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1. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

El salvamento de extremidad se ha convertido en el estdndar de tratamiento
en pacientes afectos de tumor 6seo maligno, consiguiendo reemplazar actualmente
a la amputacién sin comprometer el prondstico oncolégico. En gran parte, esto ha
sido gracias al avance en los tratamientos adyuvantes, las técnicas quirtrgicas y los
implantes de reconstruccion [1]. Ademas, la mejoria de las tasas de supervivencia
de estos pacientes exige una alta calidad de las técnicas reconstructivas para
mejorar la funcionalidad y disminuir las complicaciones de la extremidad
intervenida.

Una de las herramientas utilizadas en la actualidad para la reconstruccién
de grandes defectos 6seos son los aloinjertos 0seos estructurales. Los injertos
0seos estructurales permiten una reconstrucciéon anatémica y bioldgica con la
propiedad de consolidacidn al hueso huésped mediante la formacién de callo seo.
Funcionan como un espaciador biolégico que se integra lentamente al huésped
mediante osteoconduccién, y una vez integrados ofrecen una longevidad a la
reconstruccion. El injerto 6seo alogénico, habitualmente extraido de cadaver,
tratado y almacenado en bancos de tejidos, presenta como principal ventaja su
mayor disponibilidad en cantidad y la ausencia de morbilidad asociada para al
propio paciente, en comparacidn al injerto autélogo. El injerto 6seo alogénico suele
ser procesado y congelado, lo cual elimina las células y deteriora otros
componentes, incluidas ciertas proteinas como las proteinas morfogenéticas 6seas
(BMP). Por ello, el injerto 6seo alogénico procesado no presenta caracteristicas
osteogénicas pero si retiene sus caracteristicas osteoconductivas y aun ciertas

osteoinductivas [2].
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Se ha descrito una tasa de fracaso a largo plazo de un aloinjerto masivo del
25%, debido a no unidn, fractura o infeccién [3,4]. En concreto, se han descrito
tasas de no union de entre el 12% y el 57%, de fractura del 7% al 30% y de
infeccion del 5% al 21% en cirugias de salvamento de extremidad [5-11].

Se podria pensar en una opcién no biolégica para evitar todas las
complicaciones derivadas de las reconstrucciones biolégicas. No obstante, a pesar
de que las protesis segmentarias pueden aportar estabilidad inmediata y buenos
resultados funcionales a corto plazo, estan asociada a problemas a largo plazo, con
un aflojamiento reportado a los 10 anos del 63% [12], con el consecuente
requerimiento de recambio protésico, especialmente en aquellos casos con una
mayor esperanza de vida como los pediatricos. Existe, pues, una necesidad real de
desarrollar un método de reconstruccién 6ptimo en este tipo de casos.

En los ultimos afos se han descrito buenos resultados a largo plazo en la
reconstruccion de defectos éseos estructurales con injertos vascularizados. En
comparacién con los injertos éseos no vascularizados, los vascularizados poseen
un mayor potencial osteogénico y una mayor resistencia a la resorcion [13], y
favorecen también la penetracion de los antibidticos a nivel del aloinjerto asi como
la respuesta inmune [2]. Sin embargo, no estan exentos de inconvenientes; entre
otros, la morbilidad del area donante o restricciones debido a las dimensiones y a
la anatomia regional del tejido donante. Capanna y cols. [14] describieron en el
afio 1993 una nueva técnica que combinaba un injerto de peroné vascularizado
con un aloinjerto convencional para la reconstruccién de grandes defectos
diafisarios, con el objetivo de combinar las propiedades mecanicas del aloinjerto,
asi como la posibilidad de adaptarlo mejor a la anatomia del defecto, con la
actividad biolégica del peroné vascularizado, acelerando la consolidacion de las

16 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero
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osteotomias. Otra opcién de reconstruccidn bioldgica es la asociaciéon de un colgajo
peridstico vascularizado a un aloinjerto 6seo estructural. Actualmente en la
practica clinica los colgajos peridésticos vascularizados se han usado de forma
novedosa y en casos muy especificos. El colgajo peridstico es mas versatil y
adaptable a las diferentes anatomias de los defectos generados y aporta una
superficie osteogénica mayor que el colgajo de peroné vascularizado [15-19]. A
pesar de sus resultados prometedores, existe poca literatura al respecto, y se
resume principalmente en cortas series clinicas. Se desconocen los efectos reales y
objetivos del colgajo periostico en cuanto a consolidacién y revitalizaciéon. No
hemos hallado ningin estudio comparativo que estudie el papel de los colgajos
peridsticos vascularizados en reconstrucciones de defectos 6seos segmentarios, y
de como intervienen en la consolidacion de las osteotomias y la revitalizacién del
aloinjerto 6seo. Es por ello que consideramos de una enorme importancia iniciar
una linea de investigaciéon experimental en este campo, lo que aportaria resultados
objetivos y con suficiente potencia estadistica que actualmente no estan presentes
en la literatura, sin olvidar la enorme aplicabilidad y utilidad clinica y quirtrgica
que llevaria consigo. Estos datos facilitarian el planteamiento correcto de nuevas
hipétesis y posibles alternativas terapéuticas para disminuir la tasa de no unién y
de infecciéon en la gran cantidad de trabajos experimentales que este dmbito
genera actualmente. Constituiria una referencia en todos ellos, y crearia un gran
impacto bibliométrico en el ambito oncolégico, experimental, y de cirugia
reconstructiva.

Varios injertos basados en costilla o peroné han sido utilizados en la
literatura como fuente de colgajo vascularizado experimental en estudios en
especies superiores como perros o cerdos, los cuales necesitan una estabulaciéon
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relativamente complicada y conllevan un coste elevado. Debemos buscar modelos
igualmente fiables pero mas accesibles para la investigacion, pudiéndolos trasladar
a especies superiores si los resultados son alentadores. Es por este motivo que
creemos que la rata representa el animal idéneo, ya que dado su pequefio tamafio
es facil de estabulizar, sencilla de monitorizar, y la diseccién es relativamente
asequible, lo que constituye un modelo econémico y reproducible.

Para llevar a cabo nuestro estudio hemos utilizado un colgajo periéstico
vascularizado de condilo femoral medial descrito recientemente [20], preservando
asi la wvascularizacion distal del miembro, disminuyendo el riesgo de
devascularizacion de la extremidad inferior y, de esta manera, la morbilidad del
animal. Ademas, al ser un colgajo pediculado no precisa de técnicas de sutura
microvascular y aumenta sus posibilidades de viabilidad. Por ultimo, los estudios
sobre infeccion 6sea y formacién 6sea precisan de un hueso manipulable en cuanto
a tamafio 6seo, caracteristicas 6seas, didmetro del canal endomedular y radio de
curvatura 6seo. El fémur de la rata comparte gran parte de las caracteristicas
anatomicas con el ser humano en cuanto a las variables anteriormente
mencionadas, y carece del radio de curvatura que presenta la tibia, por ejemplo, lo
que facilita su diseccidn y osteosintesis. La descripcién de nuestro modelo animal y
sus resultados prometedores ofrece ventajas Unicas para el estudio experimental

de neoformacién osea.
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2. INTRODUCCION

2.1. Defectos 0seos segmentarios

El hueso es el Unico tejido del organismo, junto con el higado y la cérnea,
que tiene capacidad de regenerarse tras ser lesionado en un tejido con la misma
calidad, estructura y arquitectura. Tiene un potencial de reparacién muy elevado a
través de un proceso dinamico de remodelaciéon que incluye la neoformacion y
reabsorcion 6sea, caracterizado por la casi completa ausencia de cicatriz. La
cirugia oncoldgica o séptica, la correccion de deformidades o los traumatismos de
alta energia pueden conllevar pérdidas 6seas muy importantes creando defectos
masivos con un pobre potencial de regeneracion intrinseca [21]. La reconstruccién
de un defecto 6seo traumatico es un proceso que incluye cascadas celulares,
humorales, y eventos biomecadnicos que culminan en la restauraciéon del hueso
[22].

Un defecto dseo critico se define como el defecto 6seo de menor tamafio en
un hueso y especie concreta que no puede curar espontdneamente [23-25], o
presenta una regeneracion menor del 10% a lo largo de toda su vida [23,26,27], o
su longitud excede de 2.5 veces su didmetro [28,29]. Los defectos éseos criticos
requieren por lo tanto, de técnicas reconstructivas para conseguir su reparacion
completa. No obstante, no es solo el tamafio de un defecto 6seo lo que lo
caracteriza como critico. Variables como la localizacién, problemas de partes
blandas o biomecanicos asociados, la edad y alteraciones metabdlicas o sistémicas
afectan al potencial curativo del hueso [30]. La complejidad de las comorbilidades
que pueden presentar estos pacientes asi como la gran variedad de causas del
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defecto (tumoral, séptico, postraumatico o del desarrollo), hacen que no exista una
Unica técnica establecida como tratamiento de eleccion.

Un defecto 6seo pequefio con una adecuada cobertura de partes blandas se
puede tratar con métodos estandar de fijacion y autoinjerto o sustitutos 6seos [31].
Sin embargo, esto no es aplicable cuando se trata de defectos que exceden los 4-5
cm. A pesar de que en la literatura hay descritos casos de curaciéon espontanea de
defectos de hasta 15 cm tras unicamente la fijacién con un clavo endomedular [32],
no esta exento de complicaciones. En la reconstruccion de grandes defectos 6seos
segmentarios, habitualmente asociados a un estado cutdneo subdptimo, el
potencial de regenerativo se encuentra disminuido y frecuentemente requieren de
técnicas quirdrgicas mas especializadas para su manejo. En los ultimos anos, los
métodos mas utilizados son: los aloinjertos 6seos masivos, los injertos de peroné
vascularizado y las técnicas de osteogénesis por distraccién y transporte 6seo con

fijador externo [22,33].
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2.2.Reconstruccion de defectos 6seos segmentarios

Son muchas las técnicas descritas para la reconstruccién de defectos 6seos
masivos, desde el uso de reconstrucciones no biolégicas como protesis
segmentarias, hasta las reconstrucciones biolégicas como los aloinjertos o
autoinjertos dseos, la técnica de membrana inducida (técnica de Masquelet), la
osteogénesis por distraccién o las técnicas de ingenieria tisular (factores de
crecimiento, células osteogénicas y matrices biolégicas) [34].

El método de reconstruccion utilizado depende del escenario clinico ante el
que nos encontramos asi como de los resultados que esperamos. Los injertos éseos
combinan una funcién mecanica y biolégica. Dependiendo del requerimiento
clinico, una funcién puede tener mas peso que la otra. Ademas, también se deben
tener en cuenta las propiedades del lecho receptor.

Las aplicaciones clinicas de cada tipo de injerto 6seo estan dictadas por su
estructura y propiedades biomecdanicas. Es necesario, por lo tanto, entender bien
las caracteristicas que aportara cada uno con el fin de obtener un resultado
6ptimo.

La osteogénesis consiste en el proceso de sintesis de hueso nuevo por células
derivadas tanto del injerto como del huésped. Se ha demostrado que con un
adecuado manejo de los autoinjertos, pueden sobrevivir las células en su superficie
[35,36]. Esta propiedad es especialmente importante en las primeras fases de la
reparacion dsea. El hueso esponjoso, con una estructura trabecular que le aporta
una mayor superficie recubierta de osteoblastos, es especialmente atractivo
cuando el objetivo es la formacion 6sea. De la misma manera, el injerto de médula

6sea aporta proteinas osteoinductivas y células con potencial osteogénico. Se
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conocen dos tipos de osteogénesis segin la forma de osificacion: la
intramembranosa y la endocondral [37-39]. En la intramembranosa el hueso se
forma directamente del mesénquima, mientras que en la endocondral es una
osificacién indirecta, inicialmente formando cartilago hialino que posteriormente
es reabsorbido y reemplazado por hueso. La primera es caracteristica de los
huesos planos y de la consolidacién del hueso esponjoso, y requiere una
estabilidad absoluta asi como una buena vascularizacién y un ambiente rico en
oxigeno. A diferencia de esta, en la osificacién endocondral los requerimientos
biolégicos y biomecanicos son menores, siendo caracteristica de los huesos largos
de las extremidades y del hueso cortical. Es importante recalcar que la formacién
de callo 6seo es inherente a una via de osificacién indirecta de tipo endocondral
[38]. El resultado final de ambas es la osteointegracién del aloinjerto con el hueso

huésped (Tabla 1).

Injerto Osteo- Osteo- Osteo- Propiedades Vascula-
génesis induccion conducciéon  mecanicas rizacion
Autoinjerto
Médula 6sea ++ +/- i - -
Esponjosa ++ ++ + + -
Cortical + i +/- AF1 -
Vascularizado ++ 1 + ++ ++
Aloinjerto
Esponjosa - ++ + + -
Cortical - +/- +/- ++ -
Desmineralizado - ++ +++ - -
Tabla 1. Actividad de los injertos éseos segun el tipo. “-“, “+”, “++”, “+++” simboliza la

“« o«

intensidad de actividad, siendo sin actividad, y “+++” actividad maxima.

La osteoinduccién es la capacidad del material implantado para promover
la transfomacion fenotipica de células progenitoras a osteoblastos y condroblastos.

Este proceso estd regulado por los factores de crecimiento, entre los que se
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incluyen BMP-2, -4 y -7, mitégenos como factores de crecimiento derivados de
plaquetas, factor transformante beta, e interleuquinas y factores angiogénicos,
presentes en la matriz 6sea. Esta propiedad no es exclusiva de los autoinjertos,
sino que también ha sido descrita en aloinjertos, siendo maxima en los injertos no
mineralizados, y menor en los injertos estructurales [40-42].

La osteoconduccion es un proceso mediante el cual se ordenan en el espacio
tridimensional el crecimiento de los capilares, tejido perivascular y las células
madre mesenquimales. La matriz implantada permite la formacién de hueso nuevo
a lo largo de un patrén predecible determinado por la biologia del injerto y el
ambiente mecdanico de la interfase huésped-aloinjerto [43,44].

Mas recientemente, se ha desarrollado el concepto de osteopromocion, con
el cual se define la capacidad de inducir la formacién 6sea mediante la utilizacién
de barreras (membranas). Este mecanismo se conoce como “regeneracion tisular
guiada”, popularizada por Masquelet [45].

A continuacién analizamos las técnicas reconstructivas mas comunes para

el tratamiento de defectos 6seos segmentarios.

Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero | 25

UNB



UNB

2. Introduccion

2.2.1. Aloinjerto 6seo intercalar

Los aloinjertos 6seos estructurales son una de las principales alternativas
para el tratamiento de defectos 6seos segmentarios masivos. Se ha ido

incrementando su uso en la practica clinica desde que Macewen report6 el primer

caso en un defecto de humero proximal en una nifia de 4 afios en 1881 [46]. Afios

mas tarde, en 1908, Lexter publicé el primer caso de trasplante de una articulacién
[47]. Son numerosos los trabajos que encontramos en la literatura estudiando el
papel que juegan los aloinjertos éseos intercalares en la reconstruccion de defectos
6seos masivos, la gran mayoria en el campo de la cirugia oncolégica. La gran
ventaja de este tipo de injertos es que permite reparar defectos 6seos grandes
recuperando el stock dseo, ofreciendo una reconstruccion funcional a largo plazo
[5,48]. Sin embargo, la tasa de fracaso a largo plazo de un aloinjerto masivo es del
25% [3,4], estando las complicaciones que puede presentar intimamente
relacionadas con el estado avascular del injerto asi como la carencia de potencial

osteogénico de este.
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Figura 1. Osteosarcoma de fémur distal. Reseccién amplia y reconstruccién con aloinjerto dseo
intercalar. Consolidacién completa de ambas interfases hueso huésped-aloinjerto. Cortesia del Dr.
Pérez (Hospital Vall d’'Hebron).
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Una de las primeras series que encontramos reportadas fue la publicada por
Makley en 1985 [49]. En ella se recogia a 24 pacientes intervenidos de
reconstruccion de grandes defectos dseos intercalares mediante un aloinjerto
0seo. En la mitad de los casos el defecto era secundario a una reseccion tumoral,
mientras que el resto incluian lesiones 6seas benignas, traumatismos, o
enfermedad de Paget entre otras. Para la fijacién se usaron placas o clavos
endomedulares, con un tiempo medio de seguimiento fue de 34.7 meses. Trece de
los pacientes (54%) presentaron complicaciones, la mayoria menores. Entre las
complicaciones mayores se recogian dos casos de infeccién, un caso de fractura y
dos de no union.

Una de las controversias que existe alrededor de los aloinjertos éseos es si
con el paso del tiempo se acaba revitalizando, entendiendo como tal la
revascularizacién, incorporaciéon y remodelacién del aloinjerto, convirtiéndose en
un hueso viable, no necroético, con las propiedades biomecanicas y la capacidad
reparativa de un hueso normal [50-52]. En la literatura anglosajona se conoce
como creeping substitution, que se podria traducir por sustituciéon por invasién. En
el hueso esponjoso se produce en primer lugar la aposicién de tejido dseo
neoformado y a continuacién una fase resortiva. En el hueso cortical es necesaria
una resorcion inicial del hueso necrético y, posteriormente, se produce la invasién
por vasos y tejido 6seo neoformado[53,54].

Enneking [55] fue uno de los primeros en reportar resultados histoldgicos
tras la utilizacién de aloinjertos 6seos para la reconstruccién de defectos 6seos
masivos. Selecciond 16 especimenes, con defectos secundarios a tratamientos de
salvamento de extremidad por tumores musculoesqueléticos. Se llevaron a cabo

estudios radiologicos, macro y microscoépicos, correlacionandonos con parametros
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clinicos. Ocho especimenes estaban reconstruidos con aloinjertos osteoarticulares,
3 con aloinjertos intercalares y los 5 restantes con alo-prétesis, con longitudes que
oscilaban entre los 17 y 26 cm. En los examenes radiolégicos se reflejaban los
procesos biolégicos que observaron micro y macroscopicamente. Cuando se
trataba de hueso cortical, la consolidacion de las osteotomias se llevaba a cabo
desde un callo externo que se extendia desde el hueso huésped hacia la superficie
externa del aloinjerto, propia de la osificacién endocondral. En ningtn caso el callo
se extendia desde una de las superficies de la interfase hacia la otra. Observaron
que a pesar del paso de los afios, la orientacion inicial de los canales haversianos,
perpendicular al eje longitudinal del hueso, se remodelaban volviéndose paralelos
a éstos, tal como se encuentran en la cortical del aloinjerto 6seo o del hueso
huésped. La unién en interfases de hueso esponjoso se produjo mas rapidamente, a
los 4 meses, sin formarse callo 6seo externo, sino a través de tejido fibrovascular
reparativo que invadia la cavidad medular del aloinjerto y se diferenciaba en
células osteoblasticas. Con el tiempo, este tejido se tornaba en hipocelular y
fibroso, actuando de barrera para la penetracion del tejido reparativo hacia el
resto del aloinjerto, sélo permitiendo la entrada de pocos milimetros de este tejido
en el aloinjerto. Observaron que la distribucién y cantidad de revascularizacién
estaba intimamente ligada con la reparacién interna del aloinjerto. Se llevaba a
cabo lentamente, produciéndose unicamente la incorporaciéon del 20% del
aloinjerto a los 5 afios. En el lugar donde se producia neovascularizacion,
predominantemente en la superficie y en las osteotomias, el hueso adyacente
sufria un proceso de resorcién osteoclastica y aposicidon osteoblastica posterior, a
excepcion del canal medular, donde el tejido reparativo fibrovascular maduraba a

tejido fibroso conectivo. El resto del injerto permanecia avascular y necrético. Si
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esta revascularizaciéon no es suficiente, se aumenta el riesgo de fractura del
aloinjerto. De los 16 especimenes evaluados, 6 habian sufrido una fractura. En 4 de
los casos en los que la fractura se produjo de forma precoz, no se evidenciaron
signos de reparacion interna, al contrario de los otros dos casos en los que la
fractura se produjo a los 14 y 15 meses de la intervencion.

Diez afios mas tarde, Enneking [4] completé el estudié con 57 especimenes
nuevos, sumando un total de 73 casos con el anterior estudio. El 90% de ellos se
trataba de aloinjertos masivos entre los que encontrabamos 37 osteoarticulares y
21 intercalares. Evidenciaron que en las uniones de hueso cortical el callo dseo se
originaba del periostio del hueso huésped, y se extendia 3 cm por encima de la
superficie del aloinjerto. En tres especimenes en los que la fijacién se habia llevado
a cabo con placa, no se habia formado callo 6seo, sino que un puente de hueso
esponjoso se habia extendido desde el canal medular del hueso huésped, rellené la
zona de osteotomia y penetr6 el aloinjerto 2-3 cm. Al analizar la revitalizacion del
aloinjerto, observaron que la incorporacién media de los aloinjertos se mantenia
entre el 20 y 30%. No obstante, existia una gran variabilidad, con un caso de
incorporacion de 5% a los 5 afios, otro de 20% a los 13 afios y otro del 70% a los 8
afios. Raramente se producia una penetracién mayor de 10 mm en la cortical. En la
Tabla 2 se muestran factores que influencian la incorporacion del aloinjerto. La
tasa de fractura fue del 18%, con los mismos hallazgos que en el estudio anterior.
La mayor parte de las fracturas se produjeron durante el segundo afio de
seguimiento. Este estudio contaba con especimenes con reconstrucciones mas
longevas, y se observé una mayor variabilidad en estos casos, lo que sugeria que la
interacciéon entre el hueso huésped y el aloinjerto estaba influenciada por otros

factores.

30 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



2. Introduccion

Factores Favorables Desfavorables

Local Buen aporte vascular Irradiacién
Gran superficie de contacto Tumores
Estabilidad mecanica Inestabilidad mecanica
Carga mecanica Pérdida de aporte vascular
(compresiva) Falta de contacto de los extremos
Factores de crecimiento Infeccién

Sistémico Hormona de crecimiento Quimioterapia
Hormona tiroidea Corticoides
Somatomedinas AINEs
Vitamina Ay D Tabaquismo
Insulina Sepsis
Hormona paratiroides Diabetes

Malnutricién proteica
Enfermedad metabdlica 6sea

Tabla 2. Factores locales y sistémicos que influencian la incorporacién del aloinjerto

En el afio 1996, Mankin y cols. [5] reportaron la serie mas larga del uso de
aloinjertos en el manejo de tumores 6seos. Recogieron un total de 718 con un
seguimiento mayor de dos afios. Las edades de los pacientes estaban
comprendidas entre los 4 y 80 afios. El 25% de los pacientes recibieron
quimioterapia o radioterapia adyuvante. En 386 pacientes se usé aloinjerto
osteotarticular, en 163 aloinjerto intercalar, en 98 alo-prétesis y en 71 alo-
artrodesis. La reconstruccion fracasé en 107 pacientes (14.9%), de los cuales mas
del 75% se salvaron tras reintervenirlos. En mas del 85% de los casos de fracaso
estaban implicadas la infeccidn, la fractura o la no unién del aloinjerto. El 11% de
los pacientes presentaron infeccion postoperatoria, y en el 43% de los casos se
comprometio el aloinjerto. Se registré una tasa de fractura del 19%, y del 17% de
no unién, aunque ninguna de ellas tan devastadora como la primera. La

supervivencia de la reconstruccién se estabilizé a los 3 afios, sugiriendo un estado

de equilibrio entre el huésped y el aloinjerto. La tasa de fractura del aloinjerto fue
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similar al 16% reportado afios antes en un trabajo junto a Berrey, entre un total de
274 pacientes intervenidos [56], donde sélo correlacionaban el riesgo de fractura
con la presencia de no unién a nivel de las interfases.

Un afio después, conjuntamente con Ortiz-Cruz y cols. [10] revisaron los
resultados de 104 aloinjertos intercalares en 100 pacientes tras resecciones
tumorales, con un seguimiento medio de 5.6 afios. Los sistemas de fijacién
utilizados fueron el clavo endomedular en 7 pacientes, y placa en 97. El 84% de los
pacientes mantuvieron el injerto a pesar alguno de ellos de sufrir complicaciones y
retornaron a su actividad diaria. La no unién se produjo en el 30% de los casos (31
pacientes), 10 en la osteotomia proximal, 10 en la distal y 11 en ambas. A pesar de
que la tasa de no unién en las osteotomias metafisarias era la mitad que en las
diafisarias y metafiso-diafisarias, no se encontraron diferencias significativas
(posiblemente por falta de potencia estadistica). Por otra parte, tampoco se
evidenciaron diferencias en relacién al implante utilizado, probablemente porque
el tratamiento con clavo se habia llevado a cabo en pocos pacientes. Se produjo
fractura en 18 pacientes (17%), 14 de ellos antes de los 3 afios. La infeccion se
produjo el 12% de los pacientes, todas en los primeros 3 afios. Todas las
complicaciones se produjeron con mayor frecuencia en los 25 pacientes que
habian recibido radioterapia o quimioterapia adyuvante. La tasa de éxito de la
reconstruccion en estos casos fue del 60%, en comparacion al 91% de los casos en
los que no se habian llevado a cabo estas terapias.

Esta mayor tasa de no unién en osteotomias diafisarias también la objetivo
afios después Muscolo y cols. [9]. En un estudio en 59 pacientes con aloinjertos
intercalares de fémur y tibia por defectos tras reseccién tumoral (un total de 118

osteotomias, 69 diafisarias y 49 metafisarias), la tasa de no unién fue del 9% con
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diferencias en funcién de si la osteotomia era diafisaria (14.5%) o si era
metafisaria (2%). A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente
significativas (posiblemente por el escaso tamafio de las muestras), también
observaron diferencias en la tasa de consolidaciéon en funcién de si se habia
utilizado clavo endomedular (22%) o placa (8%) en la reconstruccion. La tasa de
supervivencia de la reconstruccién fue del 79%, sin diferencias a pesar de haber
recibido o no quimioterapia adyuvante. Tuvieron una tasa de infeccién y fractura
menor que en trabajos previos (del 5% y 7% respectivamente), y todas las
fracturas se produjeron en la metafisis distal, en zonas no protegidas por el
implante.

