"Hebron. El visionado y la cuantificacion de las distintas
variables se llevd a cabo con el software Osirix®, desarrollado por University of
California, Los Angeles (UCLA). Dicho software permite realizar mediciones tanto de

longitudes como de dreas, asi como de densidad en Unidades Hounsfield.

El estudio se dividié en tres apartados. En el estudio morfométrico del fémur se
analizaron los cambios sufridos en todo el fémur intervenido con respecto al contralateral.
En el estudio morfométrico del callo se analizaron las distintas variables morfoldgicas que
definfan al callo de elongacion. En el estudio densitométrico del callo en Unidades

Hounsfield se estudi6 la densidad global del callo y por tercios interno, medio y externo.

4.3.1. Estudio morfométrico del fémur

Se midi6 la longitud del fémur control y del intervenido en milimetros, calculandose
el incremento real en longitud con el procedimiento de elongacion (asumiendo la simetria
con el fémur contralateral). Se midieron el didmetro coronal en milimetros de la diafisis
justo por debajo del trocanter menor y a nivel epicondileo en la metafisis distal del fémur.
Se midieron las 4reas de seccién axial en cm® de la diafisis por debajo del troc4nter menor

y a nivel epifiso-metafisario epicondileo.

Estas variables eran cuantitativas continuas y se evidencié que cumplian los
criterios de normalidad, por lo que se analizaron con test paramétricos para la

comparacion de medias (Test de la T de Fisher). En la tabla 5 se observan las variables
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cuantificadas del estudio morfométrico del fémur. En la figura 105 a 107 se observa un

ejemplo de estudio morfométrico del fémur.

Variables cuantitativas

Longitud Fémur Control (mm)

Longitud Fémur Intervenido (mm)

Diametro Superior Fémur Intervenido (mm)

Diametro Epicondileo Fémur Intervenido (mm)

Area de seccién de la disfisis por debajo del trocanter menor (cm?)

Area de seccién Epicondileo (cm?)

Tabla 5. Variables cuantitativas del estudio morfométrico del fémur.

Figura 105. Longitudes del Figura 106. Didmetros de diéfisis Figura 107. Areas de seccién
fémur intervenido 'y del superior y epicondileo. por debajo del trocédnter y
contralateral epicondileo

4.3.2. Estudio morfométrico del callo de elongacion

Se midié el didmetro coronal en milimetros 1 cm por encima y por debajo de la
osteotomia, asi como el didmetro coronal maximo de la zona central del callo. También se
midi6 el didmetro sagital maximo en milimetros del callo. Se midi6 el drea de seccién
axial en cm” a Icm por encima y por debajo de la osteotomia, asi como el drea del callo en
su zona central. Se llevd a cabo un registro cualitativo de la presencia o ausencia de callo
dseo interno, asi como de callo circunferencial (ausencia: 0, presencia: 1). Se evalud el
paso de trabéculas por el centro del callo con una escala ordinal (0: ausencia, 1: escasas, 2:

moderadas, 3: abundantes).
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Las primeras 7 variables eran cuantitativas continuas y se evidencié que cumplian
los criterios de normalidad, por lo que se analizaron con test paramétricos para la
comparacion de medias (Test de la T de Fisher). Las variables dicotémicas se estudiaron
mediante Chi-Cuadrado y la variable ordinal mediante el test no paramétrico U de Mann-
Whitney. En la tabla 6 se encuentran las variables empleadas en el estudio morfométrico

del callo de elongacion.

Variables cuantitativas Variables categoricas

Diametro coronal superior (mm) Callo 6seo interno (0: ausencia, 1: presencia)
Diametro coronal inferior (mm) Callo circunferencial (0: ausencia, 1:
Didametro coronal central maximo (mm) | presencia)

Diametro sagital central maximo (mm) Paso de trabéculas (0: ausencia, 1: escasas, 2:
Area axial superior (cm?) moderadas, 3: abundantes)

Area axial central (cm?)

Area axial inferior (cm?)

Tabla 6. Variables analizadas en el estudio morfométrico del callo.

4.3.2. Estudio de la densidad ésea del callo de elongacion

Para el estudio de la densidad 6sea del regenerado se llevé a cabo una cuantificacion
de la densidad en Unidades Hounsfield del callo en seccion coronal y axial. El callo en
seccion coronal fue dividido en tres tercios: interno, medio y externo. El callo en seccion
axial no se dividié (Tabla 7). Estas variables eran cuantitativas continuas, se evidencid
que cumplian los criterios de normalidad, por lo que se analizaron con test paramétricos
para la comparacion de medias (Test de la T de Fisher). En las figura 108 se observa la

division realizada para la cuantificacion de la densidad del callo en seccion coronal.

Figura 108. Divisién en tres tercios del
callo para el estudio de densidad.
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Variables cuantitativas

Densitometria del 1/3 interno del callo (UH)
Densitometria del 1/3 central del callo (UH)

Densitometria del 1/3 externo del callo (UH)

Densitometria axial global del callo (UH)

Tabla 7. Variables analizadas en el estudio de la densidad dsea del callo.

m Histologia Simple

El estudio de los cortes histologicos de los callos de elongacién fue realizado por un
médico patdlogo especialista en anatomia patoldgica del sistema musculo-esquelético, el
Dr. Juan Carlos Sanz del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Donostia. Los
cristales fueron estudiados en la tincion de Hematoxilina Eosina y Tricrémico de Masson,
a aumento desde 2x hasta 10x. Cada callo se dividié en 3 zonas. La zona 1 (Z1) era la
inmediatamente adyacente al hueso cortical, la zona 3 era la zona mas central (Z3), y la
zona 2 era definida como la zona intermedia (Z2) (Figura 109). El resultado de cada

variable se expresa como la media o promedio de cada par de zonas simétricas (Z1 y Z1°,

72y72°,73yZ3).

Figura 109. Definicién de las zonas de estudio en corte histolégico con Tricrémico de Masson.
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4.4.1. Estudio histologico descriptivo del callo

Se determiné para cada zona una serie de aspectos histologicos relevantes (Tabla 8).
Se llevo a cabo una determinacién en cada zona del nimero de osteoblastos y osteoclastos
por 10 campos de HPF (a 40x). Asi como una determinacion en cada zona del nimero de
luces vasculares por 10 campos de HPF (a 40x). Se determind la presencia de tejido
fibroso y la de cartilago en cada zona (0: ausencia, 1: presencia). Se determiné la
presencia de trabéculas en cada zona del callo (O:ausencia, 1: presencia, 2: abundancia).

Se determind el tipo de osificacion predominante para todo el callo en conjunto (Z1, 2y

3) : endocondral (1), intramembranosa (2), o mixta (3).

Variables cuantitativas Variables categoricas

N° de osteoblastos por 10 campos | Tejido fibroso por zona (Z1,2 y3) (0: ausencia, 1:presencia)
por zona (Z1,2y 3) Tejido cartilaginoso por zona (Z1,2 y3) (0:ausencia,
N° de osteoclastos por 10 campos por | l: presencia)

zona (Z1,2y 3) Presencia de trabéculas por zona (Z1,2 y 3) (0:ausencia,

N° de luces vasculares por 10 campos | 1: presencia, 2: abundancia)

por zona (Z1,2 y 3) Tipo de osificacién global (1: endocondral, 2:intramembranosa,

3: mixta)

Tabla 8. Variables analizadas en el estudio histolégico descriptivo del callo.

4.4.2. Estudio histologico de la madurez del callo

Para estudiar la madurez del callo de elongacion primero se analizé la presencia de
trabéculas O6seas en cada zona y su grado de maduracion, asi como el osteoide y su
volumen relativo respecto al hueso mineralizado. También se evalud el paso de trabéculas
en la zona 3, concepto denominado bridging, aspecto que traduce una maduracién del
regenerado al ir desapareciendo la zona de mineralizacion. Posteriormente se evalud la

maduracion del regenerado por zonas y en conjunto.

Mediante el microscopio de luz polarizada se observd si habia trabéculas dseas o
hueso lamelar maduro en cada zona, lo cual era esencial para determinar el grado de
maduracion del fendmeno regenerativo. Determindndose las siguientes posibilidades:
ausencia de trabéculas (0), presencia de trabéculas éseas compuestas por hueso

fibroreticular inmaduro que no muestran birrefringencia en el microscopio de luz
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polarizada (1), y presencia de trabéculas 6seas con tejido éseo lamelar con birrefringencia

positiva en luz polarizada (2).

El paso de trabéculas por la zona 3, o bridging, se determind en escala ordinal

como ausencia de puentes 6seos (0), incompleto (1), y completo (2).

Se calcul6 el Volumen Relativo de Osteoide (ROV) para cada zona. Para ello se
empled la tincion de Tricromico de Masson, que tifie de azul oscuro el osteoide y deja en
rojo el hueso mineralizado, y se calculd con el microscopio con reticula de 100 puntos el
nimero de puntos ocupados por osteoide y el nuimero de puntos ocupados por tejido
mineralizado y osteoide. EI Volumen Relativo de Osteoide (ROV) se expresa en

porcentaje.

Se determino la fase de maduracion de cada zona, determinando si se encontraba en
equivalencia con la zona central de crecimiento (0), si equivalia a una zona de
mineralizacién (1), a una zona de remodelacién (2), o a una de tubulizacién (3). Esta
ultima consiste en la formacion de hueso cortical y medular, y supone la fase ultima de la

regeneracion dsea.

La maduracion del callo de elongacion en conjunto se llevé a cabo por dos métodos.
El primero fue mediante estimacion de los dias de maduracion convertidos a una escala
ordinal. Los primeros 3 dias se definen como la fase hemorrégica (0); del dia 3 al 7 es la
inflamatoria (1), en la que se encuentra tejido de granulacion y osteoide inmaduro; del dia
7 al 35 se suele observar presencia de tejido fibroso, hueso lamelar y formacién de
cartilago (2); a partir del dia 35 el callo suele caracterizarse por la presencia de hueso

lamelar y actividad osteoclastica de remodelacion (3).

El otro método empleado para describir la maduracion del callo en su conjunto es la
descripcion del estadio del regenerado, también convertido a escala ordinal. El estadio de
hematoma se da en las primeras horas y dias (0); el estadio inflamatorio es a partir de las
48 horas (1); en el estadio de granulacién se observan fibroblastos, capilares y células
mesenquimales, se describe del dia 3 al 12 (2); el estadio de callo blando destaca por el
comienzo de formacion de cartilago y trabéculas inmaduras (3); el estadio de callo duro
presenta trabéculas maduras y puentes Oseos que cruzan el foco (4); el estadio de
remodelacion presenta una sustitucion del hueso fibroreticular por hueso lamelar y

cortical, asi como una tubulizacién y formacién de endostio (5).

171



MATERIAL Y METODOS EVALUACION DE RESULTADOS

Las variables empleadas en el estudio de maduracion se encuentran reflejadas en la
Tabla 9. Las variables cuantitativas del estudio histolégico fueron estudiadas mediante T
de Fisher. Las variables dicotémias mediante Chi-Cuadrado y las ordinales mediante el

test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Variables cuantitativas Variables categoricas

Volumen Relativo de Madurez trabecular por zona (Z1, 2 y 3) (0: ausencia; 1:inmaduras; 2:
Osteoide (ROYV) por zona lamelar)

(Z1,2 y3) (%) Paso de trabéculas por zona 3 (0:ausencia; 1:incompleta; 2:completa)
Maduracion por zona (Z1,2 y3) (0:zona central de crecimiento; 1:zona de
mineralizacion; 2:zona de remodelacion; 3:zona de tubulizacién)
Maduracion del callo en dias (0: <3d; 1: 3-7d; 2: 7-35d; 3: >35d)
Maduracion del callo en estadios (0:hematoma; 1:inflamatorio;

2:granulacion; 3:callo blando; 4:callo duro; 5:remodelacién)

Tabla 9. Variables analizadas en el estudio histolégico de la madurez del callo.

W Histomorfometria

El estudio histomorfométrico permite cuantificar aspectos relevantes de la estructura
y actividad de un tejido. En nuestro estudio la histomorfometria estd orientada a la
determinacion de la proporcion de los principales tejidos presentes durante la osteogénesis
a distraccion. No se han incluido en el estudio histomorfométrico ni la cuantificacion de
células ni de luces vasculares, ya que el propio estudio histologico simple lo incluye.
Tampoco se ha calculado ningun indice de madurez del regenerado ni de la madurez
trabecular, puesto que también se ha realizado a partir de la histologia simple.

Mediante el sistema ImajeJ® se ha determinado la superficie relativa cubierta de
tejido Oseo, de cartilago y de tejido fibroso. Para ello se ha llevado a cabo una
determinacion de la superficie total de cada regenerado para posteriormente sustraer el
espacio intertrabecular ocupado o por grasa o por médula 6sea. A partir de esta
determinacion, tomada como el 100% del regenerado se han ido determinando la
superficie relativa de cada tejido. Mediante la tincién de Hematoxilina-Eosina se calculaba
la superficie relativa de tejido 6seo tras aplicar el protocolo de andlisis de imagenes
digitalizadas. Para el cdlculo de la superficie relativa de cartilago y tejido fibroso se

empleaba la tincién de Tricromico de Masson, siguiendo un protocolo especifico para
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cada tejido basado en la distinta tincién de cada uno. En la Tabla 10 se encuentran las

variables estudiadas por la histomorfometria en este trabajo.

Variables cuantitativas

Superficie relativa de tejido 6seo (%)

Superficie relativa de cartilago (%)

Superficie relativa de tejido fibroso (%)

Tabla 10. Variables estudiadas en el estudio histomorfométrico.
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CONFIGURACION DE LOS GRUPOS

Casos excluidos

Aplicando los criterios de exclusion se determind que tres casos eran invalidos. Dos
de los casos excluidos pertenecen a la primera tanda de 6 corderos. El tercer caso excluido
pertenece a la tercera tanda de corderos intervenidos. Se describen a continuacion los tres

casos con la aplicacion de los criterios que los convertian en casos invalidos.

1.1.1.Caso 7

El caso 7 del grupo A pertenece a la primera tanda de 6 corderos intervenidos,
concretamente fue el primer cordero de toda la serie. Se realizaron todos los
procedimientos segun lo anteriormente descrito. El estudio radiolégico mostré una
desviacién en varo de 12° en el dia 10 del procedimiento, y de 17° en el dia 30 y 40 del

mismo (Figuras 110 a 112).

Figura 110. Caso 7. Figura 111. Caso 7. Figura 112. Caso 7.
Dia 0: 2.4° Dia 10: 12.25° 0:17.27°
1.1.2. Caso 8

El caso 8 del grupo A pertenece a la primera tanda de corderos intervenidos. El
estudio radiolégico mostré una desviacion en varo de 18° al dia 40 del procedimiento, no
identificindose previamente esta deformidad por la mala calidad de las radiografias

(Figura 113 a 115).
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50

Figura 113. Caso 8. Figura 114. Caso 8. Figura 115. Caso 8.
Dia 0: 3.4° Dia 20: 0.69° Dia 40: 18.31°
1.1.3. Caso 18

El caso 18 del grupo A pertenece a la tercera tanda de corderos intervenidos. El
estudio radiolégico mostrd una desviacion en varo de 1.78° el dia 0, de 15.48° el dia 30, y

de 17.97° el dia 40 (Figuras 116 a 118).

Figura 116. Caso 18. Figura 117. Caso 18. Figura 118. Caso 18.
Dia 0: 1.78° Dia 30: 15.48° Dia 40: 17.97°

Configuracion definitiva de los grupos

Tras haber realizado tres tandas de 6 corderos cada una, y haber excluido 3 corderos
del grupo control A, se realizé una ultima tanda de 5 corderos, en la que no hubo que
excluir ningun espécimen. Los grupos quedaron configurados en 10 corderos en el grupo
Ay 10 en el B. En la Tabla 11 puede observarse la distribucion de los dos grupos. En la
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exposicion de los resultados se describirdn en relacion a su ID, y s6lo se mostraran los

casos validos.

Cordero 1)) Grupo Validos
40 1 B Si
41 2 B Si
140 3 B Si
142 4 B Si
143 5 B Si
145 6 A Si
147 7 A EXCLUIDO
148 8 A EXCLUIDO
42 9 B Si
37 10 A Si
38 11 A Si
39 12 A Si
416 13 A Si
419 14 A Si
433 15 A Si
435 16 A Si
44 17 A Si
45 18 A EXCLUIDO
46 19 B Si
47 20 B Si
48 21 B Si
1205 22 B Si
43 23 A Si

Tabla 11. Configuracién definitiva de los grupos.
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P VALIDACION DEL PRP

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) obtenido durante el primer procedimiento
quirurgico era analizado en laboratorio. Se llevaba a cabo una cuantificacién de plaquetas
por cada caso del grupo B. La concentraciéon media de plaquetas administradas fue de
590.240 Plaquetas/uL, con un Intervalo de Confianza al 95% entre 490.998 y 689.481
Plaquetas/uL. En la Tabla 12 se muestran las concentraciones de plaquetas en cada caso

del grupo B (PRP), y en la Figura 119 su distribucién como variable.

