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CAPITULO1

INTRODUCCION



1.- SISTEMA OSEO

El hueso puede ser considerado como un tejido conectivo altamente especia-
lizado, caracterizado por su dureza, como consecuencia de la mineralizacién de la
sustancia organica intercelular.

Tiene encomendadas dos funciones fisiologicas, la primera es una funcion de
sostén y de proteccion de érganos nobles gracias a su resistencia y solidez, y en
segundo lugar una funcién metabdlica constituyendo un banco de reserva mineral
dinamica que le permite intervenir en el equilibrio homeostatico humoral de los
organismos superiores (19).

Las células del hueso -osteblastos, osteocitos y osteoclastos- actiian a la vez
como profesionales de la construccion y como entidades bancarias metabolicas,
papeles dobles que a menudo entran en conflicto.

El crecimiento y desarrollo del esqueleto comienza en el Uitero y continua tras
el nacimiento mediante una serie de acontecimientos determinados genéticamente y
regulados por procesos endocrinos centrales, biofisicos y bioquimicos periféricos.

El hueso normal se forma ya sea por osificacién intramembranosa a partir de
osteoblastos o por osificacion endocondral a partir de un modelo cartilaginoso
preexistente.

Los huesos aumentan de tamafio por una combinacién de estos dos procesos.
Por ejemplo, el crecimiento latitudinal de la diafisis de un hueso largo es un proceso
intramembranoso; la deposicioén subperidstica de hueso nuevo ensancha la diafisis,
mientras que lareabsorcion endostica ensanchala medular; el crecimiento longitudinal
de los huesos largos se realiza por proliferacion cartilaginosa a nivel de la placa de
crecimiento, en un proceso complicado de osificacion endocondral.
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1.1. COMPOSICION

El hueso esta formado por un componente organico -células y matriz 6sea- que
representa alrededor del 30% del mismo y un componente inorganico o mineral del
hueso -hidroxiapatita e iones- que corresponde al 70% del peso seco del hueso (23).

(Fig. 1).

En su composicion quimica se refleja el principio de estabilidad dptima,
concretamente en el empleo de las proporciones de material organico elasticoy de
material inorganico duro. Con la edad, la composicion se modifica de tal modo que
la calcificacion aumenta a expensas de la elasticidad (54).

1.1.1. SUSTANCIA ORGANICA

Las células 0seas -osteoblasto, osteocito y osteoclasto- representan sélo una
pequeiia proporcion, el 2% de todos los componentes organicos del hueso, la mayor

parte de los cuales, el 98% esta constituido por matriz 6sea u osteoide producido por
los osteoblastos.

LAS CELULAS OSEAS

E1 OSTEOBLASTO, o célula formadora de hueso, con capacidad de sintetizar
proteinas; tiene aproximadamente 20 pm de didmetro, contiene un inico nicleo
voluminoso y excéntrico colocado en el polo opuesto de la superficie 6sea en vias
de formacién y su citoplasma es basofilo. (Fig. 2).

Su precursor es todavia desconocido, aunque se cree que es una célula
osteoprogenitora de tejido fijo y de estirpe fibroblastica (92). Los osteoblastos
requieren un andamiaje -peridstico, enddstico, trabecular o superficie haversiana-
sobre el que sintetizar el osteoide. En la sintesis de la osteoide y presidiendo su

11



ORGANICO
30%

OSTEOBLASTO COLAGENO 95%
OSTEOCITO ,
CEL;C{/LAS M;;r E/uz PROTE{NAS
OSTEOCLASTO 0 0 NO COLAGENAS 5%
OSTEOIDE

1 MATRIZ MINERALIZADA

INORGANICO 70%
HIDROXIAPATITA 95% : OTROS ELEMENTOS 5%
Ca  (PO,),(OH), Mg; Na; K; Fl; Cl

Fig. 1.- Composicion del hueso.



crecimiento mineral, el osteoblasto fabrica grandes cantidades de fosfatasa alcalina
6sea, una importante enzima que prepara el osteoide para su mineralizacién.

E1 OSTEOCITO maduro, derivado del osteoblasto, es una célula ovalada de
unas 20 a 60 um de longitud enterrada profundamente dentro de la matriz dsea
mineralizada en una pequeiia caverna denominada laguna. Su estructura es similar
a la del osteoblasto, salvo que pierde la capacidad de sintetizar proteinas. Varias
prolongaciones se extienden desde la superficie celular y abandonan la laguna a
través de una red de conductos o canaliculos; éstas prolongaciones se extienden ¢n
el sistema canalicular y toman contacto con las prolongaciones de otros osteocitos.
Este extenso entramado de osteocitos y canaliculos parece que desempefia un papel
vital en el transporte de metabolitos celulares, en la comunicacion entre célulasy en

la regulacion de la homeostasis mineral. (70), (78). (Fig. 2).

Fig. 2.- 1. Osteoblasto
2. Osteocito
3. Osteoclasto



EIOSTEOCLASTO, reabsorve matriz 6sea mineralizada, es una célula grande
de hasta 100 pm de diametro y que contiene hasta 100 niicleos por célula. De
citoplasma acidofilo es rica en enzimas lisosomiales -incluyendo fosfatasa &cida- y
posee una membrana celular con numerosos y profundos repliegues, especializada
en lugares donde se produce la reabsorcidn activa de hueso. Se encuentra en la
superficie 6sea en una pequeiia depresion denominada laguna de Howship o cono
penetrante. A diferencia del osteoblasto y del osteocito, el osteoclasto se cree que
deriva de células circulantes de la médula, o preosteoclastos, de la linea celular de
los macréfagos-monocitos (24), (57), (71); Hanaoka (62) aduce, que su origen es local,

no hematopoyético, probablemente de células mesenquimatosas perivasculares.
(Fig. 2).

LA SUBSTANCIA INTERCELULAR ORGANICA

Respecto a la matriz 6sea, EL COLAGENO -predominantemente de tipo I- es
el principal componente organico del hueso, representando hasta el 95% del
osteoide.

Esta constituido por fibras de espesor variable formadas por la unién de
microfibrillas de 425 a 600 pm de ancho y estas a su vez por la alineacion de
moléculas de tropocolageno de 3.000 pm de largo y 15 pum de ancho. La molécula
de tropocolageno estd formada por tres cadenas polipeptidicas dispuestas
helicoidalmente: dos cadenas o, y una cadena o, compuestas de alrededor de un
millar de aminoacidos idénticos y con estructura conocida: Glicocola 26%, Prolina
14%, Hidroxiprolina 13%, pequeiias cantidades de Lisina e Hidroxilisina y alrededor
deun 6% de Hexosa. Esta desprovisto de Cistinay Triptéfano aminoéacidos que estan
presentes en la mayoria de proteinas del organismo.

El colageno 6seo se deposita a lo largo de las lineas de estrés mecénico de

acuerdo con la ley de Wolff y proporciona una importante plantilla pasiva para el
deposito de cristal dseo.

Las PROTEINAS NO COLAGENAS constituyen el 5% del peso del osteoide
y desempefian un importante papel en el metabolismo 6seo y en la mineralizacion de

14



~lamatriz 6sea. Las principales proteinas no colagenas exclusivas del hueso incluyen
la osteonectina, osteocalcina -proteina Gla dsea-, el proteoglicano dseo, el proteolipido

dseo, la sialoproteina 6sea, la proteina morfogénica 6sea y la fosfoproteina dsea.

1.1.2. SUSTANCIA INORGANICA

La APATITA OSEA es un analogo de la hidroxiapatita rica en carbonato y que
constituye el principal componente inorgéanico -el 95% del total-. Es mas pequefiay
menos perfecta que 1a hidroxiapatita pura, siendo la apatita 6sea mas soluble y por
tanto mas facilmente disponible para la actividad metabdlica y para el intercainbio
de liquidos corporales. Ademas de incorporar carbonato, la apatita 6sea posee la
capacidad de incorporar magnesio, sodio, potasio, cloruro, fluoruro, estroncio y
otros elementos que se fijan al hueso y que constituyen el 5%restante de la sustancia
inorganica.

1.2. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Todo el hueso adulto normal es hueso laminar, tanto si su estructura es cortical
como trabecular. El hueso no laminar -inmaduro o fibroso- lo podemos observar en
los periodos de crecimiento -embrion-, y en los adultos en procesos normales de
consolidacion de fracturas o en condiciones patoldgicas como el hiperparatiroidismo
o la enfermedad de Paget.

1.2.1. TEJIDO OSEO LAMINAR

El esqueleto adulto normal contiene exclusivamente dos tipos de hueso,
cortical -compacto- que forma la cortical de los huesos largos y trabecular -es-
ponjoso- que constituye los cuerpos vertebrales, la mayor parte de los huesos planos
y las metéfiso-epifisis de los huesos largos. (Fig. 3).
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A. Seccidn de hueso trabecular

Fig. 3.-

1. Trabéculas; 2. Osteoclasto; 3. Osteoblasto; 4. Osteocito

B. Seccién de hueso cortical

5. Osteona; 6. Laminillas subperidsticas circunferenciales;

7. Laminillas concéntricas; 8. Laminillas intersticiales;

9. Capilares deconductos de Havers; 10. Capilares de Volkman



Morfoldgicamente estos dos tipos histoldgicos estan representados en un hueso
largo como el fémur. La superficie articular del fémur esta cubierta por una capa de
cartilago hialino, que esta mejor preparada que el hueso para soportar la friccién y
el movimiento de la articulacion. El resto de la superficie exterior del hueso esta
cubierta de periostio, un tejido conjuntivo fibroso denso. En el hueso en crecimiento,
la superficie interna del periostio contiene células ostedgenas que estin depositando
activamente hojas de matriz 6sea. A medida que se depositan las capas de hueso,
haces de fibras de coligena se introducen en ellas formando, las fibras perforantes
de Sharpey.

La capa interna de la cortical de un hueso largo esta cubierta de endosteo, cuyas
células poseen capacidad osteogénica que se expresa en el proceso de curacion de
las fracturas.

ESTRUCTURA DEL HUESO CORTICAL

Launidad funcional del hueso cortical esla OSTEONA, o Sistema Haversiano,
(Fig.4) una estructura cilindrica que mide unas 250 pum. de diametro por 1 a 5 cm.
(85). La osteona consiste en capas concéntricas de laminillas 6seas, cada una de ellas
de 2 a 3 pm de grosor que rodean un conducto de Havers central de 30 a 70 pm de
diametro, por el que discurre el aporte sanguineo y nervioso del hueso -vaso
sanguineo, canal linfaticoy nervios-. Las ramas laterales, denominadas conductos de
Volkmann, incorporan también vasos sanguineos que transcurren de una a otra
osteonay que provinientes del periostio y de la cavidad medular, alcanzan los canales
de Havers.