En la misma linea, Aponte-Tinao y cols. [57] reportaron unos resultados muy
similares. Recogieron los resultados de 83 pacientes con reconstrucciones con
aloinjerto de fémur intercalar tras resecciones tumorales intervenidos entre 1987
y 2008, con un seguimiento medio de 61 meses. Tuvieron una tasa de
supervivencia del 85% a los 5 afos, que disminuy6 al 76% a los 10 afios. El 46% de
los pacientes requirieron reintervencion, con retirada del aloinjerto el 15 de ellos.
La tasa de fractura fue del 17%, la mayoria a nivel del a metafisis distal y también
en relacion a areas del aloinjerto no cubiertas por el sistema de fijacién. El 13% de
las osteotomias no consolidaron. Las tasas de no unién fueron mayores a nivel
diafisario (19% diafisario vs. 3% metafisario) y cuando se fij6 la reconstrucciéon
con clavo endomedular (28% clavo vs. 15% placa), pero sin encontrar diferencias
significativas en estos ultimos. Quince de los pacientes en los que no consolidaron
las osteotomias recibieron quimioterapia postoperatoria, y 3 radioterapia, sin

hallar diferencias significativas al realizar es analisis estadistico.
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También identificaron la localizacién de la osteotomia asi como el sistema de
fijacion del aloinjerto como factores de riesgo en este tipo de reconstruccién Bus y
cols. [58] realizaron un estudio multicéntrico recogiendo 87 casos de defectos
6seos intercalares a lo largo de 10 afios, el 90% localizados en fémur y tibia.
Ocurrieron complicaciones en el 76% de los pacientes, reportando una tasa de no
union del 40%, de fractura del 29% y de infeccion del 14%, que comprometio la
reconstrucciéon requiriendo retirada o recambio del aloinjerto en 17% de los
pacientes. La edad superior a 18 afos, la localizaciéon diafisaria y las
reconstrucciones mayores a 15 cm se evidenciaron como factores de riesgo de
fracaso de la reconstrucciéon. Asimismo, la fijaciéon con clavo y la longitud del
aloinjerto mayor de 10 cm se evidenciaron como factores de riesgo de no union.
Todas las reconstrucciones con clavo endomedular requirieron reintervencion, y
no se encontré relacién entre el riesgo de fractura del aloinjerto y la longitud de
este.

En el 2012, Frisoni y cols. [59] recogieron un total de 131 reconstrucciones
intercalares de fémur con aloinjerto masivo, en 121 pacientes oncolégicos. En 30
de ellas el aloinjerto fue suplementado con un colgajo de peroné vascularizado. La
fijacion se llevéd a cabo con placa en el 90% de los casos, y el resto con un clavo
endomedular. Reportaron una tasa de no unién en una o ambas osteotomias del
46.5%, hallando en estos casos una tasa de fractura del aloinjerto fue del 15% y de
fallo de la osteosintesis del 22% (8 casos en los clavos endomedulares y 17 en la
reconstruccion con placa). Como factores relacionados con la no unién con
diferencias estadisticamente significativas encontraron el uso de clavo
endomedular, la quimioterapia postoperatoria, y la realizacién de la osteotomia

por encima de 5 cm de la interlinea articular (no en la zona metafisaria). Como
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factores protectores encontraron la asociacién de colgajo de peroné vascularizado
y el uso de placa. La tasa de fractura del aloinjerto en el total de casos evaluados
fue del 27%. Los dos factores de riesgo que se encontraron fueron el uso de clavos
endomedulares y la reconstruccion de defectos mayores de 17 cm.

En la literatura encontramos también otras series mas cortas de casos pero
con resultados similares. De esta manera, Salai y cols. [60] reportaron los
resultados del uso de aloinjertos 6seos masivos en el tratamiento de fracturas
patoldgicas por metdastasis 6seas en 17 pacientes, con defectos de entre 5y 22 cm,
obteniendo 14 de ellos una funcionalidad completa al final del seguimiento.
Voggenreiter y cols. [61] recogieron 21 pacientes que habian recibido un aloinjerto
6seo intercalar entre los afios 1981 y 1993. Al tratarse de reconstrucciones
diafisarias, se prefirié la fijaciéon con un clavo endomedular, y se afiadié una placa
de compresién dinamica (DCP) para aportar estabilidad rotacional al montaje.
Reportaron una tasa de unién a los 15 meses del 86%, aunque se presentaron
complicaciones en el 43% de los pacientes, 6 de ellas relacionadas con el aloinjerto
y 3 de ellas con el sistema de fijacion. Tras la reintervencion, todos excepto dos de
los pacientes obtuvieron buenos resultados. No se relacion6 la quimioterapia
adyuvante como factor de riesgo de no unidn, si con la radioterapia. En el 2006
Matejovsky [62] reportd su experiencia con el uso de aloinjertos masivos en la
cirugia ortopédica oncolédgica. Recogié 71 pacientes intervenidos entre los afios
1961 y 1990, con aloinjertos tanto osteoarticulares (23), intercalares (28) como de
peroné (20). La supervivencia global de todas las reconstrucciones fue del 60%. De
los aloinjertos intercalares, el 57% sobrevivieron a los 15 afios, cuya tasa de
infeccion fue del 21%, todas en pacientes en los que se habia realizado

quimioterapia postoperatoria. Por otra parte, Farfalli [63] recogi6 26 casos de
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aloinjertos intercalares en tibia entre el 1990 y 2008 tras una reseccion oncoldgica.
Se utiliz6 placa en 21 de los pacientes, y clavo endomedular en el resto. La tasa de
supervivencia fue del 84% a los 5 afios y del 79% a los 10. Diez de los pacientes
presentaron complicaciones, con un 11.5% infecciones profundas, un 11.5%
fracturas y un 7.6% de no uniones.

En el articulo publicado por Wheeler y Enneking en el 2005 [64], se
analizaban las propiedades biomecanicas de 13 especimenes con fracaso de la
reconstruccion de defectos 6seos con aloinjerto, con un tamafio minimo de 50 mm.
Se evidenci6 una pérdida de resistencia del 50% tras 10 afios de seguimiento. Esta
se relacion6 con el incremento del 600% de microfracturas acumuladas
(posiblemente por la carencia de capacidad reparativa del aloinjerto), un aumento
del 20% de la porosidad cortical, y una disminuciéon del 10% de la densidad
mineral 6sea a nivel cortical, lo que sugiere una degradaciéon del tejido del
aloinjerto que disminuye sus propiedades mecanicas. Thompson y cols. [65]
analizaron los factores asociados a la fractura del aloinjerto. Se centraron en
aquellas fracturas no secundarias a la reabsorcion de éste (Tipo II y III segun la
clasificacion de Berrey [56]). Incluyeron 74 paciente en el estudio, de los cuales el
42% se fracturaron, en un tiempo medio de 26 meses tras la intervencion. La tasa
de fractura de los casos fijacion endomedular y sin penetracion cortical fue del
13%, en comparacion al 69% de los casos en los que se requiri6 penetraciéon
cortical. El andlisis estadistico mostré una fuerte relaciéon entre la fractura del
aloinjerto y la penetracién de su cortical con los implantes utilizados, sin
encontraron diferencias en las tasas de no unién a nivel de las interfases con los

diferentes sistemas de fijacion utilizados.
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Figura 2. Osteosarcoma diafisario de fémur. Resecciéon amplia y reconstruccion con aloinjerto 6seo
intercalar y estabilizacién con clavo endomedular. Puede observarse la congruencia a nivel de la
interfase distal entre el aloinjerto y el fémur distal. Consolidacién completa al afio de seguimiento.
Cortesia del Dr. Pérez (Hospital Vall d'Hebron). Cortesia del Dr. Pérez (Hospital Vall d’'Hebron).

También en el 2005, Mankin y cols. [66] publicaron un articulo centrandose
en el papel que jugaba la infeccion en los aloinjertos masivos. Recogieron 945
pacientes que habian recibido aloinjertos 6seos entre el afio 1971 y 2001. La tasa
global de éxito fue del 74%. Esta tasa de éxito disminuia hasta el 44% si se
producia una fractura del aloinjerto (18% de los casos), y hasta el 61% si se
producia una no uniéon (16% de los casos). La tasa de infeccién de la cirugia
primaria fue del 7.9%, aumentando hasta el 12.8% al tener en cuenta las
reintervenciones. Como factores de riesgo de infeccién se alzaron el estar afecto de
un tumor de partes blandas, radioterapia preoperatoria, tumores de alto grado o la

asociacion de artrodesis. La infeccién se presentdé como una complicacién
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devastadora, con una tasa de amputaciéon posterior del 25%. También con el
objetivo de evaluar la tasa de infeccién y sus factores de riesgo, Lord y cols. [67]
reportaron 283 casos de defectos 6seos masivos tratados con aloinjertos (188
osteoarticulares, 47 intercalares, 27 alo-proétesis y 21 alo-artrodesis). Se desarrollé
infeccion en el 11.7% de los casos. En el analisis de factores de riesgo, se
evidenciaron diferencias significativas en cirugias extensas (mayor defecto 4seo,
partes blandas o defecto cutdaneo) y tasa de reintervencion.

Si nos respaldamos en la bibliografia publicada hasta el momento, entre las
causas de no unién tras la cirugia de aloinjertos 6seos masivos estarian implicados
varios factores, entre los que se incluyen la respuesta inmunolégica del huésped al
aloinjerto [5]. Aranguren y cols. [68] analizaron la influencia de diversos factores
en la consolidacion de aloinjertos masivos. De esta manera, se objetivé que el
tiempo medio de consolidacion de las osteotomias metafisarias fue
significativamente menor que las de las diafisarias (6.5 meses vs. 16 meses).
Identificaron la edad del receptor, la localizacién de la osteotomia y el tratamiento
con quimioterapia como factores de riesgos. No obstante, s6lo encontraron
correlacion estadistica cuando las osteotomias eran diafisarias, no en las
metafisarias. No observaron diferencias significativas con el uso de radioterapia, el
tipo de osteotomia ni la localizacion de la reconstruccion. Con el mismo objetivo,
Hornicek [69] recogié 945 pacientes intervenidos de aloinjertos masivos, con una
tasa de no union de 17.3%, aun tras tres reintervenciones. Identificé la
quimioterapia como un factor de riesgo de no unién (27% vs. 11% en paciente que
no habian recibido tratamiento adyuvante), asi como asoci6 la no unién con una
tasa superior de infeccion y fractura del aloinjerto. Estudios experimentales ya

habjfan mostrado previamente el papel de la quimioterapia decreciendo la

38 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



2. Introduccion

formacién 6sea asi como sus efectos prolongados [70,71]. Ademas, identificé una
mayor tendencia a la no unién en pacientes en los que la reconstruccién llevada a
cabo era una alo-artrodesis, seguida del aloinjerto intercalar. La alo-prétesis es la
que presentd una tasa de no unién mas baja.

Uno de los puntos controvertidos cuando se lleva a cabo una reconstruccién
de un defecto 6seo segmentario con un aloinjerto 6seo intercalar es el sistema de
fijacion. No existe un dispositivo de fijacién ideal para los aloinjertos. Con los
resultados de las primeras series publicadas, inicialmente se popularizo la fijacién
con placa en este tipo de reconstrucciones. Vander Griend y Gainesville [11]
publicaron en 1994 los resultados de reconstrucciones de defectos 6seos con
aloinjertos masivos en 120 pacientes (183 interfases huésped-aloinjerto),
comparando los resultados obtenidos al usar diferentes dispositivos de fijaciéon
interna. En 63 casos se trataba de aloinjertos intercalares, 23 en defectos
diafisarios y 40 en alo-artrodesis. Del total de reconstrucciones, el 89% consolidd
de forma primaria. En el 90% de los casos que no consolidaron se observé una
mala reduccion o una fijacidn inestable. Las fijaciones diafisarias consolidaron mas
lentamente que las metafisarias, independientemente del método de fijaciéon. No
encontraron diferencias en cuanto a la tasa de union en funcioén si se utilizaba un
clavo endomedular o una placa, aunque si que encontraron relacién significativa
entre la no unién y el no alcanzar una fijaciéon estable, independientemente del
dispositivo utilizado. Los autores destacaban que un contacto 6ptimo a nivel de las
interfases asi como una fijacién mas estable era mas facil de obtener con el uso de
placas, aunque también reportaron que existia un aumento significativo de la tasa
de fractura del aloinjerto con ellas, lo que sugiere una gran sensibilidad del

aloinjerto al estrés mecdnico producido por la placa. La mayoria de autores
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proponian, por este motivo, la fijacion con clavo endomedular en las
reconstrucciones de defectos d6seos intercalares, aunque advertian de la mayor
dificultad en obtener una fijaciéon estable, y, como consecuencia, el posible
aumento en la tasa de no union.

Buecker y cols. [72] compararon la fijacién con placa estandar vs. placa
bloqueada en reconstrucciones con aloinjertos masivos. El 55.6% de los pacientes
en los que se utiliz6 placa de compresién estandar se alcanz6 la consolidacién, en
comparacién al 75% cuando se usé placa bloqueada, con una menor tasa de
fractura, sugiriendo las placas bloqueadas como un sistema de fijacion éptimo.

El uso de aloinjertos masivos en defectos postraumaticos es menos comun en la
literatura. En este tipo de defectos se prefieren otro tipo de reconstrucciones,
como el transporte 6seo, la técnica de membrana inducida, el injerto autélogo no
vascularizado o los injertos 6seos vascularizados [73]. Jaffe y cols. [74] recogieron
pacientes con defectos 6seos masivos postraumaticos entre los afios 1979 y 1988.
De aproximadamente 500 aloinjertos utilizados, sélo 11 eran secundarios a
traumatismo (6 por fracturas abiertas y 4 por accidente de trafico), principalmente
en fémur y tibia, con resultados aceptables. McAndrew y Nelson [75] habian
reportado afios antes 3 casos utilizando también aloinjerto masivo. Los autores
coinciden en que, aunque no es un procedimiento recomendado de rutina en esta
indicacion, puede ser una alternativa en la cirugia de salvamento de extremidad,
siempre poniendo especial atencion en la planificaciéon preoperatoria, la eleccion

del implante y la esterilidad del campo.
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2.2.2. Autoinjerto 6seo estructural no vascularizado

El autoinjerto 6seo consiste en el trasplante de hueso obtenido de otra
region anatémica del mismo individuo. Este injerto posee propiedades
osteogénicas, osteoinductivas y osteoconductivas, con una biocompatibilidad
completa y sin riesgo de transmisiéon de enfermedades. En este caso, tanto el
huésped como el injerto aporta células osteogénicas [76]. Por todos estos motivos,
los autoinjertos son el injerto mas favorable para llevar a cabo reconstrucciones de
defectos 6seos segmentarios. No obstante, no estd exento de inconvenientes, entre
los que se incluyen la morbilidad de la zona donante (infeccion, dolor, hemorragia,
lesién nerviosa,...), la limitaciéon de volumen del injerto disponible, el aumento del
tiempo quirdrgico y la pérdida sanguinea y el coste adicional.

Para la reconstruccion de defectos intercalares, el autoinjerto cortical
aporta propiedades mecanicas necesarias de las que el de esponjosa carece,
aunque por el contrario su capacidad biolégica es menor. Ademas, en estudios se
ha objetivado la reabsorciéon sustancial de autoinjerto de esponjosa en
reconstrucciones de defectos masivos [77,78]. Inicialmente tras la cirugia, el
autoinjerto de esponjosa o cortical no vascularizado tienen un comportamiento
similar, sin embargo, el grado de revascularizacién y osteoinduccion es distinto
[76]. La revascularizacion se ve obstaculizada por la densa arquitectura del injerto
cortical y el escaso nimero de células endoésticas disponibles, a diferencia del
injerto de esponjosa. La incorporacidén se inicia con los osteoclastos, que realizan
una reabsorcién extensa a las 2 semanas de la cirugia, que va en aumento hasta los
6 meses. Posteriormente, el grado de reabsorciéon disminuye progresivamente

hasta niveles normales al afio postquirdrgico. Tanto la revascularizacién como la
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reabsorcion se localizan preferiblemente en la periferia de los canales haversianos
y las laminillas intersticiales. La reabsorcion cesa cuando se alcanza una cavidad
central del canal osteonal de suficiente tamafo, aparecen los osteoblastos y
empieza a depositarse hueso nuevo. El crecimiento aposicional de hueso se lleva a
cabo durante las siguientes tres semanas. El resultado final es la reabsorcién
completa del injerto y su reemplazo por nuevo hueso viable. En los injertos
corticales, este proceso de substitucién se lleva a cabo predominantemente a nivel
de las interfases entre el injerto y el hueso receptor, y avanza desde los extremos
hasta el centro del injerto [79]. A diferencia de los autoinjertos de esponjosa, los
corticales se mantienen como una combinacién de hueso necrético y nuevo
durante un largo periodo. Tras la remodelacion, se puede producir hasta la
reduccion del 75% de la resistencia mecanica del injerto. Esta debilidad persiste
durante meses o afios tras la cirugia, en funcién del tamafio del injerto utilizado. En
el autoinjerto cortical vascularizado el proceso de consolidacién de las interfases
se lleva a cabo como en un hueso normal, por lo que la debilidad residual de la
reconstruccion es mucho menor [80].

Enneking y cols. [81] reportaron 40 pacientes con reconstrucciones
intercalares con autoinjerto cortical. La consolidacién primaria se consiguié en 25
pacientes en una media de 12 meses, sin encontrar relacion entre esta y la longitud
del injerto. Casi la mitad de los pacientes presentaron fractura del injerto tras
conseguir la consolidacion, la mayoria asociadas a injertos de gran tamafio, 3 de
ellas si llegar a consolidar a pesar de multiples intervenciones. Objetivaron que la
mayoria se producian entre los 6 y los 18 meses, lo cual sugiere una mayor
fragilidad del injerto durante este tiempo, que alcanza niveles normales a partir de

los dos afos. En el estudio histolégico evidencié una revascularizacién precoz, con
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una reabsorcién inicial asociada a una mayor fragilidad, seguida de una
remodelaciéon posterior con la que se producia la consolidacién asi como la
recuperacion de la resistencia inicial. Tras este proceso se observé que la mayoria
mantenia el tamafio del injerto, algunos se hipertrofiaban y muy pocos se
atrofiaban. Mas recientemente, Krieg y Hefti [82] publicaron los resultados de
reconstrucciones con autoinjerto de peroné no vascularizado en 31 pacientes.
Demostraron una actividad biologica en el 70% de los casos, con una hipertrofia de
mas del 20% en el 40% de las osteotomias. A pesar de lo que cabria esperar, estos
datos no difieren mucho de los obtenidos con injertos vascularizados, con tasas de
hipertrofia de entre el 37 y 70% [83,84]. La tasa de unidén fue del 89%, en una
media de 24 semanas. Los injertos remodelaron total o parcialmente en el 69% de
los casos, predominantemente en pacientes jovenes. La tasa de fractura fue del
15%, principalmente en reconstrucciones mayores de 12 cm, y el 16% de los
pacientes presentaron complicaciones en la zona donante. En dos de los pacientes
que presentaron fractura, se objetivé una formacién de callo 6seo, demostrando el
funcionamiento del injerto como un hueso vascularizado con excelente actividad
bioldgica, como ya habia observado Yadav en un estudio previo [85]. En los tltimos
afios se ha publicado un estudio retrospectivo comparando reconstrucciones
intercalares con autoinjerto no vascularizado y vascularizado [86], y no se
observaron diferencias radiolégicas ni funcionales entre los dos grupos.
Reportaron tasas de consolidacién primaria del 41.5% en el grupo vascularizado, y
del 34.0% en el no vascularizado. No obstante, el grupo vascularizado fue mas
propenso a requerir reintervenciones, principalmente por problemas con la herida

quirudrgica con el uso de colgajos miocutaneos asociados.
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El uso de los autoinjertos estructurales para la reconstruccién de defectos
6seos masivos se ve limitado por el pequefio tamafio del injerto (costilla, cresta
iliaca o peroné). En defectos menores de 10 cm, se ha propuesto el uso de varios
autoinjertos estructurales colocados paralelamente sobrepasando la osteotomia 3
cm por cada extremo, y asociados a autoinjerto de esponjosa de cresta iliaca entre
ellos [87]. En los ultimos afos, dada la limitada disponibilidad de injertos en paises
asiaticos donde la donacién de tejidos no estd muy aceptada, han aumentado las
publicaciones de autoinjertos reciclados en resecciones tumorales. El hueso
extraido es tratado extracorpoéreamente mediante criotratamiento con nitrégeno
liquido [88][89], autoclave [90], irradiacion [91,92], o pasteurizado [93-95], para
posteriormente se reimplantados, teniendo como gran ventaja la congruencia
perfecta con el defecto asi como la compatibilidad biol6gica con el huésped [96]. Se
requiere una integridad estructural del injerto para poderse realizar, consistente
en una continuidad axial en al menos tres de las cuatro columnas en las
radiografias anteroposterior y lateral, sin adelgazamiento cortical. Las tasas de no
union (4-32%) [94,97], fractura (10-17%) [91,94,98,99], e infeccion (0-41%)
[94,98,100], son comparables a las obtenidas de reconstrucciones intercalares con
aloinjertos. Parece, no obstante, que estas difieren segin la técnica de
desvitalizaciéon del aloinjerto. Asi, por ejemplo, los resultados reportados con
autoinjerto tratado con nitrégeno liquido tienen una menor tasa de complicaciones
de aquellos que son pasteurizados [89][94].

En un estudio [101] se compararon los resultados con el uso de autoinjertos
pasteurizados con aloinjertos en reconstrucciones intercalares. Los resultados
evidenciaron una mayor tasa de no unién en los autoinjertos tratados, aunque no

se encontraron diferencias en las tasas de fractura o infeccién. A pesar de no
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encontrar significacion estadistica, en los resultados se sugeria también una mayor
supervivencia de los aloinjertos. Estos resultados podrian justificarse por el
compromiso microscépico del injerto causado por la hipertermia asi como de las
propiedades osteoinductivas del hueso, a pesar de lo objetivado en estudios
previos [102][103][104]. Comparando reconstrucciones intercalares con
autoinjertos irradiados extracorpdreamente con aloinjertos [91], se observé una
menor tasa de no union con el uso de autoinjertos irradiados, pero una mayor tasa

de fractura, posiblemente por una destruccion cortical previa por el tumor.

2.2.3. Técnica de membrana inducida (Masquelet)

La técnica de membrana inducida descrita por Masquelet [45] combina una
pseudomembrana inducida y autoinjerto de hueso esponjoso. Su indicacién es la
reconstruccion de defectos segmentarios de huesos largos. Masquelet ha reportado
la reconstruccion de defectos de hasta 25 cm [105].

Es un procedimiento que esta compuesto de dos fases. En la primera se
inserta un espaciador de cemento de polimetilmetacrilato (PMMA) en el defecto
que induce la formacién de una pseudomembrana a su alrededor. Tras un minimo
de 4 semanas se lleva a cabo la segunda fase, que consiste en la retirada del
espaciador de PMMA y el relleno la cavidad que se ha formado con autoinjerto de
hueso esponjoso. Esta pseudomembrana neoformada favorece la vascularizacion y
corticalizacion del injerto protegiéndolo de la reabsorcion [106]. Esto se consigue

también gracias a la ausencia de células inflamatorias en membranas inducidas por
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cemento [107], a diferencia de lo que sucede con las membranas inducidas por
silicona [108].

En un estudio experimental que valoraba las caracteristicas histolégicas y
biomecanicas de la membrana se demostr6 que esta estaba ricamente
vascularizada, y presentaba altas concentraciones de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y factor de crecimiento transformador B (TGFB) [106].
También se han observado altas concentraciones de BMP-2 en el interior de la
membrana con un pico a las 4 semanas [105]. Estos datos sugieren el papel de la
pseudomembrana como liberador de factores de crecimiento, estimulando la

regeneracion osea.

Figura 3. Reconstruccién de defecto intercalar postraumatico en fémur distal mediante la
técnica de membrana inducida. Imagen radiografica y fotografia del defecto éseo inicial (A-B).
Cortesfa del Dr. Corona (Hospital Vall d’'Hebron).
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El objetivo del espaciador de PMMA es mecanico, evitando la invasion del
defecto por tejido fibroso, y bioldgico, induciendo la formacién de la membrana
que aportara la vascularizacion al injerto 6seo posteriormente [109].

Una de las ventajas de este tipo de reconstruccién es que el tiempo de
curacion es independiente de la longitud del defecto. Ademas, técnicamente no es
muy demandante, no requiriendo procedimientos microquirtrgicos. Los tiempos
quirurgicos son menores que otras técnicas como el peroné vascularizado o la
técnica de Capanna [110]. En estudios publicados, a diferencia de reconstrucciones
masivas con aloinjerto 6seo o colgajo de peroné vascularizado, encontraron tasas
de infeccion menores, de entre 0-8% [105,110-113], lo que relacionaban con un
tiempo quirurgico menor asi como con el uso de espaciadores de cemento con
antibiotico [114,115]. Las fracturas se han reportado hasta los 2 afios tras la
intervencién [105,113], previamente a la completa corticalizacion del hueso
neoformado. Ademds, con la técnica de Masquelet se disminuian
considerablemente el tiempo de descarga de la extremidad (8.5 meses [45], 3 en
pacientes pediatricos [110]), en comparacién con el aloinjerto (12 meses [5,116])
y el colgajo de peroné vascularizado (5 meses [117]). En el primer trabajo que
publicé sobre esta técnica [45], Masquelet report6 una tasa de consolidacion del
100% en los 35 pacientes intervenidos. Seguin los autores, esta era independiente
de la longitud del defecto 6seo reconstruido. Resultados similares se reportaron en
estudios posteriores [111-113]. Los resultados no fueron tan favorables en un
estudio en pacientes en edad pediatrica donde la fijacién con clavo endomedular o
placas se ve limitada, reportando tasas de no unién en mas del 90% de los casos,

todas tratadas exitosamente mediante reintervenciones con nuevo aporte de
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injerto [110]. En el mismo estudio reportaban una tasa de fractura del regenerado
del 33%, la mayoria en los primeros 2 afos postoperatorios.

Entre las desventajas de esta técnica encontramos la limitacién de volumen
de autoinjerto 6seo. En los ultimos afios se recomienda obtener el autoinjerto
intramedular del fémur mediante el sistema RIA (Reamer-Irrigator-Aspirator;
Synthes, Westchester, PA), obteniendo volimenes de hasta 80mL de cada fémur
con una menor tasa de complicaciones en comparacién a la obtencién de injerto de
cresta iliaca [112,118,119]. Por otra parte, el hueso neoformado tiene menor
resistencia a la torsién y flexién que otro tipo de reconstrucciones. Ademas, al
tratarse de una reconstruccion en dos tiempos, se asocian los riesgos derivados de
dos procedimientos anestésicos asi como de la hospitalizacién, aunque en casos
oncolégicos podria tener su ventaja al poder demorar el segundo tiempo evitando

asi los efectos adversos de la quimioterapia [69].
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2.2.4. Osteogénesis por distraccion (Transporte 6seo)

La osteogénesis por distraccion se define como la técnica de formacién 6sea
de novo entre los extremos de las superficies de una corticotomia a través de una
distraccién progresiva del callo 6seo [120]. El transporte 6seo implica movilizar un
segmento libre de hueso vivo, previamente corticotomizado, para rellenar defectos
6seos segmentarios con hueso viable, permitiendo reconstruir grandes defectos de
huesos largos. Es un método poco invasivo que permite tratar defectos
metafisarios y diafisarios tanto de extremidades superiores o inferiores.