1)) Grupo Concentracion de plaquetas
1 B 708.000
Plaquetas/pL
: | B PhaqueasiL.
3 | B PlagueasiL.
4 | B Phaqueasil.
s | B PlaqueasiL.
> | B Puagecaah
9 | B Phaqueasil.
2 | B Phaqueasil.
x| B PlaqueasiL.
2 | B Phagseasil.

Tabla 12. Concentraciones de plaquetas en el PRP .

Plaquetasipl

Figura 119. Grafico BoxPlot que muestra la distribucion de la
concentracion de plaquetas en el PRP.
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Tomando el valor de referencia de plaquetas en sangre periférica en cordero joven
descrito por Ramirez-Restrepo, 129.000 plaquetas/uL + 28,58 plaquetas/ul, se calculo el
nimero de veces que se habia concentrado las plaquetas en el PRP respecto a la sangre
periférica (334). La concentracion media fue de 4,6 veces, con un rango entre 6,36 y 2,69
veces. En el grafico 120 se muestra la distribucion de concentraciones de plaquetas en el

PRP administrado de cada cordero.

Concentracion

) . L ] X o

Figura 120. Concentracion de las plaquetas en el PRP respecto a sangre periférica.
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EXAMEN CLINICO

Diariamente se evaluaba a los corderos, observando si apoyaban la extremidad
intervenida, llevando a cabo la elongacion durante la fase de distraccién y comprobando la
presencia de complicaciones. Durante las limpiezas se valoraba la presencia de infeccion
de la entrada de los clavos en la piel. En la Tabla 13 se exponen los datos recogidos
referentes al examen clinico durante el procedimiento. Las variables son categoricas
dicotomicas (0: ausencia y 1: presencia), excepto el aflojamiento clinico de los clavos que

es cuantitativa. Posteriormente se analizan por grupos las distintas variables.

Apoyo de Apoyo de Apoyo de Aflojamiento = Complicacion

Grupo extremidad  extremidad extremidad Infeccién Infeccion clinico del es mecanicas
(latencia) (distraccion)  (consolidacion) = superficial profunda clavo mayores

1 1 1 1 1 2

—
w
P - --IR - R --IR i i 1o i 1 1o i 1 |-~ B - |-~ R R =R |-~
[ T S [ e I S [ [ e = = N W S e R S Y
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(= IE—N IE—N BN BN N AN AN BN BN BN BN I N N N N I I ]

Tabla 13. Datos recogidos del examen clinico durante el procedimiento.

Apoyo de la extremidad

Durante los 40 dias que duraba cada ciclo experimental los corderos eran observados
diariamente. De modo que el apoyo de la extremidad era registrado en cada cordero
durante las tres fases experimentales, la de latencia, distraccién y consolidacion. La
mayoria de los corderos realizaron apoyo de la extremidad durante alguna de las fases
experimentales. La fase en la que se registraron mas corderos sin apoyo de la extremidad
fue la de distraccion, habiéndose registrado mas corderos con apoyo de la extremidad en

las fases de latencia y de consolidacion. Durante las tres fases se estimulaba a los corderos
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RESULTADOS EXAMEN CLINICO

para que hiciesen apoyo activo de la extremidad en el espacio de la corralina del

Estabulario (Figura 121).

Figura 121. Corderos en la fase de latencia cargando con la
extremidad intervenida.

Los corderos que no cargaban la extremidad fueron observados con especial cuidado
para detectar alguna complicacién que interfiriese con el procedimiento. No se observaron
complicaciones relevantes relacionadas con el procedimiento, a excepcion de una
infeccion profunda comentada en el siguiente apartado. Tres de los corderos que no
realizaron carga en ninguna de las fases sufrieron una deformidad de la articulacion distal
de la pata, con un predominio de flexién y varizacién de la pezufia, como se puede

observar en la Figura 122. De estos 3 casos 2 pertenecian al grupo B y 1 al grupo A.

Figura 122. Cordero que no realiz6 carga de la extremidad
intervenida (fase de distraccion).
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Por grupos se observé un apoyo de la extremidad en la fase de latencia en 7 casos en
el grupo A (Control) y 8 en el B (PRP). En la fase de distraccion se observé un apoyo de 6
casos del grupo A (Control) y en 5 en el grupo B (PRP). En la fase de consolidacién se
observé un apoyo de la extremidad en 8 casos en el grupo A (Control) y de 8 en el grupo
B (PRP). El estudio estadistico mediante Chi-Cuadrado no observé diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos (Figura 123 a 125).

-

Recuente

-

0 1
Figura 123. Gréfico de barras que muestra el apoyo de la extremidad por
grupo en la fase de latencia (0: no apoyo, 1: apoyo).

5

™

Recuente

-

0 1
Figura 124. Gréfico de barras que muestra el apoyo de la extremidad por
grupo en la fase de distraccién (0: no apoyo, 1: apoyo).
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Recuento

o
0 1

Figura 125. Gréfico de barras que muestra el apoyo de la extremidad por
grupo en la fase de consolidacién (0: no apoyo, 1: apoyo).

RIPA Infecciones

Durante los 40 dias del ciclo experimental a cada cordero se le cambiaban los
apoésitos semanalmente, y cuando coincidia con la sedacién para la realizacion de la
radiologia simple o la administracion se llevaba a cabo una limpieza exhaustiva con
esponjas y solucidn jabonosa quirtrgica.

Se registraron 5 casos de infecciones locales en clavos. De los cuales 3 fueron en el
grupo A (Control) y 2 en el grupo B (PRP). Estas infecciones fueron diagnosticadas a
partir de la fase de distracciéon y fueron tratadas con antibioterapia empirica, analgesia y
limpieza repetida de apdsitos. No se llevaron a cabo cultivos de heridas.

Se registré un caso de infeccion profunda, en el caso 1, perteneciente al grupo B
(PRP). Dicho cordero no realizé apoyo correcto de la extremidad en ninguna de las fases
del procedimiento. En la fase de consolidacién realizaba apoyo parcial de la extremidad
con la pezufa flexionada. Se le realizaron vendajes funcionales de la articulacion distal de
la pata sin conseguir apoyo fisioldgico de la pezufia. En el estudio radioldgico destacaba
una linea radiolicida con un ensanchamiento del callo peridstico importante (Figura 126 y
127). En el estudio con TC se observaron unas dimensiones importantes del callo, pero sin

paso de trabéculas a través de la osteotomia. El diagnéstico de infeccion de la osteotomia
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se realizé en el momento de extraccidn del fémur, observandose un fémur insuflado con

un orificio tipo cloaca (Figura 128).

Figura 126. Radiologia Figura 127. Radiologia al final de la  Figura 128. Pieza femoral

postoperatoria del caso ID 1. fase de distraccion en el caso 1. del caso 1, donde se
observa  una  cloaca
(flecha).

El estudio estadistico llevado a cabo mediante Chi-Cuadrado no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos en relacion a la presencia de infeccion

de clavos e infeccion profunda (Figura 129 y 130).

. Lot v
"

Recuento
3

0 1

Figura 129. Gréfico de barras que muestra el nimero de infecciones
superficiales por grupo (0: ausencia, 1: presencia).
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Recuento

Figura 130. Gréfico de barras que muestra el nimero de infecciones profundas (0: ausencia, 1: presencia).

Complicaciones mecanicas

En el momento de la extraccién del fijador, de los 40 clavos por cada grupo (4 por
cordero) se observaron 11 casos de aflojamiento clinico en el grupo A (Control) y 9 en el
grupo B (PRP). El aflojamiento se evidenciaba por una osteolisis importante alrededor del
clavo en la radiologia simple y se corroboraba durante la extraccion de los clavos al final
de la fase experimental (Figura 131 y 132). No todos los clavos con lisis radiolégica

presentaban un aflojamiento evidente.

Figura 131. Caso 17 del grupo A (Control), Figura 132. Caso 3 del grupo B (PRP),
que presenta osteolisis especialmente del que presenta osteolisis del clavo mads
ultimo clavo. distal al final de la fase de consolidacién.
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Las complicaciones mayores sufridas se resumen en un solo caso que perdié todo el
fijador 6 dias antes de concluir el procedimiento experimental, el caso 12 y perteneciente
al grupo A (Control). Dicho caso presentaba osteolisis de los 4 clavos. No sufrié fractura
ni deformidad del regenerado dseo, y realizaba carga total de la extremidad. En el estudio
con radiologia simple se observaba un importante regenerado 6seo con paso abundante de
trabéculas. La osteolisis de los clavos no estaba presente en la fase de distraccion y se hizo

patente en la fase de consolidacion (Figuras 133 a 136).

Figura 133. Radiografia del caso 12, Figura 134. Radiologia del mismo
en fase de distraccidn, con una linea caso tras la pérdida del fijador. Se
radioldcida y sin osteolisis importante observa una importante osteolisis de
de los clavos. los 4 clavos.

Figura 135. Caso 12, que en la dltima semana perdi6 Figura 136. Fijador externo del caso 12 tal y
el fijador externo en bloque, pese a lo que realizaba como se encontré en la corralina.
carga de la extremidad.
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Del anterior caso los 4 clavos que se encontraban aflojados y con osteolisis

puntuaron en el registro de aflojamiento de clavos, por lo que aunque el grupo A

presentaba mas aflojamiento de clavos en conjunto presentaba menos corderos con este

problema. El estudio estadistico no mostrd diferencias estadisticamente significativas en

las complicaciones mecénicas tras el estudio con U de Mann-Whitney (Figura 137 y 138).

No se han incluido las complicaciones de desviaciones axiales puesto que se han

considerado dentro de los criterios de exclusion.

Recuente

Recuente

- v
" ey

0 1 4

Figura 137. Gréfico de barras que muestra los casos con
aflojamiento de O a los 4 clavos.

0 '
Figura 138. Grafico de barras que muestra el nimero de
complicaciones mecédnicas mayores por grupo (0: ausencia,
1: presencia).
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n ESTUDIO DE RADIOLOGIA SIMPLE

Radiologia en fase de latencia

En la fase de latencia se comprobaba la correcta colocacién del fijador, y se

estudiaba la morfologia de la osteotomia, asi como la presencia o ausencia de una
deformidad en varo. Todos los casos intervenidos presentaron una correcta colocacion del

fijador en el primer control radioldgico.

La morfologia de la osteotomia de cada caso no excluido se encuentra descrita en la
Tabla 14. La distribucion de esta variable por grupos se encuentra expresada en la Figura
139. El estudio estadistico no mostré diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos en el test no paramétrico empleado (U de Mann-Whitney).

ID Grupo Morfologia de la ID Grupo Morfologia de la
osteotomia osteotomia
1 B 1 13 A 2
2 B 1 14 A 1
3 B 3 15 A 1
4 B 1 16 A 3
5 B 1 17 A 3
6 A 1 19 B 2
9 B 3 20 B 3
10 A 1 21 B 1
11 A 1 22 B 2
12 A 2 23 A 2

Tabla 14. Morfologia de la osteotomia en cada caso (1: transversa,
2: oblicua, 3: con tercer fragmento).

i e

Recuento

Figura 139. Distribucion del tipo de osteotomia por grupos
(1:transversa, 2:oblicua, 3: con tercer fragmento).
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Ningtin caso mostré una desviacion angular en varo superior a 15° en el estudio

radioldégico de la fase de latencia. En las figuras 136 a 145 se observan casos de ambos

grupos con distinto tipo de osteotomia.

Figura 140. Caso 6 del grupo A Figura 141. Caso 13 del grupo Figura 142. Caso 17 del grupo
(Control) en el que se observa A (Control) en el que se obser A (Control) con osteotomia
osteotomia transversa. osteotomia oblicua. con tercer fragmento.

L
-

Figura 143. Caso 21 del grupo Figura 144. Caso 19 del Figura 145. Caso 3 del grupo B

B (PRP) en el que se observa grupo B (PRP) en el que se (PRP) en el que se observa

osteotomia transversa. observa osteotomia oblicua. osteotomfa con un tercer
fragmento.
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Radiologia en fase de distraccion

En las radiografias simples durante la fase de distraccion eran realizadas el dia 20 del
procedimiento. En estas radiografias se comprobaba la alineacion del fémur, constatando la
ausencia o presencia de desviacidn en varo superior a 15°, aspecto que constituia criterio de
exclusion del estudio. El cordero 45 del grupo A, con ID 18, fue excluido el dia 20 del
procedimiento al presentar una angulacion de mas de 15° de varo entre los clavos

proximales y distales.

Se constataba la ausencia o presencia de callo peridstico medial, asi como de callo
circunferencial. Se constataba la presencia o ausencia de la linea radiolucida. Por ultimo se
registraba la lisis alrededor de los clavos, enumerdndose de proximal a distal. En la Tabla
15 se encuentran los registros del estudio radiolégico en la fase de distraccion, donde el

valor 0 es ausenciay 1 es presencia.

ID Grupo Callo peridstico . Callo . I:in?a' Lisis Lisis Lisis Lisis
medial circunferencial radiolicida clavol clavo2 clavo3 clavo4
1 B 1 1 1 0 0 0 0
2 B 1 1 1 0 0 0 0
3 B 1 0 0 0 0 0 1
4 B 1 0 0 0 0 0 0
5 B 1 1 1 0 0 0 1
6 A 1 1 0 0 0 1 1
9 B 1 0 1 0 0 0 0
10 A 1 1 1 0 0 0 0
11 A 1 1 1 0 0 0 0
12 A 1 1 1 0 0 0 0
13 A 1 0 1 0 0 0 0
14 A 1 0 0 0 0 0 0
15 A 1 1 1 0 0 0 0
16 A 1 0 1 0 0 0 1
17 A 1 0 0 0 0 0 1
19 B 1 0 1 0 0 0 0
20 B 1 1 1 0 0 0 0
21 B 1 0 0 0 0 0 0
22 B 1 0 1 0 0 0 0
23 A 1 1 1 0 0 0 0

Tabla 15. Datos recogidos del estudio radioldgico simple en la fase de distraccidn, dia 20 del procedimiento
(0: ausencia, l:presencia).

En las Figuras 146 a 149 se observan las distribuciones por grupos de las variables

categoricas estudiadas en la fase de distraccion.
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Figura 146. Distribucion de la presencia de callo periostico medial por grupos (0: ausencia, 1: presencia) .

m oo

(W= T

Recuenmte

Figura 147. Distribucion de la presencia de callo circunferencial por grupos (0: ausencia, 1: presencia).

El estudio estadistico mediante Chi-Cuadrado no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en relacion a la presencia de callo
peridstico medial y circunferencial en radiologia simple durante la fase de distraccion

(p>0,05).
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Figura 148. Distribucion de la presencia de linea radioliicida por grupos (0: ausencia, 1: presencia).

El estudio estadistico mediante Chi-Cuadrado no mostré diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos en relacion a la presencia de la linea radiolicida.
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Figura 149. Distribucion de la presencia por grupos de lisis alrededor de los clavos.

Recuenmto

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas mediante Chi-
Cuadrado por grupos, en relacion a la lisis de los clavos durante la radiologia simple de la
fase de distraccion. En las figuras 149 a 152 se observan casos de ambos grupos en la fase
de distraccion con distinto desarrollo del callo y ausencia o presencia de la linea

radioldcida.
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Figura 149. Caso 1 del grupo A (Control)
durante la fase de distraccion (dia 20), en
el que se puede observar presencia de
callo peridstico medial y circunferencial,
asi como persistencia de la linea
radiolucida.

Figura 151. Caso 5 del grupo B (PRP)
durante la fase de distraccion (dia 20), en
el que se puede observar presencia de callo
peridstico medial y circunferencial, asi
como persistencia de la linea radiolucida.

Figura 150. Caso 14 del grupo A
(Control) ) durante la fase de distraccion
(dia 20), en el que se puede observar callo
periéstico medial, y ausencia del
circunferencial, habiendo empezado a
desaparecer la linea radioltcida.

Figura 152. Caso 3 del grupo B (PRP)
durante la fase de distraccion (dia 20), en el
que se puede observar callo peridstico
medial, y ausencia del circunferencial,
habiendo desaparecido la linea radiolucida.
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Radiologia en fase de consolidacion

En la fase de consolidacion se realizaba un ultimo estudio con radiologia simple, el
dia 40 del procedimiento, tras llevar 10 dias desde el cese de la distraccion. En este estudio
radiologico se comprobaba que no existiese una deformidad en varo superior a 15° entre
los clavos proximales y distales. Los corderos 147 y 148 del grupo A (con ID 7 y 8
respectivamente) fueron excluidos del estudio por presentar dicha deformidad en esta fase
del estudio.

