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RESUMEN (en espafiol)

OBJETIVO: La reparacion de defectos 6seos supone aun hoy en dia un reto para los
cirujanos reconstructivos. Los progresos alcanzados en la cirugia ortopédica han
ampliado las posibilidades en el tratamiento tanto de los reemplazos articulares como de
los tumores ¢seos y traumatismos, a menudo con la necesidad de abordar defectos 6seos
de gran tamafio. La Ingenieria Tisular es un intento de recrear la biologia de un tejido.
En el caso de la cirugia ortopédica y traumatologia dicho tejido deberia remedar las
caracteristicas del autoinjerto 6seo (patrén oro en el tratamiento de defectos 6seos). Esto
se podria conseguir aportando una matriz osteoconductora, proteinas osteoinductoras y
celulas osteogénicas para crear un equivalente de injerto éptimo para la regeneracion
6sea. En el presente estudio se evaludé un modelo de Ingenieria Tisular a partir de una
novedosa matriz proteica porosa de origen plasmatico autdlogo sobre la que se
sembraron células obtenidas a partir de médula 6sea autéloga procedente de cresta iliaca
como técnica de implementacion regenerativa.

MATERIAL Y METODO: Se crearon defectos osteoperidsticos segmentarios de 10
mm en la diéfisis del radio de conejo. En 10 patas no se utilizé ninguin implante ni
injerto (grupo control). En otros 10 casos se implanté un soporte proteico
tridimensional obtenido a partir de plasma autélogo cruzado con glutaraldehido y en un
tercer grupo de 10 casos se afiadieron células autélogas procedentes de médula 6sea a
dicho soporte proteico. Se realizaron controles mensuales radiograficos, analisis
cuantitativos sobre imagenes radiogréaficas (densidad en el defecto, porcentaje de
regeneracion dsea) y estudios histoldgicos tras el sacrificio a los 6 meses
postoperatorios.

RESULTADOS: Se objetivé en los dos grupos en los que se utilizd la matriz evaluada
formacion progresiva de hueso. El procesamiento digital de las imagenes confirmo este
hecho, mientras que en el grupo control se encontrd una ausencia de neoformacién 6sea.
Dicha regeneracion dsea es mayor y mas llamativa si a la matriz se le afiaden células
procedentes de médula 6sea aut6loga obtenidas de cresta iliaca, con diferencias
estadisticamente significativas en las diferentes determinaciones temporales. Los
hallazgos histologicos sugieren una excelente biocompatibilidad de la matriz con
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imagenes de osteointegracion en ausencia de respuesta inmune de rechazo.
CONCLUSIONES: La utilizacién de una novedosa matriz de proteinas globulares
plasméticas aut6logas permite obtener regeneracion 6sea completa en defectos
segmentarios de tamafio critico en hueso largo del modelo experimental utilizado.
Podria tratarse de una valiosa herramienta para la Ingenieria tisular en cirugia
ortopédica y traumatologia.

RESUMEN (en Inglés)

OBJECTIVE: The repair of bone defects represents, even today, a challenge for
reconstructive surgeons. Progress made in orthopaedic surgery has allowed the
expansion of possibilities in the treatment of both joint replacements and bone tumors
and trauma, often together with the need to tackle large bone defects. Tissue
Engineering is an attempt to recreate tissue biology. In the case of orthopaedic surgery
and traumatology, such tissue should mimic the characteristics of autologous bone (gold
standard in bone defect treatments). This could be done providing an osteoconductive
scaffold, osteogenic cells and osteoinductive proteins to create an equivalent graft,
which would be optimal for bone regeneration. In this study a Tissue Engineering
model was evaluated from an innovative porous protein scaffold of autologous plasma
origin, in which cells, derived from autologous bone marrow taken from the iliac crest,
were sown as a technique of regenerative implementation.

MATERIAL AND METHODS: Segmental osteoperiosteal defects of ten mm were
created in the diaphysis of a rabbit radius. In 10 legs, no implants or grafts were used
(control group). In other 10 cases, a three-dimensional protein complex, which was
obtained from autologous plasma crossed with glutaraldehyde, was implanted. Finally,
in a third group of ten cases autologous cells from bone marrow were added to that
protein complex. Radiographic monthly checks, quantitative analysis of radiographic
images (defect density, percentage of bone regeneration) and histological studies were
performed when sacrifice after 6-month postoperative.

RESULTS: The objective in the two groups which used the evaluated scaffold was
progressive bone formation. The digital processing of images confirmed this fact,
whereas in the control group an absence of new bone formation was found. This bone
regeneration is bigger and more remarkable if cells from autologous bone marrow
obtained from the iliac crest are added to the scaffold, with statistically significant
differences in the different time measurements. Histologic findings suggest excellent
biocompatibility of the scaffold with osseointegration images in the absence of immune
rejection response.

CONCLUSIONS: The use of an innovative scaffold of autologous plasma globular
proteins allows for complete bone regeneration in critical-sized segmental defects in the
long bone of the experimental model used. It could be a valuable tool for Tissue
Engineering in orthopaedic surgery and traumatology.
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INTRODUCCION



1 EL TEJIDO OSEO:

El hueso constituye un 6rgano y como tal se compone de varios tejidos (vasos

sanguineos, linfaticos, nervios, tejido adiposo, conjuntivo y 6seo).

Posee tres funciones principales: actla como soporte mecanico y del aparato
locomotor (Rodan GA, 1992; Sommerfeldt DW et al.,, 2001), proporciona
proteccién a los organos internos y hogar a las células de la médula Gsea
(Rodan GA,1992; Sommerfeldt DW et al., 2001) y presenta actividad
metabdlica como regulador de la homeostasis del calcio.

El tejido 6seo es un componente del hueso que tiene sus propias células y

matriz 6sea, ademas posee un componente inorganico cristalino.

1.1 Tipos de tejido 0seo:

Desde el punto de vista MICROSCOPICO existen dos tipos de tejido 6seo:

Hueso fibrilar:

También llamado hueso primitivo o “woven bone”. Esta presente en el embrion
y en el recién nacido, en el callo de fractura, en la zona metafisaria del hueso
en crecimiento y en algunos procesos tumorales. En su matriz las fibras de
coldgeno no se orientan uniformemente y sus diametros son variables. Posee
gran namero de células también organizadas anarquicamente. Es la respuesta
del organismo a la necesidad de formar hueso rapidamente. Se comporta
mecanicamente como isotrOpico, es decir, responde del mismo modo
independientemente de la direccién de la fuerza aplicada (Einhorn TA et al.,
2009).

Hueso laminar:

Denominado también hueso maduro es producto de la remodelacion existente.
Presenta una organizacion paralela y definida de las fibras de colageno, células
mas dispersas y de tamafio constante. Es anisotropico, opone mayor
resistencia cuando la direccion de la fuerza es paralela al eje longitudinal de
sus fibras (Einhorn TA et al., 2009).



Desde el punto de vista MACROSCOPICO existen otros dos tipos:

Hueso esponjoso:

Es aquel constituido por trabéculas 6seas interconectadas. Representa el 20%
de la masa 6sea y se encuentra en la metéfisis y epifisis de huesos largos asi
como en los huesos cortos, planos e irregulares (Clarke B, 2008; Einhorn TA et
al., 2009).

Hueso compacto o cortical:

Esta compuesto por tejido macizo. Representa el 80% de la masa 6sea y forma
el envoltorio de los huesos cortos, planos e irregulares. Se encuentra también
en la diéfisis de los huesos largos. Este hueso cortical se organiza en el
llamado sistema haversiano cuya unidad basica es la osteona (Clarke B, 2008;
Einhorn TA et al., 2009).

1.2 Componentes del tejido 0seo:

La matriz organica:

Fue Virchow en 1853 el primero en describir la matriz organica o sustancia
osteoide, que supone un 22-25% de la matriz désea. Estd constituida
principalmente por proteinas, de las cuales la mas abundante es el colageno
(90%).

Colageno:

En un 90% se trata de colageno tipo |, existiendo pequefias proporciones de
fibras de colageno Il y V, probablemente procedentes de los vasos sanguineos
que vascularizan el hueso (Gehron R el al., 1993). En el coldgeno se hallan los
aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina siendo este dltimo un marcador

especifico de todos los fenotipos de colageno.

La disposicion de las fibras colagenas es la que determina que el tejido 6seo
sea maduro (o laminar) en el que las fibras se disponen de manera ordenada,
en laminas paralelas y orientadas en una direccion preferente y permitiendo la

mayor densidad de colageno por unidad de volumen de tejido, o fibrilar



(también llamado primitivo) en el que la disposicion de las fibras es

desordenada con menor densidad mineral).

Proteinas no colagenas:

-Osteocalcina (Proteina Gla 6sea/BPG): es la proteina no coladgena mas
abundante en el tejido 6seo (representa del 10 al 20% de las proteinas no
colagenas del hueso). Es producida por los osteoblastos y atrae a los
osteoclastos. Mientras la funcién “in vivo” de la osteocalcina es desconocida su
afinidad por los constituyentes minerales del hueso le atribuyen un papel en la
formacion de éste. Se puede medir en sangre y sus niveles reflejan la actividad

metabdlica ésea (“turn over”).

-Osteopontina (OPN): es una fosfoproteina acidica normalmente encontrada en
tejidos mineralizados como los huesos y los dientes, y estd implicada en la
regulacién de la mineralizacion mediante su accion inhibidora del crecimiento
de los cristales de apatita, asi como promoviendo la funcidon osteoclastica a
través de la avB3 integrina (Giachelli CM et al., 2005). Aunque la OPN no se
encuentra en las arterias normales, se ha documentado la presencia abundante
de la misma en los lugares de calcificacion en placas ateroscleréticas humanas
y en vélvulas adrticas calcificadas, donde es sintetizada en niveles elevados
por los macréfagos (Fitzpatrick LA et al., 1994; Giachelli CM et al., 1993;
O'Brien KD et al., 1995). Estos hallazgos sugieren que la OPN puede ser un
regulador importante del depdsito mineral arterial bajo condiciones de agresion
y enfermedad (Giachelli CM et al., 2005).

-Osteonectina: se trata de una proteina fosforilada de la matriz extracelular del
hueso. Ha mostrado tener una alta afinidad por el colageno, el calcio y la
hidroxiapatita, sugiriendo que podria funcionar en el hueso uniendo la fase
mineral con la matriz de colageno (Termine JD et al., 1981). Se ha demostrado
la expresion de osteonectina, junto con sialoproteina dsea y osteopontina en
lesiones de arteriolopatia urémica calcificante (calcifilaxis) (Ahmed S et al.,
2001).

-Osteoprotegerina (OPG): se trata de un miembro de la superfamilia de los

receptores de factor de necrosis tumoral (Watson KE et al., 1994). Supone un



nexo de union mas entre los metabolismos 6seo y vascular. En el esqueleto, la
OPG es un inhibidor indirecto de la osteoclastogénesis. Funciona como un
receptor soluble que se une e inhibe al ligando del receptor activador del factor
nuclear kappa B (RANKL). La activacion del RANKL es esencial para la
maduracion de los progenitores osteoclasticos (Canfield AE et al., 1996). La
OPG es expresada en cultivo de células musculares lisas de arterias coronarias
(Tintut Y et al., 1998). Tanto OPG como RANKL se encuentran en arterias
normales (Rosenfeld ME et al., 2000). En modelos de rata el tratamiento con
OPG previene la calcificacion vascular inducida por warfarina (Wada T et al.,
1999). Ratones transgénicos con carencia de osteoclastos funcionales,
producen un hueso inadecuadamente trabecularizado (osteopetrético) (Watson
KE et al., 1994). En contraste, ratones con carencia de OPG producen
osteoporosis con multiples fracturas. Curiosamente, estos ratones, también
tienen calcificacion vascular en algunas arterias (Jono S et al., 1997).
Recientemente se ha mostrado asociacion entre los niveles de OPG vy la
enfermedad coronaria arterial en humanos. En pacientes con angina estable,
los niveles de OPG se han asociado con un estrechamiento significativo arterial
coronario (Mohler ER et al., 1999).

-Proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs): la cascada de las BMPs es critica
para la correcta formacion del hueso. Las BMPs son miembros de la
superfamilia de los factores de crecimiento transformantes B (TGF- ),
controlan los aspectos fundamentales del modelado de las extremidades y
estan implicados en la diferenciacién y proliferacion de los condrocitos y
osteoblastos (Urist MR, 1965). La BMP-2 es critica para el desarrollo
cardiovascular, tal como se ha evidenciado por el fallo vascular temprano en
ratones deficientes en BMP-2 (Zhang H et al., 1996). En adultos, sin embargo,
la expresion aumenta en las lesiones ateroscleréticas (Dhore CR et al., 2003)
donde podria contribuir a la calcificacion vascular. Se ha visto que las BMP-2 y
BMP-4 son también expresadas en regiones calcificadas de arterias
ateroscleroticas (Willette RN et al., 1999). Por esta razén se ha sugerido que
las sefales de las BMPs son un componente importante del mecanismo de la

calcificacion arterial.



-Factor alfa-1 de union al nucleo (Cbfa 1): también llamado factor de
transcripcion 2 relacionado con el enanismo, factor 2 estimulante de
osteoclastos y factor de la leucemia mieloblastica aguda 3. Es uno de los
factores de transcripcidbn que regulan la diferenciacion osteoblastica y la
formacion 6sea (Ducy P et al., 1997). Parece tener una doble funcién, por una
parte es esencial para el desarrollo osteoblastico a partir de células precursoras
mesenquimales y por otra estimula la diferenciacion condrocitica hipertrofica y
terminal. El Cbfal es expresado de forma temprana en el desarrollo de células
gue tienen el potencial de diferenciarse tanto en osteoblastos como en
condrocitos y precede la aparicion del hueso. Las sefiales de las BMPs y Cbafl
interactban por vias complejas que no son totalmente comprendidas (Wang W
et al., 2003). El Cbfa-1 se sintetiza en regiones sin proteina Gla de matriz, se
asocia con areas calcificadas y puede ser considerado un marcador para las
células osteoprogenitoras en la pared vascular (Engelse MA et al., 2001).

-Proteina Gla de la matriz (MGP): es una proteina expresada de forma
predominante por las células musculares lisas vasculares y por los condrocitos.
Se trata de una proteina inhibidora de la mineralizacién de la matriz extracelular
en el hueso y en el diente. Se expresa por los condrocitos y por las células
musculares lisas vasculares, pero no por los osteoblastos. Los ratones
transgénicos con deficiencia de MGP mueren al mes o tres meses de edad
debido a la calcificacién de las fibras elasticas y a la rotura de las arterias de
gran calibre como la aorta (El Maadawy S et al., 2003). Se ha demostrado que
tiene una regulacion local y que para cumplir su funcion necesita la presencia
de los residuos de &acido glutamico Gla (Murshed M et al.,, 2004).
Recientemente se ha evidenciado que la MGP inhibe la diferenciacion de célula
mesenquimal hacia la estirpe osteogénica secuestrando el potente factor de
diferenciacién osteogénica y condrogénica BMP-2, previniendo por tanto su
interaccion con los receptores (Hirschi K et al., 2001). En las lesiones
ateroscleroticas la MGP es expresada por las células endoteliales y por las
células musculares lisas que forman capsulas fibrosas, pero nunca esta

presente en los macrofagos (Engelse MA et al., 2001).

-Leptina: la hormona leptina es un regulador del remodelado éseo manteniendo

constante la masa désea. Actla a través del sistema nervioso simpatico sobre la
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proliferacién osteoblastica (Fu L et al., 2005). Los niveles elevados de leptina
han sido correlacionados con enfermedad -cardiovascular, obesidad,
envejecimiento, infeccién y lipopolisacarido bacteriano y dietas ricas en grasas.
Todas estas condiciones se han relacionado también con el aumento de la
calcificacion vascular (Parhami F et al., 2001). Existe una poblacion de células
de la capa media de la pared arterial a la que se le ha atribuido un papel en la
calcificacion arterial y a las que se ha denominado células vasculares
calcificantes. Cuando se tratan con leptina experimentan un incremento
significativo de cinco a diez veces la actividad fosfatasa alcalina, lo cual apoya
la idea de un efecto de diferenciacidén pro-osteogénica de la leptina. Ademas se
ha demostrado la presencia del receptor de la leptina en las células vasculares
calcificantes (Parhami F et al., 2001).

-Msx2: es un factor de transcripcion inducible por BMP-2 que controla la
mineralizaciéon craneofacial (Satokata | et al., 2000). Aunque promueve el
desarrollo temprano de los osteoblastos, el Msx2 inhibe la diferenciacién
terminal de los mismos (Shao JS et al., 2005). EI Msx2 programa la
diferenciacion osteogénica de los miofibroblastos vasculares (Cheng SL et al.,
2003).

-Sialoproteina 6sea (BSP): parece desempefiar un papel en la formacién Gsea,
siendo particularmente abundante en las interfases hueso-cartilago. La
proteina es fabricada mas selectivamente por los osteoblastos, pero puede ser
detectada en los condrocitos hipertroficos (Shen Z et al., 1995). Por otra parte,
se ha visto que la calcificacibon medial en pacientes con enfermedad renal
terminal se localiza junto con la expresion de osteopontina, sialoproteina ésea,

fosfatasa alcalina y colageno tipo | en la capa media.

-Otros: se han identificado otra serie de factores en la regulacion de la
calcificacion vascular, incluyendo el factor de crecimiento transformante (TGF-
B), la fetuina-A, el polipéptido relacionado con la hormona paratiroidea, el factor
de necrosis tumoral a (TNFa), el receptor tirosina kinasa Axl, los lipidos
oxidados y las alteraciones en el metabolismo del calcio y el fosfato
disrregulados (Abedin M et al., 2004; Collin-Osdoby P, 2004).



Cuando el componente organico esta sin mineralizar se denomina osteoide y
se caracteriza por un mayor contenido de proteinas no colagenas y agua que la

matriz organica mineralizada.

La matriz inorganica:

Supone un 70% del peso del hueso.
Composicion:

El 95% es fosfato tricalcico dispuesto en cristales andlogos a los de
hidroxiapatita, otro pequefio porcentaje es de fosfato de osteocalcio (brushita).
Con la edad disminuye la concentracion de fosfato y aumenta su cristalinidad.
Las moléculas de fosfato célcico se localizan entre las moléculas de colageno
en estructura bifasica cuyas propiedades son superiores a la suma de las dos
por separado. Este componente es el principal responsable de la resistencia a

las fuerzas de compresion.

El proceso de mineralizacion:

La mineralizacion 6sea no es un proceso totalmente comprendido, se piensa
gue es modulado por los osteocitos y ocurre a los 10-15 dias después de la
secrecion de la matriz organica. Se han identificado varias proteinas que
participan en el proceso de mineralizacion ésea (Kennedy et al., 2012; Pereira
et al., 2009).

-DMP 1 (“dentin matrix acidic phosphoprotein 1”): esta proteina es critica para
la adecuada mineralizacién del hueso y la dentina, esta presente en diversos
tejidos 6seos y dentarios. En los osteoblastos indiferenciados es una proteina
nuclear que regula la expresion de genes especificos. Durante la maduracién
de éstos se vuelve fosforilada y se exporta a la matriz extracelular, donde
orquesta la formacién de matriz mineralizada. Las mutaciones en el gen de
esta proteina provocan la hipofofatemia autosémica recesiva, enfermedad que

se manifiesta como raquitismo y osteomalacia (Kashima TG et al., 2013).

-PHEX (“phosphate regulating endopeptidase homolog, X-linked”): se piensa

que esta proteina interviene en la mineralizacién ésea y de la dentina y en la



reabsorcion renal de fosfatos. Las mutaciones en sus genes causan el

raquitismo hiposfofatémico ligado al cromosoma X (Durmaz E et al., 2013).