Cada laminilla cilindrica dentro de la osteona esta cubierta por una poblacién
dispersa de osteocitos regularmente dispuestos en celdas o lagunas que se comunican
unos con otros a través de extensiones celulares que discurren por unos conductos
que se denominan canaliculos. Ademas de las osteonés, el collar compacto de un
hueso largo contiene en su periferia laminillas circunferenciales subperidsticas, que
son depositadas por la capa interna del periostio.

El tejido 6seo se encuentra en constante actividad; los sistemas de Havers en
fase de resorcion tienen un borde irregular a lo largo del cual se encuentran grandes

17



10

Fig. 4.-

Estructura del hueso cortical

"1.Periostio; 2. Fibras perforantes de Sharpey; 3. Capilares conductos de Havers;
4. Laminas intersticiales; 5. Laminas circunferenciales externas; 6. Liminas
concéntricas queformanlaosteona; 7. Trabéculas que se proyectan enla cavidad
medular; 8. Sinusoides; 9. Médula hematopoyética; 10. Arteria nutricia.



células multinucleadas: los osteoclastos; mientras que en los sistemas en fase de
formacidn estan bordeados de células mas pequefias mononucleadas: osteoblastos.
Una vez se ha eliminado el hueso, se depositan nuevas laminillas en capas
concéntricas, desde fuera hacia dentro hasta que se forma una osteona completamen-
te nueva. En algunas osteonas viejas estos procesos destructivos han ocurrido con
tanta frecuencia que solo permanecen pequefias porciones de laminillas originales.
Estos restos que pueden incluir también porciones de laminillas circunferenciales se
denominan laminillas intersticiales (17), (23), (100).

La calcificacion completa de las osteonas es muy lenta, el 70% de los minerales
son depositados entre 1y 2 dias después de la formacion de la substancia orgéanica,
mientras que el depdsito complementario de minerales necesita varios meses (43).
Por esta razon pueden observarse grandes variaciones en el grado de mineralizacion
de las diferentes osteonas.

La irrigacion sanguinea arterial de la corteza dsea se realiza a través de arterias
nutricias que penetran desde la cavidad medular; arteriolas peridsticas irrigan
aproximadamente un tercio de la corteza externa de un hueso largo. Una malla
anastomotica perfectamente desarrollada conecta el sistema arterial peridstico
centripeto con el sistema arterial endéstico centrifugo. El drenaje venoso de la
corteza se realiza a través de un amplio plexo venoso situado en la cavidad medular.

ESTRUCTURA DEL HUESO TRABECULAR

En contraste con la estructura compacta del hueso cortical, el hueso trabecular
es unamalla compleja de tubos que se entrecruzan, una verdaderared tridimensional
de trabéculas anastomosadas. Esta disposicion permite que el hueso mantenga una
buena resistencia respecto a las fuerzas de presion y traccion. (Fig. 5).

El hueso dentro de cada trabécula es hueso laminar maduro, donde los
osteocitos estan orientados concéntricamente y tienen una red canalicular bien
desarrollada. Las trabéculas estan cubiertas por un envoltorio de células fusiformes
que separan éstas del espacio medular (17).

En un hueso trabecular en crecimiento o en fase de remodelacion, el depésito
de hueso nuevo por parte de los osteoblastos esta compensado por la eliminacién de
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hueso por los osteoclastos en la superficie opuesta de la trabécula; por lo que ésta
puede cambiar de posicion dentro del hueso como consecuencia de este procedi-
miento de deposicion y resorcion coordinadas (78), (94).

1.2.2. TEJIDO OSEO NO LAMINAR

El tejido 6seo no laminar, trabecular grosero o hueso fibroso, se encuentra en
el hueso embrionario en crecimiento y en los procesos de cicatrizacién dsea o
reparacion de fracturas.

Los osteocitos son méas numerososy estan situados en lagunas de mayor tamafio
y de forma irregular. Las fibras de coligena son mas gruesas y dispuestas
irregularmente, predominando el colageno de tipo II sobre el de tipo L. Por otra parte
la densidad mineral del hueso fibroso es menor, contrariamente a lo que ocurre en
el hueso laminar donde el mineral parece estar muy unido a la matriz orgénica.
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2.- SISTEMA NERVIOSO

Durante més de un siglo, Ia rata ha sido usualmente utilizada como modelo de
animal de experimentacion para estudios relacionados con el sistema nervioso; sin
embargo no debemos dejar de reconocer como dice Hebel (63), 1a gran complejidad
que presenta, con su impenetrable selva de nicleos, subnicleos, proyecciones y
nombres alfabéticos neuroquimicos que se presentan por si mismos.

La rata, como animal mamifero, presenta un sistema nervioso periférico y un
sistema nervioso central (04).

2.1. SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Esta compuesto por 34 pares de nervios espinales: 8 cervicales, 13 toracicos,
6 lumbares, 4 sacros y 3 caudales. Estos pares emergen del cordon espinal entre los
foramenes intervertebrales; cada nervio esta formado por una raiz ventral y otra
dorsal.

Desde D-2 6 D-3 hasta los primeros nervios sacros, pares de ramas comunican-
tes conectan los nervios espinales con ganglios del sistema nervioso simpético.

Los plexos habituales se forman en las regiones cérvico-braquial y lumbo-sacra
por las divisiones ventrales de los nervios espinales. Los nervios espinales caudales
y el filum terminal se denominan colectivamente cola de caballo.

Los pares craneales se incluyen también como parte del sistema nervioso
periférico.
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El sistema nervioso autonomo se compone de 2 troncos simpaticos, con 24
pares de ganglios dispuestos paralelamente a ambos lados de la columna vertebral.
Cadatronco establece comunicacion conlasraices ventrales de los nervios espinales.

2.2. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Compuesto por encéfalo y cordon espinal, se halla recubierto por tres estratos
membranosos llamados meninges. La mas externa es la duramadre, que penetra en
el cerebro entre los dos hemisferios formando la hoz del cerebro y entre cerebro y
cerebelo el tentorium cerebeli. A lo largo del corddn espinal, la duramedre se sitia
externamente como un fuerte abrigo fibroso, rodeando cada nervio espinal que parte
de la médula hasta una distancia determinada de la salida de cada rama. La mas
interna de las meninges es fina y delicada, la piamadre, adherida tanto al encéfalo
como a la médula espinal. Entre la duramadre y la piamadre se interpone una malla
de finas fibras denominada aracnoides.

El cerebro esta compuesto por dos pequeiios y alargados hemisferios cerebra-
les separados por una fisura medial interhemisférica. Los 16bulos frontales no estan
claramente diferenciados de los alargados y mas caudales 16bulos temporales. Dos
largos bulbos olfatorios se proyectan hasta el rostral final del cerebro y conectan con
los 16bulos del hipocampo a través de los tractos olfatorios. (Fig. 6)

Elretorcido o enroscado cerebelo ocupa la mayor parte de la porcion caudal del
encéfalo; esta formado por el vernix central y dos hemisferios posteriores.

Entre los hemisferios cerebrales y el vernix del cerebelo se disponen cuatro
corpusculos redondeados, los corpiisculos cuadrigéminos, los dos caudales asocia-
dos con areas auditivas y los craneales con areas visuales.

La porcion mas caudal del encéfalo, la forma el tronco del encéfalo, que se
continua hacia atras con la médula espinal.

En la cara ventral del encéfalo se puede observar el origen de los nervios
craneales. Ofras estructuras importantes son, la glandula pituitaria, en forma de tallo,
la neuro y la adeno-hipéfisis. ‘

A cada lado del infundibulo se disponen tractos nerviosos que conectan el

cerebro con el tronco del encéfalo, son los pedinculos cerebrales. Mas caudales a
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Fig. 6.-  Sistema nervioso central de la rata
1. Lébule olfatorio; 2. Hemisferio cerebral; 3. Cerebelo; 4. Tronco encéfalo,
5. Médula espinal.

la hipofisis aparecen tractos fibrosos nerviosos y los micleos del puente, que se sitian
como centros intermedios en la conexién de los hemisferios cerebelosos con el cortex
cerebral. Extendiéndose mas caudales a los puentes, en la cara ventral del tronco del
encéfalo, aparecen las piramides. Estos tractos fibrosos llevan informacién desde el
cortex cerebral a centros incluidos en la médula espinal.

El cerebro cuando es observado segin un corte sagital muestra un prominente
cuerpo calloso, es una banda de fibras de sustancia blanca que conecta entre si ambos
hemisferios.



Una estructura circular reposa en el centro del tercer ventriculo, es la denomi-
nada masa del talamo. Un fino cordon de fibras se dispone entre el rostral y la masa
intermedia, es la comisura rostral; ésta, esta intimamente relacionada con otro tracto
de fibras blancas que conecta los hemisferios cerebrales, el fornix, que transcurre
ventralmente al cuerpo calloso.

También son identificables los pedinculos cerebrales, dos gruesas masas de
fibras que se disponen en el suelo del cerebro.

En el telencéfalo, llama la atencion el prominente desarrollo del bulbo olfatorio
y la ausencia de circunvoluciones y surcos es un hecho destacable.

La superficie total del cortex cerebral es de 278,78 mm?, 129,04 mm? -
aproximadamente el 46%- pertenecen al isocortex y 149,04 mm? -aproximadamente
el 54%- al alocortex (114). Seglin Yanai (125) existen diferencias entre machoy hembra
en la superficie de las areas cerebrales.

Ellébulo frontal, motivo de estudio en nuestro trabajo, esta constituido por una
zona periférica, la corteza cerebral -fronto polar cortex y frontal cortex-, de sustancia
gris con una estructura microscopica que consta de una poblacidn intrincada de
células y fibras nerviosas, neuroglia y vasos sanguineos. Los diferentes tipos
celulares se distribuyen en las seis capas clasicas de la corteza cerebral estudiadas
por Cajal, Golgi, Nissel y Weigerf; y una zona central de sustancia blanca constituida

por fibras nerviosas mielinicas, bien por fibras aferentes o eferentes, bien por fibras
que unen entre si los dos hemisferios.
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3.- CICATRIZACION OSEA

La consolidacion de una fractura es un proceso de cicatrizacién, cuyo objetivo
es la reconstruccidn ad integrum del tejido lesionado.

La consolidacion es un fendmeno natural en el que se observan dos grandes
etapas, la primera constituye el periodo de union en el que el hueso reencuentra su
continuidad anatdémica; seguida de la fase de remodelaje, mucho mas prolongada,
que restituye su forma, su resistencia y su estructura original.

La reparacion dsea resume el proceso de evolucion en la formacién de la
estructura 6sea. El tejido 6seo fibrilar, no laminar del callo primario, caracteristico
de la vida embrionariay postnatal temprana, es eliminado y sustituido por tejido 6seo
laminar adulto con sistemas haversianos.

El estudio de la cicatrizacion 6sea puede enfocarse desde varios prismas:
histologico, metabolico, bioquimico, fisico 0o mecanico, encontrandonos en la
actualidad todavia en situaciones hipotéticas y con analisis controvertidos en algunos
de ellos.