Se registrd la presencia o ausencia de callo peridstico medial, circunferencial y de la
linea radioltiicida (0: ausencia, 1: presencia). Se registr6 el paso de trabéculas a través del
foco de osteotomia (0: ausencia, 1: escasas, 2: moderadas, 3: abundantes) y la presencia o

ausencia de lisis alrededor de los clavos. En la tabla 16 se encuentran los datos registrados

del estudio de radiologia simple en fase de consolidacion.

ID Grupo Callo periostico Callo Linea Paso de Lisis Lisis Lisis Lisis
medial circunferencial radioliicida trabéculas clavo1l clavo2 clavo3 clavo 4
1 B 1 1 0 3 0 0 1 1
2 B 1 1 0 3 0 0 0 1
3 B 1 0 0 3 0 0 0 1
4 B 1 0 0 3 0 0 0 1
5 B 1 1 0 2 0 0 1 1
6 A 1 1 0 3 0 0 1 1
9 B 1 0 0 2 0 0 0 1
10 A 1 1 1 1 0 0 1 1
11 A 1 1 1 1 0 0 1 1
12 A 1 1 0 3 1 1 1 1
13 A 1 0 0 3 0 0 0 0
14 A 1 1 0 2 0 0 0 0
15 A 1 1 0 2 0 0 0 1
16 A 1 0 0 3 0 0 1 1
17 A 1 0 0 1 0 0 1 1
19 B 1 0 0 3 0 0 1 1
20 B 1 1 0 3 0 0 0 0
21 B 1 0 0 3 0 0 1 1
22 B 1 0 1 1 0 0 0 1
23 A 1 1 0 2 0 0 0 1

Tabla 16. Datos recogidos del estudio radiolégico en la fase de consolidacién, dia 40 del procedimiento.

Todos los casos presentaban callo periostico medial visible en radiografias simples.
El callo circunferencial estaba presente en 7 casos del grupo A y en 4 del grupo B. La
persistencia de la linea radiolucida fue identificada en 2 casos del grupo A y en 1 del grupo
B. No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con el test
empleado (Chi-Cuadrado). En las figuras de 153 a 155 se puede observar la distribucion de

estas variables por grupos (0:ausencia, 1:presencia).
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Recuento

Recuente

Figura 154. Distribucion por grupos de la presencia de callo circunferencial (0: ausencia, 1: presencia) .

Recuente
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Figura 155. Distribucion por grupos de la persistencia de la linea radiolucida (0: ausencia, 1: presencia).
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Todos los casos de ambos grupos presentaban paso de trabéculas a través del foco de
osteotomia. Del grupo A (Control) 3 casos presentaban de trabéculas escaso, 3 moderadas
y 4 abundantes. Del grupo B (PRP) 1 caso presentaba escasas trabéculas, 2 casos
moderadas y 7 abundantes.

El estudio estadistico empleado observd diferencias estadisticamente significativas a
favor de un mayor paso de trabéculas en el grupo B (PRP) (p<0,05 en test no paramétrico
de U de Mann-Whitney). En la figura 156 puede observarse la distinta distribucion por

grupos de esta variable.
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Figura 156. Distribucion por grupos del paso radioldgico de trabéculas a
través del foco de osteotomia en fase de consolidacion (1: escasas, 2:
moderadas, 3: abundantes).

El estudio estadistico no mostré diferencias estadisticamente significativas mediante
Chi-Cuadrado en la distribucion de la lisis de los clavos distales entre los dos grupos. En la

Figura 157 y 158 se puede observar la distribucion por grupos de esta variable.
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Recuente

Figura 157. Distribuciéon por grupos de la lisis radiologica del clavo 3
(0:ausencia, 1:presencia).
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Figura 158. Distribucion por grupos de la lisis radiologica de los clavos mas
distales (clavo 4; O:ausencia, 1:presencia).

En las Figuras 159 a 162 se muestran las imégenes radiologicas con distintas

caracteristicas del regenerado Oseo.
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Figura 159. Caso 10 del grupo A Figura 160. Caso 13 del grupo A (Control)
(Control) en el que hay persistencia de la en el que destaca un paso abundante de
linea radioliicida y presencia de callo trabéculas y presencia de callo medial sin
medial y circunferencial. circunferencial.

Figura 161. Caso 4 del grupo B (PRP) en Figura 162. Caso 2 del grupo B (PRP) en el
el que destaca un paso abundante de que destaca un paso abundante de
trabéculas, con presencia de callo medial trabéculas con presencia de callo medial y
y no circunferencial. circunferencial.
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ESTUDIO DE TC

MW Estudio morfométrico del fémur

En la Tabla 17 se muestran los valores de la morfometria del fémur intervenido y del
contralateral, recogidos en los casos no excluidos. Posteriormente se exponen los

resultados estadisticos descriptivos e inferenciales.

Didametro Didametro
ID Grupo Longitud Longitud superior epicondileo
fémur fémur fémur fémur
control intervenido intervenido intervenido
1 B 177 188 28 35
2 B 188 207 29 31
3 B 167 178 24 28
4 B 171 176 29 26
5 B 167 179 26 34
6 A 163 172 27 31
9 B 176 185 29 30
10 A 174 180 34 33
11 A 178 189 38 27
12 A 168 186 33 34
13 A 170 180 29 31
14 A 177 193 29 35
15 A 175 188 26 37
16 A 174 188 28 32
17 A 192 208 31 35
19 B 177 202 21 35
20 B 194 195 28 31
21 B 188 201 24 30
22 B 169 180 26 33
23 A 173 184 29 28

Tabla 17. Datos de la morfometria del fémur intervenido y contralateral.

El estudio morfométrico del fémur elongado y del contralateral mostré un
incremento medio en longitud de 12,05 mm, con Intervalo de Confianza al 95% entre 9,76
y 15,04 mm, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) el incremento medio fue
de 11,70 mm, con Intervalo de Confianza al 95% entre 6,93 y 16,47 mm. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (prueba T con p >0,05)
(Figura 163).

El estudio morfométrico del didmetro coronal de la diéfisis a nivel infratrocantéreo
mostré un diametro medio de 26,40 mm, con un Intervalo de Confianza al 95% entre

2446 y 28,34 mm, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) el didmetro medio
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fue de 30,40 mm, con un Intervalo de Confianza entre 27,78 y 33,02 mm. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos didmetros, siendo superiores en el

grupo B (PRP) (prueba T con p<0,05) (Figura 164).

Incremento de Longitud

Figura 163. Grafico BoxPlot de la distribuciéon por grupos del
incremento en longitud (mm).

Diametro Infratrocantéreo del Femur Intervenido

Control PRP

Figura 164. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del diametro
infratrocantéreo (mm).

El estudio morfométrico del didmetro coronal metafisario epicondileo mostré un
didmetro medio de 31,30 mm, con Intervalo de Confianza al 95% entre 29,17 y 33,43 mm,
en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) el didmetro medio fue de 32,30 mm,
con Intervalo de Confianza al 95% entre 30,04 y 34,56 mm. Existen diferencias entre
ambos grupos aunque no estadisticamente significativas (prueba T con p >0,05) (Figura

165).
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Diametro Epicondilec del Femur Intervenido

| !
Control PRP

Figura 165. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del

diametro epicondileo (mm).

En la Tabla 18 se muestran los valores de las areas de seccion a nivel del trocanter

menor y de la linea epicondilea, en los casos no excluidos.

ID Grupo  Area de Seccién Infratrocantéreo Area de Seccién Epicondileo
1 B 5,18 16,41
2 B 5,31 16,03
3 B 5,35 15,97
4 B 4,86 16,11
5 B 5,42 15,15
6 A 5,49 14,25
9 B 4,71 16,31
10 A 4,67 16,2
11 A 5,13 15,65
12 A 4,86 15,98
13 A 5,21 15,73
14 A 5,02 14,79
15 A 4,74 15,96
16 A 4,57 14,78
17 A 4,68 15,34
19 B 5,31 16,12

20 B 5,43 16,73

21 B 5,68 15,15

22 B 5,25 16,21

23 A 4,36 15,54

Tabla 18. Datos de las areas de seccion del fémur intervenido.

El estudio morfométrico del area de seccidn a nivel infratrocantéreo de la diafisis

mostré una superficie media de 4,87 cm® en el grupo A (Control), con un Intervalo de

Confianza al 95% entre 4,63 y 5,11 cm®. En el grupo B (con PRP) la superficie media fue
y grup

de 5,24 cm’, con un Intervalo de Confianza entre 5,05 y 545 cm® (Figura 166). El grupo
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del PRP presentd unos valores superiores a los del grupo Control con diferencias

estadisticamente significativas (prueba T con p<0,05).

Area de 12 Seccion Axial Infratrocanterea

Y

Control PRP

Figura 166. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del area de
aeccion infratrocantéreo (cm?).

El estudio morfométrico del drea de secciéon a nivel epicondileo mostré una
superficie media de 15,32 cm® en el grupo A (Control), con un Intervalo de Confianza al
95% entre 14,88 y 15,76 cm’. En el grupo B (con PRP) la superficie media fue de 16,01
cm?, con un Intervalo de Confianza entre 15,65 y 16,38 cm® (Figura 167). El grupo del
PRP present6 unos valores superiores a los del grupo Control con diferencias

estadisticamente significativas (prueba T con p<0,05).

Area de la Seccion Axial Epicondilea

Coﬁtrel PRP

Figura 167. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del area de
seccion epicondileo (cm?).
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Estudio morfométrico del callo de elongacion

En la Tabla 19 se muestran los datos recogidos de la morfometria del callo de
elongacidn de los casos no excluidos. Posteriormente se expone la estadistica descriptiva e

inferencial de las variables descritas en la tabla.

ID Grupo Didam. Didm. inferior Diam. coronal Diam. sagital
superior callo callo maximo del callo maximo del callo
1 B 34 30 41 31
2 B 30 42 50 33
3 B 29 31 41 29
4 B 31 28 33 28
5 B 31 32 36 26
6 A 25 28 30 24
9 B 28 30 40 25
10 A 30 30 47 29
11 A 44 44 52 25
12 A 40 40 43 28
13 A 27 22 44 27
14 A 29 34 42 30
15 A 32 23 41 27
16 A 28 29 32 31
17 A 35 34 43 25
19 B 25 28 29 31
20 B 34 29 41 25
21 B 29 34 37 29
22 B 25 30 32 26
23 A 27 27 37 28

Tabla 19. Datos de las morfometria del callo de elongacién.

El estudio morfométrico del callo de elongacién mostré un didmetro superior del
callo (Icm por encima de la osteotomia) de 31,70 mm de media, con Intervalo de
Confianza al 95% entre 27,28 y 36,12 mm, en el grupo A (Control). En el grupo B (con
PRP) el didmetro superior medio fue de 29,60 mm, con Intervalo de Confianza al 95%
entre 27,36 y 31,84 mm. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (prueba T con p >0,05) (Figura 168).

El estudio morfométrico del callo de elongaciéon mostré un didmetro inferior del
callo (1cm por debajo de la osteotomia) de 31,10 mm de media, con Intervalo de
Confianza al 95% entre 26,08 y 36,12 mm, en el grupo A (Control). En el grupo B (con
PRP) el didmetro inferior medio fue de 31,40 mm, con Intervalo de Confianza al 95%
entre 2844 y 3436 mm. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (prueba T con p >0,05) (Figura 169).
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Diametro Superior del Calle

Control PRP

Figura 168. Grafico BoxPlot de la distribucién por grupos del diametro
superior del callo (mm).

Diametro Inferior del Callo

Control PRP

Figura 169. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del diametro
inferior del callo (mm).

El estudio morfométrico del callo de elongaciéon mostr6 un didmetro coronal
maximo del callo de 41,10 mm de media, con Intervalo de Confianza al 95% entre 36,37 y
45,83 mm, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) el didmetro coronal maximo
del callo fue de 38,00 mm, con Intervalo de Confianza al 95% entre 33,72 y 42,28 mm.
No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (prueba T con p

>0,05) (Figura 170).
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Diametro Coronal Maxime del Calle

Control PRP

Figura 170. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del diametro
coronal maximo del callo (mm).

El estudio morfométrico del callo de elongacion mostré un didmetro sagital maximo
del callo de 27,20 mm de media, con Intervalo de Confianza al 95% entre 25,27 y 29,13
mm, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) el didmetro sagital maximo del
callo fue de 28,50 mm, con Intervalo de Confianza al 95% entre 26,65 y 30,35 mm. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (prueba T con p

>0,05) (Figura 171).

Diametro Sagital Maxime del Calle

Control PRP
Figura 171. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del diametro
sagital maximo de callo (mm).

En la Figura 172 y 173 se observan dos ejemplos de estudio morfométrico del callo

con Tomografia Computerizada.
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Re 3.320 em [110.37¢ pix) 8

(108,763 pix)

(98,673 pix)

Figura 172. Estudio morfométrico del callo de  Figura 173. Estudio morfométrico del callo de
elongaciéon del caso 16 (Grupo A), con elongacién del caso 4 (Grupo B), con mediciones
mediciones coronales y sagitales. coronales y sagitales.

En la Tabla 20 se muestran los datos recogidos de las areas de seccion del callo de
elongacion de los casos no excluidos. Posteriormente se expone la estadistica descriptiva e

inferencial de las variables descritas en la tabla.

Area de seccion a 1em Area de seccién Area de seccién a 1em
Grupo superior de la maxima del callo de inferior de la
osteotomia elongacion osteotomia

1 B 6,33 8,22 7,1

2 B 6,01 7,86 6,34
3 B 4,78 5,26 4,01
4 B 5,21 6,34 5,36
5 B 5,22 7,54 6,34
6 A 4,59 5,11 3,94
9 B 4,68 5,18 4,43
10 A 6,1 7,3 6,53
11 A 6,02 7,37 6,38
12 A 5,88 6,59 5,88
13 A 6,02 7,37 6,38
14 A 5,88 6,59 5,88
15 A 6,54 7,26 6,605
16 A 5,42 6,11 5,71
17 A 6,05 7,12 6,23
19 B 6,03 8,27 6,75
20 B 6,45 7,83 6,22
21 B 6,56 8,59 6,17
22 B 5,89 6,97 5,86
23 A 5,21 6,39 5,95

Tabla 20. Datos de las dreas de seccion del callo de elongacién
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El estudio morfométrico del callo de elongacién mostré un drea de seccién por
encima de la osteotomia de 5,58 cm? de media, con Intervalo de Confianza al 95% entre
5,12y 6,04 cm’, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) la media del drea de
seccion por encima del callo fue de 5,79 cm?2, con Intervalo de Confianza al 95% entre
5,28 y 6,30 cm’. No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(prueba T con p >0,05) (Figura 174).

Area de la Secclon Axial Superier del Calle

L

Control PQP

Figura 174. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del area de
seccion axial superior del callo (cm?).

El estudio morfométrico del callo de elongacion mostré un area méxima de seccion
en el callo de 6,41 cm? de media, con Intervalo de Confianza al 95% entre 5,80 y 7,03 sz,
en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) la media del area maxima de seccion en
el callo fue de 7,29 cmz, con Intervalo de Confianza al 95% entre 6,50 y 8,07 cm?. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (prueba T con p

>0,05) (Figura 175).

El estudio morfométrico del callo de elongacién mostré un drea de seccién por
debajo de la osteotomia de 5,76 cm? de media, con Intervalo de Confianza al 95% entre
5,08y 644 crnz, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) la media del 4rea de
seccion por debajo del callo fue de 5,92 cm’, con Intervalo de Confianza al 95% entre 5,28

y 6,56 cm’. No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(prueba T con p >0,05) (Figura 176).
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Figura 175. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del area
maxima de seccidn del callo (cm?).

Area de |2 Seccion Axial Inferior del Callo

T !
Control PRP

Figura 176. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos del area de
seccion axial inferior del callo (cm®).

En la Figura 177 y 178 se observan dos ejemplos del estudio de las secciones del

callo con Tomografia Computerizada de cada grupo.
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Ares 4590 cm2

Figura 177. Estudio morfométrico del callo Figura 178. Estudio morfométrico del callo de
de elongacion del caso 6 (grupo A) en el que elongacién del caso 21 (grupo B) en el que se
se observan las distintas dreas de seccién observan las distintas dreas de seccién
estudiadas. estudiadas.

En la Tabla 21 se muestran los registros cualitativos del callo de elongacidn,
la presencia de callo 6seo interno, callo circunferencial (0:ausencia, 1:presencia) y el
paso de trabéculas por el callo enddstico (escala ordinal de O a 3). Posteriormente se

expone la estadistica descriptiva e inferencial de las variables descritas en la tabla.