-MEPE (“matrix extracellular phosphoglycoprotein”): se trata de una
fosfoproteina ligadora de calcio que pertenece a la familia de las glicoproteinas
N ligandos. Miembros de esta familia son componentes de la matriz celular
O0sea y de la dentina y regulan la mineralizacion ésea. La deficiencia de una
proteina similar en ratones causa un aumento en la masa O0sea. Los ratones
gue carecen del gen que codifica esta proteina son resistentes a la pérdida de
trabécula 6sea asociada con la edad (Reijnders CM et al., 2013).

-PGF-23 (“fibroblast Growth factor 23"): esta proteina es secretada por los
osteocitos, se libera a nivel sistémico y controla la homeostasis del foésforo con
el objetivo de determinar la cantidad de fésforo que se deposita en la matriz
osteoide. Ademas, se ha encontrado asociacion entre los niveles de esta
molécula y alteraciones cardiovasculares, calcificacion vascular y mayor riesgo
de enfermedades de este origen. En la actualidad, estas moléculas son dianas
terapéuticas para el tratamiento de la osteoporosis fundamentalmente en

pacientes con insuficiencia renal (Pereira el al., 2009; Shaffer et al., 2012).

El componente celular:

Linea osteformadora:

La formacion ésea es una secuencia de eventos que comienza con la
estimulacion de las células mesenquimales para diferenciarse en osteoblastos
maduros y eventualmente, osteocitos. Las células troncales mesenquimales
tienen capacidad de diferenciacion a diferentes estirpes celulares: tejido 6seo,
cartilaginoso, adiposo y muscular (Luu H, 2011).

La diferenciacion hacia cada uno de los tejidos dependera del estimulo que
reciba la célula troncal mesenquimal (Arthur A et al., 2009; Janicki P et al.,
2011). Existen muchos factores de crecimiento, factores de transcripcion y
hormonas sexuales que intervienen en el proceso de diferenciacion. Entre
estos factores destaca por su aplicacion clinica la proteina morfogenética 6sea
(BMP). Esta proteina es un factor osteoinductivo que promueve Ila
diferenciacién osteoblastica y la formacion 6sea. Aunque no todos los subtipos
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de BMP son osteogénicos al menos 20 han sido identificados. Los mas
importantes por su aplicacion clinica son la BMP- 2 y la BMP-7 (Friedlaender
JE et al., 2001; Lane JM, 2005). También el factor de transcripcion RUNX2 es
determinante en la diferenciacién de las células hacia la linea de precursores

0seos (pro-osteoblastos, fundamentalmente) (Brinker MR et al., 2008).

Con los estimulos oportunos las células troncales mesenquimales se
diferencian a progenitores osteoblasticos (pro-osteoblastos, osteoblastos y
osteocitos) que se encuentran fundamentalmente en el endostio y en la capa
celular (cambium) del periostio (situada debajo de la capa fibrosa del mismo).
Las células endoteliales y pericitos vasculares parecen tener también
capacidad de diferenciarse en osteoformadoras.

-Osteoblastos: se localizan en la superficie 6sea. Se definen porque producen
colageno tipo |, fosfatasa alcalina, osteocalcina y tienen receptores para PTH.
También tienen receptores para la 1,25 vitamina D, glucocorticoides,
prostaglandinas y estrogenos. Las funciones de los oseoblastos son sintetizar
el componente organico de la matriz 6sea (para ello poseen muchas
mitocondrias, abundante reticulo endoplasmico y aparato de Golgi), regular la
mineralizacién del tejido 6seo (para ello controlan el flujo electrolitico entre el
espacio extracelular y el hueso) e iniciar el proceso de reabsorcién mediante la

secrecion de proteasas neutras.

-Osteocitos: son células que residen en el seno de la matriz 6sea y constituyen
el 90-95% del componente celular del tejido 6seo. Los osteocitos son
osteoblastos maduros que han quedado atrapados en la matriz mineralizada
que han elaborado. Morfolégicamente se caracterizan por presentar unas
organelas intracelulares poco desarrolladas y unas prolongaciones
citoplasmaticas de gran tamafio que se extienden radialmente en las osteonas
hasta los canaliculos, favoreciendo la comunicacién con otros osteocitos y con
los osteoblastos de superficie. Sus funciones son el mantenimiento de la
homeostasis mineral (Ca y P extracelulares) y actuar como “sensores” de

fracturas (si se rompen las uniones entre ellos comienza el proceso reparativo).
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Linea destructora de hueso:

-Osteoclastos: de estirpe celular monocitico-macrofagica. El pro-osteoclasto es
su escalén intermedio. Su abundancia de vesiculas y mitocondrias le da su
importante actividad enzimética. Es una célula multinucleada. Se localizan en
los espacios de superficie 6sea trabecular (lagunas de Howship) y en la cabeza
de los conos perforantes corticales. Tienen un borde rugoso cuya superficie
aumenta el area de intercambio (reabsorcion) con el hueso. Contienen
fosfatasa acida tartato-resistente. Tienen como funcién reabsorber hueso. Se
fijan a la superficie 6sea mediante proteinas (integrinas) que “sellan” una zona
donde desciende localmente el pH, se disuelve el componente mineral de la
matriz y se liberan proteasas acidas que degradan el componente colageno. No
tienen receptores para la PTH, 1,25 vitamina D, PG (prostaglandinas) ni TNF
por lo que su activacion se consigue con la activacion previa de los
osteoblastos. Cuando los osteoblastos se activan expresan en la membrana la
proteina RANK-L (RANK ligando) que se une al RANK (receptor activador del
factor nuclear kappa) del pro-osteoclasto y hace que éste se active. Tienen
receptores para la calcitonina (inhibe su actividad) y son inhibidos por los
bifosfonatos (inhiben la formacion del borde rugoso). La Interleucina 1 es un
potente estimulador de los mismos. Existe un receptor, osteoprotegerina (OPG,
familia del TNF) que se une al RANK-L inhibiendo asi la diferenciacion y
activacion del osteoclasto.

Pro-osteoclasto

Diferenciacién

w (o)
RANK

c-Fms

—(OPG

1,25 OH Vit D2

PTH

PGE2

IL-2

Figura 1: Esquema de la activacién del osteoclasto.
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-Mastocitos: se encuentran en una proporcién baja. Sintetizan y secretan
histamina y heparina, asi como un amplio espectro de enzimas degradadoras
de la matriz extracelular, factores de crecimiento, citoquinas y factores
proangiogénicos (Gannon FH et al., 2001). Muchas de estas moléculas también
influyen en el reclutamiento, la diferenciacién y la actividad de los osteoclastos,
fendbmenos que apuntan a la participacion de los mastocitos en el recambio

6seo.

1.3 Osteogeénesis:

Durante el proceso embrionario existen dos tipos de formacion 6sea que se
reflejan en los dos tipos de consolidacién de las fracturas que se producen
durante la edad adulta.

-La osificacion endocondral conlleva la diferenciacion de las células troncales
mesenquimales a un intermediario cartilaginoso hialino que posteriormente va
desapareciendo permitiendo asi la proliferacion de yemas vasculares y la
migraciéon de promotores celulares 0seos. Por este proceso se realiza la
embriogénesis de los huesos largos, el crecimiento longitudinal del hueso y la

consolidacién de fracturas.

-En la osificacion intramembranosa se produce un centro de osificacion dentro
de la matriz extracelular a partir de la diferenciacion de las células madre
mesenquimales en células osteoprogenitoras (osteoblastos) que irdn
produciendo directamente la matriz ésea y el crecimiento (Buch DW et al.,
2012; Dimitriou R et al., 2005; Sommerfeldt DW et al., 2001). Por este proceso
tiene lugar la embriogénesis de los huesos planos y es el proceso
predominante en los sistemas de distraccion y en la osteogénesis.
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2 TRATAMIENTO DE LOS DEFECTOS
OSEOS:

La reparacion de grandes defectos causados por traumatismos, cirugia
tumoral, cirugia ortopédica, infecciones o malformaciones continda siendo hoy

en dia un desafio para los cirujanos reconstructivos.

Para las pérdidas 6seas pequefias (menos de tres centimetros) se recomienda
la utilizacién de injerto 6seo autélogo libre. Pero cuando el defecto 6seo es
mayor el problema es mas complejo y se han descrito varios procedimientos
(osteodistraccion, técnica de la membrana inducida, regeneraciéon 6sea guiada,

utilizacion de sustitutos 6seos, etc...).

El nuevo conocimiento sobre los procesos basicos celulares y moleculares que
gobiernan la reparacion tisular ha surgido de campos como la Biologia Celular,
la Biologia Molecular y la Genética Molecular. Los avances puestos en marcha
en estos campos, tales como los nuevos biomateriales o las investigaciones
sobre células troncales han abierto nuevos caminos para acometer problemas

aun no resueltos en Ortopedia.

2.1 Propiedades de los injertos y sustitutos

0seos:

Osteogenicidad:

Es la capacidad de formacién ésea sin indicacion del origen celular. Cuando se
forma hueso sobre el injerto 0 a su alrededor éste puede tener su origen en el
propio injerto (células que sobreviven al tratamiento del injerto) o en células del
huésped. Se ha demostrado que con un adecuado manejo pueden sobrevivir
células de la superficie de los injertos corticales y esponjosos, siendo estas
células clave para la formacion de callo éseo entre las primeras cuatro a ocho
semanas tras la implantacion. Légicamente el hueso esponjoso, gracias a su
mayor superficie, tiene mayor potencial de formar hueso nuevo que el hueso
cortical. Como ejemplos de tejidos con esta propiedad serian el injerto
autélogo de médula 6sea y el injerto autélogo procedente de cresta iliaca.
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Osteoinduccion:

Es la capacidad del material implantado para promover la transformacion
fenotipica de células progenitoras en osteoblastos. La osteoinduccidén esta
mediada por factores provenientes del injerto y es escasa en los injertos
mineralizados, cuya maxima capacidad osteoinductora proviene de las células
vivas que portan. La matriz 6sea contiene diversas proteinas morfogenéticas:
factor transformante-beta, factores similares a la insulina | y II, factores de
crecimiento fibroblastico acido y basico, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, interleucinas, factores estimuladores de las colonias de granulocitos
y de granulocitos-macroéfagos... etc, los cuales inducen la diferenciacion de las
células mesenquimales en células formadoras de hueso (Allori AC et al., 2008).

Un buen estado del lecho sobre el que asienta el tejido osteoinductor es clave
para su éxito ya que éste depende del reclutamiento de células del huésped.
Por ejemplo, en un lecho excesivamente fibrosado o previamente irradiado la
formacion de hueso alrededor del injerto dependera casi exclusivamente de la
capacidad osteogénica del mismo y no de su capacidad osteoinductora.

Sin embargo la osteoinduccién no es una propiedad exclusiva de la matriz 6sea
y sus proteinas, puesto que recientemente ha sido descrita para los aloinjertos

0seos esterilizados y para diversos materiales como el titanio.

Osteoconduccion:

Es la capacidad de una matriz de actuar como andamio para el crecimiento
0seo desde los margenes del defecto, aprovechado los canales de la matriz
implantada. La osteoconduccion puede ocurrir por una neoformacion ésea
activa por osteoinduccion o puede suceder pasivamente sin la participacion del
propio injerto, como sucede en la mayoria de los aloinjertos corticales. La
osteoconduccién no es un proceso aleatorio y sigue un patron especial
ordenado y predecible determinado por la estructura del injerto, el aporte
vascular desde los tejidos colindantes, el ambiente mecanico y la presencia de
otros biomateriales (Abukawa H et al., 2006).
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Las relaciones entre estas propiedades se esquematizan en la figura 2. En
todos los casos es necesaria una cierta estabilidad mecénica y un aporte

vascular adecuado.

OSTEOGENICIDAD OSTEOCONDUCCION

Células Estructura

Aporte vascularfcondiciones del huésped

Factores de

Estabilidad crecimiento

ENTORNO MECANICO OSTEOINDUCCION

Figura 2: esquema de las propiedades necesarias para la consolidacion 6sea.
2.2 Clasificacion de los injertos 0seos:
Los diferentes injertos 6seos se pueden clasificar segun diferentes criterios:

Composicion tisular:

Segun su composicion tisular los injertos 6seos se agrupan en injertos
corticales (utilizados para rellenar defectos segmentarios) y esponjosos
(usados para rellenar defectos cavitarios).

Caracteristicas anatomicas:

Segun el origen del injerto (tibia, cabeza femoral...), segun su talla o su forma.

Aporte sanguineo:

Se dividen en injertos vascularizados ( preservan vasos sanguineos originales
o suturados a arteria local), que son técnicamente mas dificiles de realizar pero
se incorporan mejor y los injertos no vascularizados o libres, aquellos que no

tienen un aporte vascular.
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Método de conservacion:

A la hora de procesar y manipular los injertos éstos se pueden presentar en
fresco (presentan mayor antigenicidad, tienen células viables y se incorporan
mejor debido a que conservan propiedades osteogénicas), congelados (tienen
menor antigenicidad pero aun conservan factores de crecimiento y su
capacidad osteoinductora) o liofilizados (procesado mediante congelado en
seco, el injerto es menos antigénico pero también tiene menor capacidad

osteoconductora ya que no conserva los factores de crecimiento).

Manipulaciones adicionales:

A los injertos 6seos se les pueden aplicar diversas técnicas y manipulaciones

adicionales, tales como desmineralizacion, irradiacion, etc...

Segun la disparidad genética entre el donante y el

receptor:

Los injertos se clasifican en autoinjerto u homoinjerto (el injerto se obtiene el
mismo individuo al que es aplicado), isoinjerto (el injerto se obtiene de gemelos
monozigoticos; es raro), aloinjerto (en esta ocasion el donante es de un
miembro distinto de la misma especie) y xenoinjerto (el donante pertenece a
otra especie).

Lugar de implantacion:

En funcion del lugar de implantacion del injerto éstos se dividen en ortotopicos
(en caso de que el injerto se implante en la misma region anatomica que la del
origen; por ejemplo si se utiliza una tibia de cadaver sustituyendo a una tibia) o
heterotopico (si el injerto pasa a ocupar un lugar distinto del de su origen; por
ejemplo, injerto de cresta iliaca para rellenar un defecto en tibia).
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2.30pciones de tratamiento de los defectos
0seos:

Cuando abordamos el tratamiento de defectos 6seos grandes (acordado por la
literatura defectos mayores de tres centimetros) nos encontramos con un
problema aun no del todo resuelto para el que se han descrito varios

procedimientos:

Autoinjerto:

El injerto autélogo de hueso esponjoso es el patron oro. Es osteoinductor (tiene
factores de crecimiento), osteoconductor (funciona como un armazén de
hidroxiapatita y colageno) y es osteogénico (aporta células mesenquimales y
osteoblastos). No desencadenan reaccidén irritativa, ni transmiten
enfermedades. Como inconvenientes estan la morbilidad asociada a su
obtencién en la zona donante y la escasa o al menos limitada cantidad
disponible. La zona donante mas empleada es la cresta iliaca, que tiene la
capacidad de facilitar injerto cortical o esponjoso abundante. Se han descrito
complicaciones en hasta un 25-40% de pacientes, entre ellos la formacion de
hematomas, lesion nerviosa, trastornos estéticos y dolor cronico en la zona
donante. Otras regiones donantes son las costillas, peroné, metéfisis tibial,
metéfisis radial...

Los tipos de autoinjertos segtin la COMPOSICION OSEA son:

-Injerto cortical: tiene menos células (5%) pero mas soporte estructural. Se
incorpora mediante un remodelado haversiano (“creeping substitution”) que va

debilitando el injerto seguido de depdsito de hueso nuevo.

-Injerto esponjoso: da menos soporte estructural pero son mayores sus
propiedades de osteogénesis y osteoinduccion. Se revascularizan mas
rapidamente. Los osteoblastos van depositando hueso nuevo sobre trabéculas
antiguas. Estas posteriormente se remodelan.
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Y segn su VASCULARIZACION:

-Autoinjerto no vascularizado: también llamado libre. Puede ser de esponjosa o
de cortical. Al tratarse de un injerto sin vascularizacién se necrosa y tiende a
reabsorberse (sobre todo en grandes defectos) (Marsh JL et al., 1994). Se
integra de forma lenta.

-Autoinjerto vascularizado: pueden ser simples (hueso + vasos) o compuestos
(igual + partes blandas). Se trasplanta un hueso con su vascularizacion. El
hueso mas cominmente empleado es el trasplante de peroné vascularizado
gue ha probado ser una técnica efectiva ya que no tiene que existir sustitucion
celular progresiva sino que se integra consolidando en sus extremos como una
fractura. Los problemas que presenta esta técnica es que requiere al menos
dos equipos quirdrgicos trabajando simultaneamente, uno en el sitio donante y
otro en el area receptora y de un cirujano con experiencia en cirugia vascular
(para realizar las anastomosis microvasculares). Ademas la cirugia dura, como

promedio de ocho a 12 horas en manos expertas.

Aspirado de médula 6sea:

Varias investigaciones han confirmado la capacidad osteogénica de las células
madre que residen en la médula ésea (Beresford JN, 1989; Burwell RG, 1964;
Burwell RG, 1985). Incluso se ha demostrado una correlacion positiva entre la
capacidad osteogénica y la concentracion celular de médula 6sea (Conolly FJ
et al.,, 1989). Esto ha conducido al uso de preparados de médula Osea
expandida para el tratamiento de retardos de consolidacién y pseudoartrosis
(Conolly FJ et al., 1991; Healey JH et al., 1990). Como origen de los aspirados
de la médula 6sea se utilizan la cresta iliaca, los cuerpos vertebrales o el sacro.
Dichos aspirados se obtienen habitualmente mediante puncion con trocar,
aunque recientemente se han incorporado otros sistemas como el RIA
(“reaming—irrigation—aspiration”) que permite la obtencibn de grandes
cantidades de aspirado de la médula 6sea desde el canal medular femoral. El
namero de células que se obtienen de los aspirados dependen de variables
como la edad del paciente.
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Aloinjerto o injerto heterdlogo:

Es aquel injerto obtenido de miembros distintos de una misma especie.
Presenta como ventaja principal que la disponibilidad del mismo es ilimitada.
Como inconvenientes podemos destacar varios: carece de células viables y por
ello de capacidad osteogénica (a su vez menor potencial osteoinductor), se
necesitan donantes para asegurar las reservas (bien donante vivo o cadaver y
un banco de huesos), puede transmitir enfermedades (se estima una
probabilidad de transmision del VIH de uno por millén) e infecciones y debido a
la discrepancia genética puede desencadenar respuesta inmune.

Los tipos de injerto heterdlogo son esponjoso (presenta una incorporacion
similar al autoinjerto pero con mayor proceso inflamatorio; ademas la
incorporacién del mismo suele ser incompleta) y cortical (mantiene la

capacidad osteoinductora presentando una sustitucion mas lenta e incompleta).

Transporte 0seo:

Es una técnica basada en el principio de osteodistraccion. Descrita por lllizarov
consiste en realizar una fractura en uno de los extremos 0seos e ir llevando con
la ayuda de un fijador con agujas transfixiantes este fragmento 6seo hasta el
extremo contrario, permitiendo la restauracion de la longitud requerida
(Alcantara-Martos T et al., 2010) asi como la correccién de deformidades con
un Unico equipo quirdrgico y unas dos horas de intervencién. La principal

complicacion que presenta esta técnica es el riesgo de infeccion de los pines.