Este tipo de reconstrucciéon requiere del uso de un fijador externo que
permita la movilizacién del segmento 6seo transportado y aporte estabilidad al
montaje. Clasicamente se habia usado el fijador externo circular de disefiado por
Ilizarov, que permite controlar todos los planos de movimiento, corrigiendo
cualquier deformidad que se presente durante el proceso [120]. En los dltimos
afios se ha impuesto como alternativa el fijador externo monolateral con pines de
hidroxiapatita, disminuyendo gracias a esta incorporacién la tasa de infeccién y
aflojamiento de los pines [121]. La gran ventaja de este tipo de fijador es la
posibilidad de un mejor manejo de defectos de partes blandas, que es mas
dificultosa con el uso de fijadores externos circulares. Ademas, se puede combinar
con un clavo endomedular (Figura 4), adicionando estabilidad al montaje durante
los las fases de regeneracién y consolidacién, asegurando asi una correcta

alineacion al final de la reconstruccién y permitiendo la carga precoz [122,123].
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El proceso estd compuesto por tres etapas. En primer lugar un periodo de
latencia tras la corticotomia de 7 dias, en el cual el hematoma se organiza para que
se forme el callo 6seo antes de iniciar la distraccién. En segundo lugar, un periodo
durante el cual se realiza la distraccion a una velocidad de 1 mm al dia a un ritmo
de 0.25 mm cada 6 horas. La duracién de esta etapa dependera de la longitud del
defecto 6seo a reconstruir. Por altimo, una fase de consolidacion. Esta fase es la
mas larga del proceso, durante la cual se forman puentes 6seos en el hueso
neoformado y se corticaliza [124] (Figura 5). Es necesario mantener el fijador
externo hasta asegurar la estabilidad biomecanica de la reconstruccidn.

Los tiempos de curacién dependen de varios factores como la edad del
paciente o comorbilidades que presente, la longitud del defecto 6seo y el nimero
de corticotomias, disminuyendo el tiempo de reconstruccién si se realizan dos
niveles de corticotomia en vez de uno [125]. Por otra parte, se ha evidenciado que
la neoformaciéon 6sea no se ve afectada por tratamientos quimioterapicos
adyuvantes [126][127][128][129].

Ademas de la osteogénesis por distraccion, algunos autores han reportado
la reconstruccion simultanea de defectos de partes blandas mediante la expansién
cutaneo por un proceso de histogénesis por distraccion, similar al de osteogénesis

[130][131].
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Figura 5. Reconstruccidon de defecto intercalar en tibia proximal tras osteitis créonica mediante transporte
6seo con fijador externo circular. Tras el desbridamiento del tejido séptico (A), se procede a rellenarlo con
cemento (B) y la colocacion del fijador externo preparado para transporte dseo (C). En las imagenes D-F se
observan las radiografias de las diferentes etapas del tratamiento. Podemos observar la corticotomia al inicio
del transporte (flecha roja), y la formacién del regenerado 6seo (*) una vez se ha finalizado el tratamiento y el
hueso transportado ha entrado en contacto con el punto de atraque (Flecha amarilla). Cortesia del Dr. Corona
(Hospital Vall d’Hebron).
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Knothe y cols. [132] describieron en 2005 una técnica novedosa de
transporte 6seo en un tiempo, que consistia transportar un segmento dseo
diafisario sano al defecto 6seo adyacente en el mismo hueso a lo largo de un clavo
endomedular, manteniendo su periostio y las partes blandas adheridas a éste en el
lugar de origen. Esta técnica la validaron mdas tarde en un estudio preclinico,
observando hueso neoformado puenteando el defecto a las 16 semanas en todas
las ovejas del grupo experimental [133].

A pesar de ser una buena alternativa para la reconstruccién de grandes
defectos segmentarios con buenos resultados, el gran inconveniente es la larga
duracion del tratamiento, convirtiéndose en una técnica demandante tanto para el
cirujano como para el paciente. La colaboracién del paciente es uno de los aspectos
indispensables de este tipo de tratamiento. Complicaciones como infecciones de
los pines, roturas de estos, aflojamiento por el excesivo estrés local, contractura de
las articulaciones adyacentes y dolor durante el transporte no son infrecuentes
[120]. Ademas, habitualmente requiere del aporte de autoinjerto en el punto de

atraque para conseguir la consolidacion final [134-136].

Figura 6. Intolerancia de los pines del fijador externo durante un procedimiento de transporte
6seo en tibia. Cortesia del Dr. Corona (Hospital Vall d’"Hebron).
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2.2.5. Colgajo 6seo vascularizado. Peroné vascularizado

Los colgajos dseos vascularizados libres fueron descritos en el afios 1975
por Taylor y colaboradores, en el tratamiento de defectos 6seos mayores de 6 cm
[137,138]. Su indicacidn principal es la reconstruccion de defectos intercalares de
extremidades superiores [139,140]. En la literatura encontramos varias
localizaciones para obtener el injerto, como son la costilla [141-145], la cresta
iliaca [146], 1a escapula [146], y el peroné [147-150]. También se puede utilizar en
quimera, con piel o musculo asociado al peroné (p.ej. latissimus dorsi o serratus
anterior en colgajos de costilla vascularizado [151,152]). El colgajo de peroné
vascularizado es el preferido para la reconstruccion de defectos 0&seos
segmentarios de huesos largos, por su mejor adaptabilidad al carecer de la
curvatura caracteristica de otros huesos [147,148,153-155]. Los colgajos de
costilla o cresta iliaca no ofrecen la resistencia, la longitud, la configuracién ni la
posibilidad de osteotomias del peroné vascularizado. Ademas, la morbilidad de la
zona donante es menor en el caso de este dltimo [156].

Las propiedades bioldgicas que le aporta la vascularizacién a este tipo de
colgajo lo capacita de propiedades osteogénicas, que se traduce en una menor tasa
de no unidn y reabsorcidn, asi como mecanicas, confiriéndole mayor resistencia en
comparacién a aloinjertos convencionales [157-159]. Por otra parte, los colgajos
6seos vascularizados, con una mayor vascularizacién, serian teéricamente mas
resistentes a la infeccidn, y favorecerian la penetracién de los antibi6ticos asif como
la respuesta inmune [2,160]. La longitud del colgajo debe ser 4 cm mayor al
defecto que queremos reconstruir, para que esté sobredimensionado 2 cm a nivel

de las osteotomias proximal y distal favoreciendo la consolidacién de éstas [73]. El
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tiempo medio de unién oscila entre los 3 y 6 meses [161-163]. En
reconstrucciones postraumaticas, se ha reportado una tasa de consolidaciéon de
hasta el 90% con esta técnica [161].

Una de las series mas largas de reconstruccion de defectos con peroné
vascularizado que encontramos actualmente en la literatura es la publicada por
Hilven y cols. [164]. Se trata de un estudio multicéntrico en el que se incluyeron 74
pacientes. Reportaron una tasa de unién del 81%, en un tiempo medio de 28
semanas en extremidades superiores y 44 en inferiores. A pesar de las
complicaciones presentadas, entre las que destacan un 15% de fractura, un 4% de
infecciones y una tasa de reintervencion del 35%, la tasa de éxito final fue del 93%.
Destacaron una hipertrofia del colgajo en el 94% de los casos, mas frecuente en
extremidades superiores (100% vs. 86%), aunque al realizar el analisis estadistico
sélo relacionaron un mayor tamafio del defecto con una menor hipertrofia. Las
diferencias en cuanto a la hipertrofia en funcién de la localizacién del defecto se
explicaria por el mayor tiempo de restriccién de la movilidad en las extremidades
inferiores [83]. Campanacci y cols. [147] reportaron los resultados de uso de esta
técnica en reintervenciones como tratamiento de salvamento en reconstrucciones
intercalares que habian fracasado previamente. En el 83% de los pacientes se
obtuvo la consolidacion de las dos osteotomias, con una funcionalidad del 90% al
final del seguimiento.

Con el uso de colgajo de peroné vascularizado se han conseguido
reconstrucciones de hasta 25 cm de hueso cortical en defectos tras resecciones
tumorales [155]. Ademads, permite reconstrucciones de huesos de gran tamafio al
poderse dividir el colgajo en dos o tres fragmentos preservando el pediculo

vascular [165]. Asi, este colgajo se ha utilizado en multiples cirugias
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reconstructivas con diferentes conformaciones. Puede usarse de forma aislada, en
reconstrucciones de humero; en doble-cafiéon (double-barrel fibula flap), en
reconstrucciones femorales; o combinado con aloinjerto (técnica de Capanna),
confiriéndole una mayor resistencia en huesos de carga [166].

A pesar de sus multiples ventajas y que permite reducir las complicaciones
a nivel de la zona del defecto, la morbilidad de la zona donante no es despreciable,
reportandose una tasa de 19% de complicaciones en la zona donante en una serie
de 247 casos [167]. Entre otras, complicaciones como paralisis temporales del
nervio peroneo comun, contractura del flexor hallucis longus, deformidad en valgo
del tobillo, disminucién de fuerza a nivel del tobillo o sindrome compartimental
han sido descritas [22]. Ademas, cuando el objetivo es la reconstruccién en una
extremidad de carga, el colgajo es sometido a una mayor exigencia mecdanica, con
una tasa de fractura de entre 30-40%, la mayoria durante el primer afio
postoperatorio, a pesar de alcanzar la consolidaciéon en la mayoria de los casos
[168,169]. Por este motivo, algunos autores han propuesto que la reconstruccién
debe ser protegida durante el primer afio, aunque la carga sobre la extremidad
debe ser aumentada progresivamente para mejorar la remodelacion y la
hipertrofia del injerto [84]. Esta protecciéon se puede conseguir mediante un
sistema de fijacion interna o externa [170], lo cual permite mantener la alineacién
y controlar la transmisiéon de fuerzas a través del injerto, lo que disminuye la
posibilidad de fractura de éste. Finalmente, no se puede obviar que este tipo de
reconstruccion es técnicamente mas demandante que otras, requiriendo

procedimientos microvasculares [161].
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Técnica de Capanna

Capanna y colaboradores describieron en el afio 1993 [14] una nueva
técnica que combinaba un injerto de peroné vascularizado con un aloinjerto
convencional para la reconstrucciéon de grandes defectos diafisarios. A pesar de
que se conocia la hipertrofia progresiva del peroné transferido cuando se realizaba
un colgajo de peroné vascularizado de forma aislada, y con ello su aumento de
resistencia, la tasa de fractura durante el primer afio no era despreciable, y tenia
como consecuencia largos periodos de inmovilizacion. El objetivo de usar estas dos
técnicas reconstructivas conjuntamente fue combinar las propiedades mecanicas
del aloinjerto con la actividad biolégica del peroné vascularizado, explotando asfi
las ventajas de cada una de ellas. Gracias a esta ultima, se conseguia una mas
rapida consolidacién de las osteotomias [171]. El colgajo de peroné vascularizado
ademas de experimentar una hipertrofia progresiva, se ha descrito que promueve
la osteointegracién y revascularizacion del segmento diafisario del aloinjerto
[169], que se mantiene avascular en reconstrucciones con aloinjerto intercalar
aislado, representando la zona de menor resistencia y con mayor riesgo de fractura
[4,56,172]. Se han descrito dos disefios de reconstruccién. El primero, preferido
por la mayoria de autores, consiste en colocar el colgajo de peroné en el canal
medular del aloinjerto (técnica intramedular [6,169,173]) (Figura 7); y el segundo
coloca el peroné externamente paralelo al aloinjerto (técnica onlay [171]), y esta

indicada principalmente en la reparacién de no uniones de aloinjertos.
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Figura 7. Técnica de Capanna. Preparacién de constructo de aloinjerto 6seo estructural con colgajo de
peroné vascularizado endomedular. Cortesia del Dr. Vélez (Hospital Vall d’'Hebron).

Los resultados reportados con esta técnica reconstructiva son muy
favorables. Chang y Weber [171] reportaron una tasa de 100% de consolidacién en
un tiempo medio de 6 meses en los 6 casos intervenidos. Li y cols. [174]
obtuvieron resultados similares, con una tasa de consolidaciéon del 91% en una
media de 5.4 meses en la unién peroné-huésped y 11.8 meses en la interfase

aloinjerto-huésped, sin ninguna fractura ni infeccion del aloinjerto. En la poblacién
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pediatrica, la asociacién de estas dos técnicas ha resultado en la disminucion del
riesgo de no unién desde el 34% al 8.8% [33,175-177].

En los ultimos afios, se han publicado estudios en los que utilizan
autoinjerto desvitalizado en vez de aloinjerto en este tipo de reconstrucciones
[97,171,178,179]. Shigura y cols. [97] consiguieron una tasa de consolidacién del
87% en un tiempo medio de 13.5 meses tras la reconstruccién de un defecto
intercalar mediante la asociaciéon de peroné vascularizado y autoinjerto
pasteurizado. Krieg y cols. [178] reportaron 13 casos con el autoinjerto irradiado
extracorporeamente, con una tasa de no unién del 16%, en un tiempo de 7.5 meses
en osteotomias metafisarias y 11.1 meses en diafisarias. Ogura y cols. [180] fueron
los primeros en utilizar esta técnica con autoinjerto tratado con crioterapia.
Reportaron 11 casos usando esta técnica (6 tratados mediante pasteurizaciéon y 5
crioterapia) en defectos tras resecciéon tumoral en extremidades inferiores.
Tuvieron una tasa de consolidacion del 91%, con un 27% de complicaciones
postoperatorias, comparable a estudios previos [97,178]. A pesar de la muestra
insuficiente para obtener resultados significativos, sugerian mejores resultados

con autoinjerto criotratado dada la probable consolidacién mas precoz.

2.2.6. Colgajo peridstico vascularizado

Tal como evalué Enneking [4], la consolidacidn de las interfases se consigue
gracias a la osteogénesis derivada del hueso y periostio huésped. Toda la actividad
reparativa parece ocurrir a este nivel, con una minima neoformacion ésea a lo

largo de la diafisis del aloinjerto. Se cree entonces que la no unién de los
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aloinjertos intercalares es el resultado de un contacto insuficiente de estos con el
tejido osteogénico a nivel de la interfase. En esta linea, asociar tejido con
propiedades osteogénica y angiogénica afiadiendo otros gestos quirdrgicos podria
mejorar los resultados [181]. Los métodos para prevenir y tratar la no unién de las
interfases aloinjerto-hueso huésped son un tema recurrente en la literatura [182].
Los colgajos peridsticos vascularizados fueron introducidos por primera
vez por Finley y colaboradores en 1978 [183]. Su vascularizacién se basa en la
circulacion periostica 6sea. Esta conformado por dos capas: una mas externa que
contiene fibroblastos y fibras de Sharpey, y otra capa mas profunda. La capa mas
profunda del colgajo, la denominada cambium, rica en células madre
mesenquimales, tapiza el aloinjerto y potencia la consolidacién de las osteotomias
[183-187]. Existe controversia en cuanto al tipo de osificacién mediante el cual se
lleva a cabo el proceso reparativo. Algunos autores abogan por una osificaciéon
endocondral [188,189] y otros por una osificaciéon intramembranosa [185]. En
estudios experimentales se ha observado que cuando se retira el periostio de un
autoinjerto en reconstrucciones de defectos masivos, la formacién ésea del injerto
se reduce entre un 63 y 73%, similar a un aloinjerto, asi como una reduccién del
75% del nimero de osteoclastos, lo que se correlaciona con la escasa capacidad de
remodelacion [54,190]. Ademdas, se ha sugerido que posee capacidad de
revascularizacién [191], y teéricamente cabria esperar que su estado vascular
previniera de la infeccién local, aunque este punto no ha sido estudiado. Todo ello
sin provocar una desestructuracion de la zona donante debido a que Unicamente
se levanta un colgajo peridstico, preservando la reserva 6sea subyacente y su

circulacion endostica.
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Diversos estudios se han llevado a cabo en periostio para evaluar su
capacidad osteogénica [188,192-194]. Se ha evidenciado que dicha capacidad esta
directamente relacionada con su vascularizaciéon [195,196]. A pesar de que un
colgajo perioéstico no vascularizado es capaz de producir hueso [197], algunos
autores han sugerido que dicha capacidad es mejor si se encuentra en un lecho
vascularizado [193]. Ortak y colaboradores demostraron que el colgajo peridstico
vascularizado mostraba actividad osteogénica a partir del séptimo dia tras la
intervencién [185,198]. Por otra parte, se ha visto que no es necesario el contacto
del periostio con el hueso para que exista actividad osteogénica. Son varios los
estudios que han evidenciado neoformacién ésea con colgajos peridsticos
vascularizados sin tejido dseo a su alrededor, a pesar de que aparentemente esta
es mejor cuando este esta presente [193,195,196,199]. Incluso cuando se asocia
con injerto de esponjosa es capaz de neoformar hueso cortical con escasa
reabsorcion del injerto inicial [200].

Como se ha mencionado previamente, la capa osteogénica del periostio es la
mas profunda, en contacto con el hueso. Este hecho hace que el uso de un colgajo
periostio de forma aislada pueda tener algunas controversias, ya que dicha capa
podria verse dafnada al levantar el colgajo si no se realiza de forma cuidadosa. Por
este motivo Sakai y cols. [201] describieron un colgajo corticoperiéstico de condilo
femoral medial, que mantenia la capa mas externa de la cortical del céondilo y
garantizaba asi la preservaciéon del cambium del periostio y sus propiedades en
comparacién a un colgajo peridstico aislado. Esta técnica se ha usado para el
tratamiento de no uniones en adultos con excelentes resultados. No obstante no

estaria indicada en nifios por la presencia de la fisis de crecimiento [181,191]. Su
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éxito ha sido confirmado en el tratamiento de no uniones recalcitrantes, con una
tasa de consolidacion primaria de entre el 73% y el 91% de los casos [202-204].

En comparacién con el colgajo éseo vascularizado, en el que el potencial
osteogénico esta sélo en los extremos, el colgajo periéstico aporta una mayor area
de contacto entre el cambium con sus células osteogénicas y la zona de no unién, y
promueve una mayor revascularizacion y consolidaciéon 6sea [187]. Ademas, la
flexibilidad de este tipo de colgajos permite que pueda ser moldeado alrededor de
huesos tubulares a nivel del defecto que queremos tratar [204].

En estudios anatémicos en humanos, se han descrito colgajos peridsticos
vascularizados de cresta iliaca, peroné, escapula, humero distal, radio distal,
cubito, segundo metacarpiano y hueso témporo-parietal [205-209]. El uso de
colgajos peridsticos vascularizados en la practica clinica ortopédica es una técnica
en progresivo aumento en los ultimos afos. Actualmente, la mayoria de los casos
los encontramos en nifios, dado que la capacidad osteogénica asi como el grosor
del periostio disminuye con la edad, y, por lo tanto, es técnicamente mas sencillo
su levantamiento sin dafiarlo [187,210]. Inicialmente se trataba de colgajos locales
pediculados. Qi y cols. [211] describieron colgajo de periostio de trocanter mayor
para el tratamiento adyuvante de fracturas cervicales de fémur en pacientes
pediatricos, previniendo la necrosis de la cabeza femoral. Trigui y cols. [212]
usaron un colgajo de periostio de peroné pediculado para el tratamiento de
pseudoartrosis congénitas de peroné. Por su parte, Soldado y cols. [213]
describieron un colgajo periostico pediculado de primer metatarsiano para el
prevenir el colapso de una osteonecrosis de calcaneo en un nifo, consiguiéndose
una revascularizacion 6sea asi como la deambulaciéon con carga a los 2 meses de la

intervencién Los mismos autores [214] usaron un colgajo periéstico de tibia
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descrito previamente en estudios anatémicos [215], pediculandolo para tratar una
pseudoartrosis supracondilea de fémur y de tibia. Se trataba de dos casos
pediatricos con no uniones complejas. Los resultados obtenidos fueron excelentes,
mostrando una osificacion completa del callo periostico asi como una
consolidacién de la no unién a los 2 y 3.5 meses tras la intervencién
respectivamente, sugiriendo una capacidad osteogénica mayor que la del periostio

de peroné.

Figura 8. Evolucion radioldgica de paciente con sarcoma de Ewing en fémur izquierdo. Se realizd
una reseccion en bloque y reconstruccidn con aloinjerto intercalar y periostio vascularizado (B). La
imagen C se corresponde con la radiografia de control actual, tras retirar la placa distal y dinamizar
el clavo por no consolidaciéon de la osteotomia distal. Actualmente se observa una consolidacion
completa de ambas interfases. Cortesia del Dr. Vélez (Hospital Vall d'Hebron).
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El uso del periostio como colgajo libre fue reportado por primera vez por
Satoh y cols en el ano 1983 [216], que transfirié un colgajo musculo-peridstico de
iliaco a tibia para el tratamiento de una fractura abierta. Desde entonces, son
escasas las publicaciones al respecto, aunque con buenos resultados que
ratificaban su capacidad osteogénica [217-220]. En los ultimos afios, vuelven a
estar en auge desde que Soldado y cols describieron el colgajo peridstico
vascularizado libre de peroné en el 2012 [187], la primera publicacién de colgajos
peridsticos libres en la nifios. Su uso se destiné a la prevencién de no uniones del
aloinjerto en reconstrucciones de grandes defectos y tratamiento de
pseudoartrosis complejas. Su aplicabilidad en la edad pediatrica, al contrario de lo
que sucedia con el colgajo corticoperidstico descrito por Sakai, constituia una de
las ventajas de esta técnica. En la publicacién recogian 13 casos de nifios tratados
con esta técnica, en 9 casos libre y en 4 pediculado a tibia ipsilateral. El tamafio del
colgajo oscilaba entre los 11.5 y 16.4 cm, significativamente superior a los 6 cm del
colgajo corticoperidstico. Se objetivd callo 6seo palpable a las 2-3 semanas
postoperatorias, y los estudios radiograficos mostraron osificacién en todos los
casos excepto uno a las 4 semanas. En este caso ya se habia observado una
interrupcion del flujo arterial con el estudio mediante ECO-doppler en el
postoperatorio inmediato, y a los 14 meses tras la intervencién fue rescatado con
otro colgajo periostico del peroné contralateral con éxito. Algunos autores [15-
17,221] han publicado una modificaciéon de la técnica del trasplante de peroné
vascularizado afiadiendo un faldén peridstico en el extremo distal del colgajo con
el objetivo de aprovechar sus propiedades para estimular la osteo y angiogénesis,
mostrando una reduccion del tiempo de consolidacion de la interfase aloinjerto-

huésped respecto al colgajo de peroné convencional (8.4 semanas [16] vs 3.5-9
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meses de media que estan reportados en casos pediatricos [222][175]). El grupo
de Soldado [18] describié el primer colgajo perioéstico libre de tibia para el
tratamiento de un caso de no unidén recalcitrante con acortamiento de 6 cm,
consiguiendo la consolidacion a los 5.5 meses de la intervencion y una dismetria
residual de 2 cm. Como ventaja respecto al colgajo descrito por Sakai cuya
superficie no suele superar los 35 cm? [201], la superficie del colgajo fue de 60 cm?.
Ademas, se autoriz6 la carga a partir de las dos semanas tras la intervencion, a
diferencia del protocolo postoperatorio cuando se opta por un peroné
vascularizado, donde se protege la carga durante meses [222]. Esta técnica
reconstructiva también se ha aplicado en el tratamiento de pseudoartrosis
congénita de tibia [19], consiguiendo resultados excelentes con una consolidacion
completa a los tres meses de la cirugia, sin la alta tasa de fracturas que se
encuentra con otros tratamientos, la cual se asocia al reemplazo de dos tercios del
periostio patolégico durante la intervencién [223].

A pesar de que la capacidad osteogénica del periostio vascularizado esta
claramente establecida, todavia quedan muchos aspectos en cuanto a su papel
como colgajo que estdn sin resolver. Como hemos explicado, encontramos
literatura muy limitada al respecto, principalmente resumiéndose en cortas series
clinicas. No hemos hallado ningin estudio comparativo que estudie el papel de los
colgajos periosticos vascularizados en reconstrucciones de defectos Oseos
segmentarios asociados a un aloinjerto 6seo, y de como intervienen en la
consolidacién de las osteotomias y la revitalizacion de éste.

En la Tabla 3 se recogen las caracteristicas de cada técnica de

reconstruccion de defectos 6seos masivos descritos previamente.
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2.3.Modelos de defectos 60seos animales

2.3.1. Aloinjerto 6seo en rata

En la literatura encontramos muchos trabajos experimentales que estudian
el papel de los injertos dseos asi como técnicas para potenciar sus propiedades
biolégicas. Asimismo, existe un elevado interés en determinar los factores que
influencian en la reparacién de defectos 6seos criticos asi como el desarrollo de
nuevas técnicas que la promuevan .

Existen diversos modelos experimentales de defectos éseos criticos, tanto
en animales grandes (perro, oveja, cerdo), como en animales pequefios (rata,
raton). Cada modelo animal tiene sus particularidades que lo convierten en el mas
adecuado para un determinado objeto de estudio. A pesar de que los primeros
poseen ventajas biomecdnicas y dimensionales respecto a los segundos, la
experimentaciéon es mas costosa tanto en términos temporales, de trabajo como
econdmico. La rata es el animal de experimentacion mas utilizado en modelos de
reparaciéon 6sea [224]. Ademas de su manejabilidad y facil mantenimiento y
estabulacion dado su pequefio tamafio, tienen caracteristicas como su alta
prolificidad o la buena supervivencia tras complicados procesos quirdrgicos, con
un potencial de curacién mayor, que los convierte en el animal idéneo para realizar
investigacion basica asi como estudios de cribaje iniciales [54,224-229]. La rata
también es el modelo animal mas utilizado en microcirugia. Estos modelos
permiten el estudio comparativo de diferentes técnicas reconstructivas de defectos
6seos masivos con el objetivo de determinar cual ofrece mejores resultados. Poser

y cols. [230] describieron y validaron un modelo de defecto dseo critico en rata. Se
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trataba de un defecto de 5 mm en el tercio medio femoral. Dadas las ventajas que
ofrece la experimentacién con animales pequefios como las ratas, asi como la
accesibilidad del fémur en este animal, este fue el modelo escogido para llevar a
cabo nuestro estudio.