Paso de trabéculas por |

1)) Grupo Callo medial Callo circunferencial el callo endéstico
1 B 1 1 0
2 B 1 1 1
3 B 1 1 3
4 B 1 1 3
5 B 1 1 0
6 A 1 1 3
9 B 1 1 0
10 A 0 1 0
11 A 0 1 0
12 A 1 1 3
13 A 1 1 0
14 A 1 1 2
15 A 1 1 2
16 A 0 1 0
17 A 1 1 1
19 B 1 1 0

20 B 1 1 1

21 B 1 1 2

22 B 0 0 0

23 A 1 1 2

Tabla 21. Registros categéricos del callo de elongacion.
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De los 10 casos del grupo A (Control) 7 presentan un claro callo peridstico
mineralizado en la zona interna o medial. Mientras que en el grupo B (PRP) de los 10
casos 9 presentan claro desarrollo del callo mineralizado en la zona medial (Figura 179).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el test de Chi-Cuadrado

(p>0,05).

Recuente

Figura 179. Gréfico de Barras que muestra la presencia por
grupos de Callo Oseo Interno.

De los 10 casos del grupo A (Control) 10 presentan un callo peridstico
circunferencial no necesariamente mineralizado. Mientras que en el grupo B (PRP) de los
10 casos 9 presentan dicho callo peridstico circunferencial (Figura 180). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas en el test de Chi-Cuadrado (p>0,05).

Recuente

Figura 180. Grafico de Barras que muestra la presencia
por grupos de Callo Circunferencial.
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De los 10 casos del grupo A (Control) 4 no presentan ningtin paso de trabéculas por
la zona central del callo de elongacion. En 1 caso hay paso de escasas trabéculas. En 3
casos hay un paso moderado de trabéculas y en 2 casos paso de abundantes trabéculas. En
el grupo B (PRP) de los 10 casos 5 no presentan ningin paso de trabéculas por la zona
central del callo de elongacion. En 2 casos hay paso de escasas trabéculas. En 1 caso hay
un paso moderado de trabéculas y en 2 casos paso de abundantes trabéculas (Figura 181).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos en las

pruebas estadisticas no paramétricas (Prueba U de Mann-Whitney con p>0,05).

Y

Vioow: acas

soun -

Als s Tey

.

i

v od

Recuente

Figura 181. Gréfico de Barras que muestra la presencia por
grupos de paso de trabéculas por la zona central del callo.

En las Figuras de 182 a 185 se observan 4 casos pertenecientes a los dos grupos con

distintas caracteristicas cualitativas del callo de elongacion.
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-

Figura 182. Estudio de TC del caso 13 (Grupo
A), en el que destaca la presencia de callo
medial, ausencia de paso de trabéculas y algo
de callo circunferencial.

N

Figura 184. Estudio de TC del caso 17
(Grupo A), en el que destaca presencia de
callo medial, paso escaso de trabéculas y
ausencia de callo circunferencial.
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Figura 183. Estudio de TC del caso 22
(Grupo B), en el que destaca la ausencia
de callo medial, de paso de trabéculas y
de callo circunferencial.

—

Figura 185. Estudio de TC del caso 21
(Grupo B), en el que destaca la presencia
de callo medial, de paso moderado de
trabéculas y de callo circunferencial.



RESULTADOS

Estudio de densidad en UH del callo de elongacion

En la Tabla 22 se describen los datos del estudio de densidad O6sea en Unidades

Hounsfield (UH) del callo de elongacion, en la seccidn axial del callo y en las secciones

coronales del tercio medio, central y externo.

Densidad global Densidad Densidad Densidad
1)) Grupo axial del callo coronal tercio coronal tercio coronal tercio
(UH) interno (UH) central (UH) externo (UH)
1 B 409 529 508 588
2 B 483 551 566 464
3 B 630 792 517 183
4 B 981 1089 622 1326
5 B 438 472 635 511
6 A 719 952 580 560
9 B 487 260 470 827
10 A 217 177 185 296
11 A 226 252 70 55
12 A 505 372 573 482
13 A 318 700 268 268
14 A 647 890 290 435
15 A 592 790 618 446
16 A 482 293 248 334
17 A 515 754 755 357
19 B 661 721 667 231
20 B 693 1044 401 684
21 B 476 409 580 580
22 B 350 270 206 270
23 A 782 828 579 652

Tabla 22. Datos del estudio de densidad ésea del callo de elongacién.

El estudio de densidad 6sea del callo de elongacion presenta una densidad media en
la seccion axial del callo de 500,30 UH, con Intervalo de Confianza al 95% entre 359,95 y
640,65 UH, en el grupo A (Control). En el grupo B (PRP) la densidad media del callo en
seccidn axial es de 560,80 UH, con Intervalo de Confianza al 95% entre 428,01 y 693,59

UH. No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (prueba T

con p >0,05) (Figura 186).
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Densidad Global Axial del Calle {UH)

Control PRP

Figura 186. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos de la
densidad global axial del callo (UH).

El estudio de densidad 6sea del callo de elongacion presenta una densidad media en
el tercio interno en seccion coronal del callo de 600,80 UH, con Intervalo de Confianza al
95% entre 390,74 y 810,86 UH, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) la
densidad media del callo en el tercio interno de la seccion es de 613,70 UH, con Intervalo
de Confianza al 95% entre 404,36 y 823,04 UH. No existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (prueba T con p >0,05) (Figura 187).

Densidad Coronal del Tercie Interno del Callo (UH)

C cr;-trol PRP

Figura 187. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos de la
densidad coronal del tercio interno del callo (UH).

El estudio de densidad 6sea del callo de elongacion presenta una densidad media en
el tercio central en seccion coronal del callo de 416,60 UH, con Intervalo de Confianza al
95% entre 252,62 y 580,58 UH, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) la

216



RESULTADOS ESTUDIO DE TC

densidad media del callo en el tercio central de la seccidén es de 517,20 UH, con Intervalo
de Confianza al 95% entre 419,96 y 614,44 UH. No existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (prueba T con p >0,05) (Figura 188).

Densidad Coronal del Tercio Central del Callo (UH)

Control PRP

Figura 188. Grafico BoxPlot de la distribucién por grupos de la
densidad coronal del tercio central del callo (UH).

El estudio de densidad 6sea del callo de elongacion presenta una densidad media en
el tercio externo en seccién coronal del callo de 388,50 UH, con Intervalo de Confianza al
95% entre 268,96 y 508,04 UH, en el grupo A (Control). En el grupo B (con PRP) la
densidad media del callo en el tercio externo de la seccion es de 566,40 UH, con Intervalo
de Confianza al 95% entre 325,54 y 807,26 UH. No existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (prueba T con p >0,05) (Figura 189).

Densidad Coronal del Tercio Externo del Callo (UH)

Control PRP

Figura 189. Grafico BoxPlot de la distribucion por grupos de la
densidad coronal del tercio externo del callo (UH).
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A Estupio DE HISTOLOGIA SIMPLE

Estudio histologico descriptivo del callo

En la Tabla 23 se muestran los valores de la cuantificacion celular por zonas en los
casos no excluidos. Posteriormente se exponen los resultados estadisticos descriptivos e

inferenciales.

" Osteoblastos  Osteoblastos  Osteoblastos Osteoclastos  Osteoclastos = Osteoclastos |
en Z1 en 72 en Z3 en Z1 en 72 (5 \ WA

ID Grupo

1 B 584 424 220 2 2 74
2 B 678 604 680 8 28 2
3 B 340 732 498 14 36 0
4 B 394 516 442 2 6 10
5 B 414 494 626 2 12 0
6 A 424 558 356 6 8 0
9 B 608 920 510 2 4 8
10 A 578 746 428 8 0 0
11 A 464 576 320 12 12 0
12 A 614 856 576 6 0 0
13 A 710 434 430 12 4 0
14 A 548 842 878 4 12 0
15 A 698 860 592 8 0 0
16 A 758 556 372 14 6 0
17 A 616 682 528 14 10 2
19 B 490 638 604 4 6 0
20 B 446 550 0 0 1 0
21 B 530 750 662 4 4 0
22 B 630 562 360 2 0 0
23 A 348 540 582 6 6 4

Tabla 23. Datos de la cuantificacién celular por zonas.

En la zona més adyacente a la cortical (Z1) la cuantificacion de osteoblastos a 10
campos de HPF (40x) en el grupo A (Control) fue de 575 osteoblastos de media, con un
Intervalo de Confianza al 95% de 481 a 670 osteoblastos. En el grupo B (PRP) la
cuantificaciéon media fue de 511 osteoblastos, con un Intervalo de Confianza al 95% de
430 a 591 osteoblastos (Figura 190). No se evidenciaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (prueba T con p>0,05).

En la zona intermedia (Z2) la cuantificacion de osteoblastos a 10 campos de HPF
(40x) en el grupo A (Control) fue de 665 osteoblastos de media, con un Intervalo de
Confianza al 95% de 554 a 775 osteoblastos. En el grupo B (PRP) la cuantificacion media

fue de 619 osteoblastos, con un Intervalo de Confianza al 95% de 514 a 723 osteoblastos
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(Figura 191). No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (prueba T con p>0,05).

o

. .
Control PRP

Osteoblastes_Z1

Figura 190. Grafico Box-Plot que muestra la distribucion por grupos
de la cuantificacion de osteoblastos en Z1.

s

T T
Control PRP

A

Osteoblastes_2Z2

d

Figura 191. Grafico Box-Plot que muestra la distribucion por grupos
de la cuantificacion de osteoblastos en Z2.

En la zona mas central del callo (Z3) la cuantificacion de osteoblastos a 10 campos
de HPF (40x) en el grupo A (Control) fue de 506 osteoblastos de media, con un Intervalo
de Confianza al 95% de 388 a 623 osteoblastos. En el grupo B (PRP) la cuantificacion
media fue de 460 osteoblastos, con un Intervalo de Confianza al 95% de 305 a 614
osteoblastos (Figura 192). No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos (prueba T con p>0,05).
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Osteoblastes_Z3

. .
Control PRP

Figura 192. Grafico Box-Plot que muestra la distribucién por grupos
de la cuantificacion de osteoblastos en Z3.

En la zona mas adyacente a la cortical (Z1) la cuantificacion de osteoclastos a 10
campos de HPF (40x) en el grupo A (Control) fue de 9 osteoclastos de media, con un
Intervalo de Confianza al 95% de 6,37 a 11,63 osteoclastos. En el grupo B (PRP) la
cuantificacion media fue de 4 osteoclastos, con un Intervalo de Confianza al 95% de 1 a
6,9 osteoclastos (Figura 193). Se evidencidé un mayor niimero de osteoclastos en el grupo
A (Control) que en el B (PRP), con diferencias estadisticamente significativas (prueba T

con p<0,05).

Osteoclastos_2Z1

1 T
Control PRP

Figura 193. Grafico Box-Plot que muestra la distribucién por grupos
de la cuantificacion de osteoclastos en Z1.

En la zona intermedia (Z2) la cuantificacion de osteoclastos a 10 campos de HPF
(40x) en el grupo A (Control) fue de 5,8 osteoclastos de media, con un Intervalo de
Confianza al 95% de 2,4 a 9,4 osteoclastos. En el grupo B (PRP) la cuantificacion media
fue de 9,90 osteoclastos, con un Intervalo de Confianza al 95% de 1,1 a 18,6 osteoclastos
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(Figura 194). No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (prueba T con p>0,05).

Osteoclastos 22
A

Control PRP
Figura 194. Grafico Box-Plot que muestra la distribucién por grupos
de la cuantificacion de osteoclastos en Z2.

En la zona mas central del callo (Z3) la cuantificacion de osteoclastos a 10 campos
de HPF (40x) en el grupo A (Control) fue de 0,6 osteoclastos de media, con un Intervalo
de Confianza al 95% de 0 a 1,6 osteoclastos. En el grupo B (PRP) la cuantificacion media
fue de 9,4 osteoclastos, con un Intervalo de Confianza al 95% de 0 a 72 osteoclastos

(Figura 195). La mediana en ambos grupos era de 0 osteoclastos. No se evidenciaron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (prueba T con p>0,05).

Osteoclastos 23

Control PRP

Figura 195. Grafico Box-Plot que muestra la distribucion por grupos
de la cuantificacion de osteoclastos en Z3.

En las Figuras 196 a 199 se observan imdgenes histoldgicas de este estudio

relacionadas con la cuantificacion celular.
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Figura 196. Histologia de la cuantificacién de osteoblastos en la Z2 del caso 15, las flechas
verdes marcan algunos de los osteoblastos cuantificados (Tricrémico de Masson a 10x).

Figura 197. Histologia de la cuantificacion de osteoblastos en Z2 del caso 16, las flechas
verdes marcan dos osetoblastos en el interior del osteoide (Tricromico de Masson a 40x).
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Figura 198. Histologfa de cuantificacién de los osteoclastos en Z3 del caso 16, las flechas
verdes marcan la posicién de algunos osteoclastos (Tricrémico de Masson a 10x).

-
-

Figura 199. Detalle de histologia de cuantificaciéon de osteoclastos en Z2 del caso 16 donde
se puede observar un osteoclasto adherido a la trabécula (Tricrémico de Masson a 60x).
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En la Tabla 24 se muestran los valores de la cuantificacion de nuevos vasos por
zonas del callo en los casos no excluidos. Posteriormente se exponen los resultados

estadisticos descriptivos e inferenciales.

Luces Luces Luces
ID Grupo vasculares vasculares vasculares
en Z1 en Z2 en Z3

1 B 31 58 46

2 B 30 54 6

3 B 48 54 11

4 B 38 20 38

5 B 32 24 18

6 A 44 60 50

9 B 24 40 24
10 A 38 84 44
11 A 34 54 106
12 A 26 46 52
13 A 54 27 26
14 A 42 70 50
15 A 44 32 42
16 A 32 58 50
17 A 34 40 32
19 B 30 24 22
20 B 28 52 56
21 B 26 74 54
22 B 8 25 46
23 A 32 28 24

Tabla 24. Datos de la cuantificacién de vasos por zona.

En la zona mas adyacente a la cortical (Z1) la cuantificacion de luces vasculares a 10
campos de HPF (40x) en el grupo A (Control) fue de 38 luces vasculares de media, con un
Intervalo de Confianza al 95% de 32 a 43,8 luces vasculares. En el grupo B (PRP) la
cuantificaciéon media fue de 29,5 luces vasculares, con un Intervalo de Confianza al 95%
de 22,2 a 36,8 luces vasculares (Figura 200). El grupo A (Control) mostr6 un mayor
numero de luces vasculares en la zona Z1 en comparacion con el grupo B (PRP), sin llegar
a mostrar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (prueba T con

p>0,05).

En la zona intermedia (Z2) la cuantificacion de luces vasculares a 10 campos de HPF
(40x) en el grupo A (Control) fue de 50 luces vasculares de media, con un Intervalo de
Confianza al 95% de 36,4 a 63,4 luces vasculares. En el grupo B (PRP) la cuantificacion
media fue de 42,5 luces vasculares, con un Intervalo de Confianza al 95% de 29,2 a 55,8
luces vasculares (Figura 201). No se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (prueba T con p>0,05).
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Luces_Vasculares 21
A

Control PRP

Figura 200. Grafico Box-Plot que muestra la distribucioén por grupos
de la cuantificacion de luces vasculares en Z1.

A

Luces_Vasculares 22

Control PRP

Figura 201. Grafico Box-Plot que muestra la distribucién por grupos
de la cuantificacion de luces vasculares en Z2.

En la zona mas central del callo (Z3) la cuantificacion de luces vasculares a 10
campos de HPF (40x) en el grupo A (Control) fue de 47,6 luces vasculares de media, con
un Intervalo de Confianza al 95% de 31,1 a 64 luces vasculares. En el grupo B (PRP) la
cuantificaciéon media fue de 32 luces vasculares, con un Intervalo de Confianza al 95% de
19 a 45 luces vasculares (Figura 202). No se evidenciaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (prueba T con p>0,05).
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Figura 202. Grafico Box-Plot que muestra la distribucion por grupos
de la cuantificacion de luces vasculares en Z3.

En las Figuras 203 y 204 se observan imagenes histologicas de este estudio

relacionadas con la cuantificacion de luces vasculares.

Figura 203. Histologia de la cuantificacién de luces vasculares en la que se encuentran marcadas con
flecha roja algunas luces vasculares en Z3 del caso 4 (Tricrémico de Masson a 2x).
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Figura 204. Detalle de la histologia para cuantificacién de luces vasculares en Z3 del
caso 6 (Tricromico de Masson a 4x).

En la Tabla 25 se muestran los valores de la variable ordinal que expresa la presencia
de tejido fibroso y cartilago por zonas del callo (0: ausencia, 1: presencia). También se
expresa el tipo de osificacion predominante en el callo (1: endocondral, 2:
intramembranosa, 3: mixta). Posteriormente se exponen los resultados estadisticos

descriptivos e inferenciales.