Técnica de membrana inducida;

El concepto de membrana inducida es una estrategia utilizada para la
regeneracion 6sea particularmente en grandes pérdidas éseas (<25 cms). Este
método desarrollado por Masquelet implica la realizacion de dos etapas; en
primer lugar se induce la formaciébn de una “membrana biolodgica” como
reaccion o respuesta a un cuerpo extrafio (espaciador de cemento), creando
una camara o espacio en el que en una segunda etapa se coloca injerto 6seo
autélogo (Masquelet AC et al., 2010; Pelissier P et al., 2004; Viateau V et al.,

2006). Se ha demostrado que dicha membrana inducida posee propiedades
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osteoinductivas, osteogénicas y angiogénicas y varios estudios han
demostrado resultados satisfactorios (Giannoudis PV et al., 2011; Masquelet
AC el al., 2010; Viateau V et al., 2006). La idea de crear estas membranas
surgio en los afios 60 y los primeros materiales que se probaron fueron el teflén
y el poliuretano, pero no tenian las propiedades alcanzadas con los utilizados
actualmente (polimetilmetacrilato, PMMC). Las primeras publicaciones con el
uso de estas membranas surgieron en el campo de la Cirugia Odontoldgica y
Maxilofacial.

Técnica quirurgica:

-Consiste en la interposicion de una pieza de PMMC en el defecto una vez que
se ha desbridado y limpiado a fondo. Este cemento se puede mezclar con los
antibidticos compatibles que normalmente se usan y se deja unas seis

semanas.

-Al retirar el material aparece una membrana que no queda adherida al material
exégeno por lo que éste se desprende con mucha facilidad.
Histopatol6égicamente la membrana es de unos dos milimetros de grosor y esta
formada por matriz de colageno tipo I, miofibroblastos y fibroblastos (Viateau V
et al., 2010) que corren paralelas a la superficie de la misma. Su aspecto es
similar al de una membrana epitelial. Posee una alta concentracion de factores
de crecimiento endotelial vascular (FCVE) (Pelissier P et al., 2004), un factor
angiogénico que ha demostrado el incremento de la vascularizacién de los
tejidos alrededor, asi como una multitud de factores de crecimiento
osteogénicos.

-Todas estas caracteristicas son las responsables de que cuando se coloca
tejido 6seo se mantiene el volumen, disminuye la posibilidad de reabsorcion del
mismo, la formacién de tejido 6seo ectdpico y la formacién de tejidos blandos
dentro del hueco, limitado por la membrana.

Complicaciones:

A pesar de los buenos resultados obtenidos con esta técnica, se han detectado

varias complicaciones asociadas a ella:
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-La primera, persistencia de la infeccion en el caso de pérdidas Oseas
subsecuentes a infecciones. La causa mas frecuente es el inadecuado
desbridamiento previo a la implantacion del espaciador (Sancineto CF et al.,
2008).

-Fractura por estrés retardada (Apart T et al., 2010) que parece ocurrir antes de
gue se forme una corticalizaciéon adecuada del hueso formado “de novo”. Esto
puede tardar incluso afios después de la cirugia. Faltan estudios que
investiguen estos eventos pero parece que este fendbmeno aparece con mas
frecuencia cuando el método utilizado para la estabilizacion del defecto fue el
fijador externo, siendo las posibilidades menores si lo que se utilizé fueron

placas y tornillos o clavos intramedulares.

Regeneracion tisular guiada (RTG):

El concepto de regeneracion tisular guiada (RTG) consiste en la utilizacion de
membranas bioabsorbibles o0 no reabsorbibles que actian como barrera para
prevenir la invasion de tejidos blandos en el defecto formando una “camara”
para “guiar” el proceso de reparacion tisular. Este procedimiento desempefia un
papel bien reconocido en la actualidad en cirugia nerviosa periférica (Dahlin L
et al., 2001; Dahlin LB et al., 2001) y en cirugia del territorio craneo — maxilo —
facial, sobre todo en Odontologia (Aguirre Zorzano et al.,, 1994; Aguirre
Zorzano et al., 1999; Bunyaratavej et al., 2001; De Vicente JC et al., 2000; De
Vicente JC et al., 2006; Lopez-Arranz E, 1997; Santamaria J et al., 1998). A
principios de la década de los 90 se empieza a utilizar el término
“osteopromocion” para referirse a esta técnica de regeneracion tisular en tejido
oseo, fundamentalmente a partir de los estudios de Linde et al (Alberius et al.,
1995; Dahlin C et al., 1991; Linde A et al., 1993; Linde A et al, 1995). En hueso
largo, la cantidad de trabajos publicados es sustancialmente menor y los

resultados son a menudo variables.

Regeneracion 0sea guidada en hueso largo:

A lo largo de la historia se han utilizado diferentes materiales o tejidos como
membranas de regeneracion O6sea. Los principales tipos de membranas

utilizados son los siguientes:
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Membranas sintéticas:

-No bio-reabsorbibles: se han realizado estudios de regeneracién 6sea guidada
empleando membranas de polietleno (Narang R et al., 1975), poliuretano
(Farso NF et al., 1992) politetrafluoroetileno expandido (PTFE e) (Bluhm AE et
al, 1995; Nyman R et al., 1995; Rodrigo JJ et al., 2001; Zellin G et al., 1997)
asi como silicona (Lu S et al., 1996; Zhang H et al., 1998 (a); Zhang H et al.,
1998 (b); Zhang Y et al., 1999; Zhang Z et al., 1996) y etil-celulosa (Mosheiff R
et al., 2003; Nasser NF et al., 2005).

-Bioabsorbibles: destaca el uso de homo y copolimeros del acido polilactico.
(Gerber A et al.,, 2002; Giardino R et al., 1999; Giardino R et al., 2000;
Giardiono R et al., 2002; Gogolewski S et al., 2000; Gugala Z et al., 1999;
Gugala Z et al., 2002; Ip WY, 2002; Meninig RP, 2002; Pineda LM et al., 1996).
Recientemente se ha descrito el uso de chitosan como membrana de

regeneracion dsea guiada (Nasser NJ et al., 2005).

Membranas bioldgicas:
Son pocos los estudios documentados en la literatura sobre el empleo de
membranas bioldgicas en regeneracion 6sea guiada de hueso largo. Se ha
ensayado el uso de submucosa de intestino delgado sin obtener buenos
resultados (Moore DC et al., 2004). También se han usado membranas de
aterocolageno bovino sin que se consiguiese regeneracion ésea total (Teixeira
JO et al., 1998).

Nuestro grupo investigador comenzé a investigar una membrana biolégica
(arteria aorta) susceptible de experimentar calcificacion en su pared,
demostrando que los aloinjertos adrticos criopreservados eran validos para
guiar el proceso de regeneracion 0sea (MA Suéarez-Suérez et al., 2005; Suérez-
Suarez MA, 2003).

Aungue en la actualidad varias membranas “barrera” se estan utilizando en la
practica clinica, se estan desarrollando nuevos tipos en un esfuerzo para
superar las limitaciones actuales de las utilizadas. Estos nuevos materiales
incluyen las membranas de alginatos, nuevos copolimeros degradables,
membranas hibridas o nanomembranas asi como membranas amnidticas
(Berner A et al., 2012; Chaturvedi R et al., 2008; Ereno C et al., 2010; He H et
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al., 2007; Humber CC et al., 2010; Jiangi H et al., 2002; Kim JH et al., 2011;
Kothiwale SV et al., 2009; Shabani | et al., 2011; Teng SH et al., 2008; Tokuda
S et al., 2009; Ueyama Y et al., 2002; Ueyama Y et al., 2006; Wu CA et al.,
2009; Zang J et al., 2010 (a) y( b)).

Las investigaciones puestas en marcha estan evaluando estas membranas con
el objetivo de establecer una “membrana ideal” para la regeneracién ésea con
caracteristicas Optimas en términos de biocompatibilidad, efecto espaciador,
integracion tisular y manejabilidad para obtener la méxima eficacia y seguridad

clinica.

Sustitutos 6seos:

Son materiales naturales o sintéticos que semejan algunas de las
caracteristicas del hueso especialmente trabecular y son capaces de sustituirlo
pero no ofrecen garantias para soportar la carga. Los sustitutos 6seos son
fundamentalmente materiales osteoconductores, aunque a algunos de ellos,
como las matrices 6seas desmineralizadas también se les haya reconocido

propiedades, no siempre demostradas, osteoinductoras.

Matrices 6seas desmineralizadas (MOD):

La matriz 6sea es aloinjerto tratado mediante extraccion con acido para
eliminar componentes minerales, dejando la estructura colagena y las proteinas
no colagenas incluyendo los factores de crecimiento. Estos sustitutos
mantienen una estructura similar a la trabécula 6sea, pero sin capacidad de
soportar cargas. Puede utilizarse combinados con otros sustitutos, de hecho se
ha demostrado su eficacia como expansor de autoinjerto. Necesitan de un
transportador con rapida reabsorcion (glicerol, gelatina, acido hialurénico),
porque si este transportador tarda en reabsorberse se retrasa su accion.

Son osteoinductores (inducen actividad osteocondrogénica de células
pluripotenciales o de fibroblastos) pero no ofrecen sostén estructural. Diversos
estudios han demostrado una variabilidad significativa interproducto e interlote
en funcién del hueso donante y las técnicas de preparacion.
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Ceramicas:

Son compuestos inorgéanicos formados por elementos metalicos y no metalicos

unidos por uniones covalentes o iGnicas.

Compuestos minerales basados en el fosfato de calcio:

Pertenecen a este grupo el fosfato tricalcico (TCP) y la hidroxiapatita (HA).
Algunos se pueden preparar como ceramicas. Forman osteoide al ponerse en
contacto con el hueso. Este osteoide se mineraliza y se reabsorbe,
sustituyéndose por hueso. Su degradacion es muy lenta y pueden servir de
transportadores de otros sustitutos 6seos o de factores de crecimiento,
antibidticos o BMPs. Son resistentes a la compresién pero fragiles a la tension.

Se pueden preparar de varias maneras: en forma de granulos o bloques
pequeiios, como recubrimiento de implantes o como cementos de fosfato
célcico (se mezclan con cemento, fraguan “in situ” y no dependen del calor, ya

gue es un variedad de baja temperatura).

Sustitutos 6seos coralinos:

A base de carbonato calcico. Se absorben muy lentamente. Son buenos
transportadores tanto para factores de crecimiento como para terapia celular.

Polimeros:

Las caracteristicas de los polimeros son: degradacion por hidrdlisis, produccién
de una inflamacién local y como ventajas aportan que son abundantes, tienen

una baja antigenicidad y no transmiten enfermedades.
Se pueden clasificar en:

-No reabsorbibles: polietileno de alto peso molecular y polimetilmetacrilato

(cemento 6seo0).
-Reabsorbibles o biodegradables:

-Colageno tipo I: buen transportador, estimula la deposicion de mineral
0seo, la fijacion de factores de crecimiento y la angiogénesis, ofreciendo un

entorno favorable para la regeneracion 6sea. Puede unirse a proteinas no
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colagenas que actdan en la mineralizacién. Como desventajas presenta que
no ofrece sostén estructural y que posee potencial antigénico. Considerado
como potencial transportador para BMPs, matriz 6sea desmineralizada u otros
materiales de injerto, asi como transportador de antibiéticos como la
gentamicina.

-Hidrogeles: polimeros porosos y permeables con alto contenido en agua y

particulares propiedades mecanicas (en estudios en fase experimental).
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3 INGENIERIA TISULAR:

La reconstruccion de defectos 6seos con injertos autélogos se ha establecido
como el patron oro debido a sus propiedades osteogénicas (Hausamen and
Neukam, 1992; Neukam FW et al., 1994). No obstante, tal y como hemos visto,
este procedimiento presenta varias limitaciones, posibles complicaciones y

morbilidades asociadas.

En la basqueda de alternativas se han desarrollado diversos biomateriales con
propiedades osteoconductivas que sirven como sustitutos temporales
permitiendo la progresiva formacién de hueso local. Debido a la ausencia de
propiedades osteogénicas en estos sustitutos 6seos existe una creciente

necesidad de una alternativa a los autoinjertos.

La Ingenieria Tisular ésea ha investigado ampliamente sobre cuatro factores
basicos requeridos para el éxito de cualquier procedimiento de reparacién

osea:

-La presencia de sefiales morfogénicas (factores de crecimiento o de

diferenciacion).
-Células capaces de diferenciarse en osteoblastos.
-Un biomaterial que actie como soporte.

-La presencia de un lecho en el huésped viable y bien vascularizado.

N

Factores de crecimiento _ Células
]
Matriz (*Scaffold™)

PR — /I — \

{ / !
Lalsf ) LAl

Defecto tisular Implantacion Remodelado

Figura 3: Elementos basicos en Ingenieria Tisular.
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A partir de estos elementos la Ingenieria Tisular aborda el desafio de los
defectos 6seos desde tres perspectivas no excluyentes (Handschel J et al.,
2006):

-Implante directo de células osteoformadoras aisladas o previamente
cultivadas. Células individuales o agregados celulares insertados en la zona a

reparar con o sin matrices (“scaffolds” en la literatura anglosajona).

-Implante de matrices tridimensionales con células osteoformadoras cultivadas:
las células autdlogas o heterélogas son cultivadas en soportes que se
trasplantan al lecho cuando han alcanzado la fase osteproductora.

-Regeneracidén 6sea “in situ”: la formacion de hueso nuevo es inducida por
matrices especificas o estimulos externos que influyen sobre las células del

huésped para alcanzar la osteoformacion.

A continuacion se analizaran los requerimientos basicos de la Ingenieria Tisular

Osea.

3.1 Células osteoformadoras:

En las distintas técnicas de Ingenieria Tisular se han utilizado tanto células
autélogas como heterdlogas, con diferentes grados de diferenciacion. Se ha
trabajado con éxito tanto con células diferenciadas, con células totipotentes de
origen embrionario y con células multipotentes (células troncales
mesenquimales). En los ultimos afios se ha afiadido al arsenal terapéutico la
reprogramacion celular (Nakagewa M et al., 2008). Con esta técnica y
siguiendo diferentes métodos células adultas diferenciadas son genéticamente
modificadas para obtener células pluripotentes (“iPS cells”).

Células troncales:

Las células troncales son células indiferenciadas con una alta capacidad de
proliferaciéon, capacidad de autorrenovacion, de diferenciarse hacia multiples
lineas celulares y por lo tanto la regeneracion de tejidos (Blau HM et al., 2001).
No obstante las células troncales tienen diferentes grados de diferenciacion
potencial. Las células troncales mas primitivas derivan del oocito fecundado (el
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cigoto) y mas concretamente de los descendientes de sus primeras divisiones
(dos divisiones) (Alison MR et al., 2002; Preston SL et al., 2003). Estas células
son totipotentes porque son capaces de formar el embrién y el trofoblasto que
formard la parte embrionaria de la placenta. Unos dias después estas células
comienzan a especializarse, formando una bola hueca de células, el
blastocisto, con un racimo de células en un polo llamado embrioblasto (IMC,
“Inner Cell Mass”). De este grupo de células deriva el embrién (Alison MR et al.,
2002; Preston SL et al., 2003). Las células IMC, también conocidas como
células troncales embrionarias son consideradas también pluripotentes (Alison
MR et al., 2002; Preston SL et al., 2003). Pueden diferenciarse en casi todas
las células de las tres lineas celulares, excepto la placenta.

Finalmente podemos encontrar las células troncales multipotentes, también
conocidas como células troncales adultas, en la mayoria de los tejidos
diferenciados (Alison MR et al., 2002; Preston SL et al., 2003; Presnell SC et
al., 2002). Tedricamente y contrariamente a las células troncales embrionarias
serian capaces de producir un rango limitado de progenie diferenciado, segun
el origen embrionario del tejido donde se encuentren (Alison MR et al., 2002;
Preston SL et al., 2003). No obstante, estas células troncales adultas podrian
tener un alto grado de plasticidad en la diferenciacion (es decir, podrian
diferenciarse en otras lineas celulares que no estuviesen relacionadas con el

origen embrionario del tejido donde se encuentran).

Los mecanismos bioldgicos responsables del importante potencial de desarrollo
de las células troncales no son aun del todo comprendidos. En los Ultimos afios
se ha enfatizado mucho en el entorno en el que es situada la célula troncal, su
“nicho”. Un nicho es un subconjunto de células tisulares y matriz extracelular,
que favorece la existencia de células troncales en su estado indiferenciado. Se
cree que la interaccién con otros tipos celulares y con los componentes de la
matriz extracelular influye en la supervivencia y el desarrollo de las lineas
celulares (Preston SL et al., 2003; Spradling A et al., 2001).

Células troncales totipotentes o embrionarias:

Son las células derivadas del blastocisto y con la capacidad de diferenciarse
hacia cualquier tejido del organismo excepto la placenta. Estas células fueron
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aisladas y cultivadas por primera vez hace mas de 20 afios. Para alcanzar la
diferenciacion hacia osteoblastos deben ser cultivadas en un medio con

dexametasona, glicerolfosfato y acido ascorbico.

Comparten con las células troncales mesenquimales la capacidad ilimitada de
replicacion, que ademéas no decrece con el tiempo. Como inconvenientes que
presentan estan el riesgo de cancerizacion que tienen y los problemas éticos y
morales que pueden derivarse de su obtencion a partir de embriones
(Cancedda R et al., 2003).

Una variante de estas células son las células troncales somaticas pluripotentes
obtenidas a partir del cordén umbilical y que pueden diferenciarse hacia
osteoblastos, adipocitos, condroblastos, células hematopoyéticas y neurales.
Como ventajas presentan mejor accesibilidad para su obtencién (sin problemas
éticos) y parecen no presentar riesgo de cancerizacion (Handschel J et al.,
2006).

Células troncales mesenquimales, células multipotentes o

células troncales adultas:

Son células capaces de generar nuevo cartilago, hueso, tendén, muasculo,
nervio y tejido adiposo por lo que recientemente han acaparado la atencion de
la Ingenieria Tisular. Recientes estudios han proporcionado evidencia clara de
gue estas células troncales mesenquimales multipotentes adultas (MSC)
existen en mas organos de lo que previamente se esperaba. Dichas células se
han aislado de una variedad de tejidos adultos incluyendo médula éOsea
(BMDPCs) (Pittenger MF et al., 1999), musculo esquelético (Qu-Petersen Z et
al., 2002), grasa (ADPCs) (Zuk PA et al.,, 2002) y pericondrio y periostio
(PDPCs) (Yoo and Johnstone, 1998) y su potencial osteogénico ha sido
investigado en numerosos estudios sobre regeneracion 6sea (Barry FP et al.,
2004; Cowan CM et al., 2004; Halvorsen YD et al.,, 2001; Hamada K et al.,
2008; Hattori H et al., 2004; Hayashi O et al., 2008; Mao JJ et al., 2006; Meinel
L et al., 2004; Shanti RM et al., 2007).

Estas células no estan Unicamente presentes en tejidos con alto recambio

celular, como la médula ésea, sino que se encuentran también en tejidos con
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un recambio celular mas bajo, como la grasa o el periostio (Barry FP et al.,
2004).

Actualmente existen protocolos estandarizados y bien establecidos que
permiten de forma facil el cultivo de estas células asi como la diferenciacion
desde células troncales especificas de tejidos a células osteoprogenitoras
(Hattori H et al., 2004; Pittenger MF et al., 1999; Tenenbaum HC et al., 1985;
Zuk PA et al.,, 2001). Dicha diferenciacion esta mediada por numerosas
hormonas y citoquinas y no todas las células de cualquier procedencia tienen la
capacidad de diferenciarse a todos los tejidos citados. En cuando a la
formacion de hueso por esta linea celular las proteinas morfogenéticas 6seas
(BMPs) desempefian un papel esencial en la diferenciacion hacia osteoblastos.
Cuando se alcanza la caracterizacion fenotipica de osteoblasto maduro las
células pueden sintetizar matriz 0sea capaz de mineralizarse. Ademas los
osteoblastos maduros deben expresar fosfatasa alcalina, sintetizar colageno
(predominantemente tipo ) y osteocalcina.

Células diferenciadas:

La base de la regeneracion 0sea esta en la existencia de osteoblastos activos,
asi que el uso de osteoblastos maduros autélogos representa una acertada
estrategia para la Ingenieria Tisular del hueso. Estas células autologas carecen
de cualquier riesgo de rechazo, no son objeto de ninglin debate ético y su

obtencién no genera una excesiva morbilidad.