A pesar de que se conoce ampliamente las ventajas biolégicas que ofrecen
los autoinjertos con respecto a los aloinjertos [54,228], dado su stock limitado, en
la actualidad las lineas de estudio se basan en técnicas de ingenieria tisular que
promuevan la integracion de un aloinjerto [54,231].

En estudios experimentales en rata se ha objetivado la ausencia de
neoformacion 6sea ni remodelacion de un aloinjerto Oseo intercalar en
reconstrucciones de defectos criticos a las 6 semanas de la intervencion [227].
Estos hallazgos también han sido documentados auln tras 8 [231] y 12 semanas de
seguimiento [228], con datos biomecanicos que confirmaban la no consolidacion.
Contrariamente a lo que sugieren los estudios anteriores, Amorosa y cols. [232]
objetivaron formacion de callo 6seo en reconstrucciones de defectos intercalares
criticos con aloinjerto a los 4 meses de seguimiento, sin diferencias significativas
con el grupo de reconstruccién con autoinjerto intercalar. Ambos grupos
mostraron buenos resultados en el estudio biomecanico a baja frecuencia, aunque
en frecuencias de 5 Hz o superior el grupo de autoinjerto mostro mas rigidez
elastica, asi como las diferencias respecto al fémur contralateral no tratado fueron
menores en el grupo de autoinjerto 06seo. Seo y cols. [233] observaron
consolidacion de la osteotomia distal metafisaria en tinicamente 25% de las ratas
intervenidas con aloinjerto intercalar en reconstrucciones de defectos Oseos
criticos en a las 12 semanas de seguimiento, y del 0% en la proximal diafisaria. A

pesar de que no hemos encontrado un limite de tiempo consensuado a partir del
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cual se defina la no unidn, en estudios de estimulacién de la consolidacién 6sea en
rata, en la mayoria se objetivan puentes 6seos a las 6 semanas de seguimiento
[227-229,234].

Uno de los factores determinantes en los resultados de los estudios son los
sistemas de fijacion. En la literatura se han publicado numerosos sistemas de
fijaciéon para defectos 6seos criticos en rata. No obstante, en muchos casos resulta
dificil obtener una fijacion reproducible y que permita una carga sobre la
extremidad de manera fiable. Se han disefiado sistemas de placas con guias de
brocado y para realizar las osteotomias, con los que se han obtenido
reconstrucciones estables y seguras [230]. A pesar de que la fijacién con placa
ofrezca una fijacion mas estable, en algunos estudios experimentales, por su
idiosincrasia, estos sistemas interferirian en el objeto de estudio, como sucede en
el caso de los colgajos peridsticos. Es por este motivo que algunos autores optan
por la fijacibon mediante un sistema de enclavado endomedular bien sea
anterégrado o retrégrado [227,228,232,235,236]. Jager y cols. [226] compararon
diferentes sistemas de fijacién interna en defectos éseos criticos de fémur en
modelo animal en rata. Al evaluar la fijaciéon con enclavado endomedular
anterogrado destacaron la dificultad técnica asi como la gran variabilidad
interindividual que existia en la anatomia del fémur proximal, con lo que les
resultaba imposible determinar un punto de entrada para la aguja a nivel del
trocanter. Este problema se solucionaba si se llevaba a cabo un enclavado
retrégrado, sin embargo ambas técnicas tenian un alto riesgo de perforacién
cortical y consiguiente fractura por la gran anteversion que presenta el fémur de la
rata. Ademads, destacaban que la fijacién con aguja endomedular no aportaba

estabilidad rotacional. Estos resultados contrastaban con Gebauer y cols. [237],
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quienes en su estudio recomendaban el uso de enclavado endomedular en el
tratamiento de defectos en fémur de rata. El otro sistema de fijaciéon que Jager y
cols. [226] evaluaron fue el fijador externo. Valoraban favorablemente la
posibilidad de estandarizar y protocolizar el procedimiento, asi como la
estabilidad que se conseguia. Para cualquiera de los implantes utilizados, siempre
recomendaban el abordaje lateral tanto para la creacion del defecto critico como
para su reconstruccién, que permitia una excelente exposicién con una minima

lesidn de partes blandas.

Técnicas de estimulacion de aloinjertos en rata

En la actualidad, las lineas de estudio de reconstrucciones de defectos 6seos
segmentarios masivos se centran en técnicas de estimulaciéon de la reparacion
6sea, habitualmente asociadas a aloinjertos intercalares que en ocasiones sirve de
matriz osteoconductora. El aloinjerto de forma aislada carece de propiedades
osteogénicas, con lo que la incorporacion al hueso huésped se encuentra
significativamente retardada, lo cual frecuentemente desemboca en no uniones o
secuestros del aloinjerto [238]. No obstante, comparado con constructos disefiados
en ingenieria tisular con materiales duros, los aloinjertos estructurales poseen
mejores propiedades mecanicas asi como de resistencia a la fractura, por lo que
siguen siendo actualmente la mejor opcién para la reparacion de grandes defectos
segmentarios que requieren soporte inmediato [239,240]

Para estimular el bajo potencial osteogénico de los aloinjertos, algunos
estudios se han centrado en la utilizacién de moléculas osteoinductivas [241-243].
La proteina morfogenética 6sea recombinante humana (rhBMP)-2, y en menor
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medida BMP-7, son probablemente los factores de crecimiento mas importantes
para la regeneracién dsea y cartilaginosa [244], y se ha demostrado el aumento de
capacidad reparativa aportando potencial osteogénico que tienen tanto sobre los

aloinjertos como los autoinjertos desvitalizados [228,245-248]. Se conoce que la

expresion de BMP-2 se produce a nivel del callo periéstico inicial [249]. Se ha

sugerido que existe una dosis 6ptima de BMP, dado que se ha observado que a
pesar de que una dosis alta forma un callo 6seo de mayor tamafo, este es
mecanicamente mas débil, posiblemente porque su remodelaciéon a un hueso con
propiedades biomecanicas 6ptimas precise mas tiempo [228], o porque existe una
reabsorcion 6sea mayor en estos casos [250]. La desventaja del uso de BMP es su
corta vida media asi como que en humanos la dosis efectiva necesaria es muy alta
[251]. Ademas, se han reportado numerosas complicaciones mayores asociadas al
uso de BMP/INFUSE (Bone Morphogenetic Protein, Medtronic, Memphis, TN, USA)
en cirugia de columna en indicaciones no aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration), entre las que se encuentran osificaciones heterotdpicas, disfagia
tras cirugia cervical anterior, infeccion, un aumento de la tasa de déficit
neuroldgico postoperatorio, inmunosupresion y cancer [252]. Por estos motivos,
actualmente se estd investigando el papel que podrian tener las terapias genéticas
en conseguir transferir un vector que contenga BMP o factores estimuladores
como la activin receptor-like kinase-2 (ALK2) a una célula madre mesenquimal,
con la que posteriormente se recubririan aloinjertos estructurales, con resultados
esperanzadores [227,234,253].

Por otra parte, se ha reportado el efecto favorable que tiene la
administracion de protaglandina E2 (PGE2) [254], aumentando la actividad
inflamatoria derivada de la actividad de la ciclooxigenasa (COX-2), en las fases

76 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



2. Introduccion

iniciales del proceso reparativo, asi como la inhibicién de éste cuando la COX-2 se
encuentra inhibida o deficiente [254-256]. Estudios recientes sugieren que la
administraciéon intermitente de hormona paratiroidea (PTH) favorece la
reparacion 6sea, demostrandose su efecto en varios modelos animales de fractura
e injertos 6seos [257-260]. El mecanismo a través del cual la hormona estimula la
reparacion dsea no se conoce exactamente. Se ha sugerido su accién anabdlica al
inicio y final del proceso [258], asi como la alteracion de factores de crecimiento
Insulin-like y Wnt en los modelos preclinicos de fractura [261]. Recientemente,
también se ha demostrado la capacidad osteogénica y regenerativa del factor de
crecimiento tisular conectivo (CTGF) tanto en estudios in vitro como en modelo
animal defecto femoral segmentario [262,263].

Dado que las propiedades del periostio ampliamente conocidas, existen
lineas de estudio de ingenieria tisular para el disefio de un periostio sintético [54].
Estudios en modelos animales han proporcionado informacién acerca del control
de la diferenciacién y expansién de células progenitoras peridsticas. De esta
manera, en los ultimos afios se han publicado algunos trabajos en los que utilizan
células madre mesenquimales que simulan la respuesta del periostio durante las
fases iniciales de reparacion 6sea [264,265]. Para el diseiio de un periostio
sintético no es suficiente con tener células osteogénicas capaces de neoformar
hueso [266-268], que comUnmente son células estromales obtenidas de médula
0sea, sino que también son necesarios factores osteoinductivos, mencionados
previamente, asi como una matriz biomimética osteoconductiva, flexible y
adaptable a la superficie del aloinjerto, que permita la infiltracién celular con una
minima respuesta fibrética [231,269,270]. La mayoria de autores coinciden en que

los mecanismos de control del periostio asi como de las fases iniciales de
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reparacion 6sea todavia se conocen muy superficialmente, y que aunque los
resultados de los estudios publicados son esperanzadores, todavia queda mucho

recorrido para el disefio de un periostio sintético aplicable a la practica clinica.

2.3.2. Colgajos vascularizados en rata

En los dultimos afios, se ha aumentado la aplicacién de injertos
vascularizados en el campo de la cirugia ortopédica y traumatologia, como técnicas
para al tratamiento de no uniones o reconstrucciones de defectos masivos
[147,148,171]. Para aumentar el conocimiento que se tiene sobre estos injertos y
clarificar las incégnitas que los rodean, son imprescindibles los estudios en
modelos animales. Uno de los animales mas usados para el estudio de técnicas
microquirurgicas es la rata.

Se han descrito varios modelos de injerto 6seo vascularizado en rata.
Mizumoto y cols. [271] describieron un modelo de injerto tibio-peroneo
vascularizado, y demostraron, ademas, su capacidad osteogénica asi como de
remodelacion, lo que sugirié una necesidad de estrés mecanico sobre el injerto
para que se favorezca su hipertrofia. Resultados similares se reportaron en el
modelo de injerto vascularizado de cubito descrito por Yamaoka, aunque no
publicado hasta mas tarde por Mizumoto [272]. Sempuku y cols. [273]
describieron un modelo de injerto corticoesponjoso vascularizado utilizando
hueso de la cola de la rata. Demostraron una consolidacion significativamente mas
rapida en el grupo en el que se usd injerto vascularizado respecto al no

vascularizado (4 semanas vs. 16 semanas, respectivamente). En el aflo 2004, Chen
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y cols. [274] publicaron un modelo de colgajo de peroné vascularizado en rata, con
una tasa de supervivencia del 100% en su estudio, alzdndose asi como un modelo
fiable de colgajo 6seo vascularizado.

En la literatura también encontramos modelos de colgajos 6éseos
vascularizados en rata asociados a otros tejidos. Linsell y cols. [275] describieron
el primer colgajo osteomiocutdneo en rata. Estaba compuesto por el fémur, la
musculatura del muslo y una isla cutdnea de la zona inguinal. Mas tarde algunos
autores [276] lo criticaron por no tratarse realmente de un colgajo
osteomiocutaneo, ya que la vascularizacién cutdnea era independiente de la del
musculo y hueso, por lo que en la actualidad no lo consideran un auténtico modelo
de colgajo osteomiocutaneo. Afios mas tarde, Mutaf y cols. [277] describieron un
colgajo osteomiocutaneo de tibia basado en el pediculo vascular safeno que
trasplantaron a la region abdominal microanastomosandolo al paquete femoral.
Ozkan y cols. [278] propusieron un colgajo osteomiocutdneo iliaco con
musculatura abdominal y una isla cutdnea del flanco. Nasir y cols. [279] también
describieron un colgajo osteomuscular iliaco, pero utilizando musculatura de
gluteo mayor y tensor de la fascia lata. Chen y cols. [280] publicaron un modelo de
colgajo osteomuscular acromio-trapecio, con una tasa de supervivencia del 93.3%
alos 7 dias.

Finley y cols. fueron los primeros en describir colgajo periostico
vascularizado, haciéndolo en un modelo animal en perro [183]. Con el creciente
interés en la utilizacion de colgajos peridsticos vascularizados en la practica
clinica, en los udltimos afios se han descrito modelos experimentales en rata.
Romana y Masquelet [200][281] reportaron una mayor capacidad de

neoformacion 6sea al asociar un colgajo musculoperidstico vascularizado de tercio
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distal de fémur basado en la arteria genicular descendente, con aloinjerto de
esponjosa en comparaciéon a los dos procedimientos por separado. Camilli y
Penteado [185] obtuvieron resultados similares al usar el mismo modelo de
colgajo periostico. Asimismo evidenciaron que si existe contacto entre el colgajo y
hueso vital todavia se favorece mas la neoformaciéon. Bayramigli y cols. [199]
describieron un colgajo periostio-fasciocutaneo de tibia basado en la arteria
safena, como una variante del pediculo que ya habia descrito Mustaf y cols. [277].
Objetivaron una tasa de neosteogénesis del 80% y de neoangiogénesis del 93.3%.
Este modelo fue usado por Ersoy y cols. [282] para valorar la capacidad
osteoconductiva y osteoinductiva de diferentes biomateriales asociados a un
colgajo periostico. Recientemente, se han reportado los resultados de un estudio
en el que se reconstruia un defecto 6seo segmentario de fémur con un colgajo
periostico de condilo femoral medial de forma aislada y asociado a matriz de
fosfato tricalcico, afiadiendo en uno de los grupos células madre mononucleares y
en otro ligando el pediculo del colgajo periéstico. Se evidencié que en los en los
que el colgajo peridstico estaba vascularizado, la osteogénesis y angiogénesis era
mayor, consiguiendo resultados 6ptimos al combinarlo con una matriz de fosfato
tricalcico y células madre [20]. En la Tabla 4 se recogen las caracteristicas de los
modelos en rata de colgajo 6seos y peridsticos vascularizados descritos en la

literatura.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El colgajo peridstico vascularizado estimula la revitalizacién y
osteointegracién del aloinjerto estructural masivo en una reconstruccion de un

defecto 6seo segmentario en un modelo preclinico en rata.
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4. OBJETIVOS

1. Valorar la capacidad del colgajo periéstico vascularizado de promover la
osteointegracion de un aloinjerto estructural éseo.

2. Valorar la capacidad osteogénica del colgajo peridstico vascularizado en las
reconstrucciones con aloinjerto estructural 6seo.

3. Valorar la capacidad de revitalizacion del colgajo periéstico vascularizado de
un aloinjerto estructural dseo.

4. Generar los resultados preclinicos necesarios para la evaluacién de la eficacia
de la asociacién de colgajo periéstico vascularizado a aloinjerto estructural
6seo para su aplicacién clinica en la reconstruccion de defectos dseos

segmentarios.
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5.1. Material

5.1.1. Animal

Como modelo experimental utilizamos ratas Sprague-Dawley (laboratorios
Janvier, Roubaix, Francia). Todas ellas eran machos adultos y con un peso
comprendido entre los 300-400 g. Se utilizaron un total de 64 ratas divididas en 6
grupos, y no hubo ninguna rata excluida.

Ninguno de los animales se habia utilizado en estudios previos. Se
alimentaron con pienso estandar para ratas y agua ad libitum. Los animales fueron
estabulados en jaulas de roedores en grupos de 3 ratas. Se mantuvieron bajo
temperatura constante (22°C) y con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas.

Todos los procedimientos experimentales se adhirieron a las
recomendaciones de las leyes locales, nacionales y europeas (Decreto 214 de 1997,
Real Decreto 223 de 1988 y Directiva Europea 86/609/CEE de 1986), y a los
estandares de atencion establecidos por National Institutes of Health (Guide for
Carea nd Use for Laboratory Animals, publication No. 80-23, revised 1985). Nuestro
proyecto también recibié la aprobacién del Comité de Etica de Experimentacién
animal del Institut de Recerca del Hospital Universitario Vall d’'Hebron (Num.

registro: 11/14 CEEA).
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5.1.2. Instrumental para los procedimientos quirurgicos

* Microscopio Carl-Zeiss OPMI 9 - FC (Aumentos: 0.6, 1, 1.6).

Figura 9. Microscopio Carl-Zeiss OPMI 9-FC. Fotografia tomada durante un procedimiento de
colgajo periostico en el estabulario del Institut de Recerca Vall d’'Hebron, Barcelona.

* Sierra de osteotomia (Dremel 200-5).

0®
N -

Figura 10. Sierra de osteotomia Dremel 200-5.
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* Agujas roscadas de 1.6mm totalmente roscadas Stryker® (referencia 45-

80100).
* Chucky llave de chuck.

e (Cortafrios.

Figura 11. De izquierda a derecha, cortafrios, aguja roscada estéril, chuck y llave chuck.

* (aja de microcirugia:

Figura 12. Caja de microcirugia en el estabulario del Institut de Recerca Vall d’Hebron, Barcelona
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- Micro tijera.
- Micro porta-agujas.
- Micro pinza recta.
- Micro pinza curva.
e Sutura Braun Surgical Dafilon-Poliamida Monofilamento 8.0 6” - 15 cm Aguja
DRm6.
* (Cajade cirugia basica (Figura ):
- Porta-agujas.
- Tijera Metzenbaum.
- Tijera Mayo curva.
- Pinza Adson dentada.
- Sutura Braun Surgical Dafilon-Poliamida Monofilamento 4.0 18” - 45cm
Aguja DSMP19.
- Sutura Braun Surgical Novosyn-Poly(glycolide-co-L-lactide) Trenzada

3.0 28” - 70cm Aguja DS24.

Figura 13. Caja de cirugia basica y suturas utilizadas en el estabulario del Institut de Recerca Vall
d’Hebron, Barcelona
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Balanza precisa BJ1100D.

Manta térmica con sonda rectal (rata).

Lampara portatil quir6fano Martin (Chromophare C-450).
Suero fisioldgico.

Jeringuillas 10ml.
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5.2. Métodos

5.2.1. Evaluacion inicial, técnica de anestesia general y cuidados

postoperatorios

Una vez ingresados los animales en el estabulario del quiréfano
experimental del Vall d’'Hebron Institut de Recerca (VHIR; Numero de Registro
Departamento de Medio Ambiente y Vivienda: B9900062) permanecian durante
una semana para su aclimatacién en la sala de cuarentena. Aqui se verificaba su
estado de salud y su peso. Una vez realizados todos los controles, el animal se
trasladaba al quir6fano experimental.

Los procedimientos anestésicos se llevaron a cabo en los siguientes puntos del
estudio:

* Cirugia de reseccidn 6sea segmentaria y reconstruccion posterior.

* Control radioscépico postoperatorio a la semana.

* Sacrificio con obtencién de muestras del fémur intervenido.

La anestesia general se llevaba a cabo mediante una inyeccion
intraperitoneal de Ketamina (75mg/Kg) y medetomidina (0.5 mg/Kg),
repitiéndose la mitad de la dosis cada 30min. Una vez dormidos, se registro el peso
de la rata. Durante la anestesia los animales respiraron espontaneamente.

Tras la anestesia, se administraron 5 ml de solucién de Ringer lactato por
via subcutanea para evitar la deshidratacién, y una dosis Unica de meloxicam
(Img/Kg, via subcutanea) como analgesia, que se repitié diariamente durante los 3

primeros dias postoperatorios.
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Todos los animales fueron evaluados clinicamente por veterinarios
independientes del centro de estabulacion. Eran evaluados diariamente durante la
primera semana tras la intervencion, y posteriormente semanalmente hasta su

eutanasia.

Figura 14. Evaluacion clinica por veterinarios independientes en el estabulario del Institut
de Recerca Vall d’Hebron, Barcelona

Durante la evaluacién postoperatoria se evaluaban los siguientes
pardmetros: aspecto general, postura, movilidad, aspecto, cantidad de heces,
temperatura rectal, frecuencia respiratoria, tipo de respiracién, frecuencia
cardiaca, estado ocular, estado del pelaje, conducta, estado de la herida quirurgica
y presencia de automutilaciones. Los animales ademas fueron pesados
semanalmente hasta el final del estudio. Se realizé un control radioscépico tras
finalizar los procedimientos quirurgicos el dia de la intervencién asi como a la
semana postoperatoria para verificar la no movilizaciéon del implante. Asimismo,
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también se realizaba un control radioscopico si se objetivaba alguna desviacion de

los parametros clinicos respecto al postoperatorio habitual de las ratas.

5.2.2 Estudio mediante tomografia axial computarizada de la topografia

del muslo de la rata

Se realiz6 una anestesia general de la rata segun el protocolo establecido. Se
traslad6é al animal a la Unidad de Radiologia del Hospital Universitario Vall
d’Hebron. Una vez alli se introdujo en el interior de la maquina de TAC. El
protocolo de las imagenes se obtenia en una proyeccion axial, que posteriormente
eran reconstruidas. De esta manera, se objetivo la profundidad, caracteristicas y
localizacion del paquete vasculonervioso del muslo de la rata. Asimismo, se realiz6
un estudio morfométrico del fémur de la rata, determinando el sistema de fijaciéon

mas adecuado para nuestro estudio (Figura 15).

5.2.3. Estudio anatémico de la vascularizacion del colgajo periostico

Este procedimiento se realizé tras la anestesia general de la rata segin
protocolo y su posterior eutanasia. Previamente al sacrificio se habia inyectado
latex pigmentado intravascularmente. Se realiz6é una diseccién por planos hasta
llegar al periostio del céndilo femoral medial. Una vez finalizada la diseccidn, se
pudo observar el pediculo principal en el cual se basara nuestro colgajo (Figura
16).
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Figura 15. Estudio morfométrico del fémur de la rata mediante Tomografia Computerizada la
Unidad de Radiologia del Hospital Universitario Vall d’"Hebron, Barcelona.
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Figura 16. Fotografia del colgajo peridstico de céndilo femoral medial disecado, previamente
inyectado con latex pigmentado intravascularmente. Observamos el pediculo principal del
colgajo.

5.2.4. Estudio mediante resonancia magnética de la viabilidad del

colgajo peridstico vascularizado alas 6 semanas.

Con el objetivo de evaluar la viabilidad del colgajo periéstico a largo plazo,
se realizo el procedimiento de colgajo periodstico vascularizado de céndilo femoral
medial en un grupo piloto de 4 ratas segin el protocolo establecido. A las 6
semanas de seguimiento, tras la anestesia general de las ratas segtin protocolo, se
trasladé a los animales a la Unidad de Radiologia del Hospital Universitario Vall
d’'Hebron. Una vez alli se introdujo en el interior de la maquina de resonancia
magnética. Se objetivo viabilidad del colgajo peridstico vascularizado a las 6

semanas de seguimiento. Las imagenes se muestran a continuacion.
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(A-B). Resonancia magnética. Reconstruccién
vascular de las extremidades inferiores.

1. Arteria femoral

2. Arteria para el musculo gracilis.

3. Arteria epigastrica superficial.

4. Arteria poplitea.

5. Arteria tibial posterior.

6. Arteria safena.

7. Rama tarsiana medial de la arteria safena.
8. Rama comunicante de la arteria safena.

* Arteria periostica femoral
(:lVascularizacién del colgajo

(C) RMN T2. (D) RMN vascular. Diferenciamos el
fémur (*), arteria poplitea (punta flecha), colgajo
(flecha roja), arteria peridstica femoral (circulo rojo).

Figura 17. Imagenes de resonancia magnética de una rata del grupo de modelo preclinico de colgajo
periostico a las 6 semanas de seguimiento.
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5.2.5. Obtencion, preparacion y preservacion del aloinjerto estructural

0seo

El aloinjerto 6seo estructural se obtenia de las propias ratas del estudio. En
el momento en el que se realiza el defecto 6seo segmentario, tras el procedimiento
de reseccién del segmento 6seo diafisario de 5 mm, este se depositaba en un

contenedor estéril.

Figura 18. Comprobacion con un pie de rey de la medicion del segmento dseo resecado de 5
mm, que tras ser procesado se utilizara como aloinjerto 6seo.

Tras resecar el periostio y partes blandas adheridas, se lavaban y se
introducia en un contenedor con alcohol al 70% durante 30min. Posteriormente
los aloinjertos permaneceran criopreservados a -80°C durante un minimo de una

semana hasta su posterior utilizacién como aloinjertos [218,228,232].
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5.2.6. Técnica de reseccion 0sea

Los animales se trasladaban desde la sala de estabulacién al quir6fano. Las
cirugias, asi como su evolucién postoperatoria y la estabulacién de las ratas se
llevaron a cabo en el Estabulario del VHIR. Todos los procedimientos quirurgicos
que se realizaron durante el estudio se llevaron a cabo por la misma cirujana, Irene
Gallardo Calero. Los procedimientos microquirurgicos fueron supervisados por
Sergi Barrera Ochoa, cirujano con experiencia en microcirugia.

Este procedimiento se realizaba tras la anestesia general de la rata segtn el
protocolo establecido. Una vez anestesiada, previamente a la incisién quirdrgica, se
administraba penicilina G 20.000 UI/Kg intramuscularmente (Penibiot “2”,
Laboratorios Normon, S.A. - Espafa). Se rasuraba la extremidad inferior izquierda
y se colocaba al animal en decubito supino inmovilizado en la mesa quirurgica. Se
realizaba asepsia y antisepsia de la extremidad inferior izquierda y se montaba un
campo quirurgico estéril de toda la extremidad.

Se realizaba una incisién longitudinal lateral de fémur, identificando el
septo intermuscular entre el vasto lateral y biceps femoral. Posteriormente se
incidia el septo y mediante una diseccién roma con un separador se rechazaba el
vasto lateral hacia anterior y la musculatura isquiotibial hacia posterior,
exponiéndose toda la diafisis femoral. A continuacidn se desperiostizaba el tercio
medio diafisario. En este momento, se median 5 mm que servian como guia para
realizar las osteotomias, obteniendo asi un segmento diafisario de 5 mm de
longitud que se procesaba para ser utilizado como aloinjerto estructural segun el
protocolo establecido. Este defecto constituia un defecto 6seo critico segin
estudios previos [232].
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Figura 19. Procedimiento de creacién de defecto critico intercalar en fémur de rata. Preparacion de
cambo estéril (A); incisién longitudinal lateral de fémur identificando el septo intermuscular (B);
medicién de 5 mm diafisarios con pie de rey (C); aspecto del fémur tras la reseccién ésea (D).
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5.2.7. Técnica de reconstruccion con aloinjerto dseo estructural

Tras la creacion del defecto 6seo segmentario, se ampliaba la incisién hacia
proximal hasta el trocanter mayor. Se introducia la aguja Kirschner roscada de
1.6mm (Stryker) montada en un chuck progresivamente a través de la osteotomia
proximal por el canal endomedular retrégradamente hasta hacerla aparecer por el
trocanter mayor. Una vez se tenian 2 cm de aguja externamente al trocanter

mayor, se reubicaba el chuck en el extremo proximal de ésta.