ID  Grupo fivroso fibtoso fibtosy  COFUlag0  Cartlago  Cardlago G G0
en Z1 en 72 en Z3 predominante
1 B 0 0 1 1 1 1 3
2 B 0 1 1 0 0 0 2
3 B 0 0 1 0 1 1 3
4 B 0 0 1 0 0 0 2
5 B 0 1 1 0 0 0 2
6 A 0 0 1 0 0 0 2
9 B 1 1 1 0 1 0 3
10 A 0 1 1 0 0 1 1
11 A 0 1 1 0 0 0 2
12 A 0 1 1 0 1 1 1
13 A 0 0 1 0 0 0 2
14 A 0 1 1 0 0 1 3
15 A 0 0 1 0 0 0 1
16 A 0 1 1 0 0 0 1
17 A 0 1 1 0 0 1 3
19 B 0 1 1 0 1 1 3
20 B 0 0 1 0 1 0 3
21 B 0 1 1 0 1 1 3
22 B 0 1 1 0 1 1 1
23 A 0 0 1 0 0 0 2

Tabla 25. Datos de la presencia de tejido fibroso y cartilago por zona del callo.
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El estudio del tejido fibroso en la zona mas proximal a las corticales (Z1) mostrd
ausencia en los 10 casos del grupo A (Control) y en 9 del grupo B (PRP) (Figura 205). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de esta

variable (Chi-cuadrado con p>0,05).

Tejido fibroso en Z1

Recuento

Aunerca Mesercn

Figura 205. Distribucién de la ausencia de tejido fibroso por grupos en Z1.

El estudio del tejido fibroso en la zona intermedia (Z2) mostrd ausencia idéntica en
ambos grupos A (Control) y B (PRP), con 4 casos de ausencia y 6 de presencia de tejido

fibroso (Figura 206 y 207).

Tejido fibroso en Z2

Recuento

A

Meserce

Figura 206. Distribucién de la presencia de tejido fibroso por grupos en Z2.
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Figura 207. Histologia que muestra la abundante tejido fibroso en Z2 y Z3 del caso 10
(Tricrémico de Masson a 2x).

El estudio del tejido fibroso en la zona medial del callo (Z3) mostré idéntica

distribucion en los dos grupos, con presencia de tejido fibroso en todos los casos (Figura
208 y 209).

Tejido fibroso en 23
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Figura 208. Distribucién de la presencia de tejido fibroso por grupos en Z3.
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Figura 209. Detalle histologico de la Z3 del caso 16, en el que se observa un
importante componente fibrético y de fibroblastos (flechas) (Tricrémico de
Masson a 4x).
El estudio de la presencia de cartilago en la zona mds proximal a las corticales (Z1)
mostré ausencia en los 10 casos del grupo A (Control) y en 9 del grupo B (PRP) (Figura
210). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de

esta variable (Chi-cuadrado con p>0,05).

Cartdago en Z1

Recuente

Aunercia Mesercn

Figura 210. Distribucién de la ausencia de cartilago por grupos en Z1.

El estudio de la presencia de cartilago en la zona intermedia (Z2) mostrd ausencia en

9 casos del grupo A (Control) y en 3 del grupo B (PRP) (Figura 211). El estudio
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estadistico realizado reveld diferencias estadisticamente significativas con una mayor

presencia de cartilago en el grupo B (PRP) (Chi-cuadrado con p<0,05).
Cartdago en 22

Recuente

Aunerca Mesercn

Figura 211. Distribucién de la ausencia y presencia de cartilago por grupos en Z2.

El estudio del tejido cartilaginoso en la zona central del callo (Z3) mostré ausencia
en 6 casos del grupo A (Control) y en 5 del grupo B (PRP) (Figura 212 y 213). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de esta variable
(Chi-cuadrado con p>0,05).

Cartdago en Z3
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Figura 212. Distribucién de la ausencia y presencia de cartilago por grupos en Z3.
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Figura 213. Histologia de la Z3 del caso 14, en la que se identifica la zona central de crecimiento
(flechas verdes) y lagunas de cartilago (flechas naranjas) (Tricrémico de Masson a 2x).

El estudio del tipo de osificacion predominante global del callo 6seo mostré que en
el grupo A (Control) 4 casos presentaban osificacion endocondral, 4 casos osificacion
intramembranosa y 2 casos osificacion de patrén mixto. En el grupo B (PRP) se observo
que un solo caso presentaba osificacion endocondral pura, 3 casos osificacion
intramembranosa y 6 casos osificacion de patron mixto. Pese existir una distinta
distribucion el estudio estadistico no mostré diferencias estadisticamente significativas con
el test no paramétrico U de Mann-Whitney (Figura 214).

Tipo de osficacion
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Figura 214. Distribucion del tipo de osificacion predominante.
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En las Figuras 215 y 216 se observan cortes histologicos con distinto tipo de

osificacion.

Figura 215. Histologia de la zona central de crecimiento en Z3 del caso 9 en donde se observa el
limite con la zona de mineralizacion (flechas verdes) y lagunas de cartilago (circulo rojo) dando lugar
a un patréon de osificacion mixta (Tricromico de Masson a 4x)

Figura 216. Histologia de la zona central de crecimiento del caso 11, en el que predomina una
osificacion intramembranosa sin cartilago. La flechas verdes delimitan la zona central de crecimiento
y las rojas vasos sanguineos (Tricromico de Masson a 4x).
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Estudio histologico de la madurez del callo

En la Tabla 26 se muestran los valores de la variable ordinal que expresa la madurez
de trabéculas Oseas por zonas del callo (0: ausencia de trabéculas, 1: presencia de
trabéculas de hueso fibroreticular inmaduro, 2: presencia de trabéculas de hueso lamelar).

Posteriormente se exponen los resultados estadisticos descriptivos e inferenciales.

ID Grupo Trabéculas en Z1 Trabéculas en Z2 Trabéculas en Z3
1 B 2 2 0
2 B 2 2 1
3 B 2 2 1
4 B 2 2 2
5 B 2 2 0
6 A 2 2 2
9 B 2 2 1
10 A 2 1 0
11 A 2 2 1
12 A 2 2 0
13 A 2 2 1
14 A 2 2 1
15 A 2 2 1
16 A 2 2 0
17 A 2 2 1
19 B 2 2 1

20 B 2 2 1

21 B 2 2 1

22 B 2 1 0

23 A 2 2 2

Tabla 26. Datos de la madurez de las trabéculas por zona.

En la zona més préxima a las corticales (Z1) todos los casos del grupo A (Control) y
del grupo B (PRP) mostraban presencia de trabéculas 6seas maduras (Figura 217).

Trabeculas 0seas en Z1
- — Bt
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Recuente

2

Figura 217. Distribucion de la madurez de trabéculas dseas en Z1.
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En la zona intermedia del callo (Z2) se observaban trabéculas de hueso lamelar
maduro en 9 casos del grupo A (Control) y en 9 del grupo A (PRP). Sélo 1 caso del grupo
A (Control) y 1 caso del B (PRP) presentaba trabéculas de hueso inmaduro (Figura 218).

Trabeculas 0seas en 22
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Figura 218. Distribucion de la madurez de las trabéculas en Z2.

En la zona medial del callo (Z3) se observaba ausencia de trabéculas en 3 casos del
grupo A (Control) y en 3 del grupo B (PRP). En 5 casos del grupo A (Control) y en 6 del
grupo B (PRP) se observaban trabéculas de hueso fibroreticular inmaduro. En 2 casos del
grupo A (Control) y en 1 caso del grupo B (PRP) se observaban trabéculas de hueso
lamelar maduro (Figura 219). No se observaron diferencias estadisticamente significativas

en la distribucion de esta variable (U de Mann-Whitney con p>0,05).
Trabeculas oseas en 23
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Figura 219. Distribucion de la madurez de las trabéculas en Z3.
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En la Tabla 27 se encuentran los datos referentes a variables que se relacionan con
la madurez del callo. El Volumen Relativo de Osteoide (ROV%) es el porcentaje de
trabécula que presenta osteoide no mineralizado. La fase de madurez por zonas expresa la
madurez global del callo en las distintas zonas determinando si se encontraba en
equivalencia con las zonas funcionales del callo ya descritas (0: zona central de
crecimiento, 1: zona de mineralizacién, 2: zona de remodelacidn, 3: zona de tubulizacién).
El paso de trabéculas o bridging en Z3 expresa la fase final de cruce de trabéculas por la
zona central del callo (0: ausencia, 1: incompleta, 2: completa). Se emplearon dos escalas
de madurez global en escala ordinal, la primera se basa en los tedricos dias de evolucion
(0: <3d; 1: 3-7d; 2: 7-35d; 3: >35d) , la segunda en la similitud con el estadio evolutivo

del callo (0: hematoma, 1: inflamatorio, 2: granulacién, 3: callo blando, 4: callo duro, 5:

remodelacion). Posteriormente se exponen los resultados estadisticos descriptivos e

inferenciales.
Paso de Madurez Madurez
ID Grupo ROV% ROV% ROV % I::(sl‘:l;l:z I::;if; 5:333:1 trabéculas ‘SEfcala ) (Esca.lla
enZl enZ2 enZ3 de 71 de 72 de 73 0\ WA Dias de Estadio de
(Bridging) Maduracion”) Maduracién”)
1 B 62 70 0 3 2 0 0 2 3
2 B 23 38 96 2 2 2 2 3 5
3 B 40 42 82 3 1 0 0 3 4
4 B 38 56 74 3 1 0 1 3 4
5 B 33 44 0 2 2 0 1 3 3
6 A 80 74 89 3 2 1 1 3 4
9 B 11 40 42 3 2 1 1 3 4
10 A 15 47 24 3 2 0 0 3 4
11 A 28 53 66 3 1 0 1 3 4
12 A 31 33 53 3 2 0 0 3 4
13 A 50 47 73 3 2 1 2 3 4
14 A 47 27 43 2 2 1 1 3 4
15 A 50 73 71 2 2 0 0 3 4
16 A 50 76 0 2 2 1 1 3 4
17 A 30 59 70 3 2 2 2 3 5
19 B 28 27 62 2 2 0 1 3 5
20 B 28 75 44 2 2 1 2 3 5
21 B 43 78 48 2 2 1 2 3 5
22 B 38 89 42 2 2 1 1 3 5
23 A 30 34 42 3 2 0 1 3 5

Tabla 27. Variables recogidas relacionadas con la madurez del callo de elongacion.

En la zona mas proxima a las corticales (Z1) el grupo A (Control) presenta un
Volumen Relativo de Osteoide (ROV%) medio de 41%, con un Intervalo de Confianza al
95% entre 28,07 y 54,1% del volumen trabecular. En el grupo B (PRP) el Volumen

Relativo de Osteoide (ROV%) medio es de 34%, con un Intervalo de Confianza al 95%
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entre 24,7 y 44,1% del volumen trabecular (Figura 220). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos (prueba T con p>0,05).

ROV_21

' .

Control PRP

Figura 220. Distribucion por grupos del Volumen Relativo de Osteoide (ROV%) en Z1.

En la zona intermedia del callo (Z2) el grupo A (Control) presenta un Volumen
Relativo de Osteoide (ROV%) medio de 52,3%, con un Intervalo de Confianza al 95%
entre 39,44 y 65,16% del volumen trabecular. En el grupo B (PRP) el Volumen Relativo
de Osteoide (ROV%) medio es de 55,9%, con un Intervalo de Confianza al 95% entre 41 y
70,8% del volumen trabecular (Figura 221). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos (prueba T con p>0,05).

ROV_22

Cov;‘lrol Pf;!P
Figura 221. Distribucion por grupos del Volumen Relativo de Osteoide (ROV%) en Z2.

En la zona central del callo (Z3) el grupo A (Control) presenta un Volumen Relativo
de Osteoide (ROV%) medio de 53,1%, con un Intervalo de Confianza al 95% entre 34,1y
72,1% del volumen trabecular. En el grupo B (PRP) el Volumen Relativo de Osteoide
(ROV%) medio es de 49%, con un Intervalo de Confianza al 95% entre 26,36 y 71,64%
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del volumen trabecular (Figura 222). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los dos grupos (prueba T con p>0,05).

ROV_Z3

Cor;trol PF-?P
Figura 222. Distribucion por grupos del Volumen Relativo de Osteoide (ROV%) en Z3.

El estudio de la madurez de cada zona mostré en la zona mas proximal a las
corticales (Z1) que en el grupo A (Control) existian 3 casos con equivalencia a zona de
remodelacién y 7 a zona de tubulizacién. En el grupo B (PRP) se observé que 6 casos se
encontraban en equivalencia con zona de remodelacion y 4 en tubulizacion (Figura 223).
No se identificaron diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney con

p>0.05).

B oo
B

Recuenmte
i

'

2 3

Figura 223. Distribucion por grupos de la fase de maduracion de la
Z1 (0: zona central de crecimiento, 1: zona de mineralizacion, 2:
zona de remodelacidn, 3: zona de tubulizacién).
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El estudio de la madurez de cada zona mostrd en la zona intermedia del callo (Z2)
que en el grupo A (Control) existian 1 caso con equivalencia a zona de mineralizacién y 9
con zona de remodelacion. En el grupo B (PRP) se observé que 6 casos se encontraban en
equivalencia con zona de mineralizacion y 8 en remodelacion (Figura 224). No se

identificaron diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney con p>0,05).

"o

Recuente

1 2
Figura 224. Fase de maduracion de la Z2 (1: zona de
mineralizacién, 2: zona de remodelacién).

El estudio de la madurez de cada zona mostrd en la zona central del callo (Z3) que
en el grupo A (Control) existian 5 casos con equivalencia a zona central de crecimiento, 3
con zona de mineralizacién y 2 con zona de remodelacion (Figura 226). En el grupo B
(PRP) se observdé que 5 casos se encontraban en equivalencia con zona central de
crecimiento y 5 con zona de mineralizacion (Figura 225). No se identificaron diferencias

estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney con p>0,05).
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Figura 225. Fase de maduracion de la Z3 (0: zona central de
crecimiento, 1: zona de mineralizacion, 2: zona de remodelacién).
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Figura 226. Histologia de la Z3 del caso 23, en el que se identifica un estadio de
remodelacion, con actividad osteoclastica (flechas verdes) (Tricromico de Masson a 10x).

El paso de trabéculas por Z3 o Bridging mostré en el grupo A (Control) 4 casos de
ausencia de paso de trabéculas, 3 casos de paso incompleto y 3 casos de paso completo. En
el grupo B (PRP) so observd 1 caso con ausencia de paso de trabéculas, 7 casos con paso
incompleto y 2 casos con paso completo de trabéculas. El estudio estadistico reveld
diferencias significativas entre los dos a favor de un grado mayor de paso de trabéculas por

Z3 en el grupo B (PRP) (U de Mann-Withney con p<0,05) (Figura 227 a 230).

Bridging en Z3
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Figura 227. Distribucioén por grupos del paso de trabéculas por Z3
(0:ausenca, 1: incompleto, 2: completo).
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Figura 228. Histologia de la Z3 del caso 12 en la que se observa un paso parcial de
trabéculas, las flechas verdes sefialan la presencia de tejido fibrdtico sin paso de
trabéculas (Tricromico de Masson a 2x).
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p B

Figura 229. Histologia de la Z3 del caso 4 en la que se observa paso completo de
trabéculas (Tricromico de Masson a 2x).
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Figura 230. Histologia de la Z3 del caso 11, en el que se observa una banda de tejido fibroso sin paso de
trabéculas, las flechas verdes marcan los limites del hueso trabecular y las negras vasos sanguineos
(Hematoxilina Eosina a 2x).

El estudio de madurez global del callo basado en los dias tedricos de evolucion
mostr6 que en el grupo A (Control) 1 caso se encontraba en fase de formacion (dia 7 a 35:
2), los demaés casos en fase de hueso lamelar y remodelacion (>35 dias: 3). Todos los
casos del grupo B (PRP) se encontraban en fase de fase de hueso lamelar y remodelacion
(>35 dias). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

(Chi-cuadrado con p>0,05) (Figura 231).
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Figura 231. Distribucion de la madurez mediante “Dias de Madurez”.
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El estudio de madurez global del callo basado en los estadios de maduracion mostrd
que en el grupo A (Control) 8 casos se encontraban en estadio de callo duro, los demas
casos en estadio de remodelacion. En el grupo B (PRP) 2 casos se encontraban en estadio
de callo blando, 3 casos en estadio de callo duro y 5 casos en estadio de remodelacion
(Figura 232). Se observo una mayor frecuencia de callos en remodelacion en el grupo B
(PRP) con diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de la variable entre
los grupos (U de Mann-Whitney con p<0,05). Sin embargo cabe destacar que es en el

grupo B (PRP) en el Gnico grupo en que se registran casos en estadio de callo blando.