Son el tipo celular mas utilizado en el momento actual para el cultivo de hueso.
Su principal desventaja deriva del escaso numero de células en expansiéon en
comparacioén con las células madre. El fenotipo de osteoblasto maduro expresa
fosfatasa alcalina y sintetiza proteinas colagenas y no colagenas de la matriz
0sea, incluyendo osteocalcina (Meyer U et al., 2006).

Ceélulas modificadas geneticamente:

Se han estudiado células genéticamente alteradas en un intento de evaluar
aspectos tedricos de la Ingenieria Tisular, como son las lineas celulares del

osteosarcoma, lineas celulares inmortales y clones celulares no transformados.
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Al margen de su potencial carcinogénico y su imprevisibilidad, estas células
pueden tener un ilimitado potencial de replicacién y diferenciacion por lo que

podria ser una interesante arma futura para la Ingenieria 6sea.

En este sentido el concepto de reprogramacion celular desarrollado casi
simultAneamente por dos equipos de investigacion en USA y Japon para la
obtencion de células iPS constituyen una esperanza para la Ingenieria tisular
(Aoi T et al., 2008; Nakagawa M et al., 2008).

Re-expresion de marcadores pluripotenciales
y cambios epigeneticos

"
Autorrenovacion '\/ _ (}

Generacion de embriones quimericos

Diferenciacion “in vitro” hacia células de las tres estirpes germinales

Figura 4: Método de obtencién de iPS segln la escuela japonesa.

3.2 Matrices celulares o “scaffolds”:

A pesar de toda la tecnologia desarrollada para obtener células con capacidad
osteogénica con las células aisladas no se pueden fabricar tejidos ya que en
éstos las células se encuentran distribuidas en una estructura tridimensional.
Esta estructura tridimensional la proporciona la matriz extracelular de los
tejidos, que no es solamente una estructura de sostén de las células sino que
presenta motivos de adhesiéon para que las células queden convenientemente

fijadas. La matriz extracelular es producida y destruida de forma coordinada por
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las propias células que componen el érgano o tejido. Por este motivo en la
mayoria de modelos de Ingenieria tisular es necesario proporcionar a las
células previamente cultivadas una estructura o soporte (“scaffolds” en la
literatura inglesa) para que una vez introducidas en ella y colocadas en un
entorno tridimensional las células comiencen a comportarse de la manera mas
fisiol6gica posible (Godbey WT et al., 2002).

Desgraciadamente no existe tecnologia suficiente para producir matrices
extracelulares semejantes a las de los tejidos adultos, siendo la busqueda de
estas estructuras tridimensionales, soportes, andamiajes o “scaffolds” uno de
los campos de investigaciéon mas importantes actualmente en el ambito de la
Ingenieria tisular (Griffith L, 2002).

Propiedades de las matrices:

Las diferentes matrices deben poseer unas cualidades macroscoépicas,

microscoépicas y fisicas que posibiliten el desarrollo de sus funciones:

-Biocompatibilidad: no deben generar respuesta inmune y ni ser toxicos para

las células.

-Porosidad: esta propiedad les permite actuar como un molde en tres
dimensiones para el crecimiento 6seo tanto “in vivo” como “in vitro”. La
porosidad y la alta conexiéon entre los poros posibilitan la acumulacion y

correcta distribucion de los osteoblastos y mejora su neovascularizacion.

-Tamafo del poro: si el tamafio del poro es excesivamente pequefio puede
producirse una oclusién de los mismos por grupos celulares. El tamafio del

poro ideal se estima entre los 150-900 pm.

- Superficie: el material de la matriz debe promover la adhesién y la actividad
celular y de forma ideal promover la osteogénesis a nivel genético de forma
gue una estructura compuesta de una matriz y hueso obtenido a través de
procedimientos de Ingenieria 6sea puedan ser desarrollados “in vitro” para
luego ser implantados.

-Osteoinduccién: esta propiedad resulta Gtil sobre todo para reparar defectos

0seos amplios.
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-Propiedades mecéanicas y biodegradabilidad: las matrices deben tener
propiedades mecéanicas afines a las de hueso huésped. Su consistencia debe
ser la adecuada para soportar las presiones tanto “in vitro” como “in vivo”. La
matriz debe tener un contacto directo con el tejido circundante sin la formacién
de tejido cicatricial creando una interfaz estable. La velocidad de reabsorcion
de la matriz debe ser lo mas afin a la de regeneracion de tejido nuevo y los
productos de su degradacién deben ser facilmente excretables por el cuerpo y
no toxicos de manera que el hueso vuelva a su estado original y funcién lo

antes posible.

Tipos de matrices:

Ceramicas:

Han sido ampliamente utilizadas en Ingenieria 6sea y pueden ser de origen
natural (hidroxiapatita coralina o de origen animal) o sintéticas (hidroxiapatita
sintética o fosfato tricdlcico). Poseen una reconocida capacidad
osteoconductora y han demostrado buenos resultados de forma aislada o con
cultivos celulares, pero presentan varios inconvenientes fruto de su
inestabilidad mecanica y la falta de predictibilidad en su absorcién, escasa para
la mayoria de las ceramicas. Por otra parte pueden incrementar las
concentraciones de Ca y P extracelular de forma importante hasta el grado de
producir muerte celular (Meyer U et al., 2005; Salgado AJ et al., 2004).

Polimeros reabsorbibles:

Esta considerado el “scaffold” ideal y pueden dividirse en naturales o sintéticos.

-Naturales: de origen vegetal o animal entre ellos se encuentran el colageno,
fibrindbgeno, chitosan, acido hialurénico y polihidroxibutirato. Sus principales
ventajas son: escaso potencial inmunogénico, propiedades bioactivas,

versatilidad quimica y capacidad de interaccion con el huésped.

-Sintéticos: usados de forma habitual, entre ellos se encuentran los poli-hidroxi-
acidos, policaprolactone, polipropileno, policarbonatos, polifosfazoles vy
polianhiricos.
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Los “scaffolds” de fibrina o hidrogeles son matrices de origen natural que han
sido ampliamente utilizados en Ingenieria Tisular con buenos resultados. Su
potencialidad radica en su alto contenido en agua, su alta biocompatibilidad,
transporte eficiente de nutrientes y favorecer la migracién celular a través de
los mismos con facilidad (Ahmed TA et al., 2008).

La fibrina es un biopolimero del fibrindgeno mondémero. Tanto la fibrina como el
fibrinbgeno tienen un papel esencial en la coagulacion, interacciones entre la
matriz celular y las propias células, inflamacion y reparacion tisular. Las formas
mas usadas de fibrina como matriz en Ingenieria Tisular es en forma de
hidrogeles, pegamentos (“fibrin glue”) y microparticulas de fibrina (“fibrin
microbeads”).

Los hidrogeles de fibrina derivan de fibrindgeno y trombina purificados, y han
sido empleados en la dltima década para Ingenieria Tisular de tejido adiposo,
piel, cartilago, musculo y hueso. En concreto en el campo de la regeneracion
0sea han sido empleados en numerosos estudios pero en todos ellos la matriz
presentaba una desventaja fundamental: su escasa consistencia y resistencia
mecénica. Para subsanar este inconveniente algunos trabajos combinaron el
hidrogel con sustancias que le aportaran mayor resistencia como la
hidroxiapatita o el fosfato tricalcico (Gurevich O et al., 2002; Nakamura K et al.,
1998; Weinand C et al., 2007).

Otra fuente de obtencién de matrices son las proteinas globulares del plasma
(fundamentalmente la albumina) unida covalentemente con un grupo aldehido y
posteriormente liofilizado (Meana A et al., 2008). Este método genera una
estructura mas rigida y consistente que los convencionales hidrogeles. Estas
matrices derivadas del plasma tienen como ventaja su facil y barata
elaboracion y la posibilidad de obtenerlas de forma autdloga a partir de
pequeiias muestras de sangre del paciente, con una mayor consistencia y

resistencia que los desarrollados hasta la fecha.

3.3 Factores de crecimiento:

Son proteinas secretadas por células que actlian sobre otras células diana con

una accion concreta induciendo la divisién celular o promoviendo la sintesis de
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matriz. Su vida media es corta, por lo que su utilizacion actual es escasa
todavia. Se unen a unos receptores diana y desencadenan una sefial

intracelular, ejerciendo un efecto osteoinductor.

Existen numerosos factores de crecimiento:

Factores de crecimiento transformantes (TGF):

-TGF-B: superfamilia de factores reguladores del metabolismo funcional 6seo.
Estimulan células mesenquimales. Los osteoblastos son las células con mayor

namero de receptores para estos factores. Las BMPs forman parte de este
grupo.

-TNF-alfa: factor necrosante tumoral alfa que inhibe la actividad osteoblastica y

estimula la osteclasia y la reabsorcién dsea.

Factores de crecimiento parecidos a lainsulina (IGF):

Entre ellos se encuentra el IGF Il que tiene como funcion promover la

proliferacién y diferenciacion de precursores osteoblasticos.

Factores de crecimiento fibroblastico (FGF):

En este grupo se encuentra el FGF-b (factor de crecimiento fibroblastico
basico). Estimula la proliferacién de osteoblastos pero inhibe su diferenciacion.
Tiene efecto sobre la reabsorcion, estimulando la proliferacion de los
precursores osteoclasticos y la produccién de prostaglandinas.

Factores de crecimiento plaquetarios (PDGF):

Estan compuestos por dimeros (subunidad A y B), presentando tres formatos
AA, AB y BB. Las plaquetas poseen PDGF, VEGF, TGF-beta y BSP
(sialoproteina Osea). Estos factores estimulan el crecimiento 6seo pero no

inducen la formacién 6sea “in vivo” a diferencia de las BMPs.

Proteinas morfogenéticas oseas (BMPs):

Son proteinas pleiotropicas con multiples y diferentes acciones bioldgicas.
Pertenecen a la superfamilia TGF-beta. Regulan la hematopoyesis, la sintesis
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de matriz extracelular, el mantenimiento celular y la apoptosis. Son los Unicos
factores de crecimiento morfégenos, ya que no sélo estimulan la multiplicacion
de las células conectivas, sino que también son capaces de transformarlas en
células osteoprogenitoras pero exigen la presencia de células
osteoprogenitoras sobre las que actuar.

Se consideran osteoinductoras las BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMP-7. Hay
descritas mas de 20. Son también proteinas morfogénicas de cartilago (primer
paso para la diferenciacion 6sea). Su accion estd mediada por un complejo de
receptores con actividad intrinseca serotonina/treonina quinasa presentes en
los osteoblastos. Poseen antagonistas especificos (noggina y cordina, “noggin”
y “chordin” en inglés) y otros llamados “gremlin” que se unen a sus mMismos

receptores.

Los tipos usados actualmente autorizados por la Agencia Europea del
Medicamento son:

-BMP-7 (OP-1): sintetizada como proteina osteogénica recombinante. Es util en
seudoartrosis atréficas de huesos largos, de escafoides, fracturas abiertas de
tibia y en artrodesis lumbar posterolateral. Esta autorizada en Europa para el
tratamiento de las pseudoartrosis de tibia en pacientes esqueléticamente
maduros en los que ya se ha intentado autoinjerto.

-BMP-2: se trata de una proteina osteoinductiva. Estd autorizada en Europa
para artrodesis lumbar intersomatica y pseudoartrosis de tibia. Parece
aumentar la tasa de artrodesis en comparacién con autoinjerto solo. El efecto
también es notable en pacientes fumadores. En los estudios realizados parece
gue el coste es similar al uso de autoinjerto de cresta iliaca si se tienen en
cuenta las complicaciones de ésta, el tiempo quirargico y el namero de
reintervenciones. En fracturas abiertas de tibia reduciria el numero de

procedimientos de aporte de injerto, reintervenciones y de infecciones.

Se esta investigando sobre la BMP-4 y la BMP-14 (Growth Differentation Factor
5 o GDF-5). También se esta investigando acerca de la modificacién del
equilibrio entre las BMPs y sus inhibidores, suprimiendo los inhibidores de las
BMPs (cordina, noggina) para potenciar la osteoinduccion.
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Hay preocupaciéon acerca de la posible oncogenicidad de las BMPs y algunos
estudios han demostrado mayor numero de casos diagnosticados de cancer
tras la aplicacién de BMP recombinante humana en la artrodesis lumbar. Tanto
la FDA como la EMEA contraindican la aplicaciéon de rh-BMP-2 (BMP-2
recombinante) en pacientes con diagndstico previo de cancer y se desaconseja
aplicar rh-BMP-7 (BMP-7 recombinante) cerca de canceres o infecciones

activas (Carragee EJ et al., 2011).
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El tratamiento de grandes defectos 6seos sigue representando hoy en dia un
gran desafio en la Cirugia Ortopédica y en la Cirugia Craneo-Maxilofacial. Tras
los buenos resultados obtenidos con regeneracion 6sea guiada el hueso del
territorio craneo-maxilofacial nos hemos planteado la utilizacion de esta técnica

en los defectos diafisarios de hueso largo.

Nuestro grupo investigador ha logrado demostrar que es posible utilizar
aloinjertos arteriales criopreservados como membranas de regeneracién 6sea
guiada en defectos de hueso largo en un modelo experimental en radio de
conejo, con hallazgos que sugieren una posible contribucién de la pared arterial
en la regeneracion de hueso en el defecto (Suarez-Suérez et al., 2003 y 2005).
Los resultados obtenidos utilizando arteria criopreservada descongelada como
membrana de regeneracion ésea guiada fueron superiores a los obtenidos con

membranas sintéticas (Alvarez Rico, 2009; Ferrero Manzanal, 2008).

Otra forma de abordar la necesidad clinica de hueso autélogo es su obtencién
mediante técnicas de cultivo “in vitro”. Este desafio no soélo incluye la
posibilidad técnica de lograr el cultivo de osteoblastos funcionantes sino que
implica la elaboracion de un soporte tridimensional proteico para su

diferenciacion.

Dados los prometedores resultados con la utilizacion de una novedosa matriz
proteica tridimensional de origen autélogo tanto en estudios “in vitro” como en
la regeneracion Osea en territorio craneo-maxilofacial publicados por Gallego et
al (Gallego, 2009) nos planteamos su utilizacion en defectos de hueso largo.

Dicha matriz podria constituir el elemento de implementacion regenerativa ideal
para los modelos de regeneracion OGsea guiada ampliamente estudiados y

valorados en la literatura.

38



HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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1 PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

-¢,Se podria favorecer la regeneracién de hueso largo mediante una matriz
proteica tridimensional obtenida mediante Ingenieria Tisular a partir de
proteinas plasmaticas autologas?.

-¢Ayudaria a dicha regeneracion 0sea la adicion de células pluripotenciales
autologas?.

2 HIPOTESIS:

“El empleo de una matriz proteica porosa de origen plasmatico autdlogo
favorece la regeneracion 6sea en defectos de hueso largo, con resultados
superiores si a la estructura de la matriz se afiaden células pluripotenciales

autblogas procedentes de la médula 6sea”.

3 OBJETIVO:

Evaluar la regeneracion 0sea obtenida en defectos de hueso largo usando una
matriz de proteinas globulares plasmaticas autdlogas, con y sin la adicion de
células procedentes de médula 6sea, comparandolas entre si y con respecto a

un grupo control.
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MATERIAL Y METODO

41



1 CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES:

Los procedimientos del presente trabajo se realizaron de acuerdo con la
legislacion vigente:

-La Directiva 86/609/CEE del 24 de noviembre de 1986 del Consejo de
Comunidades Europeas (publicado el 18 de diciembre de 1986 en el Diario
Oficial de las Comunidades Europeas) relativa a la aproximacion de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados
Miembros respecto a la proteccion de los animales utlizados para la
experimentacion y otros fines cientificos, asi como a las lineas directrices
relativas al alojamiento y a los cuidados de los animales de experimentacién

desarrolladas en el anexo Il al articulo 5 de dicha Directiva 86/609/CEE.

-El Real Decreto 223/1988/BOE del 14 de marzo de 1988 del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién (publicado el 18 de marzo de 1988 en el
Boletin Oficial del Estado), sobre la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos, asi como a su posterior desarrollo en
la Orden Ministerial del 13 de octubre de 1989 (publicada el 18 de octubre de
1989).

-Los miembros del grupo de investigacion poseen la homologacién para
trabajar con animales en el ambito de la experimentacion en las categorias B
(“personal que lleva a cabo los procedimientos”) y C (“personal responsable
para dirigir o disefiar los procedimientos”) del Real Decreto 1201/2005 de 10 de
octubre (BOE numero 252 del 21/10/2005) sobre protecciéon de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos: Resolucion del 22 de
enero del 2007 de la Consejeria de Medio Rural y Pesca del Gobierno del

Principado de Asturias.
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2 DISENO DEL ESTUDIO:;

Se utilizaron 15 conejos de la raza blanca de Nueva Zelanda machos, con un
peso de 4,7 £ 0,6 Kg (no existieron diferencias significativas intergrupo: ANOVA
p>0,05) procedentes del mismo criadero de animales de experimentacion
(Granja San Bernardo S.L., Tulebras, Navarra) (Niamero de Registro Ganadero
233 NA 101).

Se estabularon en el Bioterio de la Universidad de Oviedo, en jaulas
individuales de tamafio normalizado en condiciones ambientales estandar con
deambulacion libre, alimento y agua “ad libitum”, dieta convencional y bajo

supervision y cuidado veterinario.

El manejo de los animales, sus cuidados generales, alojamiento, los ensayos
realizados y las técnicas empleadas se realizaron en todo momento bajo

estricta supervision de los veterinarios del Bioterio de la Universidad de Oviedo.

2.1 Modelo:

Se crearon defectos segmentarios de 10 mm en el radio de ambas
extremidades anteriores de 15 conejos. En el estudio se evalué la regeneracién

Osea en defectos creados en radio de conejo en tres grupos diferentes:

-Grupo “matriz” (10 patas): En el defecto creado se colocd un soporte
tridimensional de naturaleza proteica y origen autdlogo de 10 mm de longitud.

-Grupo “matriz + médula 6sea’” (10 patas): En este grupo al soporte
tridimensional se le realiz6 una siembra con células procedentes de médula

Osea autologa.

-Grupo “control” (10 patas): con la finalidad de minimizar el sufrimiento de los
animales y para rentabilizar al maximo los experimentos con ellos (principios de
las Tres Erres de Russel y Burch) se utilizaron los datos del grupo control
obtenidos en estudios previos de nuestro grupo investigador (Suarez-Suarez et
al., 2003 y 2005) (Ferrero Manzanal, 2008).

En los defectos correspondientes a este grupo no se coloc6é ningun tipo de
material. Por motivos de disefio del estudio previo, se colocaron cuatro grapas
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anticolapso de acero inoxidable que no mostraron capacidad de estimular la
regeneraciéon osea (tan solo se aprecié un minimo crecimiento 6seo en los
extremos del radio similar a los grupos control de otros estudios existentes en
la literatura por lo que, en caso de favorecer la regeneracion, la consideramos

despreciable).

2.2 Programacion y aleatorizacion:

Se intervinieron las dos patas anteriores de 10 conejos (20 defectos 6seos)
dejando entre ambas cirugias seis meses para la completa recuperacion del

animal.

Se utilizé un sistema de asignacion completamente al azar para validar la
estimacion de la varianza del error experimental. Consiste en aplicar de forma
aleatoria los tratamientos a las unidades experimentales. Asi se disefiaron 10
modelos para determinar la asignacion de cada conejo (unidad experimental) a
cada tratamiento (grupo “matriz” frente a grupo “matriz + mo”). Se
seleccionaron 10 numeros de tres digitos y se asignd de forma ordenada un
namero a cada unidad experimental. Se prefieren nimeros de tres digitos
porque es mas dificil encontrar valores iguales. Se ordenaron de menor a
mayor valor los nuevos numeros y se asigné a la primera parte de la tabla la
opcién “matriz” y la segunda mitad de la tabla la opcién “matriz + MO”. Para
determinar en cada conejo el orden de intervencion de las patas (derecha o

izquierda) se realiz6 un sistema idéntico de asignacién aleatoria.