Tenemos muy pocos datos sobre la influencia del sistema nervioso en la
consolidacion de fracturas; son cuestiones por resolver si la destruccién nerviosa
local que se produce -la inervacion del periostio, el sistema nervioso de la cavidad
medular,...- influye en el curso de la reparacion, y si el sistema nervioso modula
mecanismos locales de accion o inhibicién que influyan en los pormenores de la
reparacion.
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3.1. EL PAPEL DE LAS DIFERENTES
ESTRUCTURAS OSEAS

3.1.1. CELULAS OSTEOFORMADORAS

A pesar de los dltimos avances en el campo de la histologia, ligados a los
estudios de microscopia electronica y a los marcadores radioactivos, el origen de las
células osteogénicas responsables de la cicatrizacion dsea es todavia discutido.
Existen dos teorias dispares, unos autores como es el caso de Ham y Harris (60) y
Owen (92) explican la formacidnde huesoy cartilago a partir de células osteoformadoras
predeterminadas que provienen de células osteoprogenitoras especializadas; otros
como Leriche y Policard (76) originalmente y Collins (25), McLean y Urist (80)
defienden la hipdtesis contraria, argumentando que las células con capacidad
osteogénica proceden en sumayoria de otras células del tejido conectivo -fibroblastos-
que desarrollan su potencial osteogénico en presencia de estimulos apropiados. Un
tercer grupo cree que la osificacién consecutiva a la fractura se efectia tanto por la
estimulacion del potencial osteogénico del periostio, del endostio y de deteiminadas
células de la médula 6sea como por la induccion de células osteoformadoras -
metaplasia- a partir de fibroblastos o de otras células no diferenciables en la
actualidad por los procedimientos histoquimicos conocidos.

Los ultimos estudios experimentales hablan del origen diferente de osteoblastos
y osteoclastos. Segin la hipotesis actual prevalente (12), (42), las células de la linea
osteogénica que engloba a osteoblastos y condroblastos derivan de una célula madre
del estroma medular, o de la division de la capa interna del periostio, o de células de
la médula ésea especializadas -DOPC-. Hanaoka (62) ha analizado recientemente las
experiencias y diferentes conclusiones sobre el origen de los osteoclastos, y piensa
que dicho origen es local, no hematopoyético, descendiendo probablemente de
células mesenquimales perivasculares.
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3.1.2. PERIOSTIO

Ha estado durante largo tiempo en controversia, como simple membrana
limitante para algunos como Mcewen -1912- (79), 0 como 6rgano osteoformador,
Ollier -1894- (50).

El periostio esta formado por dos capas:

- Una capa externa fibrosa que actua como capsula y que no interviene
normalmente en la osteogénesis; esta formada por varias capas de células de tipo
fibroblastico dispuestas paralelamente entre las fibras de colagena.

- Una capa interna o capa osteogénica de Ollier que esta formada por varios
tipos de células, células precursoras osteoprogenitoras, osteoblastos, osteoclastos y
células endoteliales vasculares. En los organismos en crecimiento la capa mas
superficial esta ocupada por preosteoblastos similares a los fibroblastos y la mas
interna por osteoblastos. En los organismos que han terminado el crecimiento la capa
mas interna se reduce a unas células alargadas semejantes a fibroblastos.

3.1.3. ENDOSTIO

Membrana de un solo espesor que tapiza la cara interna de la cortical y rodea
la médula 6sea y las trabéculas de hueso esponjoso; esta compuesta de osteoblastos
con forma cubica y de células alargadas en el borde.

Cuando se produce una fractura existe una proliferacion de células semejantes
alos fibroblastos en la cavidad medular, cerca de la médula necrosada; estas células
se acompaiian de proliferacion vasculary son el origen del tejido fibroso que invade
eventualmente la superficie interfragmentaria. Como en el periostio, es imposible
diferenciar los fibroblastos jovenes de las células con capacidad osteogénica.

3.1.4. MEDULA OSEA

Esta demostrado que células de la médula dsea tienen capacidad de formar

hueso incluso st son trasplantadas, pero su papel en la consolidacion dsea esta mal
definido.
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Las denominadas DOPC -determinal osteogenic precursor cells- son células de
lamédula 6sea con capacidad de formar hueso, similares a los fibroblastos y que son
independientes del sistema hematopoyético.

3.1.5. LAS EXTREMIDADES FRACTURARIAS

Tienen un papel pasivo en la consolidacion de las fracturas. Se necrosan mas
o menos en dependencia del desplazamiento de los fragmentos y de sus trazos y
juegan el papel de estabilizadores temporales, produciéndose también en ellas una
transformacion local bioquimica de materiales reutilizables.

3.2. CONSOLIDACION DE LAS DIAFISIS
DE LOS HUESOS

En la gran mayoria de las fracturas el proceso de cicatrizacion Osea se realiza
por reparacion secundaria. Este, tiene lugar en dos etapas:

A. Fase de unién, que consta de cuatro periodos: (Fig. 7)

1.- Hemorragia, necrosis y proceso inflamatorio.

2.~ Proliferacion del tej. de granulacidn y de células osteogénicas que producen
callo.

3.- Formacién de cartilago y hueso nuevo alrededor del foco de fractura que
daré lugar a la union provisional.

4 .- Mineralizacién del callo y unién solida de la solucion de continuidad de la
fractura,

B. Fase de remodelaje, con remodelacion del callo y reconstruccién de la
estructura 6sea original.
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Fig. 7.-  1.Fase inflamatoria. Hematoma.
2. Callo primario.
3. Callo de unién.

A.1. Tras el traumatismo, se produce una hemorragia anivel del foco de fractura
que proviene de las extremidades fracturarias y de los tejidos blandos de alrededor.
La importancia del hematoma en la consolidacion de las fracturas esta en controver-
sia, algunos opinan que la fibrina del coagulo actiia como andamiaje para lainvasion
celular favoreciendo la reparacion (83), pero otros sugieren que la hemorragia retrasa
la union (115), (05).

Elproceso inflamatorio agudo se inicia inmediatamente después del traumatismo
y dura hasta 1 semana aproximadamente, conun punto algidoalas 24 h. Lahiperemia
se extiende ampliamente e invade gran parte de la médula, 1a cortical y los tejidos
circundantes; la proliferacion celular, el edema y la invasion vascular disocian las
fibrasmusculares explicando la tumefaccion. La extraordinaria proliferacion vascular
peridsea forma lo que Rhinelander (101) lama la vascularizacion extradsea, respon-



sable de la restauracién de la continuidad vascular cuya interrupcion es proporcional
a la energia del traumatismo y al desplazamiento de los fragmentos.

Uno de los puntos significativos de este estadio es la necrosis de las extremi-
dades fracturarias. El desgarro de los vasos que transcurren por los canales de Hawers
y especialmente de la arteria nutricia en su camino a la cortical, provoca la
destruccion de los osteocitos. La pérdida de los osteocitos es el rasgo histologico
distintivo, pero puede tardar dias en aparecer (106). Leucocitos polimorfonucleares,
macrofagos y células gigantes multinucleadas a cuerpo extrafio que pueden ser
dificiles de distinguir de los osteoclastos, se agrupan alrededor del colageno
fragmentado y de otros materiales destruidos, digeriéndolos.

A.2. Las células precursoras sensibilizadas y los factores mediadores locales
inducen la producciony diferenciacion de nuevas células dando lugar a la formacién
de nuevos vasos; alaproliferacion, migracion y diferenciaciéon de fibroblastos y otras
células del tejido conectivo y a la proliferacion de células osteogénicas y su
diferenciacion a osteoclastos y osteoblastos. Colectivamente forman un tejido de
granulacion blando en el espacio interfragmentario, pudiendo afectar a los tejidos
perifracturarios.

A.3. Ladivision celular mas activa se encuentra en la vanguardia de la invasion
fibrovascular, a cierta distancia del foco de fractura, formandose un collarin de tejido
muy celular en el que se incluyen células osteogénicas que proceden de la capa
interna del periostio, dando lugar al callo de anclaje. La proliferacion periostica tiene
lugar a ambos lados del foco de fractura, quedando libre del callo la zona central
inmediatamente adyacente a la fractura, hasta que se completan los puentes de tejido
de un extremo a otro constituyendo el callo en puente. La capa externa del periostio
es separada de la cortical por el tejido de proliferacion y sino se desgarra forma una
capsula fibrosa externa.

Debajo del callo en puente queda un espacio que se continua con el foco de
fracturainvadido enun primer momento por el cuaguloy detritus, y con posterioridad
porhistiocitos fibroblastosy otras células. Este espacio puede ser fibroso, cartilaginoso,
osteocartilaginoso u 6seo y su naturaleza influira en cual sera el modo de unién final.

El cartilago es eliminado progresivamente por osificaciéon endocondral y es sustitui-
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do por una regresion a hueso reticular; las fibras de colagena estan dispuestas en
forma irregular y los osteocitos parece que estén distribuidos al azar, es hueso no
laminar similar al hueso embrionario sobre todo cuando ha sido mineralizado.

El cartilago encontrado en el callo precoz es de tipo hialino y su cantidad varia
en funcion de diversos factores: (108)

- cuanto mas callo peridstico haya es mas probable encontrar mayor cantidad
de cartilago.

- la estabilidad de la fractura es un factor importante, el movimiento favorece
la condrogénesis asi como la formacidn de callo.

- el aporte vascular local es el responsable de una PO, local elevada que
favorece sin duda la transformacién de los condrocitos en osteocitos. La
isquemia, la hipoxia y el aumento de la presion de CO, favorecen la forma-
cién de cartilago.

A.4. La mineralizacion que se inicia en las extremidades del callo o en la
periferia si el periostio ha sido simplemente despegado, se propone invadir todo el
callo en un verdadero frente de mineralizacion encondral, que se denomina "forma-
ci6n 6sea indirecta"; diferenciada de la formacion 6sea directa mas tipica del hueso
esponjoso y que se caracteriza en la radiologia por un aumento progresivo de la
densidad en el espacio interfragmentario, contrariamente al alargamiento que se

produce en presencia de fibrocartilago, y que tiene lugar con poco o ningin tejido de
granulacion (30).

CALLO INTERNO, MEDULAR O ENDOSTICO

Este callo medular es mucho mas importante en la consolidacion de fracturas
de hueso esponjoso como en las fracturas de cuerpo vertebral, e incluso en las
metafisarias como en la metafisis distal del radio (107).
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Paralelamente a la formacidn del callo periférico de anclaje, se desarrolla un
callo medular o enddstico cuya importancia mecanica es mucho menor que la del
callo externo, precisa de estabilidad en el foco para su formacidn y éste no pasa
normalmente por un proceso de mineralizacion encondral.