Madurez (Escala "Estadio de Maduracion”)

Recuente

3 4 5
Figura 232. Distribucion de los Estadios de Maduracion (callo
blando: 3, callo duro: 4, remodelacion: 5).
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ESTUDIO HISTOMORFOMETRICO

En la Tabla 28 se exponen los datos del estudio histomorfométrico de superficie, en

el que se exponen los porcentajes de superficie 6sea, de tejido cartilaginoso y de tejido

fibroso.
Superficie Superficie de Superficie de
D T 6£ea % cagtl’lago % tejidl()) fibroso %
1 B 76,12 3,31 20,57
2 B 80,72 5 14,28
3 B 81,95 0 18,05
4 B 74,69 6,4 18,91
5 B 76,79 0 23,21
6 A 82,47 0 17,53
9 B 77,89 4,59 17,52
10 A 59,6 13,1 27,3
11 A 77,16 0 22,84
12 A 65,19 10,53 24,28
13 A 65,2 11,7 23,1
14 A 81,76 0 18,24
15 A 84,71 0 15,29
16 A 72,95 10,23 16,82
17 A 73,44 0 26,56
19 B 68,43 9,7 21,87
20 B 75,37 7,45 17,18
21 B 75,55 8,81 15,64
22 B 61,48 11,8 26,72
23 A 70,38 12,5 17,12

Tabla 28. Datos del estudio histomorfométrico.

El estudio histomorfométrico mostré que en el grupo A (Control) la superficie del
callo ocupada por hueso (trabecular y cortical) era del 75% de media, con un intervalo de
confianza al 95% entre el 69 y 80,5%. En el grupo B la superficie del callo ocupada por
hueso era del 72% de media, con un intervalo de confianza al 95% entre 67 y 78%. El
estudio estadistico no revel6 diferencias estadisticamente significativas (T de Fisher con

p>0,05).

El estudio histomorfométrico mostré que en el grupo A (Control) la superficie del
cartilago era del 4,2% de media, con un intervalo de confianza al 95% entre el 0,9 y 7,6%.
En el grupo B la superficie del callo ocupada por cartilago era del 7,21% de media, con un
intervalo de confianza al 95% entre 3,05 y 11%. El estudio estadistico no reveld

diferencias estadisticamente significativas (T de Fisher con p>0,05).

El estudio histomorfométrico mostré que en el grupo A (Control) la superficie del

callo ocupada por tejido fibroso era del 20,4% de media, con un intervalo de confianza al
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95% entre el 17,6 y 23,25%. En el grupo B la superficie del callo ocupada por tejido
fibroso era del 19,8% de media, con un intervalo de confianza al 95% entre 16,7 y 23%. El

estudio estadistico no revel6 diferencias estadisticamente significativas (T de Fisher con

p>0,05).

Los datos del porcentaje de cada tipo de tejido por caso y grupo se reflejan en la

§

§

E

§

§

E

Figura 233.
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Figura 233. Grafico de frecuencias acumuladas donde se observa la porcentaje de
tejido Oseo, cartilaginoso y fibroso en el callo de elongacion, por cada caso y grupo.
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1. Modelo experimental de osteogénesis a distraccion

Gran parte de los trabajos experimentales de osteogénesis a distraccion llevados a
cabo en la ultima década han empleado animales de experimentacién como rata, conejo y
cerdo pequefio (51,180-182,184-189,191,192,320). Estos animales presentan huesos
diafisarios de pequeio tamafo, que soportan poco peso y que presentan una capacidad

regenerativa superior a la del hueso diafisario humano.

Los huesos largos del cordero se asemejan al de humano en varios aspectos como el
tamafio, composicion y carga mecanica que soportan. Animales como el perro o el cerdo
pequefio presentan caracteristicas bioldgicas mdas cercanas al humano, sin embargo el
cordero posee una destacable docilidad y permite estar estabulado con otros especimenes
(333). Estos argumentos y la experiencia con corderos tanto del equipo experimental como
la del personal del Estabulario (27) hicieron del cordero el animal de experimentacion

idoneo para este trabajo.

La edad de los corderos podria considerarse temprana, al presentar a la edad de 3-4
meses un alto potencial de regeneracion 6sea (333). Sin embargo la experiencia previa del
equipo experimental avalaba la utilizacion de corderos jovenes, ya que se habian
encontrado casos de no union en experimentos de elongacion previos y dicho potencial de

regeneracion no habia supuesto un inconveniente (27).

La eleccion del segmento 6seo a elongar vino determinada también por la
experiencia del grupo experimental en elongaciones de fémures de cordero (27) y de la
consideracion de que la posicion de un fijador externo a nivel femoral podia ser menos
molesta para los animales que a nivel tibial. La presencia de un compartimento muscular
importante, asi como la mayor distancia al suelo de la corralina nos sugeria una ventaja

estratégica de la posicion femoral respecto a la tibial especialmente para evitar infecciones.

Un aspecto positivo de este tipo de animal de experimentacion era la posibilidad de
emplear un sistema de fijacion-distraccion similar a los empleados en la practica clinica
habitual y en otros procedimiento experimentales (24), de hecho el sistema empleado se
usa en la clinica, concretamente en osteogénesis a distraccion en edad pediatrica. Dicho
dispositivo presenta la posibilidad de estar en régimen de neutralizacion o de
dinamizacién axial. Se habia comprobado la eficacia de la dinamizacion axial en estudios

previos (27), por lo que se dejo en un régimen de neutralizaciébn para no aportar mas
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beneficio mecénico al modelo ya que habiamos asumido una situaciéon de elevada

capacidad regenerativa debido a la corta edad de los corderos.

Los pasos de la técnica quirtirgica se basaron en los empleados en procedimientos
experimentales de elongacion 6sea en corderos por el grupo del Profesor Canadell en la
Universidad de Navarra y estan basados en la técnica habitualmente empleada en practica
clinica (18,24,97). Tras la correcta implantacion del fijador-distractor se realizaba una
osteotomia lo mas transversa posible y paralela a los clavos. La osteotomia se realizaba de
modo percutdneo y a escoplo. La tendencia en la ultima década en trabajos experimentales
de osteogénesis a distraccion ha sido la osteotomia abierta con sierra en pequefio animal,
con el objeto de realizar una osteotomia lo mas transversa y uniforme posible (180-
182,184-189,191), sin embargo trabajos que empleaban animales mayores como perros o

corderos empleaban la osteotomia percutanea (12,335).

Se decidio la realizacion de una osteotomia percutdnea por tres motivos. El primero
era la menor morbilidad para el animal derivada de una herida quirurgica de mas tamafio
con posible lesion de la piel y partes blandas. El segundo motivo era la preservacion de las
estructuras adyacentes al hueso. Puesto que se iba a estudiar la influencia en la formacion
de hueso del PRP, éste debia ser administrado en el entorno menos alterado posible, ya
que desconociamos si circunstancias como una necrosis térmica podia interferir con el
efecto del PRP. El tercer motivo es que actualmente la osteotomia percutdnea se considera

el patron de referencia de la practica clinica en alargamiento de extremidades.

La osteotomia se realizd a nivel diafisario, situacion menos favorable que la
metafisaria tal y como demostrd Aronson en un estudio experimental con perros (46). La
osteotomia diafisaria aportaba como ventaja técnica la facil localizacion del punto de

osteotomia y la menor superficie de hueso a romper en comparacion con la metafisaria.

Se tomaron 10 dias de fase de latencia tomando como referencia el trabajo de Gil-
Albarova, realizado en corderos de la misma edad que este trabajo experimental (21). En
el citado trabajo y otros previos se demostraron beneficios en el regenerado de los casos

en los que se habia llevado a cabo una elongacion diferida (62).

La velocidad empleada fue de Imm/dia, similar a la descrita en publicaciones tanto
clinicas como experimentales (21,24). El ritmo fue de Imm en una Unica distraccion,
ritmo bajo segun los principios de la osteogénesis a distraccion de Ilizarov, y por tanto
menos favorable para la regeneracion dsea que ritmos altos con varias distracciones al dia
(14).
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Como se observa en la Tabla 29 se intentdé que el modelo de osteogénesis a
distraccion presentase cierto equilibrio de circunstancias favorables y desfavorables para

la regeneracion.

Circunstancias favorables Circunstancias desfavorables

Periodo de latencia Osteotomia diafisaria
Osteotomia percutinea Régimen de neutralizacién
Cordero joven Bajo ritmo de distraccién

Tabla 29. Circunstancias favorables y desfavorables del modelo empleado.

Se excluyeron 3 casos del estudio. El criterio de exclusion era la desviacién en varo
de mas de 15°, situacion que traducia una consolidacion precoz de la osteotomia. La
consolidacion precoz en el lado medial impedia el procedimiento de distraccion simétrico

por lo que el regenerado dseo no era de las mismas caracteristicas que en los demas.

La consolidacion precoz de la osteotomia es una complicacién descrita durante el
procedimiento de osteogénesis a distraccion (16,76,77). Puede deberse a una osteotomia
incompleta, habiendo dejado algun puente 6seo, debido a un periodo de latencia elevado o
a una pobre velocidad de elongacion (16,76,77). Otro factor al que puede ser debido es la

corta edad del paciente, debido al mayor potencial regenerador (97).

Algunos autores han observado una mayor tasa de complicaciones durante la curva
de aprendizaje, como ha sido nuestro caso (77,78). De la primera serie de corderos
intervenidos 2 de los 6 corderos fueron excluidos tras observar una deformidad en varo de
mas de 15°. Dado que el resto de corderos presentaban la misma edad y caracteristicas del
procedimiento parece ldgico atribuir la consolidacién precoz a un defecto de técnica

quirdrgica durante la curva de aprendizaje.

El estudio radiologico en la fase de latencia pretendia comprobar la correcta
colocacion del fijador y describir el tipo de osteotomia. El tipo de osteotomia puede influir
en las caracteristicas del regenerado 6seo (13,46,59,61). Se evidencié que no existian

diferencias en el tipo de osteotomia realizada en los dos grupos.

Para evaluar el efecto del PRP en la osteogénesis a distraccion hemos realizado una
serie de estudios radioldgicos, histolégicos e histomorfométricos. Asi como hace dos
décadas los estudios experimentales de osteogénesis a distraccion empleaban la radiologia
simple, los estudios biomecdnicos y la histologia simple, en la ultima década se han

realizado estudios experimentales que han incorporado nuevos sistemas de evaluacion.
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Estos sistemas de evaluacion incluyen, ademas de la radiologia simple e histologia, la TC

o micro-TC, la densitometria dsea, la inmunohistoquimica y la histomorfometria.

En la Tabla 30 se encuentran los estudios experimentales mas relevantes sobre la
osteogénesis a distraccion de huesos largos en modelos animales donde se resume las

caracteristicas de los estudios y los métodos empleados para evaluar el regenerado dseo.

| NG

Modelo experimental

Objeto del estudio

Métodos de

Raschke (180)

Cerdo pequeiio. Didfisis
tibial.

Hormona de crecimiento recombinante
humana por via sistémica.

evaluacion

Biomecdnica.

Yamane (181)

Conejo. Didfisis tibial.

Derivado de vitamina D (ED-71)
sistémica.

Densitometria. TC.
Histomorfometria.

Rauch (182)

Conejo. Didfisis tibial.

TGF-B1 intrafocal.

Densitometria.
Electroforesis.
Histomorfometria.
Biomecdnica.

Subasi (183)

Conejo. Didfisis tibial.

Metotrexato endovenoso.

Gammagrafia.
Histologia.
Radiologia.

Bail (184)

Cerdo pequeiio. Didfisis
tibial.

Hormona de crecimiento recombinante
porcina por via sistémica.

Histomorfometria.
Histologia con
tetraciclinas.

Hamdy (185)

Conejo. Didfisis tibial.

OP-1 intrafocal

Inmunohistoquimica.
Histologia.
Biomecdnica

Aronson (51)

Rata. Didfisis tibial.

Regenerado 6seo dependiendo de la edad
del animal experimental.

Histomorfometria.
Densitometria.
Biomecdnica.
Inmunohistoquimica.

Radiologfa simple.

Tsuchiya (186) Conejo. Diéfisis tibial. Radiacién sobre el foco de osteotomia. Histologfa simple.
Microangiografia.
. . g . . Radiologfa simple.
Takahashi (187) Conejo. Diéfisis tibial. Bifosfonatos sistémicos Histomorfometria.
Biomecdnica.
. . g e BMP-7 (OP-1) recombinante humana Radiologfa simple.
Saihan (188) Conejo. Diéfisis tibial. intrafocal. Ecografi,
Densitometria.
Abbaspour (189) Conejo. Diéfisis tibial. FGF-2 intrafocal. TC. Densitometria.
Biomecdnica.
. g . Radiologfa simple.
Abbaspour (191) Conejo. Diéfisis tibial. Alendronato intrafocal Densitometria. TC.
Biomecdnica.
LIRS L ) Terapia génica de sobreexpresion o PCR‘. ¢ .
Alam (192) genéticamente. Didfisis inf p1a geni g P Radiologfa simple.
tibial. Intraexpresion de Inmunohistoquimica.
Histologia
Welch (44) Cabra. Didfisis tibial Determinacion de los patrones )
’ : histomorfométricos Histomorfometria

Kusec (335)

Perro. Diéfisis tibial.

Distintos tipos de fijador externo.

Radiologfa simple.
Histologia simple.
Histomorfometria.

Kawasumi (320)

Rata. Didfisis tibial.

Células expandidas de médula 6sea y PRP

Radiologfa simple.
TC.

Tabla 30. Metodologia de evaluacién de los resultados de los tltimos estudios en osteogénesis a distraccion.
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Como puede observarse en la Tabla 30 la mayoria de los estudios consideran el
andlisis de la pieza Osea con algun tipo de prueba de imagen radiolégica, como la
radiologia simple, la TC o micro-TC. Ademds consideran la realizacion de pruebas
histologicas complementadas o no por histomorfometria o inmunohistoquimica. Algunos
estudios afiaden una evaluacion biomecanica de las piezas. Nuestros métodos de
evaluacion con radiologia simple, TC, histologia e inmunohistoquimica son métodos
comparables a los empleados por la mayoria de los estudios experimentales en modelos

animales de osteogénesis a distraccion de la Gltima década.
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2. Procedimientos del Plasma Rico en Plaquetas

La obtencion del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se llevd a cabo por un sistema de
sedimentacion gravitacional, siguiendo el protocolo descrito por Anitua y Séanchez
(255,259). Uno de los motivos de haber empleado este protocolo es la sencillez del mismo,
con una unica centrifugacion, a diferencia de otros sistemas que empleaban multiples
centrifugaciones (257), y con un sistema de pipeteado reproductible. El otro motivo por
el que se ha empleado es que creemos que en la actualidad el protocolo de Anitua y
Sanchez es el mas empleado en nuestro medio y sobre el que més publicaciones se han
realizado en nuestro entorno (194,244,246,248,249,251,253,255,259,289,311,312,336,
338).

Se empled un sistema de tubos citratados similar al descrito por los anteriores
autores. El protocolo de centrifugacion fue el mismo que el empleado en ser humano con
1800 rpm durante 8§ minutos. Sin embargo no se empled la centrifugadora (PRGF™
System II, BTI, Vitoria-Gasteiz, Espafia), ni las pipetas, ni los viales de activador descritos
por los anteriores autores (255,259). En nuestro estudio empleamos la centrifugadora
Heraeus Sephatec Megafuge 2.0R, centrifugadora empleada en el Institut de Recerca del

Hospital Universitario Vall d"Hebron a las revoluciones por minuto y tiempos ya citados.

Este término (PRGF™ ) fue acufiado por este grupo de autores para denominar al
concentrado de plaquetas obtenido mediante su protocolo y centrifugadora (255,259) y se
encuentra patentado por BTI Biotechnology Institute (Vitoria-Gasteiz, Espafia). Puesto
que a pesar de utilizar la misma sistemadtica no se han empleado ni los instrumentos ni los
reactivos de BTI Biotechnology Institute hemos denominado simplemente PRP al

concentrado plaquetar implantado a los corderos.

Dado que se empleaba una adaptacion de un protocolo de obtencion ya descrito pero
sin haber empleado los mismos materiales, se decidié realizar el estudio de validacion
para comprobar la concentracion de plaquetas administrada. Sin embargo, cabe destacar
que otros estudios experimentales han empleado diversos protocolos experimentales sin
evaluar la concentraciéon de plaquetas administrada, asumiendo la eficacia del sistema
empleado (289). Aunque hemos realizado una cuantificacion de las plaquetas no hemos
llevado a cabo una determinacién de los factores de crecimiento presentes en el
concentrado, ya que hemos asumido la presencia de factores de crecimiento en el interior

de las plaquetas. Otros autores tampoco han comunicado las concentraciones de factores
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de crecimiento para validar la concentracion de factores de crecimiento en el PRP
administrado en varios trabajos experimentales de regeneracion 6sea con modelos ovinos

(289,304,308).

Con el protocolo PRGF™ Anitua obtuvo una concentracién media de plaquetas de
634.000 plaquetas/ulL (rango de 421.000 a 1.314.000 plaquetas/uL), en un estudio de
cuantificacion con voluntarios sanos, llegando a una concentraciéon de 3,1 veces la

concentracion de plaquetas en sangre periférica (336).