Figura 20. Procedimiento de reconstruccién de defecto femoral intercalar con aloinjerto 6seo
estructural. En la imagen de la izquierda se observa como se introduce la aguja Kirschner
retrogradamente desde el defecto hacia el trocanter mayor. En la imagen de la derecha, una vez se
ha extraido la aguja proximalmente y cambiado el chuck de ubicacién, para proceder al a
introduccién de la aguja anterégradamente.

A continuacién, se tomaba uno de los aloinjertos estructurales procesados
segun protocolo y se descongelaba. Posteriormente se hacia pasar la aguja a través
de éste, y seguidamente a través del segmento distal del fémur realizando
compresion a nivel de ambas osteotomias. La aguja se introducia hasta el polo

superior de la rétula, comprobando que la reconstruccién era estable.
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Llegados a este punto se retiraba el chuck y se cortaba la aguja que protruia
a nivel proximal con un cortafrios. Finalmente se procedia al cierre de la fascia
muscular y tejido subcutaneo mediante Novsyn 3.0 (Braun Surgical) y la incisién
cutanea mediante Dafilon 4.0 (Braun Surgical).

Tras todos los procedimientos se realizaba un control escépico para

verificar la correcta implantacién de la aguja y la reconstruccion.

Figura 21. Procedimiento de reconstruccién de defecto intercalar femoral. Se observa el paso
de la aguja a través del aloinjerto estructural introduciéndose endomedularmente en el
segmento de fémur distal.

Figura 22. Comprobacién escopica de la correcta implantacion del aloinjerto éseo y de
la aguja Kirschner endomedular.
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5.2.8. Técnica de colgajo peridstico vascularizado

Esta técnica se llevaba a cabo en los grupos en los que la reconstruccion se
completaba con un recubrimiento de colgajo periéstico vascularizado (grupos GP
4, 6 y 10 semanas) en el mismo acto quirurgico, tras la creacién y reconstrucciéon
del defecto 6seo segmentario. En estos grupos, no se cerraba la incisiéon quirtrgica
lateral, dejdndose cubierta por una gasa humeda.

Se realizaba una incisién perpendicular al pliegue inguinal izquierdo segin
la técnica de Fanua-Wilgis [283]. Posteriormente, se realizaba una seccién circular
de la grasa del pliegue inguinal respetando la arteria que une esta grasa (arteria
epigastrica superficial) a la arteria femoral. Se visualizaban los vasos femorales y
se disecaban preservando la arteria circunfleja iliaca superficial (rama posterior).
Para disecarlos e individualizarlos se separaba primero el nervio crural del
paquete arteriovenoso, y posteriormente la arteria de la vena. A continuacién, se
individualizaba la arteria periostica femoral de la arteria epigastrica superficial y
de la arteria poplitea (Figura 23).

Posteriormente se identificaba el reborde medial de la rétula y se realizaba
una artrotomia parapatelar medial. Se procedia a llevar a cabo una luxacion lateral
de la rotula exponiendo la tréclea y el cdndilo femoral, para identificar el pediculo
vascular de la arteria peridstica femoral que irriga el condilo femoral medial de la

rata.
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Figura 23. Esquema de la vascularizacién del muslo de la rata. Arteria femoral (1), arteria para
el musculo gracilis (2), arteria epigastrica superficial (3), arteria poplitea (4), arteria tibial
posterior (5), arteria safena (7), rama tarsiana medial de la arteria safena (8), y rama
comunicante de la arteria safena (9).

Se procedia, entonces, a levantar el colgajo periéstico vascularizado de
condilo femoral medial desde distal hacia proximal. Se liberaban y disecaban el

pediculo vascular para poder rotar y trasladar el colgajo hasta la diafisis femoral.

Figura 24. Detalle de la vascularizacion del periostio del céndilo femoral medial de
la rata, procedente de la arteria genicular descendente, rama de la arteria femoral.
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Figura 25. Fotografia del colgajo periéstico vascularizado de céndilo femoral medial
una vez levantado.

Para conseguir una mayor cobertura del aloinjerto, aprovechando el
abordaje lateral que ya teniamos realizado para la reseccién 6sea y reconstrucciéon
con el aloinjerto estructural, se trasladaba el colgajo de medial a lateral por la cara
anterior del fémur con la ayuda de hilos de sutura, submuscularmente. Durante
este paso se controlaba en todo momento la integridad del pediculo vascular del

colgajo, evitando la rotacién o cualquier otro dafio que se pudiera producir.
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Figura 26. Vista desde la incisiéon medial. Detalle del pediculo del colgajo periostico vascularizado,
una vez se ha trasladado submuscularmente por la cara anterior del fémur hacia lateral.

Una vez realizado teniamos el extremo distal del colgajo en la cara externa
del muslo, y se fijaba mediante sutura de nylon 8.0 (Dafilon, Braun Surgical) al
tejido adyacente. Para la cobertura del aloinjerto, si el tamafio del colgajo lo
permitia, se cubria toda la superficie del aloinjerto, incluyendo ambas osteotomias.
Cuando no era posible, se fijaba el colgajo centrado en el aloinjerto. La longitud
limitada del pediculo no permitia alcanzar la cobertura de la osteotomia proximal
en todos los casos. Finalizada la sutura del colgajo, se evaluaba la viabilidad del

pediculo mediante un test de O’'Brien o de la permeabilidad.
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Figura 27. Vista desde la incision lateral. Fotografia del colgajo peridstico vascularizado fijado
sobre el aloinjerto 6seo, recubriendo el injerto y las osteotomias.

Por dltimo se procedia al cierre de la fascia muscular y el tejido subcutaneo
mediante Novosyn 3.0 (Braun Surgical), y la incisién cutanea mediante Dafilon 4.0
(Braun Surgical).

Durante el procedimiento se registraron las siguientes variables: tamafio
del colgajo periéstico y longitud del pediculo vascular. Tras el periodo de

seguimiento, las ratas fueron eutanasiadas segun el protocolo.

Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero | 115



UNB

5. Material y Métodos

5.2.9. Protocolo de eutanasia y obtencion de muestras

Las ratas estaban divididas en diferentes grupos de seguimiento, de 4, 6 y
10 semanas. La eutanasia se llevaba a cabo cuando la rata habia completado el
seguimiento segun el grupo al cual pertenecia, en los quiréfanos experimentales
del VHIR. Siguiendo el protocolo de anestesia general se rasuraba la extremidad
inferior izquierda y la region cervical, y se colocaba al animal en decubito supino
inmovilizado en la mesa quirdrgica.

En primer lugar se iniciaba el procedimiento con una incisién perpendicular
al pliegue inguinal bilateral segin la técnica de Fanua-Wilgis. Posteriormente, se
realizaba una seccién circular de la grasa del pliegue inguinal respetando la arteria
que une esta grasa (arteria epigastrica superficial) a la arteria femoral. Se
visualizaban los vasos femorales y se disecaban preservando la arteria circunfleja
iliaca superficial (rama posterior). Para disecarlos e individualizarlos se separaba
primero el nervio crural del paquete arteriovenoso, y posteriormente la arteria de
la vena. Posteriormente se individualizaba la arteria peridstica femoral (el
pediculo del colgajo peridstico vascularizado) de la arteria epigastrica superficial y
de la arteria poplitea. En este momento se evaluaba la viabilidad del pediculo
mediante un test de O’Brien o de la permeabilidad.

Una vez evaluada la viabilidad del pediculo vascular del colgajo periostico,
se llevaba a cabo la eutanasia de la rata. Se realizaba una incisién longitudinal
cervical media y una incisiéon transversal siguiendo el eje de las claviculas. A
continuacién se seccionaba el platisma en linea con las incisiones cutdneas y se
levantaban dos colgajos triangulares de vértices supero-externos, de modo que las
glandulas submaxilares quedaban debajo. Entre la musculatura esterno-tiroidea y
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esterno-mastoidea se disecaba la arteria car6tida comun junto al nervio vago. Una
vez bien identificada, se procedia a su seccién consiguiendo asi la eutanasia del
animal, y se certificaba su muerte.

A continuacidn, se realizaba una incisiéon longitudinal lateral de fémur,
desde el la cadera hasta la rodilla. Se desarticulaba en primer lugar la rodilla y se
disecaba un plano submuscular hasta la cadera, que en ultimo lugar era
desarticulada también, obteniendo asi el fémur intervenido. En el grupo periostio
de 10 semanas (GP 10) de seguimiento se obtenian mediante el mismo
procedimiento los fémures contralaterales para llevar a cabo el estudio
biomecanico.

Todas las muestras se lavaban con soluciéon salina y se fijaban en

formaldehido/formalina tamponada.

UrnB

Figura 28. Extraccién de fémures intervenidos del grupo GP 6 tras la eutanasia de los animales.
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5.2.10. Protocolo de evaluacion de pseudoartrosis clinica

El estudio de evaluacién clinica de la pseudoartrosis de las interfases se
realizo en los quiréfanos experimentales del VHIR.

El procedimiento se realizaba una vez se habian obtenido las muestras de
fémures intervenidos tras la eutanasia de las ratas, antes de la fijaciéon en formol.
Se testaba clinicamente la movilidad de los focos de osteotomia proximal y distal, y
se clasificaban los resultados en 0 - sin movilidad, 1 - movilidad menor del 50% de
la circunferencia, y 2 - movilidad. Estos resultados se registraban tanto para la
osteotomia proximal como la distal.

Ademas, en este punto se registraba la presencia de infeccién asi como otras

incidencias que se detectaran.

5.2.11. Protocolo de evaluacion mediante microtomografia

computarizada (microCT)

El estudio de imagen mediante microCT se dividia en dos partes. En primer
lugar, se llevaba a cabo la obtenciéon de las imagenes en la Molecular Imaging
Platform del VHIR, siguiendo el protocolo ex vivo Quantum Fx uCT. Se realizaban
cortes longitudinales incluyendo las dos interfases aloinjerto-hueso huésped, y las
imagenes obtenidas posteriormente eran reconstruidas. Los parametros de

escaner incluian un voltaje de 70KV a intensidad de 114 uA, con una resolucién de

16 um (2048 x 256).
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Posteriormente, el mismo radiélogo especialista en patologia del aparato
locomotor, el Dr. De Albert, del servicio de radiologia del Hospital Universitario
Vall d’Hebron, independiente al estudio, realiz6 todas las evaluaciones
radioldgicas. Las zonas de transicion entre el hueso huésped y el aloinjerto se
examinaron cuidadosamente corte a corte en imagenes 2D. En las
reconstrucciones 3D se evaluaron los pardmetros recogidos en la Tabla 5 [228],
incluyendo tanto el aloinjerto implantado como el hueso neoformado. El estudio

fue ciego sin conocer al grupo al que pertenecia la muestra estudiada.

Variable Puntuacion

Presencia de neoformacion 6sea
Amplia (> al diametro del fémur)
Moderada (= al diametro del fémur)
Discreta (< al diametro del fémur)
Nula

Consolidacion osteotomia proximal
Union (>90%)

Moderados puentes éseos (>50%)

S = N W

Discretos puentes 6seos (<50 %)

S = N W

No unién

Consolidacion osteotomia distal
Union (>90%)
Moderados puentes 6seos (>50%)
Discretos puentes 6seos (<50%)
No union

Fractura del aloinjerto

—_ O O = N W

Sin fractura del aloinjerto
Osteolisis periimplante proximal
No 0
Si 1
Osteolisis periimplante distal
No 0
Si 1
PUNTUACION TOTAL 21

Tabla 5. Variables evaluadas en el estudio mediante microCT de los fémures intervenidos.
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5.2.12. Protocolo de estudio biomecanico

El estudio biomecanico se llevé a cabo por el Grupo de Biomateriales,
Biomecanica e Ingenieria de Tejidos de la Universidad Politécnica de Catalufia
(Grupo BTT, UPC). Se incluyeron en este estudio 16 muestras de fémur: 8
pertenecientes al grupo periostio de 10 semanas de evoluciéon (GP 10) y 8 que
consistian el los fémures contralaterales de estas ultimas ratas (Grupo Control). El
objetivo era comparar la resistencia a las fuerzas de torsion de los fémures
reconstruidos respecto a su control.

Los fémures eran entregadas al grupo BTT al dia siguiente de la eutanasia
de los animales, envueltos individualmente con gasas mojadas en solucién salina,
con el fin de mantenerlos hiumedos y frescos. Las muestras se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C para conservar las propiedades del tejido hasta el momento del

ensayo.

Preparacion de las muestras

La preparacién de las muestras consistia en un encastado secuencial en
cemento 6seo Cemento 3 (Surgival, USA) de ambos extremos de los fémures, a nivel
de las epifisis, el mismo dia que las muestras eran recibidas por el grupo BTT
[288]. En primer lugar las muestras con cemento dseo a nivel de la epifisis distal se
colocaban en el interior de moldes de tefldn. La cavidad interna de los moldes de
encastado presentaba la misma geometria que la cavidad interna de las mordazas
de ensayos mecdanicos, y posibilitaban la fijacién directa de las muestras para su

caracterizacion.
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Figura 29. Epifisis inmersa en el cemento dentro del molde de teflon

Las muestras se mantenian en el molde hasta que el cemento fraguaba para
asegurar su correcta consistencia mecanica, tras lo cual se procedia a la extraccién
de las muestras de los moldes para posibilitar la cementacion del extremo
contrario de los fémures, y se repetia el mismo proceso. Al final del proceso de
preparacion de muestras, se obtenian los fémures encastados bilateralmente, en
correctas condiciones para ser introducidos secuencialmente en el interior de las
mordazas de ensayos biomecanicos para ser finalmente fracturados a torsion, tal y

como puede observarse en la imagen (Figura 30)

Figura 30. Fémures encastados bilateralmente en cemento dseo por sus epifisis
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Caracterizacion mecdnica a torsion

Las muestras fueron analizadas mediante la realizacién de ensayos
mecanicos de torsidn hasta su rotura. Para la realizacion de los ensayos de torsiéon
se utilizd una maquina servo hidraulica de ensayos mecanicos universal Bionix 358
(MTS, USA), con una célula de carga de 25kN y bajo condiciones de velocidad
constante de torsién de 1 grado por segundo, tal como ha sido reportado en la

bibliografia [284-286].

Figura 31. Maquina de ensayos mecdanicos Bionix-370 (MTS, USA)
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Estudio estadistico

Con el objetivo de determinar la existencia o no de diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos de resistencia a
torsidn, se realiz6 un estudio estadistico sobre los valores adquiridos. Para ello se
analizaron los resultados numéricos utilizando el software estadistico Minitab16®,
tratando los resultados mediante los test de andlisis de varianzas ANOVA y Krustal-
Wallis, en funcién de si cumplian o no una distribucién normal. Se determiné un
intervalo de confianza del 95% indicando diferencias estadisticamente

significativa para p<0.05.

5.2.13. Protocolo de estudio de microscopia confocal

El estudio de fluorescencia microscépica confocal se realizé en la Unidad de
Histologia del Hospital Universitario del Bellvitge (Universidad de Barcelona). El
objetivo de este estudio era objetivar el papel que ejercia el colgajo periostico en la
integracion 6sea del aloinjerto estructural. Para llevarlo a cabo, se realizaron
diferentes marcajes fluorescentes secuenciales durante el tiempo de seguimiento
de las ratas, para valorar la progresién de la osteogénesis en el aloinjerto dseo.
Durante el proceso de mineralizacidn, las tinciones fluorescentes se incorporaron
al frente de mineralizacién mediante un proceso de quelacion. Las tinciones
utilizadas en nuestro estudio fueron oxytetraciciline 25 mg/Kg (Engemicina, MSD
Animal Health), calcein green 20 mg/kg (Calcein, C0875 Sigma, Sigma-Aldrich) y
xylenol orange 90 mg/Kg (Xylenol Orange tetrasodium salt, 33825 Fluka, Sigma-
Aldrich).
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Todas las ratas del estudio recibieron un primer marcaje el dia de la
intervencidn con oxytetracycline mediante una inyeccién intramuscular. Las ratas
del grupo de seguimiento de 4 semanas, ademas recibieron una nueva inyeccion el
dia de la eutanasia. En los grupos de 6 y 10 semanas se administré calcein green
(subcutanea) en la cuarta semana de seguimiento. El xylenol orange solamente fue
administrado a las ratas del grupo de seguimiento de 10 semanas, en la 62 semana

de seguimiento (Figura 32).

Cirugia
Grupoly4d > X semanad
Grupo 2y 5 » X Semanab
Grupo3vyb
po sy » X Semana 10
Dia 0 Semana 4 Semana 6

Figura 32. Protocolo de administraciéon de marcaje de fluorocromos en los diferentes grupos de
estudio. Oxytetracicline (flecha amarilla), Calcein green (flecha verde), Xylenol orange (flecha
naranja).

Tras la eutanasia, las muestras fueron se limpiaron con solucién salina y se
fijaron en formaldehido. No fue necesario retirar el implante.

Las muestras fijadas fueron trasladadas a la Unidad de Histologia del
Hospital Universitario de Bellvitge. En el laboratorio experimental se llev6 a cabo
un proceso de deshidratacion gradual con etanol. Una vez completado este
proceso, las muestras fueron cortadas en el eje longitudinal del fémur para incluir

tanto las interfases aloinjerto-hueso huésped como el area de contacto entre el
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colgajo periostico y el aloinjerto. Posteriormente fueron incluidas en resina (Resina
Tecnovit 7200VLC, Leica Biosystems) y se llevo a cabo el proceso de pulido hasta
obtener un grosor final aproximado de 50 um, para ser evaluadas posteriormente

bajo el microscopio de fluorescencia (Figura 33).

Figura 33. Muestras de fémures de rata cortados, incluidas en resina y pulidas para su evaluacién
bajo microscopia de fluorescencia.

A continuacién, las muestras fueron trasladadas al departamento de
histologia del a facultad de Biologia (Universidad de Barcelona). Se llev6 a cabo el
anadlisis bajo microscopia de fluorescencia (microscopio confocal espectral Leica
SP2, Leica Microsystems), utilizando filtros de longitud de onda de 365-490 nm
(oxytetracicline), 436-495 nm (caclein green) y 375-570 nm (xylenol orange).

El marcaje con fluorocromos fue usado para evaluar el depdsito activo de
hueso en diferentes cortes de tiempo, que se produce poco tiempo después de su
administracion. Se evaluaron los diferentes patrones de neoformacién ésea. Al
realizar diferentes marcajes, se pudo objetivar también la velocidad de depoésito
6sea. Se calcul6 la tasa de aposicion 6sea mediante la medicién de la distancia
entre los tres diferentes marcajes y relacionandolas con los diferentes tiempos en
los cuales los marcajes fueron administrados.
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5.2.14. Protocolo de estudio mediante microscopia electréonica de

barrido

El estudio mediante microscopia electréonica de barrido (scanning electron
microscope, SEM) se llevo a cabo por el Grupo de Biomateriales, Biomecanica e
Ingenieria de Tejidos de la Universidad Politécnica de Catalufia (Grupo BTT, UPC).
Este proceso se llevo a cabo tras la evaluacion de las muestras bajo el microscopio
de fluorescencia.

Las muestras incluidas en resina y pulidas se recubrieron con carbono
grafito mediante la utilizacion de un equipo de sputtering, y se afiadié cinta de
aluminio, con lo que se dot6 a las muestras de un recubrimiento metalico que
asegurase la conduccién eléctrica necesaria para su observacion mediante

microscopia electronica (Figura 34).

Figura 34. Muestras de fémur de rata recubiertas con carbono grafito y cinta de aluminio, para su
observacion bajo microscopia electréonica de barrido.
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Las muestras se observaron utilizando un microscopio electrénico de barrido
FIB/SEM modelo Surface Scanning Electron Focused Ion Beam Zeiss modelo
Neon40 con columna GEMINIS (Carl Zeiss, Alemania) (Figura 35). Este equipo esta
dotado de un detector de electrones back-scattered (BSE) que permite la
identificacién de los diferentes elementos presentes en las muestras en funcion de
su composicion quimica. De este modo, se puede diferenciar el estado de

maduracion del tejido dseo seglin su nivel de mineralizacion.

Figura 35. Microscopio SEM/FIB Zeiss modelo Neon40 utilizado para el estudio de microscopia
electronica de barrido.

Todas las muestra fueron observadas bajo las mismas condiciones de trabajo,
utilizando un potencial de 15kV y una WD (working distance) de aproximadamente
8 mm. Las muestras se observaron al minimo de aumentos posible con la intencién
de alcanzar la mayor area de observacion posible, lo cual result6 en una
magnificacion de 75x aumentos.

Se realizaron escaneos completos de toda la superficie en 2 de las muestras
(GA10-8 y GP 10-7). Los escaneos se realizaron adquiriendo imagenes individuales

a 100x aumentos y ensamblandolas posteriormente para obtener una imagen de
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alta resolucién de todo el area de interés, lo que se conoce como stitching. Este
proceso se llevd a cabo con el software SmartStitch (Zeiss, Alemania). Las
mediciones se realizaron con el software Image] (Rasband, W.S., Image], U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/,

1997-2016).

5.2.15. Protocolo de analisis histologicos

La preparacion de las muestras se llevo a cabo por el Grupo de
Biomateriales, Biomecanica e Ingenieria de Tejidos de la Universidad Politécnica
de Catalufia (Grupo BTT, UPC). Se seleccionaron muestras representativas de los
grupos de 10 semanas de seguimiento.

Este proceso se realizd tras la evaluacién de las muestras bajo el
microscopio electrénico de barrido, por lo que ya habian sido recubiertas con
carbono mediante la sputtering. Por este motivo, las muestras fueron sometidas a
un primer proceso de pulido con papeles de pulir de SiC de granulometria P4000
con el fin de eliminar la capa de carbono que cubria la superficie y no rebajar la
superficie a observar. El pulido de las muestras se realiz6 utilizando pulidoras
Exakt 400CS (Exakt, Alemania).

Una vez pulidas a P4000, las muestras fueron adheridas a una placa
histolégica de PMMA (Exakt, Alemania) mediante un proceso de foto-
polimerizacion del monémero Technovil 7210 VLC (Kulzer-Heraus, Alemania)
mediante la exposicién a luz ultravioleta. De este modo, las muestras quedaron
completamente adheridas a las respectivas placas y pudieron ser cortadas a 1 mm
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de grosor. El corte se realiz6 utilizando una sierra EXAKT modelo 300 (Exakt,
Alemania) con banda de diamante refrigerada.
Posteriormente, las muestras fueron pulidas nuevamente con papeles de
SiC con diferentes granulometrias por el lado de la superficie cortada hasta
alcanzar una lamina delgada de muestra de un grosor aproximado entre 50 y 100
um. Una vez obtenidas las laminas se procedi6 al proceso de tincién histologica.
Para ello se utilizaron los reactivos correspondientes a la tincién de Tricrémico de
Masson Goldner adaptada para muestras embebidas en plastico, el cual consta de
los siguientes pasos:
1. Hidratacion
2. Tincién con Hematoxilina
3. Tinci6n con solucién de Masson
4. Tincién con Orange-G
5. Tinci6n con Light Green
6. Lavado y secado
Una vez tefiidas, las muestras fueron montadas mediante un montaje DPX
Surgipath® (Leica, Suiza).
Las muestras se analizaban mediante microscopio 6ptico (Olympus BX41)
La misma patoéloga, la Dra. Cristina Manzanares, del servicio de anatomia
patolégica del Hospital de Bellvitge (Universidad de Barcelona, Barcelona),
independiente al estudio, realiz6 las evaluaciones histologicas. El estudio fue ciego
sin conocer el grupo de la muestra estudiada.
Por cada una de las muestras estudiada se evalué la presencia de signos de

inflamacién aguda o crénica. También el paso o no de trabéculas dseas entre el
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aloinjerto y los fragmentos éseos femorales proximal y distal y la presencia y

estructura de la neoformacidn ésea por parte del periostio.

Coloraciéon Tejido
Colageno, fibras reticulares, Verde azulado
amiloide
Musculo y fibrina Rojo, marréon
Citoplasma Rosado
Nucleos Negro o azul grisaceo
Hueso neoformado Verde/azul
Hueso maduro Coloracion variable
Osteoide Naranja, verde
Cartilago Purpura

Tabla 6. Coloracidn de los componentes segun la tincion Tricrémico de Masson Goldner

5.2.16. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS 18.0. Los
resultados se presentan como media + error estandar de la media (SEM) y se
analizaron mediante andlisis de varianza de Kruskal-Wallis. Las variables
cualitativas se compararon mediante la prueba exacta Chi-Cuadrado. Se acept6 una

diferencia significativa de p<0.05.
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5.2.17. Distribucion de los animales

e Calculo muestral inicial
- Seacepta error tipo I o falsos positivos como 5%
- Se acepta error tipo II o falsos negativos como 20% (potencia del 80%)

- Numero de animales por grupo: 32 ratas

* Grupo control. N = 32.

a. Grupo 1 - GA 4 (grupo aloinjerto /4 semanas de sequimiento). N = 8

- El defecto 6seo segmentario se reconstruy6 con un aloinjerto 4seo
estructural inicamente.

- La eutanasia se realiz6 a las 4 semanas de seguimiento.

- Recibieron marcaje fluorescente con oxytetracicline en el momento
de la cirugia.

- A todas las ratas del grupo se les realizé estudio tomografico e

histolégico.

b. Grupo 2 - GA 6 (grupo aloinjerto / 6 semanas de sequimiento). N = 8

- El defecto 6seo segmentario se reconstruy6 con un aloinjerto 4seo
estructural iinicamente.

- La eutanasia se realizé a las 6 semanas de seguimiento.

- Recibieron marcaje fluorescente con oxytetracicline en el momento
de la cirugia y con calcein green a las 4 semanas.

- A todas las ratas del grupo se les realizé estudio tomogafico e

histolégico.
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¢. Grupo3-GA 10 (grupo aloinjerto / 10 semanas de sequimiento). N =16

El defecto 6seo segmentario se reconstruyé con un aloinjerto éseo
estructural inicamente.

La eutanasia se realiz6 a las 10 semanas de seguimiento.
Recibieron marcaje fluorescente con oxytetracicline en el momento
de la cirugia, con calcein green a las 4 semanas y con xylenol orange
a las 6 semanas de seguimiento.