LA CORTICAL

El fenomeno de consolidacion de las fracturas no se limita exclusivamente al
periostio, endostio, cavidad medular y tejidos blandos perifracturarios; la cortical
sufre también importantes cambios. Tras producirse la necrosis de las extremidades
fracturarias, los vasos de la cavidad medular o de cualquier otra procedencia crecen
en el interior de los canales corticales de Hawers; éstos se ensanchan como
consecuencia de la tunelizacion osteoclastica a través de la matriz Osea, los
osteoblastos maduran a partir de las células osteogénicas que crecen en el interior de
los canales, depositandose hueso neoformado a medida que se elimina el hueso
necroético, similando un proceso de remodelaje acelerado.

La unién del callo externo de origen peridstico y el callo interno endostico en
el receso interfragmentario constituye el callo de unién y marca el final del primer
periodo de la consolidacidn 6sea, pudiendo iniciarse el segundo periodo mucho mas
largo de la remodelacién-modelacion osea.

B. FASE DE REMODELADO Y MODELADO

B.1. REMODELACION

Una vez ha terminado la union de los dos fragmentos, el hueso neoformado
debe adaptar su estructura a su nueva funcién. En el hueso maduro las fibras de
colagena estan orientadas espacialmente en sistemas Haversianos o sistemas

circunferenciales internos, o bien en laminas intersticiales o sistemas circunferenciales
externos.
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En el remodelaje se produce un proceso simultaneo dereabsorciéon osteoclastica
y de aposicién osteoblastica acompafiando a los nuevos vasos, similar al que se
produce de forma continuada en el esqueleto normal permaneciendo asi su estructura
y su funcién El remodelaje del callo mineralizado se realiza enigmaticamente por
islotes; el hueso inmaduro es reemplazado por paquetes de hueso nuevo trabecular.
El callo induce su propio remodelaje por la puesta en marcha de una serie de
mediadores desconocidos, llamado por Frost las BMU "Basic multicellular unit" (43),
(44). Este proceso de remodelaje por BMU tiene cuatro acciones:

- Reemplazar todo el cartilago mineralizado por hueso inmaduro para formar

hueso esponjoso primario.

- Reemplazar este hueso esponjoso, asi como cualquier otro tipo de hueso
inmaduro por paquetes de hueso laminar.

- Reemplazar el callo que existe entre las extremidades fracturarias corticales
por osteonas secundarias de hueso laminar que se alinean segun la ley de
Wolf (122) paralelamente a las solicitaciones que se producen en unay otra
parte de la antigua fractura.

- Limpiar la cavidad medular de cualquier callo obstructivo.

El proceso completo de remodelaje puede durar de meses a afios, realizindose
rapidamente en el primer tercio del reemplazamiento y enlenteciéndose progresiva-
mente en los dos tercios restantes.

B.2. MODELAJE

Se realiza al mismo tiempo que el remodelaje y su finalidad es devolverle al
hueso su forma original. El callo externo se reabsorve, pudiendo ser completo el
modelaje en nifios y casi completo en adolescentes, pero nunca en el adulto,
permaneciendo las deformidades producidas por rotacién y acortamiento.
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3.3. OTROS ASPECTOS DE LA CONSOLIDACION
3.3.1. METABOLISMO Y BIOQUIMICA DEL CALLO

La formacion de tejido de granulacion del calloy el inicio de las actividades de
remodelaje-modelaje necesita la activacion de células precursoras. En los Gltimos
trabajos realizados por Urist (119) se ha puesto en evidencia un factor bioquimico
capaz de inducir la diferenciacién de células mesenquimatosas en células de linea
osteogénica. La BMP -Bone Morphogenetic Protein- es una proteina no colagena
obtenida por desmineralizacion acida del hueso de ratas, conejos, bovinos y
humanos. En las experiencias realizadas la cantidad de hueso neoformado parece ser
proporcional a la cantidad de BMP, el papel de la BMP en la consolidacion 6sea esta
todavia en estudio

La presion de O, juega un papel fundamental en el proceso de calcificacion.
Experiencias antiguas (06) sobre cultivos de células mesenquimatosas, muestran que
en ausencia de O, se produce una metaplasia cartilaginosa, mientras que el hueso
aparece en presencia de concentraciones Optimas.

Diferentes trabajos de investigacién han demostrado efectos beneficiosos
sobre la cicatrizacion de las fracturas en ratas sometidas a oxigenoterapia hiperbarica,
produciéndose aceleracion en la reparacion, mayor mineralizacién y aumento de la
resistencia a la fractura, formacion acelerada de colageno y mayor cantidad de
callo y minerales (124), (87), (27), (96). Por contra una sobresaturacion de O, es toxica,
inhibe laconsolidaciony disminuye laresistencia de las fracturas en reparacion (108),
(123).

Trasla produccion de una fractura tienen lugar una serie de cambios humorales,
entre los que destacauna situacion de acidosis metabolica in situ (105); en condiciones
de alcalosis metabélica local se favorece la precipitacion de sales de calcio,
acelerandose el proceso de consolidacion (18), (37).

El callo de fractura contiene al igual que el hueso, una proporcion variable de
proteoglicanos, coldgeno, minerales y agua. La cantidad de proteoglicanos presenta

35



un méximo hacia la 1* y 2° semanas para disminuir posteriormente. La relacién
hexosamina/hidroxiprolina también disminuye, traduciéndose en la disminucion de
los glicosaminoglicanos y aumento simultaneo del colageno. Existen diferentes tipos
de colageno en funcion de la consolidacion: al principio cuando el callo es fibroso
encontramos los tres tipos de colageno; en la fase de callo blando encontramos
sobretodo colagenodetipoII, como en el hueso embrionario, y en 1a fase de callo duro
el coldgeno es sobretodo de tipo 1.

Respecto al agua y minerales, se ha observado un maximo alrededor de la 1°
semana, y en particular el calcio aumenta entre el 10°y 16° dia.

Estudios microquimicos han demostrado que las enzimas que intervienen en la
glucolisis anaerobia y aerobia estan activadas en el callo durante la proliferacion y
diferenciacion celular (72), (74). El analisis cuantitativo de la glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa en el periostio, muestra tras la fractura en la rata, un aumento rapido en
los cinco primeros dias que siguen a la fractura. Se sabe también que el glucogeno
desaparece a medida que se produce la calcificacion del cartilago; se trata de un
proceso de glucolisis anaerobia donde intervienen las mitocondrias de los condrocitos
ricas en calcio. La baja presion de O, estimula la glucolisis anaerobia, que permite
salir al calcio de las mitocondrias, provocando la calcificacién de la matriz proteica.

Se conoce desde hace mucho tiempo la relacion de la fosfatasa alcalina con las
células osteogénicas proliferativas, con los osteoblastosy con la formacién de matriz
Osea. Se ha demostrado gran actividad fosfatasica durante la cicatrizacion inicial de
la fractura en el cartilago hipertréfico y calcificado del callo (72), (74).

3.3.2. VASCULARIZACION DEL CALLO

El hueso diafisario se encuentra vascularizado por dos sistemas: el sistema
peri6stico que proviene de las arterias musculares y que es el responsable de la
vascularizacion del tercio externo de la cortical; y el sistema centromedular formado

por las arterias nutricias y que es el responsable de la vascularizacién de los dos
tercios internos.
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Se han podido realizar estudios vasculares de la consolidacién mediante la
técnica de Spalteholz (111), (106), objetivandose que tras la fractura se produce una
vasoconstriccidn que permite la hemostasia espontanea. En la fase de organizacion
del callo aparece una vasodilatacion y proliferacion de capilares que invade el tejido
neoformado.

Brooks (20) ha demostrado que la vascularizacion del callo en la rata sigue
evolucion en tres fases:

- durante la 1* semana disminucion del flujo sanguineo que afecta sobre todo
al flujo peridstico.

- de 1a 2* a la 4" semana aumenta a la vez el flujo peridstico y medular, con un
maximo alrededor del dia 21.

- tras la4® semana el flujo global disminuye lentamente hasta llegar alos valores
normales.

La hipervascularizacion local favorece la proliferacién celular y la formacién
de hueso.

3.3.3. CRITERIOS BIOFISICOS

Se han identificado tres tipos diferentes de potenciales eléctricos enddogenos:

- La polaridad eléctrica del hueso: En el hueso normal sin lesion, la difisis es
electropositiva, mientras que las extremidades de unhueso largo son electronegativas
(40), (41).

Tras una fractura, la diéfisis se vuelve mas electronegativa que las epifisis y

metéfisis, y una vez finalizada la consolidacion se observa un retorno a la polaridad
normal.

- El potencial piezoeléctrico: Es generado en la deformidad de los cristales de
hidroxiapatita cuando se aplica un estrés al hueso, provocando una electronegatividad
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en el lado concavo y una electropositividad en el lado convexo.

- El potencial electrocinético o “streaming potential": Se producen gradientes
de presion en la interfase entre los fluidos en movimiento y la superficie s6lida, las
cargas positivas estan presentes en los fluidos, mientras que las superficies Oseas
estan cargadas negativamente.

Esta electronegatividad podria jugar su papel en la consolidacidn, atrayendo
iones positivos como el Ca*™.

Experiencias de estimulacion osteogénica por aplicacion de corrientes en el
hueso, demuestran que el hueso se deposita en el catodo.

3.4. INFLUENCIAS EN LA CONSOLIDACION

3.4.1. FACTORES NUTRICIONALES

Se precisa vitamina C para la sintesis de colageno, por lo que el escorbuto
interfiere la consolidacion. Es necesaria una dieta muy pobre en calcio y vitamina D
para interferir en la mineralizacion. Toda alimentacion normal contiene suficientes
elementos para satisfacer las necesidades del hueso fracturado.

3.4.2. FACTORES BIOELECTRICOS

La estimulacion eléctrica tiene un efecto positivo en la consolidacion; expe-
riencias realizadas en ratas demuestran que dichos factores no aceleran en todo su
conjunto el proceso de cicatrizacion, pero si la fase de callo blando, obteniendo una
estabilizacion mas rapida de la fractura (95).
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3.4.3. FACTORES MECANICOS

Lainmovilizacion provoca una pérdida de masa dsea, osteopenia, en dependen-
cia de la edad y de la naturaleza del hueso.

La movilidad intempestiva impide la consolidacién directa y es el origen en
ocasiones de trastornos en la consolidacion, si bien la estabilidad absoluta del foco
de fractura no es imprescindible para que ésta se produzca, es el caso de las fracturas
costales.

La compresion interfragmentaria aumenta la estabilidad, pero no aumenta la
osteogénesis. La necesaria rigidez del montaje da lugar a callos de pequefio volumen
e impide el inicio del remodelaje, que no se producira hasta haberse realizado la
extraccion del material.

3.4.4. FACTORES HORMONALES

La accion de las hormonas sobre la consolidacion es similar a la que éstas tienen
sobre el cartilago de crecimiento. ,

La hipofisectomia provoca un retardo de la consolidacion, cuyo efecto es
paliado con la administracién de hormona de crecimiento (GH). La administracion
aislada de GH tiene pocos efectos sobre la consolidacion (88), y cuando estos
aparecen no persisten mas alla de los estadios precoces de 1a cicatrizacion dsea.