Se realizaron controles radiograficos de todas las extremidades en el
postoperatorio inmediato y cada mes hasta el sexto.

No se registraron complicaciones durante el procedimiento quirargico en ningun
caso. Todos los conejos intervenidos sobrevivieron y por tanto no fue necesario

sustituir a ninguno.
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3 OBTENCION DE LA MATRIZ PROTEICA
TRIDIMENSIONAL.:

La base de la matriz utilizada son las proteinas globulares del plasma
entrecruzadas con una sustancia tipo aldehido. En nuestro estudio se preparé
a partir de muestras de sangre periférica de los animales utilizados como
receptores de la matriz. Se extrajeron 10 ml de sangre periférica de cada
espécimen y se enviaron al Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del
Principado de Asturias. Las muestras se mantuvieron durante 30 min a 37 °C
para que se produjera la retraccion del “clot” de fibrina. A continuacion se
centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 min. El suero obtenido (5 ml) fue
entonces cruzado con 0,5 ml de glutaraldehido al 25% de concentracién
(Merck, Alemania) y la mezcla resultante fue transferida a una jeringa de 5 ml
con un fiador central que se utiliz6 como molde para dar forma tubular a la

estructura (figura 5).

=

Figura 5: Representacion gréafica del sistema empleado para obtener la forma tubular de la matriz.

Esta soluciébn se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min hasta
alcanzar la solidificaciébn. A continuacion se introdujo en el congelador
manteniéndose a -70°C durante 12 horas aproximadamente. Una vez
descongelado el producto se cortd la jeringa liberandose el cilindro y se
sometid a liofilizacién durante 48 horas. Tras este proceso la matriz tiene una
estructura porosa pero es extremadamente friable, por lo que se hidraté para
lograr un producto viable como soporte. La hidratacién se llevo a cabo de forma
progresiva con etanol en concentraciones decrecientes (100-90-80%)

manteniéndose durante una hora en cada una de ellas.
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De esta manera se obtuvo una estructura tridimensional tubular porosa,
eléstica, flexible y no téxica. Finalmente esta matriz se lavé con medio de
cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) para eliminar restos de

etanol y se mantuvo en este medio hasta su utilizacion en las cirugias.

4 OBTENCION DE MATRIZ CON CELULAS
PROCEDENTES DE MEDULA OSEA:

En los casos pertenecientes al grupo “matriz + mo” se realizd6 una siembra con
células procedentes de médula Osea autéloga. 24 horas antes de la
intervencion quirdrgica en la que se implantd la matriz se procedi6 a la puncién

de cresta iliaca para la obtencion de una muestra de médula 6sea.

La intervencion se realizé en condiciones de asepsia en el quiréfano de cirugia
experimental del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Se prepar6 la zona de
cresta de donde se obtuvo la muestra mediante lavado pre quirdrgico con agua
y jabon y se rasuro la zona. El procedimiento se realizé bajo anestesia general.
Para ello se premedic6 al animal con Buprenorfina (0,05 mg/Kg via
subcutidnea) 15 minutos antes de comenzar el procedimiento y con una mezcla
de Domtor® (Medetomidina) a dosis de 0,18 mg-/Kg por via intramuscular con
Ketamina a dosis de 15 mg/Kg también por via intramuscular como inductores
de la anestesia. Una vez sedado el animal se aplic6 una mascarilla con O,y
después de unos minutos se afiadié Isofluorano al 3-5%. Una vez dormido se
intubé con tubo endotraqueal del 3,5 mediante técnica ciega (“a oido”). El
mantenimiento de la anestesia general se realizé con Isofluorano al 1,5-2%.
Con el animal en decubito lateral se prepard el campo estéril sobre la cresta
iliaca a puncionar y se realiz6 una pequefia incision con un bisturi del nUmero
15 (Aesculap, Alemania). Con un trocar para biopsia de médula 6sea MIELO-
CAN (Sterylab s.f.l. Rho, Milan, Italia) se atraveso la tabla externa del hueso
iliaco y se extrajeron entre ocho y diez ml de médula 6sea.

La muestra se envié al Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del Principado
de Asturias donde se realiz6 la siembra de las células en la matriz. Las células
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mesenquimales se obtuvieron de las muestras después de realizar una
centrifugacion diferencial en Ficoll® (2, 4, Dinitrophenyl-
AminoEthylCarboxyMethyl-FICOLL). Estas células mesenquimales se
sembraron directamente en la matriz, en agitacién toda la noche a 37°C. Se

mantuvieron en estufa hasta su aplicacién en las cirugias.

5 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO:

5.1 Entorno:

La intervencion quirdrgica se realizé en el quiréfano experimental del Bioterio
de la Universidad de Oviedo en condiciones de asepsia. En el antequiréfano se
preparé a los animales realizandose rasurado de la extremidad a intervenir y

lavado con agua y Betadine® jabonoso.

5.2 Anestesia:

El procedimiento anestésico y el seguimiento postoperatorio fueron
desarrollados por el equipo de veterinarios del Bioterio.

Como premedicacion se utilizé6 Buprenorfina (0,05 mg/Kg) por via subcutanea
administrada 15 minutos antes del comienzo de la cirugia, ademas de Domtor®
(Medetomidina) a dosis de 0,18mg/Kg con Ketamina a dosis de 15 mg/Kg por
via intramuscular. Para la induccion anestésica se utilizé una mascarilla con
oxigeno inicialmente y tras unos minutos Isofluorano (Forane® liquido sol.
Inhalatoria, Abbvie Farmacéutica S-L.U.) al 3-5%. Una vez dormido el animal
se intubo con un tubo endotraqueal de 3,5 mediante técnica ciega (“a oido”). El
mantenimiento de la anestesia se llevé a cabo con Isofluorano (Forane®) al
1,5-2% y se utiliz6 como analgésico Metacan® (Meloxicam) a dosis de 0,3 cc
por via subcutdnea. Se monitorizaron la capnografia, la pulsioximetria y la
presion arterial no invasivas. Se mantuvo una perfusion intravenosa de solucién
isotdnica de cloruro sédico al 0,9% (Braun Medical SA, Barcelona) a un ritmo
de 40 ml/hora con control mediante microgotero (Dial-A-Flo®, Venisystems,
Abbott, Ireland).
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Se colocd al animal en decubito supino sobre una manta térmica de agua
caliente. La pata delantera contralateral se sujetdé para garantizar un buen
campo de trabajo.

5.3 Profilaxis antibidtica:

Se utilizé Kurgan® (Cefazolina) (50 mg/Kg) en dosis Unica por via intravenosa
15 min antes de la intervencion. En el postoperatorio se administraron 100
mg/Kg diarios por via intramuscular durante 48 horas mas.

5.4 Intervencion:

Se desinfecto la pata delantera a intervenir con Povidona Yodada (Betadine®)
y se aisld y preparé el campo con pafios estériles desechables. Se practicoé una
incision cutdnea longitudinal y diseccién por planos a través de una via
anterolateral directa hasta exponer el radio y la parte superior del cubito

identificando la membrana interésea entre ambos.

A continuacion se cred un defecto osteoperiéstico de 10 mm a nivel del tercio
medio del radio con una hoja de sierra conectada a un motor bajo irrigacion
continua con suero salino fisiol6gico para evitar la necrosis térmica de los
extremos de la osteotomia (figuras 6 y 7). Se elimind el periostio de la vecindad
mediante raspado con bisturi (figura 7).

Figura 6: localizacion de la osteotomia realizada. Dibujo de la osteotomia de 10 mm realizada en el radio.
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Figura 7: Fotos del procedimiento quirurgico en las que se puede ver la via quirdrgica, la osteotomia realizada y la
desperiostizacion de los bordes.

Grupo control:

Se realizaron con una broca de 0,5 mm cuatro orificios en la cortical de cada
extremo del defecto 6seo. Tal y como se comenté previamente, se colocaron
cuatro grapas de alambre de acero inoxidable de 0,4 mm de diametro entre
dichos orificios por motivos del disefio del estudio previo (figura 8). En este
grupo se dejo el defecto vacio, sin ningun injerto para que nos sirviera como

control.

Figura 8: Representacion gréafica del montaje realizado en el grupo control mediante 4 grapas metélicas.
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Grupos “matriz” y “matriz + mo”:

En cada extremo de la osteotomia se practicaron dos orificios con una broca de
0,5 mm de diametro (figuras 9A y 10A). Se cortaron y regularizaron los
extremos de la matriz para hacerla coincidir con el tamafio del defecto (10 mm)
y se pasaron dos hilos de sutura de Polipropileno (Prolene® 6/0, Ethicon,
Johnson and Johnson SA) a través del tanel central de la matriz (figuras 9B y
10B). Se pasaron los cuatro extremos de los dos hilos por los orificios
practicados en los extremos del defecto 6seo y se colocé el cilindro de matriz
encastrado en dicho defecto (Figuras 9C y 10C). Para asegurarlo en ese lugar
se anudaron los hilos de sutura en los extremos de la osteotomia (figuras 9D y
10D).

Figura 9 (A, B, C y D): Dibujos del procedimiento de colocacion del fragmento de matriz en el defecto 6seo practicado.
Realizacion de los orificios en los extremos de la osteotomia (A), paso de los dos hilos de sutura por el tinel del cilindro
de matriz (B) y a través de los orificios practicados (C) para su sutura y sujecion (D).
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Figura 10 (A, B, C y D): De izquierda a derecha y de arriba abajo; fotos del procedimiento quirargico. Realizacion de los
orificios en los extremos de las osteotomias (A) y sujecion de la matriz con hilos de sutura (B) a través de dichos
orificios(C y D).

Tras el lavado abundante con suero fisiologico se procedio al cierre por planos
con suturas reabsorbibles (Dexon® 3/0, B. Braun-Dexon, B. Braun Surgical SA)
y no reabsorbibles para la piel (Seda® 0, B. Braun-Dexon, B.Braun Surgical
SA), sin dejar ningun tipo de drenaje. La herida quirargica se cubrié con gasas
gue se sujetaron con algodén y venda elastica previo control radiografico de la
extremidad (figura 11).

Figura 11 (A, B, C y D): De izquierda a derecha y de arriba abajo; fotos del procedimiento quirargico: Lavado profuso
del campo quirdrgico (A), cierre de la herida (B) y en las fotos inferiores vendaje de la extremidad (C y D).
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5.5 Postoperatorio:

No se utiliz6 ningun tipo de inmovilizacion externa rigida de la extremidad
permitiendo al cubito actuar como férula interna del radio. El animal se mantuvo
al lado de una estufa eléctrica hasta la recuperacion anestésica completa y una

vez colocado en su jaula se le permitio la deambulacioén libre.

Como pauta analgésica postoperatoria se utilizO una combinaciéon de
Buprenorfina en las primeras 24 horas a dosis de 0,05 mg/Kg por via
subcutdnea y Meloxicam a dosis de 0,2 mg/Kg durante 4 dias.

La primera cura de la herida quirdrgica se realizo a los cuatro o cinco dias con
Povidona Yodada (Betadine®) y las suturas se retiraron a los 10 dias de la
intervencion. Se prescindi6 del vendaje elastico a los 14-15 dias
postoperatorios.

5.6 Eutanasia de los animales:

Fue realizada por el equipo de veterinarios del Bioterio. Tras sedar al animal
con Medetomidina Clorhidrato (Domtor®) a dosis de 0,18 mg/Kg y Diazepam
(Valium®) a dosis de hasta 0,2 mg/Kg por via intravenosa se utiliz6 una
sobredosis de Pentobarbital sodico (Tiopental®) (dosis mayores de 100 mg/Kg)

también por via intravenosa.

6 ESTUDIO MEDIANTE TECNICAS DE
DIAGNOSTICO POR LA IMAGEN.
ESTUDIO RADIOGRAFICO:

6.1 Material:

-Unidad de radiologia retro alveolar Trophy® modelo 708 con temporizador
CCX-Digital® con tubo radiogénico de rejilla, foco 0,7 CEl, potencia de 8 mA y
una penetracion de 70 KVp y un tiempo de exposicion de 0,30 segundos.
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-Pelicula radiografica Kodak Ultra-Speed Occlusal DF-50® de 51x76 mm
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA).

-Fijador radiogréafico dental Kodak® (Kodak Industrie, Chalon, France).

6.2 Metodologia:

Las radiografias se realizaron con los animales en decubito supino y la
extremidad en supinacion. Todas ellas con la misma distancia entre el foco y la
pelicula radiografica (10 cms) e idénticas condiciones de amperaje, voltaje y
tiempo de exposicién. Los controles se hicieron en el preoperatorio (para
comprobar el cierre fisario), en el postoperatorio inmediato y cada mes. En
cada ocasion se obtuvieron dos radiografias para seleccionar la de mejor
calidad.

El revelado se realizd en una camara oscura a 20-22°C de temperatura
ambiente con la siguiente secuencia temporal: cinco minutos en liquido
revelador, 30 segundos de lavado con agua pura, cinco minutos en el liquido

fijador, cinco minutos con agua puray secado con aire caliente.

7 ESTUDIO DE CUANTIFICACION SOBRE
IMAGENES RADIOGRAFICAS:

7.1 Material:

-Sistema de capacion de imagenes Escaner EPSON EXPRESION 1640 XL®
(modelo G650C) (Epson lberia SA) en el Centro Cientifico-Tecnoldgico de la
Universidad de Oviedo.

-Sistema de procesamiento de imagenes: software basado en el programa
“Image J” sobre el que el Servicio de Microscopia Fotonica y Proceso de
Imagenes de la Universidad de Oviedo ha realizado una aplicacion especifica.
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7.2 Metodologia:

-Digitalizacion de imagenes: la imagen radiografica se captd utilizando un
escaner a un formato .TIFF sin comprimir, con una resolucién de 800x600
pixeles con una escala de grises a ocho BIT/pixel, =256 niveles de gris. El valor
cero representa el negro y el 255 el blanco.

-Tratamiento de imagenes digitalizadas: el programa esta orientado a medir la
regeneracion osea en los defectos dseos estudiados.

Como primer paso se realizd6 una calibracion de la imagen inicial (la del

postoperatorio inmediato) basada en las distancias de la zona del defecto.

A continuaciéon se marco el area de la zona de defecto, obteniéndose una

“mascara”’ que sirvio como referencia de defecto 6seo a medir.

Para obtener la regeneracion 6sea en cada imagen a lo largo del tiempo fue
necesario en primer lugar hacer un registro de la imagen a estudiar en relacion
a la imagen que teniamos de referencia para poder superponer la imagen que

estdbamos midiendo y la del postoperatorio inmediato (“mascara”).

Con el fin de homogeneizar las densidades de las imagenes se realizd una
recalibracion marcando una zona de densidad minima (por ejemplo, la zona sin
hueso del defecto) y una zona de intensidad maxima (por ejemplo una zona de
hueso cortical).

Sobre la zona de defecto de la imagen a medir se detectd en funcion del nivel
de gris el area de hueso regenerado. Comparando esta area con la “mascara”
el programa nos determin6é el valor medio de gris de la zona de hueso
regenerado (valores entre cero y 255), la medida en mm? de zona de hueso
regenerado y el porcentaje de area ocupado por dicha regeneracion.
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7.3Variables de cuantificacion radiologica

estudiadas:

7.3.1Porcentaje de regeneracion 0sea:

Definido como el porcentaje de relleno del defecto por densidad calcio. Valora
el porcentaje de hueso regenerado en el defecto segun la ocupacién del
defecto 6seo por densidad calcio, sin tener en cuenta el grado de densidad. Se
determind por el programa de andlisis de imagen basado en “Image J”
(optomorfometria radiolégica) en los controles realizados a los tres grupos de
estudio (“control”’, “matriz’ y “matriz + mo”) en los seis primeros meses de

seguimiento.

Permite comparar mediciones de radiografias diferentes ya que, al tratarse de
una proporcion su valor no se ve influido por el grado de magnificacion

radiografica. Es una variable cuantitativa continua.

7.3.2Densidad en el defecto:

Valora el grado de densidad del tejido que rellena el defecto 6seo. Se
determiné también con el programa basado en “Imagen J” (optodensitometria
radiologica) en las imagenes radiograficas de los tres grupos de estudio

(“control”, “matriz” y “matriz + mo”) tomadas mensualmente durante seis meses.

Este programa permite comparar mediciones de distintas radiografias ya que
determina la densidad de una zona de referencia control y evita la influencia del
grado de penetracién radiografica o de la técnica de revelado. Es también una

variable cuantitativa continua.
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8 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS
DATOS:

8.1 Material:

-Ordenador portatil INTEL © (R) Core (TM) i7-3612QM CPU @ 2.10 GHz. 4,00
Gb de RAM.

-Software: sistema operativo Microsoft Windows version 2007. Programa
estadistico SPSS ®version 19.0 (SPSS/ PC Inc, lllinois, USA).

8.2 Metodologia:

8.2.1Estudio estadistico del tipo de regeneracion en el

defecto:

Se aplicd un test no paramétrico (Chi cuadrado) para estimar las diferencias
entre el tipo de regeneracion 6sea obtenido y el tipo de injerto empleado. Se
utilizd el mismo test agrupando la variable regeneracion en dos grupos
(regeneracion completa y regeneracion incompleta, que engloba a la

regeneracion parcial y no regeneracion).

8.2.2Estudio descriptivo:

Para las variables estudiadas (porcentaje de regeneracion y densidad 6sea en
el defecto) se calcularon los valores del tamafio muestral, la media, desviaciéon
estandar, error estandar de la media, limites superior e inferior del intervalo de
confianza del 95% de la media y valores minimos y maximos que podian tomar

las variables.

8.2.3Analisis de regresion:

Para todos los modelos de la variable “densidad en el defecto” y para el
“porcentaje de regeneracion ésea”’ en grupo “matriz + MO” se aplic6 una

regresion lineal simple sin hacer ninguna transformacion de las variables.
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En el caso del “porcentaje de regeneracion 6sea” en el grupo “matriz” se optd

por una transformacion logaritmica.

Se ejecuté un modelo de regresion lineal simple con el fin de explicar la
evolucion de las variables a lo largo de los meses. Se calcul6 el coeficiente de
correlacion que estima la relacion o asociacion lineal entre la variable y los
meses y el coeficiente de determinacidbn que indica el porcentaje de la
variabilidad de la variable dependiente explicado por la regresién.

Se comprobd la bondad del modelo ajustado verificando las hipétesis de
normalidad, independencia y homocedasticidad de los residuos o errores del
modelo a través de gréaficas de diagndstico.

8.2.4Analisis comparativo intergrupo:

Para comparar la medida de una misma variable en un mismo momento
temporal en los grupos “control”, “matriz’ y “matriz + MO” se realizaron
previamente los test de Shapiro-Wilk para comprobar el supuesto de
normalidad (p>0,05) y la prueba de Levene (p>0,05) para estudiar la
homocedasticidad de las variables estudiadas.

Si no se cumplian los dos criterios se utilizaron pruebas no paramétricas para
variables cuantitativas independientes (test de Kruskal-Wallis con su post hoc
U-Mann Whitney).

Si se cumplian los supuestos de normalidad y homocedasticidad se utilizé un
test paramétrico (ANOVA de una via) con su correspondiente test post-hoc.