A todas las ratas del grupo se les realiz6 estudio tomogreafico. A 8
ratas de este grupo se les realiz6 estudio histolégico y a las otras 8

biomecanico.

* Grupo experimental. N = 32.

a. Grupo 4 - GP 4 (grupo periostio / 4 semanas de sequimiento). N = 8

El defecto 6seo segmentario se reconstruyé con un aloinjerto éseo
estructural que serd recubierto por un colgajo peridstico
vascularizado.

La eutanasia se realiz6 a las 4 semanas de seguimiento.

Recibieron marcaje fluorescente con oxytetracicline en el momento
de la cirugia.

A todas las ratas del grupo se les realizé estudio tomografico e

histolégico.

Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



5. Material y Métodos

b. Grupo 5 - GP 6 (grupo periostio /6 semanas de sequimiento). N = 8

El defecto 6seo segmentario se reconstruyé con un aloinjerto éseo
estructural que serd recubierto por un colgajo peridstico
vascularizado.

La eutanasia se realizo a las 6 semanas de seguimiento.

Recibieron marcaje fluorescente con oxytetracicline en el momento
de la cirugia y con calcein green a las 4 semanas.

A todas las ratas del grupo se les realizé estudio tomogafico e

histolégico.

¢. Grupo 6 - GP 10 (grupo periostio / 10 semanas de sequimiento). N = 16

El defecto 6seo segmentario se reconstruyd con un aloinjerto éseo
estructural que serd recubierto por un colgajo periostico
vascularizado.

La eutanasia se realiz6 a las 10 semanas de seguimiento.
Recibieron marcaje fluorescente con oxytetracicline en el momento
de la cirugia, con calcein green a las 4 semanas y con xylenol orange
a las 6 semanas de seguimiento.

A todas las ratas del grupo se les realiz6 estudio tomogreafico. A 8
ratas de este grupo se les realiz6 estudio histolégico y a las otras 8

biomecanico.
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6. RESULTADOS

6.1. Evaluacion clinica

Grupo GA 4

Ningin animal desarrollé complicaciones agudas ni subagudas durante el
periodo de seguimiento.

Todos los animales presentaron cojera de la extremidad intervenida durante
la primera semana del postoperatorio. La cojera fue cediendo
progresivamente.

No presentaron alteraciones a nivel de la herida quirdrgica ni de la
extremidad intervenida.

Las ratas presentaron un pelaje suave, y no se objetivd ninguna alteracion
ocular o fisica de otro tipo.

Ninglin animal present6é automutilaciones u otra alteracién de la conducta
durante el seguimiento.

No se objetivé ningin caso de movilizacion del implante en el control

radioscopico a la semana postoperatoria.

Grupo GA 6

Ningin animal desarrollé complicaciones agudas ni subagudas durante el
periodo de seguimiento.

Todos los animales presentaron cojera de la extremidad intervenida durante
la primera semana del postoperatorio. La cojera fue cediendo

progresivamente.

UNB
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No presentaron alteraciones a nivel de la herida quirdrgica ni de la
extremidad intervenida.

Las ratas presentaron un pelaje suave, y no se objetivd ninguna alteracion
ocular o fisica de otro tipo.

Ningliin animal present6é automutilaciones u otra alteracién de la conducta
durante el seguimiento.

No se objetivé ningin caso de movilizacion del implante en el control

radioscopico a la semana postoperatoria.

Grupo GA 10

Ningin animal desarrollé complicaciones agudas ni subagudas durante el
periodo de seguimiento.

Todos los animales presentaron cojera de la extremidad intervenida durante
la primera semana del postoperatorio. La cojera fue cediendo
progresivamente.

Dos de la ratas presentaron una dehiscencia de la herida quirargica, que
requiri6 reintervenciones a los 4 dias y la semana postoperatoria,
respectivamente. Una de las ratas present6 un hematoma en el muslo
durante el postoperatorio inmediato, que se reabsorbié espontdneamente sin
permanecer signos fisicos de éste a los 3 dias postoperatorios.

Las ratas presentaron un pelaje suave, y no se objetivd ninguna alteracién
ocular o fisica de otro tipo.

Ningliin animal present6é automutilaciones u otra alteracién de la conducta

durante el seguimiento.
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- No se objetivé ninglin caso de movilizacién del implante en el control

radioscopico a la semana postoperatoria.

* Grupo GP4

- Ningdn animal desarrollé complicaciones agudas ni subagudas durante el
periodo de seguimiento

- Todos los animales presentaron cojera de la extremidad intervenida durante
la primera semana del postoperatorio. La cojera fue cediendo
progresivamente.

- Una de las ratas intervenidas present6 una dehiscencia de la herida
quirurgica que requirid reintervencion a los 4 dias postoperatorios.

- Las ratas presentaron un pelaje suave, y no se objetivé ninguna alteraciéon
ocular o fisica de otro tipo.

- Ningin otro animal presenté automutilaciones u otra alteraciéon de la
conducta durante el seguimiento.

- No se objetivé ninglin caso de movilizacién del implante en el control

radioscopico a la semana postoperatoria.

* GrupoGP6

- Una de las ratas presenté una fractura unicortical del fémur distal, no
articular, intraoperatoriamente. Se evalué objetivdindose que no
comprometia la estabilidad de la reconstrucciéon, motivo por el cual se
decidié no excluir del estudio.

- Ningdn animal desarrollé complicaciones agudas ni subagudas durante el
periodo de seguimiento.
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- Todos los animales presentaron cojera de la extremidad intervenida durante
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la primera semana del postoperatorio. La cojera fue cediendo
progresivamente.

No presentaron alteraciones a nivel de la herida quirdrgica ni de la
extremidad intervenida.

Las ratas presentaron un pelaje suave, y no se objetivd ninguna alteracion
ocular o fisica de otro tipo.

Ningliin animal present6é automutilaciones u otra alteracién de la conducta
durante el seguimiento.

No se objetivé ningin caso de movilizacion del implante en el control

radioscopico a la semana postoperatoria.

Grupo GP 10

Ningin animal desarrollé complicaciones agudas ni subagudas durante el
periodo de seguimiento.

Todos los animales presentaron cojera de la extremidad intervenida durante
la primera semana del postoperatorio. La cojera fue cediendo
progresivamente.

No presentaron alteraciones a nivel de la herida quirdrgica ni de la
extremidad intervenida.

Las ratas presentaron un pelaje suave, y no se objetivd ninguna alteracién
ocular o fisica de otro tipo.

Ningliin animal present6é automutilaciones u otra alteracién de la conducta

durante el seguimiento.
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No se objetivé ningin caso de movilizacion del implante en el control

radioscopico a la semana postoperatoria.

Peso

Todos los animales experimentaron un aumento progresivo del peso hasta el
final del seguimiento (Grafico 1) (Tabla 7).

No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en la evolucién del
peso entre los animales del grupo control (GA) y su respectivo grupo

experimental (GP) (p[GA4-GP4]=0.30; p[GA6-GP6]=0.15; p[GA10-GP10=0.39]).

Inicial Sem 2 Sem 4 Sem 6 Sem 8 Sem 10

GA4 449+59  511+52 563+ 45

GA6 368+40 439+37 515+34 584+34

GA10 374+37 432+32 490%29 545+35 58540 629+44
GP4 361+37 452+27 539+23

GP6 384+65. 431+42 504+34 558+41

GP 10 370+ 67 428+53 480+*47 533+53 575+60 613+63

Tabla 7. Distribuciéon de peso por grupos y temporalidad. Los resultados se indican en peso
medio (gramos * SD).
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Grafico 1. Evolucién del peso medio por grupos. Se observa una aumento progresivo del peso

con evoluciéon homogénea en todos los grupos.
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6.3 Supervivencia / Mortalidad

Las primeras dos ratas intervenidas del grupo GP 4 fallecieron el primer dia
postoperatorio. A la exploracién se objetivaron signos claros de haber sido
agredidas por otra rata. A partir de entonces, las siguientes ratas fueron
mantenidas aisladas durante el primer dia postoperatorio y después fueron
reubicadas en sus jaulas. No se produjeron nuevos incidentes de este tipo.
Estas dos ratas fueron excluidas del estudio y substituidas.

La tasa supervivencia fue del 100% de los animales en todos los grupos.

6.4 Viabilidad del pediculo vascular del colgajo

144

Grupo GP 4

- Todos los pediculos vasculares evaluados presentaron un test de

permeabilidad positivo inicial (8/8, 100%).

En la evaluacién del pediculo vascular del colgajo al final del periodo de
seguimiento, se objetivd una mayor dificultad para la diseccién de este
debido a la fibrosis que existia de la intervencion previa. A pesar de ello, se
pudo llevar a cabo el test de permeabilidad en todas las ratas del grupo.
Todos los pediculos vasculares evaluados presentaron un test de

permeabilidad positivo final (8/8, 100%).

- A la valoraciéon bajo el microscopio quirurgico, no se observo la presencia

de trombosis del pediculo vascular en ningtn caso.
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* GrupoGP6

- Todos los pediculos vasculares evaluados presentaron un test de
permeabilidad positivo inicial (8/8, 100%).

- En la evaluacién del pediculo vascular del colgajo al final del periodo de
seguimiento, se objetivd una mayor dificultad para la diseccién de este
debido a la fibrosis que existia de la intervencién previa. Por la dificultad
técnica que existia, uno de los pediculos se lesion6 durante el proceso de
diseccion. Todos los pediculos vasculares evaluados presentaron un test de
permeabilidad positivo final (7/7, 100%).

- A la valoracién bajo el microscopio quirdrgico, no se observé la presencia

de trombosis del pediculo vascular en ningin caso.

* GrupoGP10

-  Todos los pediculos vasculares evaluados presentaron un test de
permeabilidad positivo inicial (8/8, 100%).

- En la evaluacién del pediculo vascular del colgajo al final del periodo de
seguimiento, se objetivd una mayor dificultad para la diseccién de este
debido a la fibrosis que existia de la intervencion previa. A pesar de ello, se
pudo llevar a cabo el test de permeabilidad en todas las ratas del grupo.
Todos los pediculos vasculares evaluados presentaron un test de
permeabilidad positivo final (8/8, 100%).

- A la valoracién bajo el microscopio quirdrgico, no se observé la presencia

de trombosis del pediculo vascular en ningin caso.
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6.5 Exploracion del fémur intervenido

* Grupo GA 4

En dos de los fémures del grupo se objetivé sinovitis a nivel de la entrada de
la aguja en el trocanter mayor.

En todos los fémures se evidencié movilidad a nivel del foco de osteotomia
proximal y distal (100%) (Tabla 8) (Grafica 2).

En uno de los fémures (1/8) se evidencid la presencia de pus a nivel de la

pseudoartrosis (pseudoartrosis séptica).

* Grupo GA 6

No se objetivd ningtin caso de sinovitis a nivel del trocanter mayor.

En todos los fémures excepto uno se evidencié movilidad a nivel del foco de
osteotomia proximal y distal (87.5%).

En dos de los fémures (2/8) se evidencié la presencia de pus a nivel de la

pseudoartrosis (pseudoartrosis séptica).

* Grupo GA 10

146

No se objetivd ningtin caso de sinovitis a nivel del trocanter mayor.

En 11 de los se evidencié movilidad a nivel del foco de osteotomia proximal
y distal; en dos de los fémures movilidad a nivel de la osteotomia distal y en
un caso proximal (78.1%).

En uno de los fémures (1/8) se evidencio la presencia de pus a nivel de la

pseudoartrosis (pseudoartrosis séptica).
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* Grupo GP4

- No se objetiv6 ningin caso de sinovitis a nivel del trocanter mayor.

- No se evidencié ningtin caso de movilidad del foco de osteotomia distal. Se
evidencié movilidad del foco proximal en 5 de los fémures evaluados
(31.25%).

- Enningan caso se detectaron signos de infeccion.

* Grupo GP 6

- No se objetiv6 ningln caso de sinovitis a nivel del trocanter mayor.

- Se evidencié movilidad del foco de osteotomia distal en uno de los fémures
evaluados. Se evidenci6 movilidad clara del foco proximal en 4 de los
fémures evaluados, y dudosa otro (34.4%).

- Enningtn caso se detectaron signos de infeccion.

* Grupo GP 10

- No se objetiv6 ningin caso de sinovitis a nivel del trocanter mayor.

- Se evidenci6 movilidad clara del foco de osteotomia proximal en uno de los
fémures evaluados. Se evidencié movilidad clara del foco distal en 4 de los
fémures evaluados. En uno de los fémures se objetivo dudosa movilidad del
foco de osteotomia tanto proximal como distal (18.8%).

- En uno de los fémures se evidenci6 la presencia de pus a nivel de la

pseudoartrosis (pseudoartrosis séptica).
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Grupo OT proximal OT distal TOTAL (n=16)
GA4 16/16 16/16 32/32 (100%)
GA 6 14/16 14/16 28/32 (87.5%)
GA 10 24/32 26/32 50/64 (78.1%)
GP4 10/16 0/16 10/32 (31.3%)
GP 6 9/16 2/16 11/32 (34.3%)
GP 10 3/32 9/32 12/64 (18.8%)

Tabla 8. Evaluacién de movilidad de foco de osteotomia (OT) proximal y distal en los
fémures intervenidos: sin movilidad (0 puntos), movilidad dudosa (1 punto), movilidad
clara (2 puntos).
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Grafico 2. Tasa de movilidad de las interfases 6seas en los diferentes grupos de estudio.
Se observa una tasa de movilidad mayor en los grupos control GA.

En el andlisis estadistico se calculd la odds ratio (OR) de riesgo de movilidad a
nivel de las osteotomias al final de los sequimiento entre los diferentes grupos de
estudio y su respectivo grupo control, y se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 9).
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Grupo Odds ratio Intervalo de confianza
4 semanas (GA 4-GP 4) 0 [0-0.13]
6 semanas (GA 6-GP 6) 0.04 [0.000867—- 0.43]
10 semanas (GA 10-GP 10) 0.09 [0.02-0.33]

Tabla 9. Analisis estadistico de la odds ratio (OR) de riesgo de movilidad a nivel de las
osteotomias entre los diferentes grupos de estudio y su respectivo grupo control.

6.6. Evaluacion mediante microtomografia computarizada

En la Tabla 10 se muestran los valores medios obtenidos en los grupos de

estudio tras la evaluaciéon mediante microCT. En todos los grupos excepto el grupo
GP 10 se observé una consolidacién media tanto de las osteotomia proximal como
distal menor del 50%. Se observé una neoformacién dsea nula en la superficie del
aloinjerto en los grupos en los que no se asocié periostio (GA), a diferencia de una
formacion de este mayor al didmetro del fémur en los grupos con periostio (GP).
No se observaron diferencias entre los grupos en cuanto a la osteolisis
periimplante, apareciendo en mas del 75% de los casos en el fragmento de fémur

distal, ni en la tasa de fractura del aloinjerto (Tabla 10).

UNB

Consolidacion  Consolidacién NF dsea Osteolisis Osteolisis Fractura
OT proximal OT distal proximal distal aloinjerto
GA4 0 (0/8) 0 (0/8) 0 (0/8) 0.25 (2/8) 0.75 (6/8) 0.13 (1/8)
GA6 0.38 (3/8) 0 (0/8) 0 (0/8) 0 (0/8) 0.86 (7/8) 0.13 (1/8)
GA10 0.19 (3/16) 0.13 (2/16) 0 (0/16) 0(0/16)  0.75(12/16)  0.25 (4/16)
GP4 0.75 (6/8) 0.5 (4/8) 2.25(18/8)  0.13(1/8) 0.86 (7/8) 0.5 (4/8)
GP6 0 (0/8) 0.38 (3/8) 2.13 (17/8) 0 (0/8) 0.75 (6/8) 0.25 (2/8)
GP10 1.25 (20/16) 1.94 (31/16)  1.84(31/16) 0(0/16)  0.75(12/16)  0.13 (2/16)

Tabla 10. Andlisis mediante microCT. Se muestra la puntuacién media por grupo de las diferentes variables
evaluadas segun la escala presentada en el apartado Material y Métodos. OT: osteotomia. NF: neoformacion

Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero | 149



UNB

6. Resultados

* Consolidacion 6sea

- Se observo consolidacién parcial o completa de las osteotomias distales en
el 68.8% de las ratas del grupo GP10, y del 56.3% de las osteotomias
proximales del mismo grupo, en comparacién al grupo con el mismo
periodo de seguimiento en el que no se habia asociado el colgajo perioéstico
(GA 10), en las que se observaron signos de consolidacion en el 12.5% de
las osteotomias proximales y 6.25% en las osteotomias distales (Tabla 11)
(Grafico 3).

- Del total de ratas del grupo control (GA), sélo en una de las 4 ratas en las
que se produjo consolidacion fue a nivel de la osteotomia distal (25%),
mientras que en el grupo experimental (GP), el porcentaje aument6 hasta el

59.3% (16/27).

Consolidacion OT Consolidacion

proximal OT distal
GA4 0% (0/8) 0% (0/8)
GA6 12.5% (1/8) 0% (0/8)
GA10 12.5% (2/16) 6.25% (1/16)
GP4 25% (2/8) 37.5% (3/8)
GP6 0% (0/8) 25% (2/8)

GP10 56.3% (9/16)  68.8% (11/16)

Tabla 11. Tasa de consolidacién evaluada por micro CT a nivel de la osteotomia (OT)
proximal y distal en cada grupo de estudio.

150 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



UrB

6. Resultados

140

120

100

80

60

40

20

o
GA4 GA6 GA10 GP4 GP6 GP10

B Consolidacién OT proximal B Consolidacién OT distal

Grafico 3. Tasa de consolidacion evaluada por microCT a nivel de la osteotomia (OT) proximal y
distal en cada grupo de estudio. Se observa una mayor tasa de consolidacién en los grupos
experimentales GP y a nivel de las osteotomias distales.

En el andlisis estadistico se calculd la odds ratio (OR) o reduccion absoluta de
riesgo (RAR) de consolidacion a nivel de las osteotomias al final del seguimiento
entre los diferentes grupos de estudio y su respectivo grupo control, y solo se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los de mds seguimiento

(GA 10-GP10) (Tabla 12).

Grupo OR/RAR Intervalo de confianza
4 semanas (GA 4-GP 4) -0.06 (RAR) [0.06 - -0.76]
6 semanas (GA 6-GP 6) -0.31 (RAR) [1.88 - -2.50]
10 semanas (GA 10-GP 10) 19.29 (OR) [3.63 - 184.50]

Tabla 12. Anélisis estadistico de la odds ratio (OR) / reduccién absoluta de riesgo (RAR) de
consolidacién a nivel de las osteotomias proximal y distal entre los diferentes grupos de
estudio y su respectivo grupo control.
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* Presencia de neoformacion 6sea

- En ninguna de las muestras de los grupos control GA se observé presencia
de neoformacion ésea a nivel del aloinjerto (Grafico 4).

- En todos los grupos experimentales GP se observé una presencia media de
neoformacion dsea moderada-amplia (igual o mayor diametro del fémur).

- Para realizar el anadlisis estadistico se consider6 que los valores 0 y 1 de la
escala se correspondieran con la ausencia de neoformaciéon 6sea y los
valores 2 y 3 con la presencia de esta. La tasa de presencia de neoformacién

6sea en el grupo experimental oscilé entre el 75% y el 87.5%.

90% 1
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20%

10%
-_— -_— -_—
0% - - . . : .

GA4 GA6 GA10 GP4 GP6 GP10

Grafico 4. Tasa de presencia de neoformacién ésea a nivel del aloinjerto dseo evaluada por
microCT en cada grupo de estudio. Se observa una nula formacién de neoformacién ésea en los
grupos control G4, a diferencia de las ratas del grupo experimental GP.

En el andlisis estadistico se calculd la reduccién absoluta de riesgo (RAR) de
presencia de neoformacion désea a nivel del aloinjerto entre los diferentes grupos de
estudio y su respectivo grupo control, observdndose diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 13).
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Grupo RAR Intervalo de confianza
4 semanas (GA 4-GP 4) -0.875 [-0.65 - -1.10]
6 semanas (GA 6-GP 6) -0.875 [-0.65 - -1.10]
10 semanas (GA 10-GP 10) -0.81 [-0.62 - -1.00]

Tabla 13. Anilisis estadistico de la reduccion absoluta de riesgo (RAR) de presencia de
neoformacion 6sea entre los diferentes grupos de estudio y su respectivo grupo control.
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Figura 38. Imagenes de microCT de muestras representativas de cada uno de los grupos. En los grupos control
GA 4,6 y 10 (A, By C, respectivamente) se observa una nula neoformacién 6sea en la superficie del aloinjerto. En
el fémur del grupo GA 10 (C) observamos signos de consolidacién a nivel de la osteotomia proximal. En los
grupos experimentales GP 4, 6 y 10 (D, E y F, respectivamente), se observa neoformacién 6sea alrededor de
aloinjerto en relacién al colgajo periéstico. Ademds, se observan marcados puentes 6seos a nivel de la
osteotomia distal en las muestras de los grupos GP 4 y 6 (D, E), y de ambas osteotomias en la del grupo GP 10
(C). La osteolisis del fragmento del fémur distal es un hallazgo que se repite tanto en los grupos control como
experimentales.
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Osteolisis periimplante
- Del total de ratas del estudio, s6lo se observé osteolisis periimplante
proximal en tres de ellas, dos del grupo GA 4 y 1 del grupo GP 4 (Grafico 5).
- En todos los grupos de estudio se observé una tasa de osteolisis

periimplante distal por encima del 75% (Grafico 6).
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Grafico 5. Tasa de osteolisis periimplante proximal en los diferentes grupos de estudio. Se observa
una distribucién homogénea, no superando el 25% en ninguno de los grupos.
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Grafico 6. Tasa de osteolisis periimplante distal en los diferentes grupos de estudio. Se observa una
distribucién homogénea, oscilando entre el 75-86% en todos los grupos. Obsérvese la diferencia con
la tasa de osteolisis proximal, que no supera el 25%.
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En el andlisis estadistico se calculé la odds ratio (OR) de riesgo de osteolisis

periimplante tanto proximal como entre los diferentes grupos de estudio y su

respectivo grupo control. No se observaron diferencias significativas entre ambos

grupos (Tabla 14).
Grupo OR Intervalo de confianza
4 semanas (GA 4-GP 4) 1 0.02-4.93
6 semanas (GA 6-GP 6) 0.77 0.15-3.93
10 semanas (GA 10-GP 10) 1 0.32-3.10

Tabla 14. Analisis estadistico de la odds ratio (OR) de riesgo de fractura del aloinjerto
entre los diferentes grupos de estudio y su respectivo grupo control.

Fractura del aloinjerto
Se observo una tasa de fractura del aloinjerto entre el 12.5% y el 50% en los

diferentes grupos de estudio (Grafico 7)

- Enlos grupos de 4 y 6 semanas, la tasa de fractura de los grupos control GA

fue inferior a la de los grupos experimentales GP.

- En los grupos de 10 semanas la tasa de fractura del grupo control GA 10

duplicé a la del grupo experimental GP 10.

En el andlisis estadistico se calculé la odds ratio (OR) de riesgo fractura entre

los diferentes grupos de estudio y su respectivo grupo control. No se observaron

diferencias significativas ninguno de los grupos estudiados (Tabla 15).
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Grafico 7. Tasa de fractura del aloinjerto 6seo en los diferentes grupos de estudio. Se observa
una distribucién homogénea excepto en el grupo GP4, en el que el 50% de los aloinjertos
0seos se encuentra fracturado.

Grupo OR Intervalo de confianza
4 semanas (GA 4-GP 4) 0.14 [0.003 - 2.42]
6 semanas (GA 6-GP 6) 0.43 [0.006 - 10.79]
10 semanas (GA 10-GP 10) 1.17 [0.07 - 18.32]

Tabla 15. Analisis estadistico de la odds ratio (OR) de riesgo de fractura del aloinjerto
entre los diferentes grupos de estudio y su respectivo grupo control.
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6.7. Estudio biomecanico

* Preparacion de las muestras

La planificacién inicial era procesar para el estudio biomecanico 8 muestras
del grupo aloinjerto (GA-10) y 8 del grupo periéstico (GP-10), y comparar los
resultados entre los dos grupos. Al realizar el estudio del primer grupo, al no
haberse producido la consolidacién de las osteotomias, las muestras se
desgarraban precozmente y se obtuvieron resultados muy dispares y no
evaluables, por lo que se decidi6 incluir un nuevo grupo control de los fémures
contralaterales no intervenidos y descartar el grupo control inicial GA-10.

Se prepararon un total de 16 muestras (C1-8 y GP10 9-16). Dos de las
muestras control (C3 y C4) y una de las muestras del grupo GP 10 (GP10 16) se
rompieron en la extraccion de los moldes durante el proceso de encastracién en
cemento dseo, por lo que solamente se realizaron los ensayos de torsiéon sobre una

poblacion total de 13 muestras (1 ensayo por muestra) (Figura 39).

Figura 39. Imagen fotografica de la colocacién de las mordazas de las muestras con los
fémures encastados en cemento 4seo.
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e (Caracterizacion mecdnica a torsion

Los ensayos se realizaron hasta la fractura del componente. La fractura de
los fémures control tuvo lugar aproximadamente en el centro de la diafisis y de
manera fragil, mientras que las muestras con el constructo dseo implantado

presentaron desgarro del tejido implantado (Figura 40).

Figura 40. Fotografia de los tipos de fractura observadas. Izquierda: fractura de la diéfisis de un
fémur control. Derecha: desgarro del tejido correspondiente al constructo dseo implantado en un
fémur tratado quirtrgicamente.

En la Tabla 16 se muestran los valores de resistencia maxima a torsion
expresados en forma de torque maximo a rotura (N/mm), obtenidos para cada una
de las muestras ensayadas. No existe desviacidn estandar en los resultados porque

sélo se realiz6 un test por muestra, ya que se trata de un ensayo destructivo.
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Torque (N-mm)

Grupo control GP 10
598.6 (C1) 502.0 (GP109)
406.7 (C2) 120.4 (GP10 10)
619.5 (C5) 221.9 (GP10 11)
578.8 (C6) 654.0 (GP10 12)
484.3 (C7) 290.9 (GP10 13)
670.8 (C8) 378.5 (GP10 14)

456.2 (GP10 15)

Tabla 16. Valores maximos obtenidos de torsién en N-mm.

A continuacién se muestran los graficos correspondientes a los ensayos de
torsion realizados para cada una de las muestras evaluadas (Figuras 41-53). En
cada uno de ellos se muestran los valores de torque o esfuerzo a torsién (N-mm)
en funcién del dngulo de rotacién girado (grados). Con una flecha roja sobre el
grafico se indica el punto de torque maximo obtenido para el ensayo, el cual
corresponde a la fractura del componente.