La tiroxina no es indispensable para la consolidacion, pero su administracion
parece que la estimula.

La ACTH al igual que la hidrocortisona, pueden a altas dosis, parar o retrasar
la consolidacidn (109); por contra, los adisonianos consolidan normalmente (03).

3.4.5. FACTORES CIRCULATORIOS

Estudiados en particular por Rothman (104) y Heppenstall (65), observando que
la anemia con hipovolemia provoca una disminucion de la elasticidad del hueso y un
retardo de la consolidacion.
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3.4.6. FACTORES CIRCADIANOS

Se ha demostrado que la calidad de la consolidacion depende también de la
localizacion de la fractura en la nictamera, por ejemplo, en la rata la fractura
consolida mas rapido si ésta se produce de dia, y sobre todo hay un aumento del
crecimiento 0seo. Estonoocurre en larata hipofisectomizada, porlo que cabe pensar
en la dependencia de la tasa de GH circulante en el momento de la fractura, ya que
ésta varia en el curso de la nictamera (105).
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4.- REVISION BIBLIOGRAFICA

La aceleracion del periodo de consolidacion de las fracturas de extremidades
en pacientes que presentan de forma simultanea un T.C.E., se puede englobar dentro
del fenémeno hiperosteogénico calificado por Benassy como OSTEOGENESIS
NEUROGENA (9).

La osteogénesis neurodgena incluye dos tipos de procesos:

1. La formacion de osteomas o para-osteo-artropatias (POA), y

2. La consolidacién acelerada de fracturas; y que aparecen principalmente en
dos condiciones: lesiones medulares y lesiones encefalicas.

Los primeros datos de dicho fenémeno denominado con posterioridad
osteogénesis neurogena datan de 1863, cuando Charcot (29) estudia las afecciones
articulares tras lesiones cerebrales o de médula espinal, e individualizalas artropatias
tabéticas; pero son Mme. Dejerine, Ceillier y Mlle. Dejerine (34) en 1919 quienes
identifican el fendmeno como tal, denominandolo PARA-OSTEO-ARTROPATIAS
(POA) y lo describen mediante una triada:

- enormes osificaciones para-articulares,

- decalcificaciones de los segmentos metafisarios e

- integridad de las articulaciones.

Con posterioridad se han dedicado diferentes trabajos al estudio de este
fenémeno, si bien la bibliografia no es muy amplia y lamayoria de ellos se polarizan
en el estudio de los osteomas 0 POA, entre otrbs, Coste 1957 (26), Benassy 1960 (07),
Acquaviva 1961 (01), Damanski 1961 (31), Vigoroux 1964 (120), Roig E. 1971 (103),
Decoulx 1972 (33), Tempe 1973 (117).
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Generalmente se acepta en Traumatologia que las fracturas de huesos largos,
cuando se asocian a T.C.E., con frecuencia consolidan en un periodo de tiempo
inferior al normal y con una excesiva presencia de callo. La escasez de trabajos que
estudian el fenémeno suelen presentar disparidad de criterios, se basan en pequefias
series de pacientes tratados con técnicas diferentes y nunca sobre adecuados grupos
control, por lo que existen ciertas reticencias a afirmar categéricamente dicho
fenémeno.

La mayoria de trabajos, lo confirman, Benassy 1963 (08), Calandriello 1964
(21), Campanacci 1964 (22), Jastrzcabski 1977 (69), Heuwinkel 1978 (67), Heuwinkel
1979 (68), Newman 1987 (86), pero son estudios retrospectivos sobre series cortas de
pacientes. Algunos de ellos apuestan incluso por la etiopatogenia del proceso como
Benassy (08), (09), (10)y Jastrzcabski (69) que lo justifican como consecuencia de las
importantes alteraciones en la oxigenacion tisular debido a cambios neurovegetativos,
o Newman (86) que apunta a un mecanismo metabolico.

Algunos trabajos como los de Helm 1965 (64), Glenn 1973 (55) y Okhotsky y
Klopov 1977 (89), observan el fendmeno pero se centran en el estudio terapéutico de
las fracturas en este tipo de pacientes especiales, por su gravedad, por los trastornos
hemodinamicos que presentan, por la dificultad de sus cuidados en las unidades de
enfermeria y por las graves secuelas que suelen aparecer.

Grecoy De Palma 1977 (58) constatan el fendmeno y confirman con su serie las
observaciones de Knoch 1973 (73), observando una aceleracion en el tiempo de
consolidacién de la fractura del 30% y responsabilizan a los cambios circulatorios
y a la alcalosis metabdlica que tiene lugar en estos pacientes.

Resulta de interés comparar estas series anteriores con los trabajos de Garland
y Toder 1980 (48) realizados sobre fracturas de tibia, Garland y Rothi 1982 (49) sobre
fracturas de fémur, de codo Garland y O’Hollaren 1982 (50), y de antebrazo Garland
y Dowling 1983 (51), donde establecen que la unién de la fractura se realiza en estos
individuos con la misma velocidad y frecuencia que lo hace en la poblacion sin
traumatismos craneales; sin embargo estas series carecen de grupos control y no
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cuantifican la formacion de callo. No obstante es de destacar que en un articulo
posterior, Garland 1992 (53) admite, que solo las fracturas de fémur tratadas
quirargicamente y asociadas a T.C.E. consolidan con una mayor formacion de callo
como consecuencia de la osificacion heterotopica que se produce al lesionar las
partes blandas en la propia intervencion.

Como hemos comentado, los estudios clinicos realizados no son amplios, estan
formados por series no controladas, no ofrecen conclusiones o bien no evidencian
una union acelerada. Existen tres trabajos recientes donde se clarifica un poco mas
este fendmeno hiperosteogénico. Perkins y Skirving 1987 (97) calculan el volumen
de callo radiografico en fracturas de fémur, encontrandolo significativamente mayor
y con un promedio de tiempo de unién inferior a cuatro semanas (12 sobre 16) en
aquellos pacientes que presentaban al mismo tiempo un traumatismo craneal.
Spencer 1987 (112) calcula también el volumen de callo radiografico y observa una
mayor respuesta de consolidacion en aquellos pacientes en los que el traumatismo
craneal era mas severo, realizando al mismo tiempo un analisis histologico de los
callos de fractura. Sin embargo es Bidner y col. 1990 (14) quien evidencia un meca-
nismo humoral que intensifica la osteogénesis en aquellos pacientes que presentan
una lesion craneal.

En el terreno experimental s6lo tres trabajos hacen referencia de alguna manera
al fenémeno, pero mientras Herold 1970 (66) lesionando zonas del cerebro en cerdos
de ginea encuentra un mayor callo de fractura, Rapaport 1967 (98) obtiene resultados
contrarios. Spencer 1990 (113) refiere en su experiencia que el fenémeno esta rela-
cionado con la espasticidad.

CLINICAMENTE la consolidacién acelerada de fracturas de extremidades
parece tener una evolucion similar tanto en pacientes afectos de lesiones medulares
trauméticas, Benassy y Mazabraud 1963 (08), Freehafer 1965 (39), Roig Escofet 1971

(103), Subbarao 1990 (116), como en pacientes que han sufrido un traumatismo craneo-
encefalico.
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Nuestra experiencia clinica suele coincidir con la mayoria de los trabajos
publicados, objetivandose en un porcentaje importante de estos pacientes, callos
hipertréficos y disminucién en el periodo de consolidacion de las fracturas que
presentan, independientemente de las diferentes técnicas terapéuticas aplicadas -
cruentas e incruentas- , a pesar del desplazamiento considerable de los fragmentos,
de imagenes radioldgicas que suscitan la interposicion de masas musculares y de las
circunstancias tan desfavorables que acompafian a dichos enfermos -excitacion
psicomotriz, situaciones de extrema gravedad con compromiso cardio-respiratorio
o inestabilidad hemodinamica- que dificultan la aplicacion de las diferentes medidas
terapéuticas.

Este fenémeno hiperosteogénico aparece con mayor frecuencia en los
traumatismos de localizacion frontal, independientemente del periodo de duracién
del estado comatoso; tal circunstancia esta directamente relacionada con el hecho de
que la causa mas comun de este tipo de lesiones corresponde a los accidentes de
trafico, con una mayor incidencia de los traumatismos frontales en este tipo de
mecanismo lesional. Todos los autores hablan de TCE graves, con frecuencia de
localizacion frontal y donde se produce un estado de coma de mayor o menor
duracion. Acquaviva 1961 (01) observa que en los EEG practicados a los pacientes
estudiados, se objetivan signos de sufrimiento cerebral fronto central y con frecuen-
cia signos de irritacién de la base, y en las evaluaciones tardias de estos pacientes
se observaba a través de arteriografias cerebrales o neumoencefalografias, atrofias
mas o menos importantes de los lobulos frontales con dilataciéon ventricular
moderada. Benassy 1963, 1966 (08), (09) presenta series en las que el 90% de los
pacientes presentan TCE de localizacién frontal y la mayoria graves, con comas
prolongados; asi mismo afirma junto con Lelievre 1970 (10) que la cirugia del 16bulo
frontal es fértil en la produccion de osteomas. Weisz 1969 (121), en su estudio sobre
la formacion de callo en los sindromes de embolismo graso, no encuentra relacién
entre la gravedad del dafio cerebral y larapidez de consolidacion. Spencer 1987 (112)
y Perkins 1987 (97), tampoco encuentran correlacion entre la respuesta curativa y el
tiempo de restablecimiento del nivel neurolgico o con el grado de coma a la
admision. Sin embargo Reichelt 1967 (99) refiere una aceleracion en la formacién del
callo a medida que aumenta la gravedad del traumatismo.
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Asi mismo, dicho proceso parece presentar una préctica exclusividad por el
segmento proximal de las extremidades, no objetivindose nunca en el segmento
distal. Nosotros no hemos podido constatar el fenomeno a nivel del tercio distal de
pierna, tobilloy piey tampoco en tercio distal de antebrazo mufiecay mano, habiendo
objetivado el caso de un paciente con fractura de fémur y tibia homolateral, donde
el fémur consolidé de forma precoz mientras la tibia presentd retardo de consolida-
cién; un caso similar es referido en la serie de Acquaviva 1961 (01). La mayoria de
los trabajos existentes hacen referencia a las fracturas de fémur, objetivando el
fenomeno a dicho nivel; en las series que estudian fracturas de diferentes huesos
largos confirmando también el fenomeno, como es el caso de Spencer 1987 (112), no
hacen referencia a la localizacion de las fracturas de tibia; Newman 1987 (86),
introduce en su estudio alguna fractura de tibia, pero son todas ellas de localizacién
proximal o de tercio medio-proximal. Campanacci 1968 (22), afirma en su serie no
haber observado nunca una clara hiperplasia del callo en fracturas de tibia y
antebrazo. Benassy, en sus estudios sobre la osteogénesis neurdgena, 1960, 1963,
1966 (07), (08), (09), afirma que el fendmeno se produce con exclusividad a nivel de
los dos tercios proximales de los miembros, respetando el tercio distal, e insiste en
que las fracturas de tercio distal de tibia y de la muifieca no se acompaiian nunca de
ningun fendmeno hiperosteogénico, y refiere el caso de un paciente con fractura
bifocal de tibia, donde el foco proximal consolido antes de tiempo mientras el foco
distal evoluciond hacialapseudoartrosis. Junto a Lelievre en 1970 (10) establecen que
el hecho mas importante a dilucidar es la impunidad de los tejidos distales de los
miembros, relacionandolo con las disposiciones particulares del sistema venoso
intradseo y utilizan la tesis de De La Caffiniere (35) sobre la red venosa de la rodilla
y los trabajos de Galibert (47) sobre el estudio angiografico de los miembros inferiores
en los diferentes estadios evolutivos de una paraplejia, para explicar dicha impuni-
dad: "el respeto de las regiones distales nos parece debido a las disposiciones
especiales del sistema venoso de estos segmentos que drenan directamente en el
sistema venoso superficial, oponiéndose de esta manera a los segmentos proximales
que solo drenan a la red profunda, en suma la imagen radiolégica del fenémeno es
un calco de los sistemas venosos profundos".
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RADIOLOGICAMENTE es caracteristica la formacion de un callo de fractura
s6lido y voluminoso, de aspecto irregular y extremadamente anirquico. A nivel
femoral el callo suele objetivarse a partirdela2®- 3 semana, consolidando la fractura
con una disminucion en el periodo de tiempo del 30%, Von Knoch 1973 (73), Greco
y De Palma 1977 (58).