8.2.5Analisis comparativo de diferentes momentos

temporales en un mismo grupo:

Se aplicd una prueba de significacion global, el andlisis de la varianza de
medidas repetidas utilizando como factor intra-sujetos o factor de medidas
repetidas el tiempo, para cada uno de los grupos (“control”, “matriz’y “matriz +
MQO”), con el fin de calcular diferencias entre los valores de cada variable en
diferentes momentos temporales. La secuencia de pruebas estadisticas que se

utilizoé fue la siguiente:

57



-Prueba de esfericidad de Mauchly: en caso de vulneracién de este supuesto
se ajustaron los grados de libertad del numerador y del denominador del
estadistico F univariado para corregir los grados de libertad en las pruebas de
significacion promediadas. En este ajuste, llamado “epsilon” el programa
estadistico proporciond tres estimaciones: Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt y
Lower-Bound.

-Prueba de contrastes intrasujetos: la obtencién de resultados significativos nos
indico que al menos una de las medias era diferente de las otras, pudiendo
serlo mas de dos o incluso todas ellas.

-Pruebas de contrastes pareados: con estas pruebas se valor6 en la muestra la
existencia de diferencias significativas entre el valor de una variable en un
determinado momento temporal y el valor en el momento inmediatamente
siguiente asi como entre el momento final con todos los anteriores. Ademas
permitio calcular el intervalo de confianza del 95% de las diferencias
observadas.

8.2.6Analisis comparativo entre los distintos grupos y

los diferentes momentos temporales:

Se aplicé la misma metodologia explicada en el punto anterior, realizando un
analisis de varianza de medidas repetidas, salvo que en esta ocasién se
incluyeron en el analisis dos factores, con medidas repetidas en uno de ellos.
El factor intra-sujetos o de medidas repetidas considerado fue el tiempo vy el
factor inter-sujetos el grupo.

El grado de significacién utilizado en todas las pruebas estadisticas fue del
95%.
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9 ESTUDIO HISTOLOGICO MEDIANTE
MICROSCOPIA OPTICA:

El procesamiento de las muestras para estudio histolégico de microscopia
Optica se realizd en la Unidad de Metabolismo Oseo y Mineral del Hospital
Universitario Central de Asturias y en el Centro Comunitario de Sangre y
Tejidos del Principado de Asturias.

Se siguio la siguiente metodologia:

9.1 Obtencidn de las muestras 6seas:

-Sacrificio del animal conforme a un protocolo especifico del Bioterio.
-Desarticulacién de las extremidades anteriores a nivel del codo y mufieca.

-Diseccion por planos hasta el cubito y radio, conservando la envoltura de
partes blandas que rodea el defecto 6seo.

-En el grupo control se localizaron las grapas de alambre y se retiraron de la

forma menos traumatica posible.

-Cada una de las muestras obtenidas fue fragmentada en dos mitades de igual
superficie.

-Las muestras destinadas a la inclusion en parafina (muestras descalcificadas)
fueron transportadas en glutaraldehido al 25% al Centro Comunitario de
Sangre y Tejidos del Principado de Asturias.

-Las muestras destinadas a la inclusion en metacrilato (muestras no
descalcificadas) fueron transportadas en etanol al 70% a la Unidad de
Metabolismo Oseo y Mineral del Hospital Universitario Central de Asturias.

9.2 Procesamiento de muestras dseas

descalcificadas:

-Fijacién en solucion acuosa tamponada de formaldehido al 10% a temperatura

ambiente durante un minimo de 24 horas.
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-Descalcificacion mediante quelantes quimicos por inmersién en sal disédica 2-
hidrato de acido etilen-diamina-tetraacético (EDTA) al 10% en TBS tamponado.
El tejido se mantuvo a temperatura ambiente en la parte superior del bote
mediante un sistema de corchos unidos al tejido que actuaban a modo de
boyas permitiendo su flotacion, con agitacion diaria durante dos meses,
cambiandose el liquido cada 15 dias. La comprobacion del grado de

descalcificacion se realiz6 mediante punciones con bisturi.

-Inmersion en solucién acuosa de carbonato de litio a saturacion durante 16

horas.

-Deshidratacién progresiva en alcoholes de gradacion ascendente y eliminacién
de alcohol absoluto final con xilol.

-Inclusién en parafina.

-Corte de los blogues con ultramicrotomo para obtener secciones longitudinales
de 5 micras de espesor siguiendo el eje de la diéfisis del radio.

9.3 Procesamiento de muestras 6éseas no

descalcificadas:

La técnica de inclusibn de muestras 6seas en una resina plastica basada en
glicol metacrilato permite estudiar muestras sin descalcificar preservando sus
relaciones histolégicas. Esto hace posible valorar la calidad de Ia
mineralizacién ésea y la relacién entre los diferentes componentes del tejido

éseo.
-Inmersién en etanol al 70% durante 24 horas.

-Deshidrataciéon y deslipidacion: se realizé pasando las piezas por diferentes
gradaciones de etanol y acetona:

Etanol-acetona al 50% durante 12 horas.
Acetona durante 12 horas.

Etanol-acetona al 50% durante 12 horas.
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Etanol absoluto durante 24 horas.

-Infiltracion: este proceso se realizd con una resina plastica hidrosoluble
basada en Glicol metacrilato, JB-4 Plus ®, que penetra e impregna con
facilidad al tejido 60seo. Para ello se mezclaron 100 ml de 2-
hidroxietilmetacrilato-polietilenglicol con 1 gramo de peréxido de benzoilo en
polvo al 70% y fueron agitados manualmente hasta la disolucion completa. Esta
mezcla se conservo refrigerada a 4°C en un frasco de vidrio de paredes
oscuras herméticamente cerrado durante 6 semanas. A continuacion, se
colocaron las muestras d0seas en tubos de vidrio con la mezcla descrita para su

infiltracién durante 12 horas.

-Inclusion: una vez completada la infiltracion se procedio a realizar la inclusion
de las muestras Oseas. Para ello se prepard la resina basada en glicol
metacrilato mezclando 15 ml. de la solucion catalizada refrigerada previamente
descrita con 1 ml. de solucion derivada de pirimidenetrione. Se vertio la mezcla
preparada en moldes de polietiieno de 13x19x5 mm., donde se colocaron las
muestras Oseas debidamente identificadas. Sobre las muestras que se
encontraban en proceso de inclusion se instalaron bloques plasticos de
contencion cubriendo herméticamente los moldes para obtener condiciones
anaerodbicas. La polimerizacion de la resina basada en glicol metacrilato se
completd en aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido

ese tiempo las muestras fueron retiradas de los moldes.

-Cortes de las piezas: Los cortes histologicos de las piezas se realizaron con
ultramicrotomo de cuchilla de diamante para obtener secciones longitudinales

de 5 micras de espesor.
9.4 Tinciones 0seas:

Hematoxilina-eosina;:

En primer lugar se realizé la desparafinizacion de las muestras con bafios
consecutivos de xilol de un segundo de duracién cada uno. Para tefiir las

muestras se realizaron los siguientes pasos:

-Aplicacion de Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.
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-Lavado con agua corriente.

-Diferenciacion con alcohol-acido.

-Lavado con agua corriente.

-Inmersién en agua amoniacal.

-Lavado con agua corriente (20 minutos).

-Tincion con eosina a temperatura ambiente.

-Inmersién en alcohol al 95% para eliminar el exceso de eosina.

-Deshidratacién y montaje.

Tincidén Von Kossa:

Muestra el hueso y las sales minerales como depdsitos negros. El nucleo y el
citoplasma adquieren una tonalidad de rosa a rojo.

Tras la desparafinizacién de las muestras se realizaron los siguientes pasos:
-Aplicacion de nitrato de plata al 3% durante cinco minutos.
-Dos lavados de cinco minutos con agua destilada.
-Formol-carbonato de sodio durante cinco minutos.

-Agua corriente durante 10 minutos.

-Ponceau de xilidina durante 45 minutos.

-Lavado rapido con &cido acético al 1%.

-Lavado rapido con agua destilada.

-Acido fosfotungstico-Orange G durante siete minutos.
-Lavado rapido con &cido acético al 1%.

-Lavado rapido con agua destilada.

-Deshidratacién y montaje.
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La observacién de las preparaciones se realizé con un foto microscopio Nikon
Labophot ® en el Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del Principado de
Asturias.
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RESULTADOS
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1 ESTUDIO MEDIANTE TECNICAS DE
DIAGNOSTICO POR LA IMAGEN:

Estudio radiogréafico:

En las radiografias obtenidas se valor6 el tipo de regeneracién Osea
desarrollado. Se observaron tres patrones de osificacion diferentes:

No regeneracion:

En el postoperatorio inmediato se observo una interrupcion de la continuidad
Osea del radio (el defecto 6seo) con densidad “agua” en su interior. En los dos
primeros meses se aprecidé un pequefio aumento de densidad a nivel de los
extremos del defecto. A los tres y cuatro meses se pudo distinguir una
densidad “calcio” en la membrana inter6sea y un pequefio capuchon
radiodenso a nivel de las osteotomias de cada uno de los extremos, con la
parte central manteniendo una densidad “agua”. Se mantuvo esta misma
situacion a los cinco y seis meses y en ningudn caso se restablecio la

continuidad radioldgica entre los extremos del defecto.

Figura 12: Evolucion radiografica de un patron de no regeneracion. Controles a los 0, 3 y 6 meses de izquierda a
derecha.

Regeneracion parcial:

En las imagenes del postoperatorio inmediato se observé en la region del
defecto 6seo densidad “agua”. En las etapas iniciales (uno y dos meses) se
observaron dos éareas de densidad calcio a modo de mamelones que
prolongaban los extremos de las osteotomias con una cantidad variable de

densidad calcio en la zona central. Este frente de osificacién se detuvo en un
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momento dado de la evolucion temporal, sin llegar a puentear el defecto 6seo y

sin restablecerse la continuidad cortico-medular del radio.

Figura 13: Evolucion radiografica de un patron de regeneracion 6sea parcial. Controles a los 0, 3 y 6 meses de
izquierda a derecha.

Regeneracion 0sea completa:

La evolucion inicial fue superponible a la del grupo de regeneracion 6sea
parcial pero en torno a los tres y cuatro meses las densidades a nivel de la
membrana inter6sea y en el defecto fueron mayores, alcanzando una densidad
cercana a la del calcio. En los ultimos meses de la evolucion se restablecio
claramente la continuidad radiogréafica del radio, con densidad “calcio” a nivel
del defecto y con dos lineas periféricas radiodensas que, aunque delgadas,
rodeaban a una zona menos radiodensa asemejando el patrén cortico-medular
del hueso normal. Se observdé ademas una sinostosis radiografica entre el

cubito y el radio a nivel de la membrana interésea.

Figura 14: Evolucion radiografica de un patron de regeneracion 6sea completa. Controles a los 0, 3y 6 meses de
izquierda a derecha.
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La distribucion de estos patrones de regeneracion ésea en los tres grupos de

estudio fue la siguiente:

. Regeneracion Regeneracion
N No regeneracion )
parcial completa
CONTROL 10 4 6 0
MATRIZ 10 1 8 1
MATRIZ+MO 10 1 4 5

Tabla 1: Distribucién entre los tres grupos de estudio de los patrones radiogréaficos observados.

B No regeneracion
B Regeneracién parcial

I Regeneracion completa

TIPO DE REGENERACION OSEA
10 [
9 |
8
7
6
5
4
3
2
1
0
Control Matriz Matriz
+médula ésea

Figura 15: Representacion mediante diagrama de barras de los tres patrones radiograficos de regeneraciéon 6sea
observados y su distribucion en cada uno de los tres grupos de estudio.
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2 ESTUDIO ESTADISTICO DEL TIPO DE
REGENERACION EN EL DEFECTO:

En la tabla 2 se muestran el nimero de casos (y el porcentaje que suponen) de

cada patron de regeneracion 0sea observado en los tres grupos de estudio.

y Regeneracion Regeneracion
N No regeneracion )
parcial completa
CONTROL 10 4(40%) 6(60%) 0(0%)
MATRIZ 10 1(10%) 8(80%) 1(10%)
MATRIZ+MO 10 1(10%) 4(40%) 5(50%)

Tabla 2: Resultados de la variable tipo de regeneracion en el defecto seo en cada uno de los tres grupos estudiados.

2.1 Comparacion entre “tipo de regeneracion” y
“tipo de relleno del defecto”:

Se realiz6 la prueba de x* para determinar la asociacién de las variables
cualitativas “tipo de regeneracién” y “tipo de relleno empleado en el defecto”.
Se obtuvo un p valor de 0,023. Al igual que en todos los contrastes de hipotesis
que se aplicaron a lo largo de todo el texto consideramos diferencias
estadisticamente significativas aquellas que arrojaban p valores inferiores a
0,05. En este caso la significacién estadistica nos indica que las variables “tipo
de regeneracion 6sea”’ y “tipo de relleno empleado en el defecto” son
dependientes.

Sig. asintdtica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 11,333(a) 4 0,023
Razén de verosimilitudes 11,908 4 0,018
N de casos validos 30

Tabla 3: Prueba de x2 para las variables “tipo de regeneracion” y” tipo de injerto utilizado en el defecto”.
6 casillas (66,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 2,00.

Puesto que mas del 20% de las casillas tenian una frecuencia esperada menor
gue 5 se optd por agrupar las categorias de la variable “tipo de regeneracion”
recodificAndola en completa (para los valores de regeneracién Osea total) e

incompleta (suma de los casos de regeneracion parcial y no regeneracion). A
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continuacién se presenta la comparacién entre los diferentes grupos segun

esta nueva variable.

2.2 Analisis de las diferencias entre el tipo de
regeneracion y el relleno empleado en el

defecto:

Comparacion grupos “MATRIZ” - “MATRIZ + MO”:

Puesto que mas del 20% de las casillas tenian una frecuencia esperada menor
de 5 se realiz6 el test exacto de Fisher para evaluar la asociacion de las
variables sin encontrar diferencias estadisticamente significativas (p=0,141).

TIPO DE REGENERACION AGRUPADO

REGENERACION INCOMPLETA REGENERACION COMPLETA Total

MATRIZ 9 1 10
MATRIZ + MO 5 5 10
Total 14 6 20

Tabla 4: Tabla de contingencia para los grupos “matriz” y “matriz + mo” en funcion del tipo de regeneracion.

Comparacion grupos “CONTROL” -“MATRIZ":

Al igual que en la comparacion previa, se elaboré una tabla de contingencia
con la variable tipo de regeneracion agrupada en dos categorias. El resultado
del analisis tampoco fue estadisticamente significativo (Fisher; p=1,000).

TIPO DE REGENERACION AGRUPADO

REGENERACION INCOMPLETA REGENERACION COMPLETA Total

CONTROL 10 0 10
MATRIZ 9 1 10
Total 19 1 20

Tabla 5: Tabla de contingencia para las variables “control” y “matriz” en funcién del tipo de regeneracion.

Comparacion grupos “CONTROL”-“MATRIZ + MO”:

En este caso el andlisis fue estadisticamente significativo (p=0,033).
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TIPO DE REGENERACION AGRUPADO

REGENERACION INCOMPLETA REGENERACION COMPLETA Total

CONTROL 10 0 10
MATRIZ + MO 5 5 10
Total 15 5 20

Tabla 6: Tabla de contingencia para las variables “control” y “matriz + mo” en funcién del tipo de regeneracion ésea.

En resumen se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
tipo de regeneracidon ésea obtenido y el tipo de relleno utilizado en el defecto
0seo. Desglosando esas diferencias por grupos no se demostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos “control” y “matriz” ni al
comparar “matriz” y “matriz + MO”. En cambio si se obtuvo significacién

estadistica al comparar los grupos “control” y “matriz + MO”.
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3 ESTUDIOS DE CUANTIFICACION:

3.1 Porcentaje de regeneracidon 6sea:

3.1.1Estudio descriptivo e inferencial:

En la tabla 7 se muestran los resultados de la estadistica descriptiva para la
variable porcentaje de regeneracion, asi como el célculo de los intervalos de

confianza de la media.

Intervalo de
o confianza para la
Meses | N | Media DeS,VI_aCIOn I%rror media al 95% | Minimo | M&ximo
fipica fipico Limite | Limite
inferior | superior
CONTROL| o |10| O 0 0 0 0 0 0
1 10 | 2,21 3,10 0,98 -0,01 4,42 0 8,54
2 10 | 8,22 7,94 2,51 2,54 13,90 0 17,45
3 10 | 13,31 12,67 4,01 4,25 22,37 0 28,28
4 10 | 18,36 17,44 5,52 5,89 30,84 0 39,55
5 10 | 19,10 18,43 5,83 5,91 32,28 0 43,67
6 10 | 21,59 20,75 6,56 6,75 36,44 0 47,97
MATRIZ 0 |10] O 0 0 0 0 0 0
1 10 | 22,18 27,12 8,58 2,77 41,58 4,28 82,96
2 10 | 29,21 27,51 8,70 9,53 48,89 5,08 86,74
3 10 | 35,38 27,82 8,80 | 15,48 55,28 5,32 90,55
4 10 | 41,06 26,44 8,36 | 22,14 59,97 6,64 91
5 10 | 47,46 25,66 8,11 | 29,10 65,81 10,44 92,34
6 10 | 52,95 26,99 8,53 | 33,64 72,26 14,87 99,39
M+ MO 0 |10] O 0 0 0 0 0 0
1 10 | 47,52 32,82 10,38 | 24,04 71 0 96,89
2 10 | 64,29 24,76 7,83 | 46,58 82,01 15,28 99,89
3 10 | 67,92 25,09 7,93 | 49,98 85,87 17,91 100
4 10 | 71,81 23,37 7,39 | 55,09 88,53 24,53 100
5 10 | 74,25 23,84 7,54 | 57,20 91,31 22,41 100
6 10 | 78,54 22,42 7,09 | 62,50 94,58 29,52 100

Tabla 7: Estadistica descriptiva e inferencial del porcentaje de hueso regenerado en los grupos “control”,” matriz” y
“matriz+ MO”.
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A continuacién se representa la evolucién del porcentaje de regeneracion en el

tiempo mediante diagramas de cajas.
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Figura 16: Representacion grafica mediante diagramas de cajas del porcentaje de hueso regenerado en los grupos
“control”,
“matriz” y “matriz + MO”.

3.1.2Analisis de regresion:

Se construyeron modelos de regresion con el fin de calcular el porcentaje de
regeneraciéon en cada momento temporal. En el grupo control se observé que
el porcentaje de regeneracion fue nulo en el 51,43% de los casos, por lo que el
efecto del tiempo parece no afectar al valor del porcentaje de regeneracion
Osea cuando el defecto se deja sin relleno.

Sin embargo, en los grupos en los que se utilizdO matriz y matriz con MO se

obtuvieron modelos de regresion lineales simples cuyas formulas son:
Log (% reg matriz)= 2,45 + 0,25 meses.
% reg matriz + MO= 25,98 + 10,59 meses.

Dichos modelos logran explicar un 21,9% y un 38,2% respectivamente del
porcentaje de regeneracion 0sea en funcion del tiempo. Estos porcentajes no
pueden considerarse elevados, o que evidencia la existencia de otros factores,
ademas del tiempo, que determinan e influyen en el valor del porcentaje de

regeneracion.

Una vez construido el modelo de regresion, tiene sentido plantearse como de
correcto es el ajuste a los datos, es decir, si los valores predichos por el modelo
reflejan de forma adecuada a los valores observados. A las diferencias entre
los valores observados y los valores predichos o pronosticados por el modelo
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se denominan errores o residuos, y es sobre éstos sobre los que se deben
comprobar las hip6tesis de normalidad, homocedasticidad e independencia

para que el modelo sea adecuado. Tales hipétesis se comprobaron a través de
los gréficos de diagndstico siguientes.
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Figura 17: Graficos de probabilidad normal y de valores pronosticados frente a residuos tipificados para la variable
logaritmo de porcentaje de regeneracion en el grupo “matriz”.
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Figura 18: Graficos de probabilidad normal y de valores pronosticados frente a residuos tipificados para la variable
porcentaje de regeneracion en el grupo “matriz + MO”.