Las graficas correspondientes a los ensayos de torsidn realizados para las
muestras del grupo control (Figuras 41-46) representan un comportamiento
similar entre ellas, ya que todas presentan un primer pico de torque maximo
correspondiente al momento de la fractura del fémur. Este valor corresponde a la
resistencia maxima a torsién soportada por las muestras. Posteriormente, se
observa un descenso del torque registrado por la maquina hasta practicamente 0
N-mm. Este descenso es debido a que los fémures control se fracturaron casi
completamente al alcanzar el torque maximo. En la muestra C2 se observa una
ligera tendencia al alza de los valores de torque registrados tras el pico maximo,
correspondientes a las zonas de union de la seccion del fémur que atin no estaban

fracturadas.
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Figura 41. Grafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra C1.
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Figura 42. Gréafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra C2.
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Figura 43. Grafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra C5.

100 j
[} e : ".ﬁ' H,

0 5 10 15 20 25 30 35
Angulo de rotacion ()

Figura 44. Grafica correspondiente al ensayo de torsion para la muestra Cé6.
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Figura 45. Grafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra C7.
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Figura 46. Grafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra C8.
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Las graficas correspondientes a las muestras tratadas quirurgicamente GP
10 (Figuras 47-53) también presentan un comportamiento similar entre ellas. Este
tipo de muestras también mostraron un valor de torque madaximo, aunque
comparativamente menores que los obtenidos en las muestras del grupo control.
En los casos GP10 10 y 11, tras la obtencién del torque maximo, los valores
registrados por la maquina no descienden a cero porque no ocurre una fractura
completa del hueso, sino que el tejido correspondiente al injerto éseo implantado
sufre una gran deformaciéon durante la torsiéon que permite que la muestra siga
girando durante el ensayo sin llegar a desprenderse completamente. Estos casos se
corresponden con los fémures que no presentaron una consolidacién completa de
las dos osteotomias.

Los puntos obtenidos en las graficas para las muestras tratadas
quirdrgicamente muestran mas dispersion que los resultados de las muestras
control, debido a la deformacién que sufre el tejido injertado, presentando un
comportamiento mas elastico que el resto de las muestras.

Aun asi, cabe destacar que la fractura de las muestras del grupo GP 10, a
excepcién de GP10 10 y 11, no ha tenido lugar en las interfases hueso huésped-

injerto, sino que es el propio injerto el que se fractura.
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Figura 47. Grafica correspondiente al ensayo de torsiéon para la muestra GP10 9.
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Figura 48. Grafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra GP10 10.
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Figura 49. Grafica correspondiente al ensayo de torsion para la muestra GP10 11.
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Figura 50. Grafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra GP10 12.
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Figura 51. Gréfica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra GP10 13.
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Figura 52. Grafica correspondiente al ensayo de torsion para la muestra GP10 14.
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Torque (N-mm)
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Figura 53. Gréafica correspondiente al ensayo de torsién para la muestra GP10 15.

A continuacién se muestran los valores promedio de resistencia a la torsion
para cada grupo de muestras junto con su desviaciéon estandar (Tabla 17). Se

representan graficamente en el Grafico 8.

Tipo de muestra Torque medio (N-mm)
Control 559.78 + 96.86 N-mm
GP 10 374.87 £ 180.67 N-mm

Tabla 17. Valores promedio y desviacién estandar de torque maximo (N-mm) para cada
grupo de muestras evaluadas
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Grafico 8. Grafico correspondiente a los valores promedios y su desviacion estandar para las
muestras control y del grupo experimental GP 10.

A partir del andlisis estadistico que se ha llevado a cabo sobre los resultados
obtenidos de torque maximo en los tres grupos, puede afirmarse que si existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y GP 10. Las
muestras tratadas quirdurgicamente (GP 10) presentan mayor variabilidad en los

valores de torque maximo obtenidos en comparacion con las muestras control.
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6.8. Estudio de microscopia confocal

Las imagenes obtenidas mostraron areas marcadas en azul (oxytetraciline,
postoperatorio inmediato), verde (calcein green, 4 semanas) y rojo (xylenol
orange, 6 semanas) que representaban regiones de deposicién 6sea marcadas con
los fluorocromos en diferentes momentos de la mineralizacion del tejido. El uso de
fluorocromos nos permitié evaluar la dindmica de la formacién ésea in vivo.

Se evaluaron un total de 18 muestras (2 de cada grupo GA 4, GA 6, GA 10, GP
4 y GP 6; y 8 del grupo GP 10). Se objetivaron dos patrones de marcaje bien
diferenciados entre ellos: en los grupos control (GA) existia un marcaje
desestructurado, mientras que en los grupos experimentales (GP) el marcaje era
lineal y estructurado, lo que indicaba la neoformacién 6sea ya descrita en relacién
al colgajo periostico utilizado (Figura 54). Ademas, en el grupo experimental se
observd aposicion 6sea sincrénica y organizada a nivel perivascular, que no se
observé en los grupos controles (Figura 55).

En el grupo GP 10, mediante la medicion de la distancia entre los diferentes
marcajes, se pudo calcular la tasa de aposiciéon dsea. De esta manera, se observd
una mayor tasa de aposicion ésea en las 4 primeras semanas de seguimiento (2.32-
6.21 um/dia), correspondiente al primer intervalo de marcaje, disminuyendo ésta

aproximadamente 15-37% entre la 42 y la 62 semana (0.85-4 um/dia). (Figura 56).
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Figura 54. Imagenes correspondientes a marcaje flurocrémico en una rata del grupo control GA 10 (A) y
experimental GP 10 (B). El marcaje azul se corresponde con la oxytetracicline (0 semanas), el verde con
calcein green (4 semanas) y el rojo con xylenol orange (6 semanas). Se observa una aposicién 6sea
desestructurada en la primera, adquiriendo una conformacién lineal en relaciéon al colgajo peridstico en el
grupo experimental.
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Figura 55. Imagenes correspondientes a marcaje flurocrémico en dos ratas del grupo experimental GP 10. El
marcaje azul se corresponde con la oxytetracicline (0 semanas), el verde con calcein green (4 semanas) y el rojo
con xylenol orange (6 semanas). Se observa una aposiciéon ésea organizada alrededor de los vasos (flecha
blanca), asi como periéstica (flecha amarilla)
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Figura 56. Medicién de tasa de aposicién dsea en dos ratas del grupo experimental GP 10. El marcaje azul se
corresponde con la oxytetraciline (0 semanas), el verde con calcein green (4 semanas) y el rojo con xylenol
orange (6 semanas). Se observa una aposiciéon 6sea mayor en las primeras semanas de seguimiento.
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6.9. Estudio mediante microscopia electronica de barrido

Se evaluaron un total de 18 muestras (2 de los grupos GA 4, GA 6, GA 10, GP
4 y GP 6; y 8 del grupo GP 10). Las imagenes se muestran en escala de grises, de
esta manera, a mayor mineralizacién dsea, y por consiguiente mas avanzado
estado de maduracién del tejido, mas brillante se observa la imagen. Por el
contrario, los tejidos mineralizados presentes con una tonalidad mas cercana al
gris son mas inmaduros, por tanto, con menor grado de mineralizacién. Asimismo,
la microscopia electrénica SEM permite observar la estructura y morfologia del
tejido (porosidad, tamafio y distribucién de poros, ordenacion tisular, etc.) y
posibilita la identificacién del tipo de tejido mineralizado presente (cartilago
calcificado, hueso fibrorreticular, tejido condroide, hueso lamelar, etc. ) [292].

En las muestras del grupo control GA se observa tejido 6seo maduro que se
corresponde con el aloinjerto, asi como tejido mineralizado inmaduro procedente
de los extremos del hueso huésped que intenta incorporar el aloinjerto 6seo por
sus extremos (Figura 57). A diferencia de estos, en las muestras del grupo
experimental GP el tejido mineralizado inmaduro también se encuentra en la
superficie del aloinjerto 6seo (Figura 58).

Por otra parte, en las muestras del grupo experimental GP 10 se observaron
claros signos de consolidacion a nivel de las interfases, asi como de incorporacién

del aloinjerto 6seo (Figura 59 y 60).
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Figura 57. Imagenes que corresponden a composicién de micrografias (stitching) obtenidas por microscopia
electrénica de barrido de ratas de los grupos control GA 4 (A), GA 6 (B), y GA 10 (C). Se puede observar el tejido
6seo maduro (*) y tejido 6seo neoformado inmaduro (#) procedente de los extremos del hueso huésped que
intenta incorporar el aloinjerto. Las interfases hueso huésped-aloinjerto (A y B) no se encuentran en contacto,
sino que estdn separadas por resina polimérica (flecha naranja), lo cual indica no unién. En la imagen
correspondiente a GA 10 (C) el aloinjerto se ha fragmentado y reabsorbido, y sélo encontramos un pequefio
fragmento cortical (flecha azul), formando una masa de tejido desestructurado y poco mineralizado.
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Figura 58. Imagenes que corresponden a composicién de micrografias (stitching) obtenidas por microscopia
electronica de barrido de ratas de los grupos experimental GP 4 (A), GP 6 (B) y GP 10 (C). Se puede observar el
tejido 6seo maduro (*) y tejido 6seo neoformado inmaduro (#). Este tltimo, a diferencia del grupo control, no
s6lo procede de los extremos del hueso huésped, sino que ademas se sittia encima de la superficie del aloinjerto
procedente del colgajo peridstico. Las interfases hueso huésped-aloinjerto (A y B) no se encuentran en contacto
(flecha naranja), observandose trabéculas osteocartilaginosas correspondientes a un proceso de osificacién
endocondral sin haberse producido consolidacién. En la muestra del grupo GP 10 (C) se observan signos de
reabsorcion y osteointegracion del aloinjerto (flecha azul), ademas de trabéculas de matriz osteoide en fase de
osificacién membranosa (flecha verde), a diferencia de los grupos control.
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Figura 59. Imagen correspondiente a composicién de micrografias obtenida por microscopia electrénica de
barrido de una rata del grupo GP 10. Se observa consolidaciéon completa de la interfase hueso huésped -
aloinjerto a ambos lados de la aguja endomedular (flecha roja). En la imagen superior derecha se observa el
detalle de la interfase proximal, en la que encontramos trabéculas osteocartilaginosas caracteristicas de un
proceso de osificaciéon endocondral. En la imagen inferior se observa el detalle del aloinjerto y la interfase
distal, donde se ha producido una osificacion membranosa con una integracién y remodelacién completa de
aloinjerto, sin poder diferenciar la interfase distal. Se observa ademas la presencia de tejido mineralizado
procedente del aloinjerto inicial en contacto con el implante, indicando la vitalidad del tejido.
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Figura 60. Imagen correspondiente a micrografia obtenida por microscopia electrénica de barrido de una
rata del grupo GP 10. Se observa consolidacién completa la interfase désea distal (flecha roja), asi como
recanalizacién vascular y osteointegracién completa del aloinjerto (#). En la imagen inferior izquierda se
observa el detalle de la interfase proximal, con trabéculas osteocartilaginosas correspondientes a un
proceso de osificacién endocondral. En la imagen inferior derecha, observamos trabéculas de matriz
osteoide en fase de osificacién membranosa correspondiente a la interfase distal.
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6.10.Estudio histolagico

Podemos diferenciar el tejido 6seo correspondiente a la zona coloreada en
verde, y el tejido no calcificado en la zona coloreada en ocre mediante la tincién de
Masson y Goldner en secciones no descalcificadas, incluso si se observan
macroscopicamente. En las muestras pertenecientes al grupo experimental (GP) el
area de muestra tefiida con coloraciéon verdosa es mayor debido a la mayor
presencia de tejido 6seo. Mientras que en las muestras del grupo control (GA) se
observa mdas cantidad de tejido no mineralizado alrededor del hueso y menor
uniformidad en su estructura (Figura 61).

En la evaluacién de las muestras bajo microscopio 6ptico, se observan
osteocitos y osteoblastos localizados en el hueso neoformado y en el margen de las
trabéculas 6seas, de forma linear. Los osteoclastos y condroclastos se visualizan
como células polinucleadas en el limite con el tejido no mineralizado, color ocre.
Estos hallazgos indican un proceso regulado de regeneracion ésea, con resorciéon
osteoclastica seguida de aposicion osteoblastica.

En la muestra del grupo control (Figura 62), no se observa incorporaciéon
del aloinjerto ni hueso neoformado. Existe una gran masa de tejido no

mineralizado que engloba el aloinjerto, que muestra un aspecto desestructurado.

UNB

Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero | 179



UrB

6. Resultados

Figura 61. Imagenes macroscépicas de muestras tefiidas con Tricromico de Masson Goldner, colocadas
verticalmente, con la cabeza femoral en la parte superior de la imagen. Se observa la diferencia entre la
muestra del grupo control GA 10 (A), donde hay una gran cantidad de tejido no mineralizado (ocre) con
desestructuracion del aloinjerto 6seo. La imagen difiere de las muestras del grupo experimental GP 10 (B,
C) donde observamos tejido 6seo estructurado (verde) con consolidaciéon completa (flecha roja) de la
interfase distal, no asi de la proximal (flecha amarilla). En la imagen D, también correspondiente al grupo
GP 10, observamos consolidacion en ambas osteotomias.

180 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



UrB

6. Resultados

Figura 62. Imagenes obtenidas bajo microscopio 6ptico de una muestra del grupo control GA 10 tefiida
con Tricrémico de Masson Goldner. En las imagenes aumentadas (4x y 10x), se observan trabéculas
osteocartilaginosas correspondientes a un proceso de osificacién endocondral. Obsérvese también la gran
presencia de tejido no mineralizado que engloba el aloinjerto, ambos mostrando un aspecto
desestructurado.
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En las muestras del grupo experimental (Figuras 63-65), se observa que el
aloinjerto 6seo carente de osteocitos ha sido incorporado al hueso huésped y se ha
iniciado un proceso de remodelacion consistente en la reabsorcién del aloinjerto y
la revascularizacion del hueso preexistente. Resultado de este proceso, se observa
que el aloinjerto inicial ha adoptado la misma estructura y caracteristicas del
hueso huésped, convirtiéndose en un tejido vital que ha sido capaz de producir
tejido 6seo en contacto intimo con el implante metalico. Se observa ademas, una
aposiciéon de hueso neoformado procedente del colgajo peridstico en la superficie
del aloinjerto.

En cuanto a la consolidacion 6sea, se visualiza una completa unién a nivel
de las interfases distales hueso huésped - aloinjerto, y se observan trabéculas de
matriz osteoide en fase de osificacion membranosa, que sélo aparece en una de las
muestras a nivel proximal (Figura 65). En las otras muestras del mismo grupo, a
nivel de la interfase proximal se observa tejido cartilaginoso en proceso de
osificacién endocondral, que no ha conseguido todavia la consolidacién ésea. Las
localizaciones donde encontramos osificacion membranosa estan en contacto con
zonas donde observamos un periostio grueso, organizado y vascularizado, a

diferencia de las interfases proximales, donde se encuentra desorganizado.
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Figura 63. Imagenes obtenidas bajo microscopio éptico de una muestra del grupo experimental GP 10 tefiida
con Tricromico de Masson Goldner. En las imagen aumentada inferior izquierda (10x) se observan trabéculas
de matriz osteoide en fase de consolidacién mediante osificaciéon membranosa. En la imagen superior
izquierda (10x) se observa tejido fibroso organizado que se corresponde con el colgajo periéstico (flecha roja)
con el vaso que lo vasculariza (*). En la imagen superior derecha (10x) observamos la interfase proximal no
consolidada, con tejido cartilaginoso en un proceso de osificacién endocondral. En la imagen aumentada
inferior derecha (40x) observamos el tejido 6seo neoformado en contacto con el implante a nivel del aloinjerto
0seo, sugiriendo el estado vital de éste.
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Figura 64. Imagenes obtenidas bajo microscopio éptico de una muestra del grupo experimental GP 10
tefiida con Tricrémico de Masson Goldner. En las imagenes aumentadas de la izquierda se observa fibras de
periostio en contacto con tejido mineralizado. Nétese la diferencia entre el periostio a nivel de la interfase
distal (inferior), donde observamos fibras lineares bien organizadas, con el periostio a nivel de la interfase
proximal no consolidada (superior), con fibras desorganizadas. En la imagen superior derecha (4x)
observamos la interfase proximal no consolidada, con tejido osteocartilaginoso en un proceso de osificaciéon
endocondral. En la imagen aumentada inferior derecha (10x) se observan trabéculas de matriz osteoide en
fase de osificacién membranosa, correspondientes a la interfase distal ya consolidada.
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Figura 65. Imagenes obtenidas bajo microscopio 6ptico de una muestra del grupo experimental GP 10
tefiida con Tricromico de Masson Goldner. En las imagenes aumentadas de las interfases éseas tanto
proximal como distal (10x) se observa una consolidacién completa por una osificacién membranosa. Se
observa que el tejido correspondiente al aloinjerto se ha revascularizado y remodelado adoptando la misma
estructura y caracteristicas que el hueso huésped, habiéndose producido la revitalizacién del aloinjerto. En
las imagenes aumentadas centrales se observa la presencia de fibras del colgajo peridstico lineares
organizadas a ambos lados del aloinjerto .
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7. DISCUSION

7.1. Capacidad de osteointegracion y revitalizacion del colgajo peridstico

vascularizado

El salvamento de extremidad se ha convertido en el estandar de tratamiento
en pacientes afectos de tumor éseo maligno. Se ha conseguido reemplazar
actualmente a la amputacién sin comprometer el pronéstico oncoldgico, de la
misma manera que sucede con patologia traumatica o séptica. Esto se debe en gran
parte al avance en los tratamientos adyuvantes, las técnicas quirdrgicas y los
implantes de reconstruccion [1]. Ademas, la mejoria de las tasas de supervivencia
de estos pacientes exige una alta calidad de las técnicas reconstructivas. La
reconstruccion de defectos 6seos masivos sigue representando en la actualidad
uno de los principales retos terapéuticos que encontramos en la cirugia ortopédica.

Entre las opciones reconstructivas, una de las mas utilizadas es el aloinjerto
masivo. Sin embargo, no estd exento de complicaciones, con tasas de no unién de
entre el 10% y el 15%, de fractura del 7% al 30% y de infeccién del 5% al 21% en
cirugias de salvamento de extremidad [5-11]. La baja tasa de consolidacién que
presentan los aloinjertos 6seos estructurales en la clinica se ha reproducido en
estudios preclinicos de reconstruccion de defectos dseos criticos. Poser y cols.
[230] describieron y validaron un modelo de defecto 4seo critico en rata de 5 mm
en el tercio medio femoral. En la reconstrucciéon de estos defectos con aloinjerto
6seo estructural, son varios los autores que no han objetivado osteointegracion ni
osteogénesis a las 6, 8 ni 12 semanas de seguimiento [227,228,231,233]. En
nuestro trabajo se han confirmado estos datos, observidndose en el estudio
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mediante microCT la ausencia practicamente completa de puentes éseosalas 4,6 y
10 semanas de seguimiento en los grupos control GA, tanto en las osteotomias
proximales como distales. Al realizar el estudio histologico e histomorfométrico se
corroboraron estos resultados, evidencidndose una nula integracién del aloinjerto
con el hueso huésped y manteniendo su estado avascular.

Uno de los puntos controvertidos cuando se realizan reconstrucciones de
defectos 6seos masivos es el sistema de fijacion. No existe un dispositivo de fijacion
ideal para los aloinjertos. La fijaciéon con clavo se ha asociado a una tasa mas alta
de no unién y reintervencién que con el uso de placas [58]. Estudios previos
habian sugerido que una fijacién rigida, como la que aportan las placas, aumentaba
la incorporacién del aloinjerto [11,57]. Vander Griend [11] ademdas destaco la
asociacién entre la obtencion de una fijacién estable, mas sencilla con el uso de
placas, y la disminucién de la tasa de no unién. A pesar de ello, no encontraron
relacién significativa entre la tasa de unién y el tipo de dispositivo de fijaciéon
aplicado. Por otra parte, observaron un aumento significativo de la tasa de fractura
del injerto con el uso de placas, probablemente producido por el estrés mecanico
asociado. De la misma manera, Thompson y cols. [65] identificaron una relacién
clara entre la fractura del aloinjerto y la penetraciéon de su cortical con los
implantes utilizados, lo cual sucedia mayoritariamente con las placas. Si nos
centramos en estudios experimentales la controversia todavia es mayor, dado que
es dificil obtener una fijaciéon reproducible y que permita una carga inmediata
sobre la extremidad sin comprometer la reconstrucciéon. En nuestro estudio se
utiliz6 una aguja endomedular como sistema de fijacion, analoga a los clavos
endomedulares que se utilizan en fijaciones diafisarias en la practica clinica. Se
valor6 la opcién de placa, pero consideramos que podria interferir con el colgajo
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peridstico, lo cual disminuiria en gran medida la superficie de contacto. Ademas,
Gebauer y cols. [237] habian recomendado el uso del enclavado endomedular
como implante de eleccién en el tratamiento de defectos en fémur de rata. Se
colocé el clavo endomedular de forma retrégrada desde el defecto 6seo ya que de
esta manera disminuia el riesgo de perforaciéon cortical, como sucede en un
porcentaje no despreciable cuando se introduce anterégradamente desde el
trocanter mayor, tal como habian observado Jager y cols. [226]. De esta manera
también evitdbamos la protrusién de la aguja a nivel intraarticular en la rodilla al
introducir el clavo retrégradamente desde el fémur distal, tal como habiamos
observado que sucedia en el estudio piloto previo en el que empleamos esta
técnica. En el presente estudio, si bien se obtuvo una buena fijacién en el fémur
proximal, a nivel distal fue precaria. A pesar de obtener una buena fijacién
intraoperatoriamente, al final del seguimiento, tanto en los grupos controles como
experimentales, se observo una tasa de osteolisis periimplante distal mayor al
75%. Jager y cols. [226] ya habian destacado como problema de este tipo de
fijacion la ausencia de estabilidad rotacional. Ademads, dada la morfologia del fémur
con un ensanchamiento metafisario distal, al existir campaneo distal de la aguja
que no se encuentra bloqueada, se produce consecuentemente osteolisis de este
segmento. En los ultimos afios se ha desarrollado un modelo de clavo endomedular
bloqueado para fémur de rata (RatNail, RISystem®) que podria solventar los
problemas de la aguja endomedular, aunque el elevado coste econémico en
comparacion a la aguja roscada, asi como la limitada evidencia con estos implantes
en el momento actual, hicieron que nos decantaramos por la aguja como sistema
de fijacion.

El aloinjerto 6seo estructural, a pesar de las complicaciones que presenta,
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comparado con constructos disefiados en ingenieria tisular con materiales duros,
sigue siendo la opcién 6ptima en la reconstruccion de grandes defectos, dadas sus
propiedades mecanicas [239,240]. Aprovechando estas ventajas mecanicas,
diversos autores han estudiado como mejorar las caracteristicas biolégicas
estimulando su bajo potencial osteogénico, y han reportado efectos favorables con
el uso de BMP, ALK2, prostaglandina E2 y PTH [227,228,234,241-243,245-
248,253-260]. Una de las lineas de estudio que se encuentra actualmente en
desarrollo es la del disefio de un periostio sintético aplicable a la practica clinica,
aunque los trabajos se encuentran en fases muy iniciales debido a que la
complejidad de la estructura y caracteristicas del periostio hacen muy dificil
replicar todas sus propiedades in vitro [231,266-270].

La propiedad osteogénica del periostio gracias a las células madres
mesenquimales que se encuentran en el cambium ha sido estudiada en diversas
ocasiones [183-187]. Concretamente, en estudios experimentales se ha observado
que la retirada del periostio de un autoinjerto en reconstrucciones de defectos
6seos masivos disminuia la formacién 6sea del injerto entre el 63 y 73%, y reducia
en un 75% en el ndmero de osteoclastos, lo que compromete la capacidad de
remodelacion [190,288]. Asimismo, se ha evidenciado que la capacidad
osteogénica del periostio esta intimamente ligada con su vascularizaciéon
[193,195,196]. A pesar de la amplia informaciéon que tenemos de las propiedades
del periostio in situ, existe una evidencia cientifica muy limitada en cuanto a sus
caracteristicas y capacidades como colgajo vascularizado. Ortak [198] comparé la
actividad osteogénica de colgajos periosticos, injertos peridsticos y periostio
prefabricado, concluyendo que ésta era claramente mayor y mas precoz con los
colgajos periodticos vascularizados. Vogelin y cols. [248] demostraron que la

192 | Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero



7. Discusion

neoformacioén ésea en un defecto 6seo critico aumentaba en aproximadamente el
50% con la asociacién de un colgajo peridstico vascularizado a una matriz con
rhBMP-2. No obstante, objetivaron que no se producia cuando a la matriz no se le
habian afiadido rhBMP-2. Nau y cols. [20] evidenciaron un aumento tanto de la
osteogénesis como de la neoangiogénesis con el uso de colgajos peridsticos
vascularizados, se asociara o no a matriz o a células madre mesenquimales. En su
trabajo destacaron la importancia de que se tratara de un colgajo vascularizado, ya
que al ligarse el pediculo se observé Unicamente una minima formaciéon dsea a
nivel del defecto y el colgajo peridstico reabsorbido parcialmente a las 4 semanas y
totalmente a las 8 semanas. Ademas, entre los grupos con colgajo peridstico
vascularizado, observaron los resultados éptimos en cuanto a densidad ésea y
estabilidad biomecanica cuando se habian asociado células madre mesenquimales.
En el presente estudio se ha evidenciado la capacidad osteogénica del periostio en
su faceta de colgajo, y se ha observado presencia de neoformaciéon 6sea moderada-
amplia (igual o mayor al didmetro del fémur) en todos los grupos experimentales,
que se extendia a lo largo de todo el injerto, siendo nula en todos los grupos
controles, con diferencias estadisticamente significativas Esta capacidad supondria
una gran ventaja respecto al colgajo de peroné vascularizado, donde el potencial
osteogénico se encuentra Unicamente en los extremos del colgajo [187].