Dos autores diferentes han utilizado sendas formulas para demostrar el
fenémeno cuantificando el callo radiolégico.

Perkins y Skirving 1987 (97), utilizan la siguiente formulay aproximan la forma
del callo a un cilindro, lo cual no es estrictamente correcto, pero proporciona una
estimacion cuantificable del volumen del callo producido.

nr(r-r)l M

donde r, es el radio del hueso, r, el radio del hueso mds €l callo y 1 es la longitud del callo.
Spencer 1987 (112), calcula la respuesta de la curacidon de fracturas a través de

un método aproximativo muy simple, teniendo en cuenta que normalmente la masa
es fusiforme, irregular y excéntrica.

Respuesta de la curacidn de fracturas: A/ B

Se realiza el estudio radiogréfico a 90°, donde A esel didmetro més largo de la masa formada y B el didmetro
del hueso adyacente al lugar de 1a fractura.
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ANALITICAMENTE diferentes trabajos y entre ellos Benassy 1966 (09),
comprueban el aumento de la presién de O, en la sangre venosa de estos pacientes,
y observa también alteraciones de la pCO,, PH y reserva alcalina, apuntando que la
arterializacién de la sangre venosa es uno de los motivos que justifican el proceso
patogénicamente.

Greco 1977 (s8) y Newman 1987 (86) observan también aumento del PH, deri-
vando en una situacién de alcalosis metabolica que presentan estos individuos.

Furman y col. 1970 6), y Benassy y Combelles 1971 (11), demuestran la
asociacion del fendémeno hiperosteogénico con la elevacion de las fosfatasas
alcalinas, confirmando las observaciones de Mead y col. 1963 (81), apuntando que
la elevacion de este valor analitico estd proporcionalmente relacionado con la
evolucién de los osteomas. '

Existe una elevacion de la hidroxiprolina en orina, como reflejo del aumento
de la actividad metabolica del tejido conjuntivo, Benassy y Combelles 1971 (11).

No se objetivan en dicho fenémeno, alteraciones de los valores hematicos de
Ca, P, Na, Ky Cl, Benassy 1960 (07), Heuwinkel 1978 (67). Sin embargo Grecoy De
Palma 1977 (58), observan en contra de los hallazgos de Campanacciy Vellani 1968
(22), hipopotasemia e hipocalcemia durante la primera semana, normalizindose
posteriormente; no obstante comentan que el volumen de pacientes es escaso por lo
que el estudio no es significativo.

ANATOPATOLOGICAMENTE s6lo algunos trabajos hacen referencia a esta
parcela del estudio, y se centran en el analisis de los osteomas (01), (61), (08).

Macroscépicamente, éstos, son formaciones Oseas irregulares que aparecen a
-]a altura de las metafisis y no tienen relacién con ninguna forma de miosistis

osificante; se sitilan fuera de las articulaciones, encontrandose intactos la sinovial y
el cartilago articular.
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Microscopicamente, Mazabraud 1963 (08), no ha observado en ninguno de estos
osteomas osificacién precedida de condrogénesis, recordando el proceso osteogénico
de la osteocondromatosis o de las exdstosis; se trata pues de una osificacion
metaplasica a partir del tejido conectivo denso, convirtiéndose en poco tiempo en
hueso esponjoso maduro. Sin embargo Acquaviva 1961 (01) y Hardy 1963 (61) han
advertido en sus observaciones la presencia en ocasiones de islotes de tejido
cartilaginoso.

De toda la bibliografia consultada, s6lo Spencer 1987 (112), afronta anato-
mopatologicamente el fendmeno de la aceleracion en la consolidacion de fracturas
en estos individuos, realizando un estudio histologico de lamasa formada, observan-
do que el material es tejido dseo que tiende a ser maduro en su periferia, y concluye

diciendo que "el término callo, en este tipo de pacientes, probablemente no sea el mas
apropiado”.

ETIOPATOGENICAMENTE el fenémeno permanece indemostrado y nos
movemos todavia en el terreno de las hipétesis.

Ademas este proceso no parece ser patrimonio exclusivo de los TCE y de las
lesiones medulares traumaticas, pues se ha podido observartambien en algunos casos
de intervenciones neuroquirirgicas, patologia encefalica de etiologia vascular,
sindrome de embolismo cerebral graso, situaciones de hipoxia e hipercapnia en
accidentes anestésicos o graves trastornos respiratorios e incluso en pacientes
psiquiatricos con graves trastornos del caracter o de tipo esquizofrénico, Benassy
1963 (08), Weizz 1969 (121), Benassy y Lelievre 1970 (10).

- Teorias que relacionan el proceso con la miositis osificante deben ser
rechazadas por las constataciones operatorias y anatomopatoldgicas, los osteomas

aparecen a nivel de los intersticios musculares, no afectando a sus fibras.

- El papel de la infeccidn en la aparicion de los osteomas, defendido por
Damansky 1961 (31), es igualmente rechazado.
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- La mayoria de estos pacientes presentan una situacién de inactividad
muscular postraumatica debida al propio TCE o inducida farmacoldgicamente, por
lo que Amstrong-Rissy y col. 1957 (02), sugirieron que la disminucidn de la presion
parcial de diéxido de carbono provocado por la disminucién del metabolismo del
misculo paralizado o en reposo, podria producir una alcalosis favorecedora del
deposito de las sales de calcio y fosfato. De todas maneras esta hipotesis no puede
explicar todos los casos pues hay pacientes con excitabilidad manifiesta en los que
la falta de reposo fue notable.

- Benassy y sus col. (09) confirmando la experiencia centenaria de Claude-
Bernard 1859 (09), ponen en evidencia en este tipo de pacientes que las cifras de PH,
reserva alcalina, pO, y pCO, son practicamente idénticas en la sangre arterial y la
sangre venosa del territorio correspondiente. Defienden la hipdtesis, de que tras el
TCE o traumatismo medular se produce lalesion de los centros del sistema simpatico,
provocando la apertura de los shunts arterio venosos -canales anastométicos de
Sucquet Hoyer-, adquiriendo la sangre venosa las caracteristicas de la sangre arterial.
La variacion del PH de la sangre venosa anormal, permite arrastrar elementos fosfo-
calcicos de las metéfisis dando lugar a la salida de un aluvién fosfo calcico, para
depositarse alrededor de las articulaciones o en el foco de fractura.

- Muchos pacientes con TCE graves son susceptibles de hiperventilacion
asistida que contribuye a la produccion de una alcalosis, otros que respiran
espontaneamente hiperventilan, dando lugar tambien a una situacion de alcalosis
metabolica. Sabemos que alteraciones minimas del PH son capaces de alterar la
cinética de la precipitacion de sales de calcio y fosfato, Boulet y Marier 1961 (18);
por lo que Newman y col. 1987 (86), sugieren que la alcalosis debida a la hiperven-
tilacion traumatica o yatrogénica influya modificando el PH de la zona de fractura
hacia la alcalinidad, acelerandose el depdsito de sales fosfo-calcicas en el hueso y
basa esta hipotesis en la constatacion de la alcalosis arterial que presentan los
pacientes estudiados en su serie.

- Greco y De Palma 1977 (58), son reticentes a apoyar la hipétesis de la
osteogénesis neurégena de Benassy (08) y sostienen que dicha osteogénesis es la
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resultante del trastorno metabodlico sistémico secundario a una primera lesion
encefalica, pero que se desencadena independientemente de ésta; para lo cual
sostienen que en este tipo de pacientes con un grave TCE, se produce un trastorno
metabdlico central con lactico-acidosis del liquido cefalorraquideo que es el origen
de una hiperventilacién pulmonar (75) y de una alcalosis metabélica (82); esta
alcalosis metabélica determina una hipoxia tisular provocando la apertura de los
shunts arterio-venosos modificando la curva de disociacion oxigeno-metabélica (77)
que favorece la precipitacion de sales de calcio (37) y habiéndose demostrado tambien
experimentalmente que el ambiente alcalino favorece la aceleracion del proceso de
reparacion de fracturas (102).

- En este tipo de pacientes la lesion encefélica provoca una serie de cambios
metabolicos que podrian ser explicados parcialmente por las actividades alteradas de
hormonas cuya liberacion es controlada por la pituitaria (32). Haas en 1970 (59),
sugirié que la respuesta hipertrofica del hueso podria ser debida a una elevacién
postraumatica de los niveles de somatotropina, hip6tesis poco probable, pues se han
descrito incrementos de esta hormona en otras patologias que no se asocian con
alteraciones en la fisiologia del hueso (67).

- GomezPalacios en 1979 (56), apunta la posibilidad de que el hipotalamo puede
ser estimulado por impulsos de diversa indole y en virtud de sus conexiones con los
centros nerviosos integradores del nivel cortical, provocan la respuesta ante la
agresion, interesando especialmente la via que desde los niicleos de nivel mesencefalico
-nicleo de Gudden particularmente- sigue por el haz de Shutz hasta los altimos
eslabones vegetativos de lamédulay aquella que vuelve aconectar con el hipotalamo
para provocar la liberacion de factores actuantes sobre la hipofisis; explicando de
esta manera la hipdtesis de Benassy y Jastrzebsky (08), (69) donde el fenémeno
hiperosteogénico que se produce en pacientes con lesion cerebral se debe a cambios
neurovegetativos, pudiendo justificar idénticos hallazgos tras lesiones nerviosa a
otros niveles por interrupcion de las vias sefialadas.