3.1.3Comparacion entre los tres grupos de estudio en

tiempos de seguimiento iguales:

Antes de comparar los tres grupos de estudio en cada una de las
determinaciones temporales se realizaron pruebas para ver si cumplian los

criterios de normalidad y de homocedasticidad. Para comprobar el primer
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criterio se utilizo el test de Shapiro-Wilk por tratarse de un tamafio muestral “N”

menor de 50.
Shapiro-Wilk
GRUPO MESES Estadistico gl Sig.
1M 0,75 10 <0,05
2M 0,77 10 0,01
CONTROL 3M 0,79 10 0,01
4 M 0,78 10 0,01
5M 0,80 10 0,01
6M 0,80 10 0,02
1M 0,69 10 <0,05
2M 0,79 10 0,01
MATRIZ 3M 0,87 10 0,09
4 M 0,90 10 0,21
5M 0,95 10 0,70
6M 0,96 10 0,75
1M 0,96 10 0,74
2M 0,97 10 0,84
MATRIZ + MO 3M 0,95 10 0,70
4 M 0,93 10 0,45
5M 0,89 10 0,16
6M 0,87 10 0,11

Tabla 8: Test de Shapiro-Wilk correspondiente al porcentaje de regeneracion en el defecto para los grupos “control”,
“matriz” y “matriz + MO”. (b) % REGENERACION OSEA A LOS 0 MESES es una constante y se ha desestimado

Se realizd el test de Levene para determinar si se verificaba el supuesto de
homogeneidad de las varianzas. Se comprob6 que para nuestros datos se
cumplia en los meses 2, 3, 4,5y 6.

Estadistico de gll gl2 Sig.

Levene
% REGOM . 2. .
% REG1M 8,37 2 27 <0,05
% REG2M 3,37 2 27 0,05
% REG 3 M 1,19 2 27 0,32
% REG 4 M 0,23 2 27 0,80
% REG5M 0,29 2 27 0,75
% REG 6 M 0,61 2 27 0,95

Tabla 9: Test de Levene aplicado a la variable porcentaje de regeneracién para los grupos “control”, “matriz” y “matriz +
MO” en las diferentes determinaciones temporales (Prueba de homogeneidad de variancias).

Se cumplieron los criterios de normalidad y de homogeneidad de varianzas
para la variable porcentaje de regeneracién en las determinaciones de los
meses 3, 4, 5y 6 en el grupo “matriz” y en las determinaciones de los meses 2,
3,4 ,5y 6 del grupo “matriz + MO”.
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Como no se cumplieron dichos criterios de forma simultanea en los tres grupos
de estudio en ninguna determinacién temporal se aplicd un test no paramétrico
(Kruskal-Wallis) para determinar la existencia de diferencias entre los tres
grupos de estudio.

Estadisticos de contraste(a,b)

%REG1IM |[% REG2M |%REG3M |[%REG4M |%REG5M | % REG 6 M
Chi-cuadrado 15,094 15,459 14,556 13,752 14,745 13,646
gl 2 2 2 2 2 2
Sig. Asintot. 0,001 0 0,001 0,001 0,001 0,001

Tabla 10: Test de Kruskal-Wallis aplicado a los grupos” control”, “matriz” y “matriz + MO” para la variable porcentaje de
regeneracion 6sea en las diferentes determinaciones temporales.
Prueba de Kruskal-Wallis (b) Variable de agrupacion: TIPO DE INJERTO.

Segun los resultados obtenidos mediante el test de Kruskal-Wallis existen
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de estudio en
cada una de las determinaciones temporales estudiadas, excepto para la
determinacién a los 0 meses. Se realizd un test post-hoc (U de Mann-Whitney)
para identificar entre qué pares de grupos habia tales diferencias. En la tabla

siguiente se muestra la significacion estadistica obtenida:

Significacion

CONTROL - MATRIZ 0,024

% REG 1 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,782

CONTROL - MATRIZ 0,295

% REG 2 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,071

CONTROL - MATRIZ 0,201

% REG 3 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,142

CONTROL - MATRIZ 0,401

% REG 4 M CONTROL - MATRIZ+MO 0,001
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,086

CONTROL - MATRIZ 0,18

% REG 5 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,151

CONTROL - MATRIZ 0,126

% REG 6 M CONTROL - MATRIZ+MO 0,001
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,295

Tabla 11: Test post-hoc U de Mann-Whitney de comparaciones multiples.
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Se obtuvieron diferencias entre el grupo “control” y “matriz + MO” en todas las
determinaciones temporales asi como entre los grupos “control” y “matriz” en la
primera determinacion. El resto de comparaciones no resultaron

estadisticamente significativas.

3.1.4Comparaciones entre tiempos de seguimiento

diferentes en cada uno de los grupos:

Para comparar medias de una misma variable tomadas en diferentes
momentos temporales en un mismo grupo se efectué una prueba de

significacion global (andlisis de la varianza de medidas repetidas).

Grupo “control”:

Inicialmente se efectué la prueba de Mauchly para estimar el supuesto de
“esfericidad” de varianzas. En este caso mostré que no se cumplia (W=
128,64). Al comprobar la vulneracion de este supuesto se ajustaron los grados
de libertad del numerador y del denominador del estadistico F univariado
mediante el estadistico epsilon. La prueba de efectos intrasujetos mostrd
diferencias estadisticamente significativas, lo que podria indicar que al menos
una de las medias fuese diferente de las otras, o incluso mas de dos o todas
ellas (Greenhouse-Geisser con una significaciéon de 0,008).

Posteriormente se realizaron pruebas de contrastes pareados ajustando el
riesgo alfa al numero de comparaciones mediante el método de Bonferroni y
comparando el valor medio del porcentaje de relleno del defecto por hueso
regenerado en cada intervalo temporal con el del intervalo inmediatamente
siguiente. Se obtuvo asi el grado de significacion de cada comparacion y el
intervalo de confianza del 95% del valor de la diferencia observada.
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Comparaciones por pares (b)
Medida: MEASURE_1

() factorl (J) factorl | Diferencia | Error tip. Sig(a) Intervalo de confianza al
entre 95 % para la
medias (I-J) diferencia(a)
Limite Limite
inferior superior
1m Om 2,21 0,98 1,00 -1,89 6,30
2m Oom 8,22 2,51 0,20 -2,27 18,71
1m 6,01 1,90 0,24 -1,93 13,96
3m Oom 13,31 4,01 0,19 -3,43 30,05
1m 11,10 3,36 0,19 -2,92 25,12
2m 5,09 1,57 0,21 -1,48 11,66
4m Oom 18,36 5,52 0,19 -4,69 41,41
1m 16,16 4,87 0,19 -4,18 36,50
2m 10,14 3,09 0,20 -2,76 23,05
3m 5,05 1,84 0,47 -2,62 12,73
5m Oom 19,10 5,83 0,20 -5,26 43,45
1m 16,89 5,22 0,22 -4,92 38,70
2m 10,88 3,44 0,24 -3,51 25,26
3m 5,79 2,28 0,67 -3,74 15,31
4m 0,73 0,56 1,00 -1,60 3,07
6m Oom 21,59 6,56 0,20 -5,83 49,01
1m 19,39 5,87 0,19 -5,14 43,91
2m 13,37 4,19 0,23 -4,13 30,88
3m 8,28 2,95 0,43 -4,05 20,62
4m 3,23 1,26 0,64 -2,03 8,49
5m 2,50 1,07 0,93 -1,97 6,97

Tabla 12: Prueba de contrastes pareados del porcentaje de regeneracion en el grupo “control”.
Basadas en las medias marginales estimadas.
(a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni. (b)TIPO DE INJERTO = CONTROL

Como se observa en la tabla 12 no se mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre el porcentaje de regeneracion en cada mes y el
inmediatamente posterior (ni siquiera entre el postoperatorio inmediato y el mes
6) por lo que se puede afirmar que los incrementos mensuales en el porcentaje
de hueso regenerado en el grupo control si tienen

lugar no son

estadisticamente significativos.

Grupo “matriz”:

Se comprobd la vulneracion del supuesto de “esfericidad” de varianzas
mediante la prueba de Mauchly (W = 80,93). Se ajustaron entonces los grados
de libertad del numerador y del denominador del estadistico F univariado
mediante el estadistico epsilon. A continuacion se efectué una prueba de
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efectos intrasujetos. Al obtener resultados estadisticamente significativos se
puede afirmar que al menos una de las medias es diferente de las otras,
pudiendo serlo mas de dos o incluso todas ellas (Greenhouse-Geisser con una
significacion menor de 0,05).

Al igual que en grupo control se realizaron pruebas de contrastes pareados
para obtener el grado de significacion de cada comparacion y el intervalo de

confianza del 95% del valor de la diferencia observada.

Comparaciones por pares(b)
Medida: MEASURE_1

(I) factorl  (J) factorl Diferencia | Error tip. Sig(a) Intervalo de confianza al
entre 95 % para la
medias (I-J) diferencia(a)
Limite Limite
inferior superior
1m Om 22,18 8,58 0,62 -13,66 58,01
2m Oom 29,21 8,70 0,18 -7,14 65,57
1m 7,04 1,95 0,12 -1,12 15,20
3m Oom 35,38 8,80 0,06 -1,38 72,14
1m 13,21 2,68 0,02 2,01 24,41
2m 6,17 1,38 0,03 0,42 11,92
4m Oom 41,06 8,36 0,02 6,12 76
1m 18,88 3,06 <0,05 6,08 31,69
2m 11,84 1,95 <0,05 3,70 19,99
3m 5,67 2,06 0,47 -2,94 14,29
5m Oom 47,46 8,11 0,01 13,55 81,36
1m 25,28 4,36 0,01 7,05 43,51
2m 18,24 3,41 0,01 4,01 32,47
3m 12,07 3,69 0,20 -3,33 27,47
4m 6,40 1,95 0,20 -1,74 14,54
6m Oom 52,95 8,54 <0,05 17,29 88,61
1m 30,77 4,88 <0,05 10,37 51,18
2m 23,74 4,27 0,01 5,88 41,59
3m 17,57 4,64 0,09 -1,82 36,95
4m 11,89 2,82 0,05 0,12 23,67
5m 5,49 1,25 0,04 0,28 10,71

Tabla 13: Prueba de contrastes pareados del porcentaje de regeneracion en el grupo “matriz”.
Basadas en las medias marginales estimadas. *La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
(a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

Como se observa en la tabla 13 las diferencias estadisticamente significativas
del porcentaje de regeneracion con respecto al postoperatorio inmediato
comenzaron a manifestarse a los cuatro meses. En lo que respecta a

comparaciones entre determinaciones temporales consecutivas se observaron
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diferencias entre los meses 3y 2 y los meses 6 y 5 (aumentos del 0,42% vy del
0,28% respectivamente como minimo haciendo una interpretacion
conservadora del intervalo de confianza). EI aumento del porcentaje se
mantuvo de manera mas o menos continua, observandose diferencias
estadisticamente significativas hasta en el Gltimo intervalo temporal (entre los

meses 5y 6).

Grupo “matriz + MO”:

Puesto que no se cumplié el supuesto de esfericidad de la matriz de varianzas
segun el test de Mauchly (W = 68,39) se tuvo que realizar el ajuste epsilon. La
prueba de efectos intrasujetos realizada rechazé la hipétesis nula por lo que se
concluyd6 que al menos una de las medidas era diferente del resto

(Greenhouse-Geisser con una significacion menor de 0,05).

Al igual que en los grupos anteriores se realizaron pruebas de contrastes

pareados ajustando el riesgo alfa mediante el método de Bonferroni.
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Comparaciones por pares (b)
Medida: MEASURE_1

() factorl (J) factorl | Diferencia | Error tip. Sig(a) Intervalo de confianza al
entre 95 % para la
medias (I-J) diferencia(a)
Limite Limite
inferior superior
1m Om 47,52 10,38 0,03 4,14 90,89
2m Oom 64,29 7,83 0,00 31,57 97,02
1m 16,78 5,20 0,22 -4,94 38,49
3m Oom 67,92 7,93 0,00 34,77 101,07
1m 20,41 5,36 0,09 -2,00 42,81
2m 3,63 1,24 0,36 -1,56 8,81
4m Oom 71,81 7,39 0,00 40,93 102,69
1m 24,29 5,64 0,04 0,74 47,84
2m 7,51 1,25 0,00 2,28 12,75
3m 3,89 1,30 0,32 -1,53 9,30
5m Oom 74,25 7,54 0,00 42,75 105,76
1m 26,74 6,16 0,04 0,99 52,48
2m 9,96 1,91 0,01 1,99 17,92
3m 6,33 1,72 0,11 -0,84 13,50
4m 2,45 0,99 0,76 -1,70 6,59
6m Oom 78,54 7,09 0,00 48,92 108,17
1m 31,03 6,46 0,02 4,05 58,01
2m 14,25 2,65 0,01 3,19 25,31
3m 10,62 2,28 0,03 1,10 20,14
4m 6,74 1,85 0,11 -0,98 14,45
5m 4,29 1,50 0,40 -1,98 10,57

Tabla 14: Prueba de contrastes pareados del porcentaje de regeneracion en el grupo “matriz + MO”.
Basadas en las medias marginales estimadas. *La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
(a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

Segun la tabla 14 se observaron diferencias estadisticamente significativas en
el porcentaje de regeneracion entre el postoperatorio inmediato y el resto de las
No

consecutivas.

observaron diferencias entre
Hubo

estadisticamente significativo en el porcentaje de regeneracién 6sea entre los

determinaciones temporales. se

determinaciones  temporales un  incremento

meses 6 y 3, lo que indica que el porcentaje sigue aumentando
significativamente a partir del mes 3. Sin embargo, a partir del mes 4 las
diferencias no fueron significativas por lo que los incrementos en el relleno del

defecto por hueso regenerado, si tienen lugar, no son apreciables.
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3.1.5Comparaciones entre tiempos de seguimiento

diferentes y los diferentes grupos:

Puesto que no se cumplié el supuesto de esfericidad de la matriz de varianzas
segun el test de Mauchly (W=0,000 p<0,05) se tuvo que realizar el ajuste
epsilon. Se concluyé que el factor tiempo tenia una influencia significativa
(Greenhouse-Geisser p<0,05), al igual que la interaccion tiempo*grupo
(Greenhouse-Geisser p <0,05). Se valor6 la prueba de efectos intersujetos,
obteniéndose un efecto del grupo estadisticamente significativo (F=14,82;
p<0,05).

Por ultimo, se presenta el resultado de comparar por pares los distintos grupos

en cada momento temporal con la correccién de Bonferroni.

Comparaciones por pares

tiempo () grupo | (J) grupo | Diferencia | Error tip. | Sig(a) Intervalo de confianza
entre al 95 % para la
medias (I- diferencia(a)
J) Limite Limite
inferior superior
1 mes| MO control 45,31 11,02 <0,05 17,18 73,45
matriz 25,34 11,02 0,09 -2,79 53,48
matriz control 19,97 11,02 0,24 -8,17 48,10
2 meses | MO control 56,07 9,77 <0,05 31,13 81,02
matriz 35,08 9,77 <0,05 10,13 60,03
matriz control 20,99 9,77 0,12 -3,96 45,94
3 meses | MO control 54,61 10,21 <0,05 28,55 80,67
matriz 32,54 10,21 0,01 6,48 58,60
matriz control 22,07 10,21 0,12 -3,99 48,14
4 meses | MO control 53,44 10,16 <0,05 27,50 79,39
matriz 30,75 10,16 0,02 4,81 56,69
matriz control 22,69 10,16 0,10 -3,25 48,64
5 meses | MO control 55,16 10,22 <0,05 29,07 81,24
matriz 26,8 10,22 0,04 0,71 52,88
matriz control 28,36 10,22 0,03 2,28 54,44
6 meses | MO control 56,95 10,53 <0,05 30,09 83,82
matriz 25,60 10,53 0,07 -1,27 52,46
matriz control 31,36 10,53 0,02 4,49 58,22

Tabla 15: Comparacién por pares en cada momento temporal. Correccion de Bonferroni
Medida: MEASURE_1 Basadas en las medias marginales estimadas. *La diferencia de las medias es significativa al
nivel ,05. (a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
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En el primer mes solamente se observaron diferencias entre los grupos
“control” y “matriz + MO”. Esta diferencia se mantuvo a lo largo del tiempo de
seguimiento. En el segundo mes, ademas de la mencionada se observo
diferencia entre los grupos “matriz” y “matriz + MO”. En los meses 3y 4 se
mantuvieron las mismas diferencias con valores de significacion distintos. En el
guinto mes se observaron diferencias en las tres comparaciones. Finalmente,
en el sexto mes no se observaron diferencias en la comparacion entre “matriz”
y “matriz + MO”, si bien con un p valor no muy alejado del umbral

preestablecido (p=0,07).

3.1.6Resumen de los resultados de evolucion temporal

del porcentaje de regeneracion 6sea:

A continuacién se muestran las curvas de evolucion temporal del porcentaje de

regeneracion dsea en el defecto en cada uno de los grupos.

Medias marginales estimadas de % Regenenacion

B0

2 o

B

B

)

w

L]

S o

g

w

£

-]

i F
g 20 R
.-'Er-.
o A
T T T T T T T
1 2 3 4 5 B 7
Tiempo

Figura 19: Evolucion del porcentaje de regeneracion en el defecto en el grupo “control” (azul), el grupo “matriz” (rojo) y
“matriz + MO” (verde).
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Por tanto el andlisis de la evolucion temporal del porcentaje de hueso
regenerado en cada uno de los grupos puso de manifiesto que los incrementos
en el porcentaje de regeneracion observados en los grupos “matriz + MO” y
“matriz” fueron estadisticamente significativos hasta el cuarto mes en el primer

grupo y a partir del cuarto mes en el segundo.

Mientras que los valores observados en la variable porcentaje de regeneracion
Osea en el grupo “matriz + MO” fueron superiores de forma estadisticamente
significativa a los del grupo “control” en todas las determinaciones temporales
en el grupo “matriz” estas diferencias respecto al grupo “control” solamente se

pusieron de manifiesto con seguimientos mayores (5 y 6 meses).

Es mas, los incrementos en el porcentaje de regeneracién dsea objetivado en
el grupo “matriz + MO” fueron superiores a los observados en el grupo “matriz”
en todas las determinaciones temporales, con diferencias estadisticamente
significativas en practicamente en todo el seguimiento (excepto en el primer y

sexto mes).
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3.2 Densidad en el defecto:

3.2.1Estudio descriptivo e inferencial:

A continuacion se muestran los resultados de la estadistica descriptiva para la

variable densidad 6sea en el defecto, asi como el célculo de los intervalos de

confianza de la media.