Los resultados del estudio de validacion del PRP administrado en la primera dosis
del grupo B muestran unos valores superiores a los citados por Anitua como
imprescindibles (>300.000 plaquetas/uL) (259), una concentracién media de 4,6 veces la
concentracion basal de plaquetas en sangre periférica de cordero joven (334). En concreto
hemos administrado 3 dosis de 3 ml de un concentrado de plaquetas con una media de

590.240 plaquetas/uL, concentracion comparable a la citada por Anitua y Sanchez (336).

Los concentrados de plaquetas englobados en el término PRP presentan diversas
concentraciones de plaquetas dependiendo del protocolo de obtencion que emplean.
Weibrich evalu6 las distintas concentraciones de plaquetas que se podian obtener (353) y
clasifico los concentrados en PRP de baja concentracién, de intermedia y de alta
concentracion. Este autor concluy6 su estudio afirmando que los concentrados intermedios
eran los que presentaban mejores capacidades de estimulacion de la regeneracion Osea, ya
que habian encontrado un efecto paraddjico de menor estimulacion en los concentrados de
mayor nimero de plaquetas. Siguiendo la clasificacion de Weibrich los concentrados
plaquetares implantados en nuestro proyecto se encuentran comprendidos en el grupo de

concentracion intermedia.

El PRGF™ ha sido empleado en trabajos experimentales con oveja de raza latxa de
22 4 kg de media, también a 1800 rpm y 8 minutos de centrifugado (289). Previamente, el
grupo de Anitua habia publicado un estudio con oveja adulta en el que se infiltraba con
PRP el tendon de Aquiles para su posterior analisis histoldgico, el protocolo que se habia

empleado era 630 g durante 8 minutos (338).

Las distintas denominaciones de los concentrados de plaquetas es actualmente
asunto polémico, ya que diversos autores han ido denominado a los concentrados
mediante distintos acronimos (253,254). Si bien presentan diferencias en sus técnicas de

obtencion y en la presencia o ausencia de leucocitos otros autores han destacado que la
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diferente terminologia dificulta es esclarecimiento de los efectos reales de estos

concentrados de plaquetas (337).

El PRP se administré en las tres fases del procedimiento. Los trabajos de Kitoh
describen la administracion durante la fase de distraccion con la adiciéon a 4 ml de PRP a
un cultivo de células de médula 6sea expandida (320-324). Puesto que no hemos
encontrado referenciado en otros trabajos en qué fase de la osteogénesis a distraccion
debiera administrarse el PRP, decidimos administrarlo en las fases de latencia y
distracciéon. Decidimos no administrarlo en la fase de consolidacién ya que no sabiamos si
la administraciéon de un volumen liquido en un tejido denso podia ser perjudicial para la

propia regeneracion dsea.

La administracion del PRP se llevo a cabo con el cordero anestesiado o sedado y
bajo control con el intensificador de imdgenes radioldgicas. Se valor6 la posibilidad de
emplear un marcador para comprobar que realmente depositibamos el contenido de la
jeringa en el foco de osteotomia y no se difundia por las partes blandas adyacentes. Sin
embargo pudimos comprobar en la revision de la literatura cientifica relacionada que
dicho marcaje no se empleaba de rutina, y que pricticamente todos los trabajos empleaban
el control por intensificador de imagenes para comprobar el lugar correcto de infusiéon. En
la Figura 234 se observa el método empleado por Abbaspour para la infusién de FGF-2 en
el callo de osteogénesis a distraccion en conejo. Este autor empled tinta china en algunos
casos para comprobar la eficacia de la inyeccion intrafocal guiada por control con

intensificador de imédgenes (189).

Figura 234. Técnica de Abbaspour para la infusién y marcaje con
tinta china en osteogénesis a distraccion (189).
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La administracion del PRP no ha comportado una tasa de complicaciones clinicas
mas elevada que la sucedida en el grupo control. Tanto el apoyo de la extremidad, como la
presencia de complicaciones mecdnicas e infeccion no presentaban diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo A (Control) y el B (PRP). Si bien la unica

infeccién profunda es en un caso del grupo del PRP, no creemos que ello sea relevante.
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3. Efectos del PRP en la osteogénesis a distraccion

La formacion de hueso viene determinada fundamentalmente por dos vias de
osificacion: la intramembranosa y la endocondral. Ambas estin presentes en la
esqueletogénesis del embrién (108,109), en la reparacion de fracturas (121,122) y en la

osteogénesis a distraccion (12,14,46-49,62).

Para algunos autores como Aronson e Ilizarov (12,14,46) la osteogénesis a
distraccion viene determinada sobre todo por osificacion intramembranosa. Otros autores
consideran que el cartilago también esta presente en este proceso de formacion 6sea (47-
49,62). Esta controversia ha sido punto de partida de algunos trabajos que han estudiado
algunas variables que podrian modificar el tipo de osificaciéon, como el trabajo de Kusec,
que evaluaba la influencia en el tipo de osificacion de la estabilidad mecanica
proporcionada por diferentes tipos de fijador (335). Para este autor ambos tipos de
osificacion coexisten simultdneamente (“osificacion tipo mixto”) con independencia del

fijador externo empleado.

En nuestro estudio se ha valorado el tipo de osificacién predominante, estimando
inicialmente la presencia de cartilago en cada zona del callo, posteriormente valorando la
osificacion predominante global en el callo y finalmente valorando la superficie relativa

de cartilago mediante la histomorfometria.

Los hallazgos histoldgicos sugieren que existe mds cartilago en las zona Z2 de los
casos del grupo B (PRP) y una presencia de mas osificacion de tipo mixto en los casos del
grupo tratado con PRP. Sin embargo la valoracion global del callo no revela diferencias

estadisticamente significativas en el patron de osificacion.

En el estudio histomorfométrico se ha estudiado la superficie relativa de cartilago en
el regenerado 6seo. Aunque existen mas casos del grupo B (PRP) que presentan algun
porcentaje de cartilago, no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos A (Control) y B (PRP), lo cual concuerda con el resultado previamente

mencionado.

El PRP ha sido estudiado como estimulador de la proliferacion de varias estirpes
celulares. Se ha estudiado in vitro los cultivos de condrocitos en medios con PRP (339).
También se han llevado a cabo estudios experimentales animales en los que se ha

obtenido crecimiento y proliferacion de condrocitos articulares en presencia de PRP (340).
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Y se ha observado in vitro la diferenciacion de células mesenquimales a células tipo

condrocito en presencia de PRP (341).

Otros autores han destacado el efecto estimulador del PRP en la proliferacion in
vitro de cultivos de osteoblastos y han sugerido su posible utilidad en la practica clinica
con injertos y sustitutos de injertos (342). También se ha descrito por estudios in vitro un

efecto diferenciador de los osteoblastos (343).

La existencia de trabajos in vitro que demuestran la estimulacion de los dos linajes
derivados de células mesenquimales pluripotenciales dejan abierta la incognita de cudl de
estos linajes podria estimular in vivo el PRP en un modelo en el que coexisten ambos. En
nuestro trabajo experimental no existen diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al tipo de osificacién, sin embargo se evidencia en el estudio cualitativo de la
histologia de la Z2 un a mayor presencia de cartilago en esa zona, lo que podria responder
a la incognita planteada. Actualmente no hay trabajos experimentales en huesos largos que

respondan a la pregunta de qué linaje celular se ve més estimulado por el PRP.

La osteogénesis es un proceso fundamentado en el equilibrio de una serie de
variables (344). Estas variables son la presencia de células osteogénicas, la presencia de
factores de crecimiento, de una estructura tridimensional osteoconductiva y un entorno
biomecanico adecuado. Si bien deben ser considerados otros dos factores como son la
vascularizacion y la biologia del huésped. A este esquema se le ha denominado el
“concepto de diamante” y refleja el cardcter multifactorial de la osteogénesis (Figura 235)

(122).

OSTLHLOGIENK

CELLS SCAFFOLDS

DIAMOND
CONCEPI]

MECHANICOAL GCROWTH
ENYVIRONMEN1 FACTORS

Figura 235. “Concepto de diamante” de la osteogénesis descrito
por Giannoudis (344).
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Las distintas estrategias terapéuticas orientadas a la estimulacion de la osteogénesis
deben considerar los aspectos incluidos en el anterior esquema. Este mismo concepto

también es aplicable a la osteogénesis a distraccion.

Algunos estudios para estimular la osteogénesis a distraccion han estado
relacionados con la evaluacion de las variables biomecénicas influyentes, como el tipo de

osteotomia, ritmo de distraccion, tipo de fijador y régimen mecanico (21,24,27,25, 335).

También se ha intentado modificar el factor celular, afadiendo células
mesenquimales pluripotenciales o células diferenciadas a preosteoblastos en callos de

elongacion (320-324,346).

Los estudios en los que se han intentado modificar la variable “factores de
crecimiento” en osteogénesis a distraccion incluyen infusion de diversas moléculas en el
callo como hormona de Crecimiento (180,184), derivado de la vitamina D (ED-71) (181),
TGF-f1 (182), Proteina Osteogénica 1 (OP-1) (185), bifosfonatos (187,191), BMP-7
recombinante humana (188), Factor de Crecimiento Fibroblédstico (189) o BMP-2

endbdgena (192).

Se han realizado trabajos experimentales en osteogénesis a distraccion anadiendo
distintas estructuras osteoconductivas (317,318), o empleando dichas estructuras como

carrier o transportador de otras sustancias (188).

Nuestro trabajo pretende influir en la variable “factores de crecimiento” del
“concepto de diamante” de la osteogénesis de Giannoudis (344), ya que a través del PRP
se administraria una elevada concentracion de factores de crecimiento. Las otras tres
variables del esquema se mantendrian constantes por el disefio del estudio (biomecanica,
células osteogénicas y estructura osteoconductiva) y al haber seleccionado un modelo
experimental con similitud de los especimenes se habrian minimizado las diferencias entre
huéspedes. Uno de los objetivos del estudio histologico de nuestro trabajo experimental
es la descripcion del efecto de los “factores de crecimiento” administrados sobre las demds
variables del “concepto de diamante” de la osteogénesis de Giannoudis. Las variables
modificables por los “factores de crecimiento” afiadidos a través del PRP son la

vascularizacion y la celularidad generadora de hueso.

El estudio histolégico no ha mostrado diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo A (Control) y el B (PRP) en la cuantificacién de luces vasculares en

ninguna de las tres zonas del callo de elongacion. Tampoco ha mostrado diferencias
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estadisticamente significativas entre el grupo A (Control) y el grupo B (PRP) en la
cuantificacion de osteoblastos en ninguna de las zonas del callo de elongacion. De lo que
se desprende que la administraciéon del PRP en la osteogénesis a distraccion de nuestro
trabajo experimental no ha contribuido significativamente sobre las variables del

“concepto de diamante” descrito por Giannoudis (344).

En un estudio que analizaba el efecto del PRP en defectos 6seos de huesos planos se
valor6 el nimero de osteoblastos y osteoclastos a 1,2, 3 y 6 meses tras la adicion del PRP
(277,281). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el ndimero de
osteoblastos y osteoclastos, pero s6lo durante el primer mes del tratamiento con el PRP, en
los siguientes meses no habia diferencias. Los autores concluian que el efecto del PRP
seria de muy corta duracion, ya que a partir del 2° mes del aporte de PRP no habia
diferencias entre administrarlo o no hacerlo. El modelo experimental que emplearon fue
la osteogénesis a distraccion en mandibula de perro, el protocolo de obtencién del PRP
fue el Harvest® y la concentracién de plaquetas que obtuvieron estaba entre 800.000 y
1.000.000 plaquetas/ul.. A diferencia de nuestro estudio valoraron el ndmero de
osteoblastos y osteoclastos de todo el regenerado dseo sin especificar qué zona del mismo
era. Otro estudio clinico si que encontrd diferencias en el nimero de osteoblastos a favor
del mayor numero de osteoblastos en los casos tratados con PRP y células de médula 6sea
(302), la cantidad de plaquetas administradas era cercana a 1.000.000 plaquetas/uL. El

andlisis mediante biopsia del regenerado se llevaba al mes y medio de su implantacion.

El proceso de la formacion de hueso estd intimamente relacionado con la
angiogénesis (347). Los vasos proporcionan las células mesenquimales pluripotenciales,
incluidas las osteoprogenitoras y proporcionan una estructura sobre la que se organizara la
formacion del hueso Haversiano. Por dltimo, proporciona el aporte de nutrientes, calcio,

fosfato y hormonas necesarias para la mineralizacion.

Existe una compleja relacion entre los osteoblastos y la formacion de los vasos
(347), también presente durante la osteogénesis a distraccion (348). Los osteoblastos
sefializan la situacion de isquemia mediante el HIF (hipoxia inducible factor) y esta sefal
desencadena la formacion de VEGF, que promueve la angiogénesis y la secrecion por el

endotelio de moléculas osteoinductoras (Figura 236).
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Figura 236. Esquema que muestra la relacion entre el osteoblasto y la angiogénesis (347).

La administracion aislada de VEGF en distintos modelos animales de osteogénesis

ha mostrado un efecto estimulador en la formacién de hueso y en la diferenciacién de

osteoblastos (349).
El VEGF en la osteogénesis a distracciOn parece estar especialmente presente en las
primeras semanas tras la osteotomia y posteriormente disminuye quedando constante

mientras dura la fase de distracciéon (350).

Se ha sugerido que la estimulacion del PRP en la angiogénesis de diversos tejidos

vendria determinada por la presencia de VEGF en el PRP (248,336). El grupo

investigador de Sdnchez y Anitua cuantific6 la concentracion de VEGF en el
PRGF™ obtenido de 21 voluntarios sanos, obteniendo una concentracion de VEGF de
383.0 pg/mL de media que estaba fuertemente correlacionada con la concentracion de

plaquetas en el PRGF™ obtenido en cada sujeto. En este estudio clinico se administro el

PRGF™ durante la reparacion del tendén de Aquiles.

Para evaluar la formacion de nuevo tejido dseo se emplearon estudios radioldgicos e
histologicos. Los estudios radioldgicos incluyeron estudios mediante radiologia simple

durante la fase de distraccion y consolidacion, junto con un estudio mediante tomografia
computerizada al finalizar el procedimiento experimental.

El estudio mediante radiologia simple en la fase de distraccion observd la
persistencia de la linea radiolucida. Esta linea radiolucida se puede observar en radiologia
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simple y traduce la presencia la existencia histoldgica de lo que se le denomina zona
central de crecimiento (44,51,52). Esta es una zona central de tejido fibroso mal
vascularizado que mientras dura la distraccién se imbrica en el tejido mineralizado
adyacente. A medida que progresa la vascularizacion y la mineralizacién adyacente va
estrechdndose hasta desaparecer (13,44). La persistencia de la linea radioldcida en la fase
de distraccion presentaba idéntica distribucién en los grupos A (Control) y B (PRP) con 7

casos cada uno con linea radiolucida persistente.

En la fase de consolidacion la persistencia de la linea radiolucida se habia reducido a
2 casos del grupo A (Control) y 1 caso del grupo B (Control), sin que éstas fuesen

diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.

Desde los estudios de Ilizarov la radiologia simple ha sido la prueba de diagndstico
por la imagen esencial para valorar la evolucion de la regeneracion dsea de la osteogénesis

a distraccion (351,352).

El estudio radiologico de modelos experimentales similares de osteogénesis a
distraccion presenta especial sensibilidad en la deteccion de la formacidn de hueso nuevo
una vez terminada la fase de distraccién (345). El estudio citado de Gil-Albarova esta
realizado con corderos de 2 meses de edad de raza churra, a los que se realizé una
osteotomia diafisaria y posteriormente se distrajo hasta conseguir una distraccion total de
2cm. La variable a estudio fue el tiempo de la fase de latencia (de 0 o de 10 dias). La
velocidad de distraccion fue de 1mm/dia y N de cada grupo fue de 12 corderos. Se
realizaron estudios radioldgicos simples en cada fase, y se observo que las diferencias
entre los grupos fueron a partir del cese de la distracciéon, observiandose callos
hipoplasicos y persistencia de la linea radiolucida en el grupo desfavorable (grupo con

fase de latencia de O dias).

En otro estudio de osteogénesis a distraccion en corderos M. Aguirre destacd
diferencias radioldgicas en la fase de consolidacion, observando mds casos con ausencia
de linea radiolicida en aquellos casos favorecidos biomecanicamente (régimen de

dinamizacién y biocompresion axial) (27).