- Smith 1987 (110), comentando los trabajos de Spencer (112) y Perkins (97),
sugiere la posibilidad de que si la reparacién de fracturas normales depende
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probablemente de los osteoblastos presentes ya en el foco de fractura, la osificacion
heterotdpica y probablemente el excesivo callo sea consecuencia de la adicion de
células mesenquimatosas en la formacion osteogénica, para lo cual se necesitan
inductores de células osteoprogenitoras.

- Un trabajo reciente, Bidner 1990 (14), intenta abrir una luz en este oscuro
campo de las hipdtesis en que se encuentra inmerso este fendmeno y demuestran el
incremento de factores humorales de crecimiento con actividad para las células de
fenotipo osteoblastico en el suero de pacientes con lesién craneal; las muestras de
suero extraidas de los grupos de pacientes con lesion cerebral, presentaban mayor
actividad mitogénica y producian mayor aumento del nimero de células con
capacidad osteogénica que las muestras pertenecientes alos grupos control sinlesion
cerebral. Permanece por resolver si los efectos promotores del crecimiento celular
son efectos directos de un factor mitogénico circulante, o bien efectos indirectos
debidos a un factor que tendria por diana las células dseas y las induciria a la
liberacién de un factor de crecimiento, ocurriendo el proceso localmente. Tambien
la actividad pudiera ser estimulada directamente por el tejido cerebral al asociarse
el traumatismo con una disrupcion a nivel de la barrera hematoencefélica. Por otra
parte la estimulacién podria producirse en zonas periféricas via neural, o bien
simplemente que tejidos dafiados proximos a 6rganos adyacentes, como la hip6fisis
en el cerebro, fuesen responsables de la estimulacion.
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CAPITULO I
HIPOTESIS DE TRABAJO

Y OBJETIVOS



1.- HIPOTESIS DE TRABAJO

Este trabajo experimental trata de poner de manifiesto, la posible influencia
entre los traumatismos craneo-encefalicos y la consolidacion del hueso fracturado;
basado enla observacion clinica de que determinadas fracturas de huesos proximales
de extremidades, asociadas a traumatismos craneo-encefalicos, presentan disminu-
cion de su periodo de consolidacion.
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2.- OBJETIVOS

2.1. Conocer la supervivencia de la rata macho Sprage Dawley frente a una
lesion encefalica del I6bulo frontal y fractura de fémur en ambas extre-
midades posteriores.

2.2. Estudiar larelacion entre la lesion encefalica frontal y 1a consolidacion de
fracturas de fémur, en el mismo animal.

2.3. Si se demuestra ésta relacion, determinar las posibles influencias en los
diferentes tejidos del callo: 6seo, fibroso y cartilaginoso.

2.4. Establecer la incidencia que la lesion encefélica pueda tener sobre la
mineralizacion del callo fracturario.

2.5. Observar si existe correspondencia, ipsolateral, heterolateral o bilateral,
tras la lesion del 16bulo frontal izquierdo.
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CAPITULO 111

MATERIAL Y METODO



1.- MATERIAL

1.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Rata SPRAGE DAWLEY, Rj:SD, de sexo macho y de 350-375 gr. de peso.

DESCRIPCION: Rata albina de crecimiento rapido, facil de manipular y
utilizada en practicamente todas las disciplinas de la investigacion biomédica.

DATOS ZOOTECNICOS: sobre la colonia primaria

Edad de acoplamiento: 10 semanas.
Tipo de acoplamiento: monogamia permanente.
Numero de pequeiios nacidos por parto: 10,3.
Numero de supervivientes por parto: 10.
Intervalo medio entre partos: 31 dias.
indice de productividad: 1,8.
Esterilidad: 2,6%.

HABITAT Y NUTRICION: Animalario en jaulas de dos elementos y alimen-
tadas con pienso LETICA, DIETA IPM R20 de mantenimiento.
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1.2. QUlfR(')FANO EXPERIMENTAL
A Material de Anestesia

B. Instrumental Quirargico (Fig. 8)
- de corte
- de hemostasia y separacién
- de corte y remodelacién ésea
- de osteosintesis

- de sutura

C. Motor eléctrico
- Maxicraft 50100. 12-18 volt. 2 Amp., 18.000 TU/m.
- Transformador Maxicraft 50600. 200 v., 50-60 Hz.

D. Aparataje de ampliacion de imagen
- microscopio quirurgico

Fig. 8.- Instrumental quirargico.



1.3. LABORATORIO DE HISTOLOGIA

- Material para técnicas de fijacion, decalcificacion 6sea 'y deshidratacion.

- Material para técnicas de inclusion en parafina y cortes con microtomo
Reichert-Jung

- Material de técnicas de tincion para microscopia Optica.

- Técnicas de lectura: las observaciones de microscopia Optica se han realizado
con un microscopio Leitz Dialux 20 EB; los objetivos utilizados han sido Leitz
Fluotar de 04/0,10; 10/0,25; 40/0,65 y 100/1,25 aumentos/obertura numérica -el
ultimo de inmersion en aceite-.

- Material fotografico: aparato Wild MP S45 acoplado al microscopio Leitz.
Para las fotografias de las preparaciones se ha utilizado pelicula Perutz Chrome 100
ASA, las copias de papel se han obtenido por sistema directo de Ciba -Cibachrome-

- Técnicas de histomorfometria: equipo MOP-Vidoplan -Kontron- con soft-
ware

1.4. UNIDAD DE RADIOLOGIA

- Mamografo Senographe 500 T. Senix H.F., General Electric.
- Equipo de revelado CURIX 402, AGFA GEVAERT
- Pelicula AGFA MAMORAY MR3 -11, 18x24 cm.

1.5. UNIDAD DENSITOMETRICA

- Equipo LUNAR modelo DPX - L voltaje: 76 Kv. intensidad: 150 mA.
- Sofware Small Animal V 1.0.
- Tamaiio de celdilla: 0,3 x 0,3 mm.

Método de adquisicion: Detalle, 40 x 60 mm. campo Wtil.
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2.- METODO

2.1. PROTOCOLIZACION DE LAS SERIES
DE INVESTIGACION

El niimero de animales utilizados en el estudio ha sido de 74, divididos en dos
series iguales de 37 animales cada una.

- En la 17 serie: se practica lesién encefalica a nivel del 16bulo frontal izqdo.,
fractura de fémur a nivel de 1/3 medio en ambas extremidades posteriores y
estabilizacién mediante osteosintesis endomedular con aguja de Kirschner.

- En la 2° serie: constituye el grupo control, se realiza exclusivamente una
fractura de fémur a nivel de 1/3 medio en ambas extremidades posteriores, con
fijacion mediante osteosintesis endomedular similar.

A las 4 semanas de practicarse las lesiones, se procede al sacrificio de los
animales, obteniéndose las piezas a estudio.

De los 74 animales incluidos en el estudio:
- 60 animales -30 de cada serie- seguiran los protocolos de valoracién de
resultados:

a/ estudio macroscopico.

b/ estudio radioldgico.
¢/ estudio histologico e histomorfométrico.
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- 14 animales -7 de cada serie- seguiran el protocolo de valoracidn
tomodensitométrico.

2.2. METODO DE INVESTIGACION

2.2.1. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

2.2.1.1. PROTOCOLO DE ANESTESIA

Administracion mediante inyecciénintraperitoneal, de HIDRATO DE CLORAL
al 4,5% y en dosis de 1 cc./100 gr. de peso.

2.2.1.2. PROTOCOLO DE PREPARACION

Se procede a la preparacion del campo quirirgico, mediante rasurado de la
cabeza del animal y ambas extremidades posteriores. Desinfeccion de la piel con
betadine.

2.2.1.3. LESION ENCEFALICA

Siguiendo los trabajos de Fernandez (38), se practicaincisién cutanea longitudinal
central, sobre boveda craneal hasta plano 0seo; localizacion del hueso frontal izqdo.,
realizandose de forma estandarizada, y en un punto equidistante a 2mm. de la sutura
fronto-parietal y de lalinea media, orificio de trepanacién mediante broca de 1,5 mm.
y motor eléctrico, penetrando de forma perpendicular hasta base de craneo y en la
localizacion representada en las figuras 9 y 10.
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Fig. 9.-  Mapa lesional.
Fig. 10.-  Técnica de la lesidn encefilica.



Lesionando: meninges, cortex frontal, I6bulo frontalizqdo. y tubérculo olfatorio.
Sutura de piel con seda de 4/0 y aguja triangular. (Fig. 9y 10).

2.2.1.4. LESION DE EXTREMIDADES POSTERIORES

Se realiza la misma lesion en ambas extremidades posteriores.

Incision longitudinal de piel, a nivel del muslo del animal y siguiendo la
direccion del fémur. Diseccién por planos hasta hueso femoral, con abordaje entre
musculo gliteo superficial y misculo biceps femoral en el plano superficial, y entre
el vasto lateral y adductor magnus en el profundo.

Realizamos osteotomia femoral a nivel del 1/3 medio, mediante sierra eléctrica
y de forma estandarizada en todos los animales; procediéndose posteriormente a
practicar una osteosintesis endomedular, para lo cual seccionamos la insercion
rotuliana del vasto lateral, desplazamos rotula y practicamos perforacion a nivel de
la escotadura intercondilea con broca de 1,5 mm., introduciendo por el orificio
realizado una aguja de Kirschner de 1,2 mm. enhebrando los dos fragmentos
femorales, doblamos la aguja a nivel de los dos extremos del fémur, recortando el
segmento sobrante. (Fig. 11).

Cierre por plahos, reinsertando el vasto lateral en la rétula y suturando la
aponeurosis muscular sixperﬁcial con dexon de 4/0 y sutura cutanea con seda de
4/0 y aguja triangular.

2.2.1.5. PERFUSION INTRACARDIACA

A las 4 semanas de practicar las lesiones, procedemos al sacrificio de los
animales, a través de la siguiente técnica:

Previa anestesia, con idea de conseguir una buena preservacion de los tejidos
a estudiar, se introduce un cateter en el ventriculo izqdo. del corazén conectado a un
equipo de perfusion y seccionando seguidamente la auricula dcha; ésto permite el
paso de liquido a través del sistema de la circulacién mayor. Los animales se
perfunden previamente con 200 ml. de suero fisiolégico para eliminar la sangre del
arbol circulatorio, antes de la utilizacion del fijador: 250 ml. de paraformol al 4%.
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Fig. 11.-

Técnica de la lesion femoral.

1. Incision; 2. Diseccion del fémur; 3. Osteotomia diafisaria a nivel del tercio
medio femoral; 4. Lesion femoral; 5. Perforacién intercondilia; 6. Osteosintesis
endomedular, ‘



2.2.1.6. OBTENCION DE LAS PIEZAS

Tras la perfusion de los tejidos con la solucion de fijacién se procede a la
diseccion y extraccion de las piezas motivo del estudio -encéfalo y ambos fémures-
y se mantienen en la misma solucion de fijacion

2.2.2. PROCEDIMIENTO RADIOLOGICO

Se practican mamografias en dos proyecciones de los diferentes fémures, con
la intencidn de aumentar la calidad radioldgica del callo de fractura, con mamografo
senographe 500 T, SENIX H.F. y con las siguientes caracteristicas: 36 Kv. 5 M As.
Dispositivo de ampliacion, colocando la pieza motivo del estudio a 30 cm. de la
placa, consiguiendo un aumento del 200/100.