En el estudio histolégico y mediante SEM observamos que dicha
neoformacién ésea correspondia a tejido 6seo inmaduro procedente del periostio
en contacto con el aloinjerto, remodeldndolo e incorporandolo. En las muestras del
grupo control Gnicamente se observaba tejido 6seo inmaduro procedente de los
extremos del hueso huésped, pero carecian de este tejido en la superficie del
aloinjerto. Tiyapatanaputi y cols. [289] ya observaron que con el uso de
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autoinjertos estructurales con el periostio intacto en reconstrucciones de defectos
intercalares (se realizaban osteotomias proximal y distal en el fémur, pero se
mantenia en el mismo lugar), existia neoformacién 6sea a nivel de la superficie de
estos mediante un proceso de osificaciéon intramembranosa y en las interfases
6seas de tipo endocondral, mientras que con el uso de aloinjertos éseos
Unicamente estaba presente la segunda. En nuestro trabajo, al correlacionar estas
imagenes con las de microscopia confocal tras marcaje con fluorocromos, se ponia
de manifiesto que existe una aposiciéon 6sea lineal y estructurada del tejido
mineralizado neoformado propia del colgajo peridstico, a diferencia de las
muestras del grupo control en que existia una gran desestructuracién oOsea

(Figuras 66y 67).
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Figura 66. Relacidn de imagenes de microCT - microscopia electrdénica de barrido - microscopia confocal en
rata del grupo control GA 10. Se observa una fragmentacién y reabsorcién del aloinjerto. No observamos
tejido 6seo neoformado en la superficie del aloinjerto, sino en los extremos del hueso huésped. Al relacionar
las imagenes con las de microscopia confocal, observamos que el hueso neoformado se corresponde con un
hueso desestructurado, sin crecimiento ordenado.
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Figura 67. Relacion de imagenes de microCT - microscopia electrénica de barrido - microscopia confocal
en una rata del grupo experimental GP 10. Se observa como el aloinjerto 6seo se ha osteointegrado con el
hueso huésped. Al relacionar las imagenes con las de microscopia confocal, observamos como el hueso
neoformado se corresponde con hueso procedente del colgajo periéstico con crecimiento lineal de forma
estructurada.
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Gracias al marcaje con fluorocromos en diferentes etapas del seguimiento,
se pudo calcular la tasa de aposicion 6sea que traduce la velocidad osteogénica del
colgajo peridstico. Estas tasas son variables ya que dependen de la distancia que
hay de la zona de medicién tanto a la fisis como a la cortical [290], y, dado que el
objetivo de nuestro estudio no era evaluar la tasa de aposiciéon dsea, en nuestro
trabajo sélo se realiz6 una mediciéon Unica por muestra a modo de andlisis
descriptivo, que era equiparable a resultados descritos en estudios previos
[291,292]. Al relacionar la tasa de aposicién 6sea entre el primer periodo de
marcaje y el segundo, se pudo evidenciar que la velocidad de osteogénesis del
colgajo peridstico era muy intensa en las primeras semanas, y que pese a disminuir
su velocidad, mantenia un potencial osteogénico activo a lo largo de todo el tiempo
de seguimiento. Ademas, se objetivo una aposicion dsea sincrénica y organizada a
nivel perivascular, que no se observd en los grupos controles. Los resultados
obtenidos ponen de manifiesto que el cambium del periostio, si el colgajo se
levanta cuidadosamente, no se ve afectado y mantiene sus propiedades, pese a no
incluir la capa mas externa de la cortical con el colgajo, contrariamente a lo que
habia sugerido Sakai [201].

Uno de los principales y mas destacables resultados de nuestro estudio es el
aumento de la tasa de consolidacién a nivel de las interfases hueso huésped-
aloinjerto en todos los grupos de estudio al asociar el colgajo periostico
vascularizado. Esta se producia de forma mas destacable a nivel de las interfases
distales, en las que se ha pasado de observar una tasa consolidacion del 6.25% en
el grupo control de 10 semanas de seguimiento, a ser 10 veces mayor al asociar el
colgajo periostico. La asociacion de un colgajo peridstico vascularizado actia de
este modo como un factor protector de no consolidacién y de movilidad a nivel de
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las interfases 6seas. Asimismo en los grupos de 4 y 6 semanas se ha conseguido la
consolidacion en mas del 25% de los casos, siendo nula en los grupos controles. Al
realizar el estudio histolégico y mediante SEM, observamos que en los casos en los
que se producia consolidacion de las interfases (principalmente distales) se habia
llevado a cabo una osificaciéon intramembranosa. Esta es una osificacién directa,
que se origina en una membrana mesenquimatica vascularizada, el colgajo
peridstico en nuestro caso, y que no requiere del paso por tejido cartilaginoso
como sucede con la osificacion endocondral. De este modo se consigue una
osificacién mas precoz y de mas calidad en un periodo de tiempo mas corto. La
importancia de este hallazgo la encontramos al compararlo en lo que se habia
observado en publicaciones previas tanto experimentales como clinicas. En
condiciones normales, los huesos largos se forman y se reparan por un proceso de
osificacién endocondral con formaciéon de callo éseo, que es mas lenta y muy
dependiente de factores como la vascularizacion y la estabilidad [293]. De la
misma manera, en reconstrucciones de defectos 0seos intercalares, las uniones de
las interfases aloinjerto 6seo-hueso huésped se producen mediante una osificaciéon
endocondral [4,55,294]. Se observa también el mismo tipo de osificaciéon en las
interfases con el uso de autoinjertos estructurales [289]. El hecho de que al asociar
un colgajo peridstico vascularizado se produzca una consolidaciéon 6sea mediante
una osificacién intramembranosa ponen de manifiesto el extraordinario potencial
osteogénico y de osteointegracion que posee el colgajo peridstico vascularizado.
Por otra parte, llama la atenciéon que en el grupo experimental GP 6 no se
observd consolidacién en ninguna de las interfases proximales, siendo incluso
menor, aunque no significativo, que en su grupo control. Estos datos creemos que
se pueden explicar porque el colgajo periéstico que utilizamos, tal como describié
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Nau [20], tenia una superficie de 5x4 mm asi como pediculo de longitud limitada, y
a pesar de que se intenté suturarlo centrado cubriendo la maxima superficie del
aloinjerto, en ocasiones la interfase proximal s6lo quedaba cubierta parcialmente.
Ademas, dada la movilidad precoz postquirtrgica de la rata, existe la posibilidad de
que el colgajo migrara parcialmente hacia distal, dejando descubierta la interfase
proximal. El analisis histolégico respalda esta teoria, encontrando en las interfases
proximales no consolidadas del grupo experimental tejido osteocartilaginoso en
un proceso de osificacién endocondral, tal como sucede en los grupos controles, y a
diferencia de lo que sucede en las interfases distales, donde aparece matriz
osteoide irregular en fase de osificacion membranosa. Ademas, observaban a nivel
de la interfase distal y superficie del aloinjerto fibras de periostio lineares, que en
cambio se encontraban desorganizadas a nivel de las osteotomias proximales en
las que no se produjo consolidacion. En la literatura encontramos algunos datos
sobre el papel de los colgajos periosticos en la consolidacién de interfases 6seas,
todas ellas hacen referencia a hallazgos clinicos. Son varios los autores han
objetivado una disminucién del tiempo de consolidacién al asociar un faldén de
periostio a colgajos de perones vascularizados en reconstrucciones de defectos
6seos [15-17,221]. Soldado y cols. [18,187] reportaron resultados excelentes con
colgajos peridsticos vascularizados en el tratamiento de pseudoartrosis complejas
o la prevencion de no uniones del aloinjerto éseo en reconstrucciones de grandes
defectos, con tiempos de consolidacién incluso menores que con el uso de colgajos
de peroné vascularizados mediante la técnica de Capanna. En su serie,
disminuyeron los tiempos de unién publicados con el uso de colgajos de peroné
vascularizado asociado a aloinjertos masivos de 5.4 meses en osteotomias
metafisarias y 19.1 meses en diafisarias [33,175], a 2.8 meses y 7.1 meses,
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respectivamente, con el uso de colgajos peridsticos vascularizados. Por otra parte,
en nuestro trabajo ambas osteotomias eran diafisarias, que presentan una menor
tasa de union en estudios clinicos [9,10,57,58]. Frisoni y cols. [59] identificaron la
localizacion de la osteotomia diafisaria como un factor de riesgo de no unién
respecto a la metafisaria. Aranguren y cols. [68], ademas, demostraron un tiempo
medio de consolidacion menor de las osteotomias metafisarias respecto a las
diafisarias (6.5 meses vs. 16 meses). No obstante, también cabe destacar que otros
estudios no han encontrado diferencias o incluso refieren una mayor tasa de
retraso de consolidacién en osteotomias metafisarias [59,295]. Estos resultados
desfavorables con las osteotomias diafisarias se pueden explicar por una menor
superficie de contacto en estas interfases, en comparacién con uniones
metafisarias o epifisarias. Consideramos que estos datos aun aportan mas valor a
nuestros resultados, ya que incluso en las condiciones mas adversas se han
conseguido unas tasas de consolidacién del 68.8% y de 56.3% a las 10 semanas de
seguimiento en las osteotomias distal y proximal, respectivamente, gracias al
colgajo periostico vascularizado.

Entendemos la revitalizaciéon de un aloinjerto como su revascularizacion,
incorporacién y remodelacion, y posterior conversién en un hueso viable, no
necrotico, con las propiedades biomecanicas y la capacidad reparativa de un hueso
normal [50-52]. Se lleva a cabo mediante un proceso conocido como creeping
substitution [53]. Ennekin [55] demostré la incorporacion de s6lo un 20% de un
aloinjerto 6seo en defectos dseos masivos tras un seguimiento de 5 afios. Observéd
que donde se producia la neovascularizacién, predominantemente en la superficie
y en las osteotomias, el hueso adyacente sufria un proceso de resorcién
osteoclastica y aposicion osteoblastica posterior. En el canal medular el tejido
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reparativo fibrovascular maduraba a tejido conectivo fibroso. El resto del injerto
permanecia avascular y necrdético. En un estudio posterior [4], destac6 la gran
variabilidad que existia en esta incorporacién, lo cual indica la influencia
multifactorial que tiene la interaccion entre el hueso huésped y el aloinjerto. Si esta
revascularizacién no es suficiente, se aumenta el riesgo de fractura del aloinjerto
[64]. El mismo autor realizé un estudio similar valorando el comportamiento de
autoinjertos 6seos. Observé que se producia una revascularizaciéon precoz con una
reabsorcion inicial asociada a una mayor fragilidad, seguida de una remodelacién
posterior con la que se producia la consolidacién asi como la recuperaciéon de la
resistencia inicial [81]. Entre las etapas iniciales de la revitalizacion se encuentra la
reabsorcion ésea por parte de los osteoclastos, en la cual el periostio tiene un
papel fundamental, ya que su ausencia provoca una disminuciéon del 75% en el
numero de osteoclastos [190,288].

En la practica clinica se ha utilizado el colgajo perioéstico en la prevencién y
tratamiento de la osteonecrosis con buenos resultados [191,211-213], lo que
sugiere su capacidad de revitalizacion. En el presente estudio se han reproducido
los hallazgos clinicos anteriormente descritos. En los grupos experimentales de
nuestro trabajo, en el andlisis tanto bajo microscopio éptico como electrénico,
hemos podido observar remodelacion, revascularizacion e incorporacion del
aloinjerto al hueso, fases que estan comprendidas en el proceso de revitalizaciéon
6sea. Ademas, hemos observado que dicho proceso, al igual que sucede en las
interfases hueso huésped-aloinjerto, se lleva a cabo mediante una osificacién
directa de tipo intramembranosa. Este constituye un hallazgo importante, ya que
en la literatura existia controversia en cuanto al tipo de osificacién mediante la
cual el periostio realiza su funcién reparativa. Algunos autores apuestan por una
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osificacibn de tipo endocondral [188,189] y otros por una osificaciéon
intramembranosa [185]. La concentracién de oxigeno es la principalmente
determina el tipo de matriz que es sintetizada por las células osteocondrales: una
concentracion baja en oxigeno produce una osificacion endocondral y una
concentracion alta, una osificaciéon intramembranosa [185]. Probablemente la
buena vascularizacion que aporta el colgajo peridstico provoca la osificaciéon
intramembranosa que observamos en nuestro trabajo. Como consecuencia de este
proceso, el aloinjerto inicial adopta la misma estructura y caracteristicas que el
hueso huésped haciendo indistinguible la transicién entre ambos. Estos hallazgos,
que no observamos en los grupos control, van claramente a favor de la capacidad
de revitalizacion del colgajo peridstico vascularizado. Asimismo, se ha demostrado
la presencia de tejido mineralizado neoformado procedente del aloinjerto inicial
en contacto con el implante metéalico, y no en contacto con el colgajo periéstico
vascularizado, lo que también indica el estado vital del aloinjerto 6seo.

En el articulo publicado por Wheeler y Enneking en 2005 [64], se evidencié
una pérdida de resistencia de un aloinjerto 6seo del 50% tras 10 afios de
seguimiento. Esta se relacion6é con el incremento del 600% de microfacturas
acumuladas (posiblemente por la carencia de capacidad reparativa del aloinjerto),
un aumento del 20% de la porosidad cortical, y una disminuciéon del 10% de la
densidad mineral 6sea a nivel cortical. Estos datos sugerian una degradacion del
tejido del aloinjerto que disminuia sus propiedades mecdanicas, lo cual tenia
relacion directa con la revitalizacion del aloinjerto. El segmento diafisario del
aloinjerto 6seo, que se mantiene avascular en reconstrucciones con aloinjerto
intercalar aislado, representa la zona de menor resistencia y con mayor riesgo de
fractura [4,56,64,172]. En el estudio biomecanico del presente estudio se analizé la
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resistencia a la torsion de los fémures. Se realizé en los grupos de 10 semanas de
seguimiento. Inicialmente se pretendia comparar los fémures del grupo control
con el grupo experimental. Al realizar el andlisis en el grupo control nos
encontramos con una dificultad técnica debida a la inestabilidad de la mayoria de
los fémures que no habian consolidado, dando lugar a una gran variabilidad y
restando validez a los resultados. Por este motivo decidimos comparar los fémures
del grupo experimental con el contralateral no tratado, obteniendo diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de torque maximo (559.78+96.86
N-mm vs. 374.87+180.67 N-mm, respectivamente). Las muestras tratadas
quirdrgicamente presentaban una mayor variabilidad en los valores de torque
maximo obtenidos respecto a los fémures no tratados. Este hecho es debido a que
en los fémures control se esta evaluando la resistencia a la torsiéon del propio
hueso, mientras que en las muestras tratadas quirdrgicamente se esta evaluando la
osteointegracién del constructo 6seo tras un tiempo de implantacién in vivo. La
fractura en los fémures no tratados tuvo lugar en el centro de la diafisis y de
manera fragil, dando lugar a una grafica homogénea en las diferentes muestras con
un pico correspondiente a la resistencia maxima soportada y descenso brusco
posterior. Las muestras del grupo experimental también presentaron un valor de
torque maximo, aunque comparativamente menor, tras el cual los valores no
descienden tan bruscamente dado que la fractura se produce en el propio injerto.
El hecho de que no se produzca a nivel de las interfases indica que se ha producido
una buena consolidacion, pero que la consistencia del injerto 6seo estructural es
inferior a la del tejido 6seo original del fémur control, probablemente porque no se
habia dejado el suficiente tiempo para adquirir una densidad y consistencia similar
al no tratado. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
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cuanto a la tasa de fractura entre los grupos control y experimental. Destaca el
hecho de que en los grupos de 4 y 6 semanas la tasa de fractura de los grupos
control GA, aunque sin significacion, fue inferior a la de los grupos experimentales
homdlogos. Son varios los autores que han sugerido la relacion entre la
reabsorcion y revascularizacién precoz que se produce en autoinjertos 6seos y su
mayor fragilidad inicial, que aumenta a medida que se remodelan [80,81]. Dado
que en los grupos experimentales de nuestro estudio se asocia un colgajo
peridstico al aloinjerto, podria haberse producido una reabsorcién y
revascularizacién precoz similar a la descrita en los autoinjertos 6seos, con un
aumento de fragilidad inicial como resultado [81], aunque serdn necesarios mas
estudios experimentales que confirmen esta hipotesis.

Si comparamos el colgajo peridstico con otras técnicas vascularizadas, como
el colgajo 6seo, encontramos ventajas claras. Se ha reportado una importante tasa
del 19% de complicaciones en la zona donante tras el tratamiento con un colgajo
de peroné [167]. Entre ellas se encuentran las paralisis temporales del nervio
peroneo comun, la contractura del flexor hallucis longus, 1a deformidad en valgo del
tobillo, la disminucién de fuerza a nivel del tobillo o el sindrome compartimental
[22]. Ademas, el levantamiento del colgajo 6seo provoca inherentemente una
desestructuracion de la zona donante. Sin embargo, el colgajo peridstico no sélo
preserva la reserva 6sea subyacente a éste, sino también su circulaciéon enddstica,
y de esta manera su viabilidad. Por otra parte, al no tratarse de un colgajo éseo, y
por lo tanto rigido, posee la adaptabilidad de la que carece el hueso, y puede ser
moldeado alrededor del defecto que se quiere tratar [204]. Ademas, técnicamente
es mas sencillo y rapido de levantar, hecho muy importante para disminuir el
tiempo quirdrgico en intervenciones complejas. Sumado a esto, el potencial
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osteogénico del colgajo peridstico se encuentra en toda su superficie, en el
cambium, drea mucho mas extensa que la que posee el colgajo 6seo, en el que el
potencial osteogénico so6lo se encuentra en los extremos [187]. De hecho, Soldado
habia recomendado el uso de periostio tibial por encima del peroneal por su mayor
tamafio y, consecuentemente, su mayor potencial osteogénico [18,214].

Entre los trabajos previamente publicados en la literatura no encontramos
ningin estudio comparativo que analice el papel del colgajo peridstico
vascularizado asociado a un aloinjerto. Si bien es cierto que estudios clinicos si
habian sugerido la estimulacién local de osteointegracion mediante el colgajo
peridstico [15-17,187,215,221], era necesario un estudio preclinico para dilucidar
los efectos bioldgicos y biomecanicos locales de dicha técnica. En nuestro trabajo
hemos demostrado que la asociacién del un colgajo periéstico aumenta en 10
veces la tasa de consolidacién a las 10 semanas de seguimiento. Estos resultados
podrian ser superiores al uso de colgajos de peroné vascularizados en la técnica de
Capanna, con la que se ha reportado una disminucién del riesgo de no uniéon del
34% con un aloinjerto 6seo intercalar aislado al 8.8% si se asociaba la técnica de
Capanna [33,175-177]. En uno de los trabajos, ademas, mencionaban la capacidad
de la técnica de Capanna de inducir la revascularizacion del segmento diafisario
del aloinjerto mediante una interacciéon entre éste y el colgajo de peroné [169].
Cabe destacar que esta afirmacion no estaba respaldada por ninguna demostracién
histolégica. En nuestro estudio se ha conseguido demostrar tanto
histopatolégicamente, biomecdnicamente, como por imagen la capacidad de

revitalizacién que posee el colgajo peridstico vascularizado.
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7.2. Limitaciones del estudio

El estudio presentado constituye un trabajo experimental preclinico, y
como tal muestra las limitaciones propias de estos trabajos. El modelo animal
utilizado es la rata de cepa Sprague-Dawley. Utilizamos el modelo de defecto 6seo
critico en fémur de rata descrito y validado por Poser y cols. [232]. La rata es el
animal de experimentaciéon mas utilizado en modelos de reparacién 6sea asi como
en microcirugia [224]. Ademas de su manejabilidad y facil mantenimiento y
estabulacion dado su pequefio tamafio, tienen caracteristicas como su alta
prolificidad. Su buena supervivencia tras complicados procesos quirurgicos, con
un potencial de curacién mayor, la convierte en el animal idéneo para realizar
investigacion basica asi como estudios de cribaje iniciales [54,224-229]. A pesar
de sus multiples ventajas, al tratarse de un animal considerado pequefio dificulta
su aplicabilidad clinica al humano, al carecer de las similitudes biomecanicas y
dimensionales que presentan los animales grandes.

El modelo de colgajo periéstico utilizado en nuestro trabajo ha sido descrito
por Nau y cols. [20]. Al tratarse de un colgajo pediculado se preserva la
vascularizacion distal del miembro y de esta manera la morbilidad del animal.
Ademas, no requiere técnicas de sutura microvascular, cuya viabilidad podria
haber supuesto un sesgo para nuestro estudio. El principal inconveniente del
modelo de colgajo peridstico escogido es que este procedimiento se realiza por
medio de un abordaje medial, mientras que para realizar la reconstruccion del
defecto 6seo se realiza un segundo abordaje lateral, tal como se recomienda en la
literatura [226], con las consecuencias que un doble abordaje puede tener tanto
para la devascularizacion regional como para la morbilidad del animal. Ademas, el
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colgajo utilizado presenta un tamafio y longitud del pediculo limitados, que
impiden cubrir completamente todo el segmento asi como las interfases 6seas con
este, lo que hubiera constituido una situaciéon idénea. No obstante, esta situaciéon
se asemeja mas al escenario que podemos encontrar en la practica clinica, donde
defectos 6seos masivos dificilmente se pueden cubrir completamente por un
colgajo periostico.

Consideramos que el dispositivo de fijacién utilizado en nuestro estudio,
dados los resultados obtenidos en cuanto a la tasa de osteolisis periimplante distal,
no aporté suficiente estabilidad a la reconstruccién. Si bien es cierto que algunos
autores lo posicionan como el implante de eleccién en el tratamiento de defectos
en fémur de rata [237], existe la posibilidad de que una placa o un clavo
endomedular bloqueado hubieran dado mas estabilidad a la reconstruccion, con la
influencia positiva que esta tiene sobre las variables estudiadas, aunque el coste-
beneficio de estos implantes también seria un factor a tener en cuenta.

Finalmente, otra de las limitaciones de nuestro estudio, concretamente en el
andlisis biomecanico, ha sido la imposibilidad de comparar el grupo control
reconstruido sélo con aloinjerto y el grupo experimental, que era como habia sido
disenado inicialmente. La alta tasa de no unién que existia en el grupo control,
produjo una gran inestabilidad de los fémures a analizar. Por este motivo, al que se
afiadia la dificultad técnica en cuanto al proceso laborioso de preparacion de las
muestras de pequefio tamafio, los fémures quedaban fijados de una manera
precaria, lo que supuso una gran variabilidad de los resultados restando validez. La
comparacién de los fémures del grupo experimental con el contralateral no tratado
mostro resultados a favor del fémur no intervenido. No obstante, probablemente
estos resultados se puedan deber a que no habia transcurrido el tiempo suficiente

Tesis Doctoral. Irene Gallardo Calero | 207

UNB



UNB

7. Discusion

para que el fémur del grupo experimental adquiriera una consistencia similar al no
tratado. Si en el disefio inicial del estudio se hubiera contemplado el analisis
comparativo que finalmente se llevo a cabo, se podria haber optado por un tiempo

de seguimiento mayor para realizar el andlisis biomecanico.
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7.3. Trascendencia clinica del estudio

Para determinar la trascendencia clinica de este estudio es importante
comprender su objetivo principal, que es evaluar la revitalizacion e
osteointegracidon de un aloinjerto 6seo estructural masivo en una reconstruccion
de un defecto 6seo segmentario en un modelo preclinico en rata.

En el presente estudio hemos demostrado que la asociacién de un colgajo
periostico vascularizado a un aloinjerto dseo estimula la tasa de consolidacion de
las interfases hueso huésped-aloinjerto asi como de revitalizacién del este ultimo.
Ademas se ha evidenciado que la capacidad osteogénica del colgajo peridstico
vascularizado, a diferencia de lo que sucede en ausencia de este, se produce
mediante una osificaciéon de tipo intramembranosa, hallazgo de suma importancia
ya que esta es una via de osificacion directa, que produce hueso de forma mas
precoz y de mayor calidad, y disminuye asi los tiempos de curacioén, y por tanto en
gran medida, reduce las complicaciones mas importantes y que mas comprometen
las reconstrucciones de defectos 6seos masivos. De esta manera se justifican los
hallazgos de Soldado, en los que objetiva una consolidacién precoz con el uso de
colgajos periosticos vascularizados [187,214].

La reconstruccion de defectos 6seos masivos, ya sea secundaria a patologia
tumoral, traumatica o séptica, sigue siendo actualmente un reto terapéutico. La
tasa de no unidén con el uso de aloinjertos 6seos masivos oscila entre el 12 y el 57%
[5,10,57,58], y es, junto con la infeccién y la fractura, una de las complicaciones
principales que compromete la supervivencia de la reconstruccién. El uso de
técnicas reconstructivas que aporten vascularizacién parece ser necesario en estas
situaciones biol6gicamente tan complejas, siendo imperativo aportar fuentes
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7. Discusion

angiogénicas y osteogénicas. Ante los resultados de nuestro estudio, con el colgajo
periostico vascularizado nos encontramos ante una técnica complementaria con
capacidades oOptimas de osteogénesis, angiogénesis, osteointegracién y
revitalizacién demostradas, y que ademas carece de la morbilidad de otras técnicas
homdlogas. El colgajo peridstico es de especial interés en pacientes pediatricos,
donde el periostio es mas grueso y con un mayor potencial osteogénico [187,210].
Existen pocos tratamientos en la actualidad aplicados a reconstrucciones de
grandes defectos 6seos con los que se hayan reportado resultados tan favorables
como con el colgajo peridstico vascularizado. Por estos motivos, a falta de estudios
clinicos prospectivos y randomizados que corroboren nuestros hallazgos,
consideramos que las multiples propiedades de los colgajos periosticos lo
posicionan como complemento ideal a los injertos en la reconstruccion de defectos

6seos masivos.
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7. CONCLUSIONES

1. El colgajo periodstico vascularizado promueve y acelera la osteointegracion
del aloinjerto estructural 6seo mediante una osificacion intramembranosa,

y aumenta hasta 10 veces la tasa de consolidacién en un modelo experimental.

2. El colgajo periostico vascularizado estimula una neoformacion ésea lineal
y organizada en la superficie del aloinjerto 6seo, lo que no interfiere con una

aposicion 6sea sincronica perivascular.

3. La asociacion de un colgajo peridstico vascularizado a un aloinjerto
estructural 6seo estimula su revitalizacion mediante su revascularizacién y
remodelacion, y adquiere caracteristicas histoldgicas y biomecanicas

similares al hueso huésped en un modelo experimental.

4. Dadas las propiedades osteogénicas y revitalizantes del colgajo peridstico
vascularizado demostradas en nuestro estudio preclinico, este debe
considerarse como una técnica complementaria en reconstrucciones con
aloinjerto 6seo estructural para disminuir las tasas de complicaciones
biomecanicas que presentan este tipo de reconstrucciones en la practica

clinica.
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