Estos estudios y otros realizados en osteogénesis a distraccion en corderos apoya la
validez del estudio radiolégico simple como método para observar la formacion de hueso,

especialmente tras la fase de distraccion (25).
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No obstante, se llevo a cabo un estudio mds especifico con TC de los fémures para
valorar la formacién de nuevo hueso. El estudio de la morfometria del callo de elongacion
tomaba una serie de variables como los didmetros coronales superior, central e inferior, asi
como sagital. Se realiz6 un estudio de las superficies de seccion del callo a nivel superior,
central e inferior. Otros autores han tomado referencias similares a la hora de cuantificar
las dimensiones del regenerado 6seo (189). Otros autores se han valido de la microTC
para la evaluacion del callo empleando variables mas parecidas a las histomorfométricas,
como la superficie trabecular o la distancia intertrabecular (192). Trabajos experimentales
en osteogénesis a distraccion de huesos planos han utilizado la TC para evaluar la

regeneracion dsea, aunque sin dimensionar el regenerado (315).

Aronson destacaba las posibilidades de cuantificacion de las dimensiones del callo
mediante la TC y la intima relacion de los hallazgos de la TC con las fases histoldgicas de

la osteogénesis a distraccion descritas por su grupo (46,352).

Nuestro estudio ha observado un engrosamiento de la diéfisis proximal y metéfisis
distal en los casos del grupo B (PRP), mas notable en el estudio de dreas que en el de
diametros coronales. No hemos encontrado mas datos que nos ayuden a interpretar dicho
resultado. Aronson describid mediante gammagrafia en la osteogénesis a distraccion que
la vascularizacion aumentaba en las 3 primeras semanas tras la osteotomia y
posteriormente disminuye, normalizandose pasados meses (71). Desconocemos si una
estimulacién de la vascularizacion en fases precoces hubiera podido ser el mecanismo por
el que se ha evidenciado un engrosamiento proximal y distal de los fémures tratados con
PRP. Se podria hipotetizar un aumento de la vascularizacion de dicho segmento dseo,
probablemente de origen peridstico, ya que la vascularizaciéon enddstica estudiada en el
interior del regenerado 6seo no ha evidenciado diferencias entre el grupo A (Control) y el

B (PRP).

El estudio de las dimensiones del callo de elongacion no ha mostrado diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo A (Control) y el B (PRP). El didmetro
coronal y sagital maximo estd directamente relacionado con el volumen del callo de
elongacion, tal y como demostré M. Aguirre los callos con menor volumen de regenerado
dseo presentaban una forma radioldgica biconcava con un didmetro maximo mds pequefio

que los callos con mayor regenerado (27).

Relacionado con el concepto de formacién de tejido d6seo estd el concepto de

maduracién del regenerado dseo. Se habia mencionado que la osteogénesis a distraccion
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presentaba cierto paralelismo con la esqueletogénesis y con la reparacion de las fracturas
(14,4445,109,122). Ambos procesos presentan procesos de maduracion con
caracteristicas radioldgicas e histoldgicas identificables (355,356). En nuestro estudio
evaluamos la maduracién del regenerado Oseo mediante varios sistemas. El paso de
trabéculas por la zona central del callo representa una progresion del frente de
mineralizacion y cierre de la zona central de crecimiento, lo que traduce una maduracién
del callo. Se evalu6 el paso de trabéculas mediante radiologia simple en la fase de
maduracién, mediante TC y mediante la histologia simple. Tanto el estudio con radiologia
simple como la histologia mostraron diferencias a favor de un mayor paso de trabéculas en
el grupo B (PRP). El estudio con TC muestra una distribucion de la variable ordinal “paso
de trabéculas” sin diferencias entre los grupos e incluso con mas casos sin paso de
trabéculas en el grupo B (PRP). Esta inconsistencia entre los estudios nos hizo pensar en
el caracter tridimensional del callo y que estos estudios se basaban en cortes en dos
dimensiones, que no estaban realizados siempre en el mismo punto de corte. Por lo que
cobré importancia la interpretacion de que posiblemente no habia diferencias reales

teniendo en cuenta el callo en su conjunto y no sélo los cortes aislados.

El proceso de mineralizacion de una estructura es identificable TC, la densidad de
dicha mineralizacién es cuantificable en Unidades Hounsfield. Por TC se realiz6 un
estudio de densidad del tejido regenerado mediante UH para valorar la maduracién del
proceso de mineralizacion. Este tipo de analisis ha sido empleado por otros autores que
han estudiado la maduracion de un regenerado 6seo en osteogénesis a distraccion, tanto de
hueso plano como de hueso largo (315,352). Sabiamos por los estudios de las variables
biomecanicas de la elongacion del fémur de cordero de la descripcion de distintos tipos de
callo en funcién de su forma y que esta forma traducia una mayor o menor regeneracion
(21,22,25,27,345). Por este motivo se realizé un estudio de la densidad por tercios y de
modo global coronal y axial, en el cual no se encontraron diferencias entre el grupo A

(Control) y el B (PRP) en la cuantificacion de la densidad del regenerado 6seo medido en

UH.

Se estimd la maduracion de las trabéculas 6seas mediante dos sistemas. Se evalud
mediante una escala ordinal la madurez de las trabéculas presentes en cada zona (Z1,22 y
Z3) observandose una distribucidon practicamente similar en el grupo A (Control) y B
(PRP). El segundo sistema empleado fue el célculo del Volumen Relativo de Osteoide (%)

por zona, no encontrdndose diferencias entre los dos grupos.
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La maduracién de cada zona (Z1, Z2 y Z3) fue calculada mediante la asignacion de
una de las fases descritas por Aronson, desde la zona central de crecimiento hasta la zona
de tubulizacién (46,52,71). No se encontraron diferencias en relacion a la equivalencia con
las fases bioldgicas de la osteogénesis a distraccion entre los grupos A (Control) y B

(PRP).

Finalmente empleamos unas escalas de maduracion del callo para valorar el callo en
su conjunto (354,355). Dichas escalas no tienen demasiada utilidad al evaluar callos del
mismo tiempo de evolucién, pero diferencian los callos que presentan estadios de
remodelacion. Una de las dos escalas detectd diferencias a favor de una mayor presencia
de callos en estadio de remodelacion en el grupo B (PRP), si bien también este grupo era
el que tenia los callos con menor estadio evolutivo. Debido a estos resultados no podemos
considerar que ningun grupo presente mayor estadio de maduracién que el otro, ni en sus

trabéculas, ni por zonas, ni globalmente.

Los conceptos de volumen de hueso regenerado y maduracién del mismo tienen
probablemente mayor importancia clinica que otros aspectos estudiados por este y otros
trabajos experimentales. El volumen del regenerado estd relacionado con las
complicaciones del callo 6seo. Probablemente de las complicaciones descritas en el
capitulo correspondiente de la Introduccién (1.5. Complicaciones de la osteogénesis a
distraccion) las unicas sobre las que cabria la posibilidad de un tratamiento de
estimulacion de la formacion de hueso son aquellas relacionadas con la pobre formacién
de hueso, como son los retrasos de consolidacion y las fracturas del regenerado. Ya que
las demas complicaciones atienden mas a la técnica quirdrgica que a la biologia de la
regeneracion tisular. Cabe destacar que en el callo asientan gran parte de los problemas de
estos procedimientos, para el grupo del Profesor Cafiadell el 45% de las complicaciones se

producian en el callo de elongacién (75).

El sistema de fijacion-distraccion se suele mantener hasta obtener una consolidacién
del regenerado, lo cual puede alargarse en el tiempo. Podria entenderse que la mayor
maduracidén del regenerado dseo pudiese acortar los periodos de consolidacion y de llevar
el fijador. Este ultimo concepto es reflejado por el indice de consolidacidn, que se calcula
dividiendo el numero de dias desde la osteotomia hasta la retirada del fijador entre el
numero de centimetros elongados. Una mayor maduracion podria traducirse en la clinica
en indices de consolidacion menores. En nuestro estudio ha durado 40 dias para todos los

corderos, por lo que no tiene utilidad para nuestro estudio el manejo de este indice.
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Por estos dos motivos hemos focalizado los estudios radioldgicos e histolégicos en
la descripciéon y cuantificacion del volumen del regenerado y su maduracion.
Probablemente agentes bioldgicos que no incidan en estas dos circunstancias no tendran

repercusion en la practica clinica de la osteogénesis a distraccion.

La literatura cientifica que evalta el efecto del PRP en la regeneracion ésea es
confusa. Se caracteriza por una gran variabilidad en los modelos experimentales y clinicos,
asi como en el uso de distintos protocolos de obtencion del PRP y en la denominacion de
estos concentrados de plaquetas. Esta ultima circunstancia ha motivado varias cartas y
articulos de opinion sin llegar a consensos en su terminologia (253,254,337). Estas
controversias dificultan la evaluacion critica de los resultados. Varios de los articulos de
revision sobre el PRP citan trabajos experimentales o clinicos que han mostrado resultados
favorables del PRP en regeneracion oOsea (244,256,297,354). Sin embargo también
podemos encontrar trabajos sin efecto significativo (271,273,274,276,278,279,280,293), e
incluso con efecto negativo en la regeneracion dsea (313), que si bien no presentan mucha
repercusion en la literatura si cuestionan el efecto estimulador del PRP en la regeneracion
6sea. En la Tabla 31 se observan la relacion de estudios experimentales de regeneracion

6sea y PRP y su correspondiente efecto en la regeneracion.

Nuestro estudio experimental se encuadra dentro de los estudios que no han
encontrado un efecto relevante de la administracion repetida del PRP en la regeneracion
6sea. Hasta la fecha es el unico estudio experimental que evalta el efecto del PRP en un

modelo de osteogénesis a distraccion de huesos largos con mamifero grande.

Los estudios de Kawasumi y Kitoh habian valorado el efecto de distintas
concentraciones de plaquetas en osteogénesis a distraccion en rata (320). En este estudio
experimental no se administraba PRP aislado, sino que se administraba con células de
médula 6sea cultivadas y expandidas durante 6 dias hasta su administracion. Los autores
citados evaluaban la influencia de la concentracion de plaquetas del PRP en la expansion
celular del cultivo de células de médula 6sea, y en su diferenciacion osteogénica in vitro.
Y posteriormente lo administraban al modelo animal, valorando el volumen del
regenerado 6seo con radiografia simple y TC. Observaron que las dosis mas altas de
plaquetas habian obtenido mayores expansiones celulares in vitro y mayores areas del
regenerado 6seo in vivo. Sin embargo, la diferenciacion osetogénica era superior en el
grupo control. Resultados que entran en discordancia con los de Weibrich, que afirmaba

que concentraciones muy altas de plaquetas eran contraproducentes en la osteogénesis
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(353). No obstante el trabajo de Kawasumi y el de Weibrich difieren en que el trabajo
japongs incluye la tecnologia de cultivo y expansion de células de médula dsea, que puede
que tenga un efecto sinérgico con el PRP. Nuestro estudio difiere del de Kawasumi y
Kitoh en que el nuestro emplea un modelo animal de mamifero grande y en que evalaa el

efecto aislado del PRP sobre la osteogénesis a distraccion.

Estudio Tipo Hueso Resultado
Kim (269) Perro Mandibula Favorable
Aghaloo (270) Conejo Calota F:r:;;:}‘:rfgn
Fiirst (271) Cerdos Maxilar No favorable
Yazawa (272) Conejos Calota Favorable
Wiltfang (273) Cerdo Frontal No favorable
Roldan (274) Rata Mandibula No favorable
Butterfield (276) Conejo Maxilar No favorable
Gerard (277) Perro Mandibula No favorable (Temporal)
Miranda (278) Conejo Maxilar No favorable
Plachoskova (279) Rata Calota No favorable
Schlegelika (280) Minipig Maxilar No favorable
Gerard (281) Perro Mandibula No favorable (Temporal)
Rai (282) Perro Maxilar Favorable
Messora (283) Rata Calota Favorable
Nagata (287) Conejo Calota No favorable (Temporal)
Gallo (289) Oveja Esternon Favorable
Wylan (300) Rata Fémur Favorable (Temporal)
Lucarelli (301) Ovejas Fémur Favorable
Dallari (302) Conejo Tibia Favorable (Temporal)
Gandhi (303) Rata Fémur Favorable
Sarkar (304) Oveja Fémur No favorable
Rai (305) Rata Fémur Favorable
Hakimi (306) Cerdo Fémur Favorable
Li (159) Cerdos Vértebra No favorable
Scholz (308) Ovejas Vértebra No favorable
Kawasumi (320) Rata Tibia Favorable

Tabla 31. Estudios experimentales de regeneracion 6sea con animales y el
efecto registrado en la formacion de hueso tras la adicion de PRP.
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4. Limitaciones del estudio

No puede obviarse el hecho de que muchos estudios hacen una valoracion puntual
de la regeneracion Osea, es el caso de nuestro trabajo experimental. Llevar a cabo varias
valoraciones en el tiempo implica una prolongacion de la fase experimental y un notable
incremento de los especimenes a estudiar. Destaca que varios estudios han resenado la
presencia de diferencias en los grupos a los que se les aiadia PRP, pero so6lo en las fases
precoces. Es el caso del citado estudio de Gerard en el que s6lo encontraba diferencias en
la regeneracion y proliferacion de osteoblastos durante el primer mes (277, 281) o el del
estudio de Nagata en el que se encontraban diferencias entre los grupos tnicamente en el
primer mes del estudio (287). Este caracter de temporalidad del efecto puede ser una de las
limitaciones en el conocimiento del mecanismo de accion del PRP en la regeneracion Osea,

ya que el analisis en detalle es el de la fase de consolidacion.

Podriamos considerar otra limitacion de nuestro estudio la ausencia de estudio
biomecanico de las piezas. Como se ha comentado, la intenciéon ultima de la
experimentacion en la osteogénesis a distraccion es la obtencion de un regenerado dseo
con unas propiedades biomecanicas que permitan que no se fracture tras la retirada del
fijador. Estas propiedades se pueden valorar mediante pruebas biomecanicas. Sin embargo
haber planteado estas pruebas hubiese supuesto aumentar los animales de experimentacion,
ya que estas pruebas consisten en aplicar fuerzas hasta la fractura del regenerado 6seo, lo

que luego impide su correcto andlisis histoldgico.

El estudio histomorfométrico de otros estudios suele incluir mas variables que
informan de la madurez del regenerado dseo (44). Algunas de las variables que suele
emplear la histomorfometria para evaluar la madurez estdn incluidas en nuestro estudio
histologico, como el Volumen Relativo de Osteoide o la cuantificacion de células (356).
Por lo que parecia suficiente la cuantificacion relativa de los principales componentes del

regenerado para responder a los objetivos planteados en el estudios.

La cuantificacion de la expresion de determinadas proteinas o factores de
crecimiento hubiese tenido un valor en la interpretacion del mecanismo de accion del PRP.
Se han descrito los patrones de expresion de estas proteinas y factores de crecimiento a lo
largo del proceso de osteogénesis a distraccion (357,358). El hecho de que el andlisis
histologico de nuestro estudio se realizase en la misma fase (dia 40 del procedimiento
experimental) podia restar validez a los resultados del estudio de expresion proteica, ya

que se desconoceria la evolucion de la expresion en las distintas fases.
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DISCUSION

La interferencia en uno solo de los aspectos involucrados en la regeneracién Osea
del esquema multifactorial de Giannoudis probablemente genera un estimulo parcial en la

formacion del hueso, en intensidad o en duracion (122,344).

La integracion de las terapias combinadas de distintos factores de crecimiento o
concentrados de plaquetas y células mesenquimales ha aportado resultados favorables en
osteogénesis a distraccion, defectos Oseos segmentarios e integracion de aloinjertos
(301,302,321). Sin embargo de nuestro estudio experimental no puede deducirse que la
terapia unicamente con PRP afecte ni positiva ni negativamente a la osteogénesis a

distraccion.

Las futuras lineas de investigacion en el campo de la regeneracion Osea
probablemente estén relacionadas con terapias de aporte celular o terapias combinadas,

mas que las terapias aisladas de factores de crecimiento (152).
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CONCLUSIONES

A la luz de los resultados obtenidos, las conclusiones de este estudio

experimental son las siguientes:

1. En nuestro modelo experimental de osteogénesis a distraccion la
administracion de PRP no ha modificado el tipo de osificacion caracteristico
del callo de elongaciéon manteniéndose un patrén mixto, intramembranoso y

endocondral.

2. La administracion de PRP en el foco de osteotomia en las fases de latencia
y de distraccién no ha incrementado ni la celularidad ni la neovascularizacion
del callo de elongacion, no estimulando la osteogénesis a distraccion en

nuestro modelo.

3. La administracion aislada y reiterada de PRP en un foco de elongacion
O0sea no ha acrecentado el callo ni acelerado su maduracion en nuestro
modelo, no demostrando una estimulacién de la regeneracién dsea en un

régimen a distraccion.

4. Los resultados obtenidos en nuestro estudio experimental no evidencian
ningun efecto positivo del PRP sobre la regeneracion del callo de elongacion
y por ello no respaldan el uso terapéutico en clinica humana del PRP como

método para estimular la osteogénesis a distraccion.
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