Revelado automatico con equipo CURIX 402 de AGFA GEVAERT.

2.2.3. PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO
-El fémur seguird el siguiente proceso histolégico: dacalcificacién,
deshidratacion, inclusién en parafina, cortes con microtomo, obtencién de las

secciones en portas y tincién de las mismas en hematoxilina-eosina.

-El encéfalo: deshidratacion, inclusion en parafina, cortes con microtomo,
obtencion de las secciones en portas y tincién con violeta de cresil.

2.2.3.1. DECALCIFICACION

Mantenemos el fémur en una solucion de ac. nitrico al 6%, durante 4 semanas.



Retiramos posteriormente la aguja de Kirschner y procedemos al lavado de la pieza

con agua corriente.

2.2.3.2. DESHIDRATACION

Con el siguiente protocolo de actuacion:

fémur
-alcohol 60°.......cccovvvvivennnnn. rerreenens .1h.
~alcohol 80°......c.ovviciiiiiere e 1h.
-alcohol 96°1 ......... rerererereeesraentaaenaans 1h
-alcohol 96°1I1 ........ccovveeneeeivrereennenn LG
-alcohol 96°I11..................... USROS § .}
-alcohol 100°T ... 1h
-alcohol 100°11............ v S §
~alcohol 100°II ........ccoovvvivrieinrannees 12h.
~Xiloll .o, et ...l1h
-Xilol I .....coouve.. oo 1h.
-XilolHI ............ Creeeerteerreesenreenranans 4h

.
encéfalo

veeeeeans reereerrettise e aatreaes TS B 1§
.................................................... 1h.
 aeereeenereerareasanns reereieneraarereraans w1 he
mreeetaereaan——tnttenaseaeaernnaann pereeraenas 1h

rtetereetaar et ntsartetessannnenannsnnnns reran 1h.
reereveeeaeaeaenennrn reeerernearaaeeatraeseranaas 1h
........... ceeeeereresioernrsenrtesvesesnesennnenne L I
eeeeeennneteeanannaas retreereaareeneees pvveaaes 1h.
.............. eressreesseseeenenssnsansessereneenees L 1N,
ereeveenee ceverenn eeveeeennrreeaeonesearaeann I h,

2.2.3.3. INCLUSION EN PARAFINA Y CORTES

Inmersion de las piezas en parafina I liquida durante 24 h. para el fémur y 6 h.
para el encéfalo, y posterior inclusion en bloques de parafina II.

Realizacion de los cortes en microtomo Reichert - Jung a 5-7 L.
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2.2.3.4. TINCIONES PARA MICROSCOPIA OPTICA
A. HEMATOXILINA-EOSINA

- Preparacion de los colorantes:

1. Hematoxilina de Harris

- Solucion A: se mezclan 2,5 g. de hematoxilina en 25 ml. de etanol absoluto.

- Solucion B: se disuelven en caliente 50 g. de sulfato aluminico potasico en 0,5
ml. de agua destilada.

- Se mezclan ambas soluciones en caliente y se afiaden 1,25 g. de 6xido de
mercurio. Cuando la solucion adquiere un color violado, se retira el recipiente del
fuego y se sumerge en un baifio con agua fria.

- Antes de utilizarla se afiaden 2-4 ml. de acido acético glacial por cada 100 ml.
de solucion.

2. Eosina alcohélica.

- Se prepara una solucion de eosina madre que contiene 1 g. de eosinaen 20 ml.
de agua y se afiaden 80 ml. de etanol 95%.

- Para la solucidn de trabajo, se mezclan una parte de eosina madre con tres
partes de etanol 80%.

- Antes de ser utilizada se afiaden 0.5 ml. de acido acético glacial por cada 100
ml. de solucidn.

- Protocolo de tincidn;

- Las secciones se desparafinan y se hidratan.

- Se introducen en una cubeta con hematoxilina 15-20 minutos.

- Se lavan con agua corriente para retirar el exceso de colorante.

- Posteriormente se diferencian con 1% de acido clorhidrico alcohdlico.
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- Se lavan con agua corriente hasta que las secciones adquieren un color azul
(10 minutos aproximadamente).

- Seguidamente se contrastan con eosina durante unos 30 segundos.

- Se deshidratan con alcoholes de graduacion creciente (dos bafios en etanol
al 95% y dos baiios en etanol al 100%).

- Las secciones se sumergen en xilol-fenol unos 5 minutos y después se bafian
dos veces con xilol durante 5 minutos mas.

- Finalmente, se sumergen en xilol-eucaliptol (1:1) durante 5 minutos.

B. VIOLETA DE CRESIL

- Preparacion del colorante:

- Se mezcla en un recipiente 0,1 g. de violeta de cresil en 100 ml. de agua
destilada y se filtra.

- Se calienta en estufa a 60°.

- Antes de ser utilizada, se afiaden 5 gotas de ac. acético glacial por cada 100
ml. de solucion.

- Protocolo de tincion:

- 3 bafios de xilol, el 1° de 15 minutos y de 10 minutos los restantes.

- 3 baiios de etanol al 100%, de 5 minutos cada uno.

- 2 baiios de etanol al 95%, de 5 minutos cada uno.

- 1 baiio de etanol al 60% de 5 minutos.

- 2 bafios de agua destilada, de 5 m. cada uno.

- Se introducen durante 6 minutos en estufa a 60°y en una cubeta que contiene
la tincion de violeta de cresil.

- 4 baiios rapidos de etanol al 60%, de 20 segundos cada uno.

- 2 bafios de etanol al 95%, de 20 segundos el 1° y 2 minutos el 2°.

- 2 baiios de etanol al 100%, de 2 minutos el 1° y S minutos el 2°,

- 2 bafios de xilol de 20 segundos el 1° y 10 minutos el 2°.
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- 1 baifio de xilol- eucaliptol (1:1), durante mas de 5 minutos.
- el montaje de las preparaciones se ha realizado con DPX (BDH).

2.2.4. PROCEDIMIENTO TOMODENSITOMETRICO

El método se denomina Mineralometria Osea Computarizada con Rayos-X
(MOC) o Absorciometria Radioldgica de Doble Energia, para los anglosajones
DEXA -Dual Energy X-ray Absorciometry-.

Representa la evolucién mas reciente de los métodos densitométricos directos,
basados en la medida de la atenuacién de un haz de fotones por parte del hueso
examinado (16), (91). Permite medir el contenido 6seo mineral y la densidad del fémur
examinado, de modo altamente estandarizado, gracias al empleo de procedimientos
automaticos de analisis.

2.3. METODO DE VALORACION

2.3.1. ESTUDIO MACROSCOPICO

1.- Una vez disecado el fémur, tras practicar la perfusion intracardiaca con la
solucién de fijacion, procedemos a la valoracién de la estabilidad en el foco de
fractura y del volumen del callo mediante los siguientes parametros: (Fig. 12)

- movilidad en el foco de fractura con puntuacién, 0 6 1, en dependencia de la
existencia o no de movilidad.

- medicion del didmetro mas ancho en cm., con pie de rey.
- medicion del perimetro méximo del callo en cm., tomando como punto de
referencia el didmetro mas ancho y realizado con pie de rey.

2.- Tras la diseccion del encéfalo, se constata macroscépicamente, la existencia
o no de lesion cerebral a nivel del 16bulo frontal izqdo. (Fig. 12).
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Fig. 12.-  Estudio macroscépico.

2.3.2. ESTUDIO RADIOLOGICO

Practicamos mamografias de cada fémur en dos proyecciones, frente y perfil.
Colocamos las mamografias sobre el negatoscopio y realizamos una planigrafia del
callo de fractura para cada proyeccion. Procesamos las planigrafias en un equipo
MOP-Videoplan, analizando las imagenes mediante.un programa software standar.

El parametro obtenido corresponde a la suma de las areas del callo de fractura
en cada proyeccion, valorado en cm?. (Fig. 13).

2.3.3. ESTUDIO HISTOLOGICO
E HISTOMORFOMETRICO

1.- Una vez obtenido el material histologico de cada fémur, se procede a su

estudio por microscopia dptica, realizando una planigrafia del callo de fractura y



=
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Fig. 13.- Estudio radiolégico.
1. Mamografia.
2. Planigrafia tratada con equipo MOP-Videoplan
Fémur 40 1, area total del callo de fractura 3,641 cm?



- Callo peniéstico, fémur 11 1.
Seccidn que corresponde a la 1/4 parte del
callo peridstico de dicho fémur. El estudio
morfométrico se ha realizado con equipo
MOP-Videoplan, resultando un area total
de 13,390 mm?,

Fig. 14A.- Estudio histomorfométrico
callo de fractura.




Fig. 14B.- Estudio histomorfométrico callo de fractura.
Planigrafia fémur 48 1
Area: tejido 6seo 315.874 112 94,5%
Area: tejido fibroso 6.038 pi? 1,7%
Area: tejido cartilaginoso 13.152 2 —  3,8%
Area total 334.074 p2 100,0 %




diferenciando cualitativamente el area de ocupacion de los diferentes tipos de tejido
- fibroso, 6seo y cartilaginoso -.

Los estudios morfométricos se han realizado en un MOP-Videoplan (Kontron)
y para el procesamiento y andlisis de las imagenes se ha aplicado un programa
software standar. (Fig. 14).

Los parametros estudiados han sido:

- Area total del callo peridstico en el corte de maximo diametro en .

- Porcentaje del 4rea de ocupacidn para cada tipo de tejido en lamisma seccién.

2.- Estudio histolégico del 16bulo frontal, objetivando o no, la zona lesional y

confirmando la pérdida de sustancia y la destruccion de tejido neuronal. (Fig. 15).

Fig. 15.- Estudio histolégico de la lesion encefalica.



2.3.4. ESTUDIO TOMODENSITOMETRICO

Practicamos el método de absorciometriaradiologica de doble energia, estable-

ciendo en el fémur tres areas de 1dénticas dimensiones y que corresponden:

- A 1: regiéon metafisaria proximal del fémur.
- A 2: regién del 1/3 medio de diafisis femoral, donde se localiza el callo de
fractura.

- A 3: region metafisaria distal del fémur.

Se determina la masa 6sea mineralizada de cada regién en gramos de
hidroxiapatita por unidad de area -gr./cin*- , comparando las dos series de animales
y teniendo como valores de referencia los de fémures normales de ratas Sprage
Dawley machos de 375 gr. de peso. (Fig. 16).

Fig. 16.- Estudio densitométrico. Fémur normal
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