Intervalo de

o confianza para la
Meses | N | Media DeS,VI_aCIOn I%rror media al 95% | Minimo | M&ximo

tipica tipico Limite | Limite

inferior | superior
CONTROL | o |10 58,32 3,22 1,02 | 56,01 | 6062 | 51,32 | 63,15
1 |10/ 65,60 8,90 2,81 | 59,24 | 71,97 | 53,71 | 82,36
2 |10 69,29 12,73 4,03 | 60,18 | 78,40 | 50,48 | 90,11
3 |10 74,94 19,10 6,04 | 61,27 | 88,60 | 49,34 | 103,99
4 10| 76,47 18,38 581 | 63,32 | 89,62 | 51,34 | 101,16
5 |10 78,35 17,38 549 | 6592 | 90,78 | 54,84 | 101,66
6 |10 81,91 19,52 6,17 | 67,95 | 9587 | 50,15 | 113,81
MATRIZ 0 |10/ 58,90 1,62 051 | 57,74 | 60,05 | 56,31 | 61,46
1 |10 84,02 7,77 2,46 | 78,46 | 89,57 | 70,20 93
2 |10 91,17 6,78 2,14 | 86,32 | 96,02 | 7512 | 101,76
3 |10 97,07 10,86 3,43 | 89,30 | 104,83 | 75552 | 112,20
4 |10 99,79 11,85 3,75 | 91,32 | 108,27 | 77,56 | 120,07
5 |10|10382| 12,67 401 | 94,76 | 112,88 | 81,37 | 127,36
6 |10 | 108,59 13 4,11 | 99,30 | 117,89 | 83,46 | 130,47
M+ MO 0 |10 58,67 4,18 1,32 | 55,68 | 61,66 | 52,09 | 66,98
1 |10 101,50 8,84 2,80 | 95,18 | 107,82 | 87,12 | 113,56
2 |10|11555| 17,79 5,63 | 102,82 | 128,28 | 88,69 | 141,30
3 1011992 | 1821 5,76 | 106,89 | 132,95 | 96,80 | 143,30
4 |10]12232| 17,66 5,58 | 109,69 | 134,95 | 103,53 | 145,26
5 |10|124,47| 18,33 5,80 | 111,36 | 137,59 | 104,20 | 148,66
6 |10|12696 | 18,33 5,79 | 113,85 | 140,07 | 107,96 | 150,89

Tabla 16: Estadistica descriptiva e inferencial del valor de la densidad de hueso regenerado en los grupos “control”,

“matriz” y “matriz + MO”.
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En la siguiente figura se representa la evolucién de la densidad en el tiempo
mediante diagramas de cajas.
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Figura 20: Representacion grafica mediante diagramas de la densidad de hueso regenerado en los grupos “control”,
“matriz” y “matriz + MO”.

3.2.2Analisis de regresion:

Se ejecutdé un modelo de regresion lineal simple con el fin de calcular la
evolucion del valor de la variable densidad ésea a lo largo de los meses. Se

obtuvieron las siguientes formulas o modelos de regresion lineal simples.
Densidad en el defecto (grupo “control”) = 61,04 + 3,69 meses.

Densidad en el defecto (grupo “matriz”) = 70,77 + 7,05 meses.

Densidad en el defecto (grupo “matriz + MO”) = 82,32 + 9,19 meses.

El porcentaje de la variabilidad de la densidad explicado por la regresiéon es de
19,2 % para el grupo “control”, de 60,2 % para el grupo “matriz” y de 46,2 %
para el grupo “matriz + MO”.

Una vez construido el modelo de regresion, tiene sentido plantearse como de
correcto es el ajuste a los datos, es decir, si los valores predichos por el modelo
reflejan de forma adecuada a los valores observados. A las diferencias entre
los valores observados y los valores predichos o pronosticados por el modelo
se denominan errores o residuos, y es sobre éstos sobre los que se deben
comprobar las hipétesis de normalidad, homocedasticidad e independencia
para que el modelo sea adecuado. Tales hipétesis se comprobaron a través de
los gréficos de diagndstico siguientes.
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Figura 21: Graficos de probabilidad normal y de valores pronosticados frente a residuos tipificados para la variable
__densidad 6sea en el defecto en el grupo “control”.
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Figura 22: Graficos de probabilidad normal y de valores pronosticados frente a residuos tipificados para la variable
_densidad 6sea en el grupo “matriz”.
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Figura 23: Graficos de probabilidad normal y de valores pronosticados frente a residuos tipificados para la variable
densidad 6sea en el defecto en el grupo “matriz + MO”.
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3.2.3Comparacion entre los tres grupos de estudio en

tiempos de seguimiento iguales:

Se aplicé el test de Shapiro-Wilk para comprobar en gué momentos temporales
los valores de la variable seguian criterios de normalidad. Se observé dicho
criterio (p>0,05) en todas las determinaciones excepto en las de los meses 4 y
6 del grupo “matriz + MO”.

Shapiro-Wilk
GRUPO MESES Estadistico al Sig.
oM 0,95 10 0,64
Y 0,95 10 0,69
2M 0,97 10 0,85
CONTROL 3M 0,94 10 0,59
4 M 0,92 10 0,38
5M 0,92 10 0,32
6M 0,93 10 0,48
oM 0,97 10 0,91
Y 0,85 10 0,05
2M 0,85 10 0,06
MATRIZ 3M 0,97 10 0,84
4 M 0,98 10 0,98
5M 0,98 10 0,93
6M 0,89 10 0,19
oM 0,97 10 0,90
Y 0,95 10 0,65
2M 0,94 10 0,60
MATRIZ + MO 3M 0,86 10 0,08
4 M 0,82 10 0,02
5M 0,85 10 0,06
6M 0,83 10 0,03

Tabla 17: Test de Shapiro-Wilk para la variable densidad 6sea en el defecto correspondiente a los grupos “control”,
o “matriz” y “matriz + MO”.
(b) % REGENERACION OSEA A LOS 0 MESES es una constante y se ha desestimado

A continuacion se evalué la homocedasticidad mediante el test de
Levene. Dicha propiedad solamente se observo en las determinaciones de los
meses 0, 1,4,5y 6.
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Estadistico de gll gl2 Sig.

Levene
DENS O M 2,43 2 27 0,11
DENS 1M 0,09 2 27 0,92
DENS 2 M 5,88 2 27 0,01
DENS 3 M 3,66 2 27 0,04
DENS 4 M 3,40 2 27 0,05
DENS 5 M 2,52 2 27 0,10
DENS 6 M 1,44 2 27 0,25

Tabla 18: Test de Levene aplicado a la variable densidad 6sea en el defecto para los grupos “control”, “matriz” y “matriz
+ MO” en las diferentes determinaciones temporales (Prueba de homogeneidad de variancias).

En las determinaciones en las que se cumplieron los criterios de normalidad y
homocedasticidad se utilizaron test paramétricos (ANOVA de una via) para
determinar la existencia de diferencias de densidad en el defecto 6seo en cada

determinacién temporal.

Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9.
Inter-grupos 1,71 2 0.86
DENS 0 M | Intra-grupos 274,42 27 16 16 0,08 0,919
Total 276,13 29 '
Inter-grupos | 6444,12 2 3922 06
DENS 1 M | Intra-grupos | 1958,39 27 72 5;3 44,42 <0.05
Total 8402,51 29 '
Inter-grupos | 10673,78 2 5336 89
DENS 5 M | Intra-grupos | 7184,77 27 266 ’10 20,06 <0,05
Total 17858,56 29 '

Tabla 19: Prueba de ANOVA de un factor aplicado a los grupos “control”, “matriz” y “matriz + MO” para la variable
densidad 6sea en el defecto.

En las determinaciones en las que se observaron diferencias se calculé el valor
de las mismas con la prueba post-hoc de Bonferroni puesto que se cumplia el
supuesto de homocedasticidad en todos los casos. De esta forma se pudo
hacer una estimacion conservadora del intervalo de confianza de las

diferencias intergrupales en los casos en que aparecian.

88




Comparaciones multiple

Variable . . Intervalo de
dependiente () TIPO DE (J) TIPO DE leer_enma de Error Sig. confianza al 95%
INJERTO INJERTO medias (I-J) tipico - —
Lim sup Lim inf
DENS 0 M ATRIZ CONTROL 0,58 143 | 1 -3.06 4,22
Bonferroni MATRIZ + MO 0.23 143 | 1 341 3.87
MATRIZ + MO | CONTROL 0.35 143 | 1 -3.29 3,99
MATRIZ CONTROL 18,41 381 |<005| 869 28,14
DENS 1M CONTROL 35,90 381 |<005| 2617 45.62
Bonferroni MATRIZ + MO
MATRIZ 17.48 381 |<005| 7.76 27.20
MATRIZ CONTROL 25.47 730 | 001| 685 44,09
DENSS5M CONTROL 46,12 730 |<005| 27,50 64,74
Bonferroni MATRIZ + MO
MATRIZ 20.65 730 | 003 | 203 39,27

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en todas

Tabla 20: Test de comparaciones multiples de la variable densidad en el defecto.

*La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

las

comparaciones multiples realizadas con las determinaciones temporales de los

meses 1y 5. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para

dichas comparaciones cuando se utilizaron las determinaciones tomadas en el

postoperatorio inmediato.

Para las determinaciones temporales en las que no se cumplian los supuestos

de normalidad y homocedasticidad se utilizé una prueba no paramétrica (test

de Kruskal-Wallis) para determinar la existencia de diferencias en la densidad

O6sea en el defecto.

Estadisticos de contraste(a,b)

DENS2M | DENS3M | DENS4M | DENS6M
Chi-cuadrado| 20,911 17,159 18,428 15,68
gl 2 2 2 2
Sig. asintot. <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Tabla 21: Test de Kruskal-Wallis aplicado a los grupos “control”, “matriz” y “matriz + MO” para la variable densidad

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en todas

6sea en el defecto.

las

determinaciones temporales evaluadas. Se realizé un test post-hoc (U de

Mann-Whitney) para identificar entre qué pares de grupos existian.
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Significacion
CONTROL - MATRIZ 0,055
DENS 2 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,081
CONTROL - MATRIZ 0,151
DENS 3 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,087
CONTROL - MATRIZ 0,105
DENS 4 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,087
CONTROL - MATRIZ 0,038
DENS 6 M CONTROL - MATRIZ+MO <0,05
MATRIZ - MATRIZ+MO 0,465

Tabla 22: Test post-hoc U de Mann-Whitney de comparaciones multiples

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
“control” y “matriz + MO” en todas las determinaciones temporales, entre los
grupos “control” y “matriz” en el mes 6, mientras que las comparaciones entre
los grupos “matriz” y “matriz + MO” no fueron estadisticamente significativas

en ninguna determinacién temporal de las evaluadas.

3.2.4Comparaciones entre tiempos de seguimiento

diferentes en cada uno de los grupos:

Grupo “control”:

Al igual que para la variable anterior, la prueba de Mauchly indic6 que no se
cumplia la hipétesis de esfericidad de la matriz de las varianzas (x’= 54,78,
p=<0,05) por lo que fue necesario realizar el ajuste epsilon. En las pruebas de
efectos intrasujetos se observaron diferencias estadisticamente significativas
para la prueba Greenhouse-Geisser (p=0,003) lo que podria indicar que al
menos una de las medias era diferente de las otras, pudiendo serlo dos o0 mas

medias.
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Comparaciones por pares (b)

Medida: MEASURE_1

(I) factorl  (J) factorl Diferencia | Error tip. Sig(a) Intervalo de confianza al
entre 95 % para la diferencia(a)
medias (I-J) Limite Limite

inferior superior

1m Om 7,29 2,91 0,70 -4,85 19,43

2m Om 10,97 4,11 0,54 -6,20 28,15

Im 3,69 1,65 1 -3,21 10,58

3m Om 16,62 6,02 0,47 -8,55 41,79

Im 9,33 3,81 0,78 -6,60 25,27
2m 5,65 2,52 1 -4,89 16,18
4m Om 18,15 5,88 0,27 -6,42 42,72
Im 10,86 3,94 0,46 -5,58 27,31
2m 7,18 2,65 0,51 -3,90 18,25
3m 1,53 1,44 1 -4,47 7,53
5m Om 20,04 5,46 0,11 -2,76 42,84
Im 12,75 3,39 0,09 -1,41 26,91
2m 9,06 2,07 0,04 0,40 17,73
3m 3,42 1,10 0,26 -1,16 8
am 1,89 1,30 1 -3,53 7,30
6m Om 23,60 6,10 0,08 -1,91 49,10
Im 16,31 3,78 0,04 0,51 32,11
2m 12,62 2,75 0,03 1,13 24,12
3m 6,97 2,19 0,23 -2,16 16,11
am 5,44 2,76 1 -6,10 16,99
5m 3,56 2,29 1 -6,02 13,14

Tabla 23: Prueba de contrastes pareados de la densidad en el defecto en el grupo “control”.
Basadas en las medias marginales estimadas. *La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
(a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni. (b)TIPO DE INJERTO CODIFICADO = CONTROL

Como puede comprobarse en la tabla 23 |la prueba de contrastes pareados con
ajuste mediante el de Bonferroni no mostré diferencias estadisticamente

significativas entre la densidad de cada mes y la del inmediatamente siguiente.

En cambio si se observaron diferencias significativas al comparar la densidad
en el mes 6 conlade los meses 1y 2 y al comparar la densidad entre el mes 5
y el 2. Sin embargo, éstas se deben interpretar con cierta cautela debido a que
no se observaron diferencias significativas entre el mes 6 y el postoperatorio

inmediato.
Grupo “matriz”:

La prueba de esfericidad de Mauchly mostré6 de nuevo la vulneracion de la
hipétesis de esfericidad de la matriz de varianzas (x*= 40,324; p=0,008) por lo
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gue se considerd la estimacién de epsilon Greenhouse-Geisser que mostré
resultados estadisticamente significativos (p<0,05); de esta forma se puede
afirmar que al menos una de las medias es diferente de las otras pudiendo
serlo de méas de dos o incluso de todas ellas.

Comparaciones por pares (b)
Medida: MEASURE_1

() factorl  (J) factorl |Diferencia | Error tip. Sig(a) Intervalo de confianza al
entre 95 % para la
medias (I-J) diferencia(a)
Limite Limite
inferior superior
1m Om 25,12 2,75 <0,05 13,65 36,60
2m Oom 32,28 2,33 <0,05 22,52 42,03
1m 7,15 2,74 0,59 -4,29 18,60
3m Oom 38,17 3,68 <0,05 22,80 53,54
1m 13,05 3,09 0,05 0,12 25,97
2m 5,90 2,37 0,73 -4,01 15,80
4m Oom 40,9 3,97 <0,05 24,33 57,47
1m 15,78 3 0,01 3,26 28,30
2m 8,62 3,03 0,41 -4,05 21,30
3m 2,73 1,65 1 -4,15 9,61
5m Oom 44,93 4,23 <0,05 27,27 62,58
1m 19,8 3,55 0,01 4,96 34,65
2m 12,65 3,25 0,08 -0,93 26,23
3m 6,75 2,35 0,39 -3,08 16,58
4m 4,03 1,12 0,12 -0,64 8,70
6m Oom 49,7 4,39 <0,05 31,37 68,03
1m 24,58 3,48 <0,05 10,05 39,10
2m 17,42 3,18 0,01 4,16 30,69
3m 11,53 2,54 0,03 0,92 22,14
4m 8,8 1,83 0,02 1,16 16,44
5m 4,77 1,37 0,14 -0,94 10,49

Tabla 24: Prueba de contrastes pareados de la densidad en el defecto en el grupo “matriz”.
Basadas en las medias marginales estimadas. *La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
(a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

La prueba de contrastes pareados con ajuste del riesgo alfa al numero de
comparaciones mediante el método de Bonferroni no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los valores correspondientes a meses

consecutivos (excepto entre el mes 1y el postoperatorio inmediato).

Sin embargo si se obtuvieron diferencias entre cada mes y el postoperatorio
inmediato. También entre los meses 4y 1; 5y 1;6y1, 2, 3,4y 5 meses.
Estos resultados indican un progresivo aumento de la densidad 6sea en el

tiempo de forma lenta.
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Grupo “matriz + MO”:

En este grupo en la prueba de esfericidad de Mauchly tampoco se cumplio la
hipétesis de esfericidad de las varianzas (x2= 108,653; p<0,05) por lo que se
consideré la estimacion de epsilon Greenhouse-Geisser que mostré resultados
estadisticamente significativos (p<0,05); de esta forma se puede afirmar que al
menos una de las medias es diferente de las otras pudiendo serlo de mas de
dos o incluso de todas ellas.

Comparaciones por pares (b)
Medida: MEASURE_1

() factorl  (J) factorl |Diferencia | Error tip. Sig(a) Intervalo de confianza al
entre 95 % para la
medias (I-J) diferencia(a)
Limite Limite
inferior superior
1m Om 42,83 2,88 <0,05 30,78 54,88
2m Oom 56,88 5,18 <0,05 35,26 78,51
1m 14,05 3,79 0,10 -1,80 29,91
3m Oom 61,25 5,36 <0,05 38,83 83,67
1m 18,42 3,79 0,02 2,60 34,24
2m 4,37 1,17 0,10 -0,51 9,25
4m Oom 63,65 512 <0,05 42,25 85,06
1m 20,82 3,82 0,01 4,86 36,78
2m 6,77 1,42 0,02 0,82 12,72
3m 2,40 0,65 0,10 -0,30 5,10
5m Oom 65,81 5,30 <0,05 43,67 87,94
1m 22,98 4,07 0,01 5,99 39,96
2m 8,92 1,43 <0,05 2,96 14,89
3m 4,56 0,74 <0,05 1,45 7,66
4m 2,15 0,55 0,07 -0,13 4,43
6m Oom 68,29 5,32 <0,05 46,06 90,52
1m 25,46 4,11 <0,05 8,27 42,65
2m 11,41 1,73 <0,05 4,19 18,62
3m 7,04 0,94 <0,05 3,12 10,96
4m 4,64 0,79 0,01 1,33 7,94
5m 2,48 0,42 0,01 0,74 4,23

Tabla 25: Prueba de contrastes pareados de la densidad en el defecto en el grupo “matriz + MO”.
Basadas en las medias marginales estimadas. *La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
(a)Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

La prueba de contrastes pareados con ajuste del riesgo alfa al nimero de

comparaciones mediante el método de Bonferroni mostré diferencias
estadisticamente significativas entre el valor de la densidad en todas las
determinaciones temporales y el del postoperatorio inmediato. Se fueron

obteniendo diferencias estadisticamente significativas a lo largo del tiempo,
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pero hubo que esperar hasta los 6 meses para que se evidenciasen entre

determinaciones consecutivas.

3.2.5Comparaciones entre tiempos de seguimiento

diferentes y los diferentes grupos:

Puesto que no se cumplié el supuesto de esfericidad de la matriz de varianzas
segun el test de Mauchly (W=0,004; p<0,05) se tuvo que realizar el ajuste
epsilon. Se concluyé que el factor tiempo tenia una influencia significativa
(Greenhouse-Geisser p<0,05), al igual que la interaccion tiempo*grupo
(Greenhouse-Geisser p<0,05). Se valoré la prueba de efectos intersujetos,
obteniéndose un efecto del grupo estadisticamente significativo (F=24,40;
p<0,05). Por ultimo, se presenta el resultado de comparar por pares los
distintos grupos en cada momento temporal utilizdndose de nuevo la correccion

de Bonferroni.
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Comparaciones por pares
Medida: MEASURE _1

tiempo () grupo | (J) grupo | Diferencia | Error tip. | Sig(a) Intervalo de confianza
entre al 95 % para la
medias (I- diferencia(a)
J) Limite Limite
inferior superior
0 meses | mo control 0,35 1,43 1 -3,29 3,99
matriz control 0,58 1,43 1 -3,06 4,22
mo 0,23 1,43 1 -3,41 3,87
1 mes|mo control 35,9 3,81 <0,05 26,17 45,62
matriz 17,48 3,81 <0,05 7,76 27,20
matriz control 18,42 3,81 <0,05 8,69 28,14
2 meses | mo control 46,26 5,92 <0,05 31,17 61,36
matriz 24,38 5,92 <0,05 9,29 39,48
matriz control 21,88 5,92 <0,05 6,78 36,98
3 meses| mo control 44,98 7,37 <0,05 26,17 63,79
matriz 22,85 7,37 0,01 4,04 41,66
matriz control 22,13 7,37 0,02 3,32 40,94
4 meses | mo control 45,85 7,26 <0,05 27,33 64,38
matriz 22,53 7,26 0,01 4 41,05
matriz control 23,33 7,26 0,01 4,80 41,85
5 meses | mo control 46,12 7,30 <0,05 27,50 64,74
matriz 20,65 7,30 0,03 2,03 39,27
matriz control 25,47 7,30 0,01 6,85 44,09
6 meses | mo control 45,05 7,68 <0,05 25,43 64,66
matriz 18,36 7,68 0,07 -1,25 37,98
matriz control 26,68 7,68 0,01 7,07 46,30

Basadas en las medias marginales estimadas.

Tabla 26: Comparacioén por pares en cada momento temporal. Correccion de Bonferroni.

*La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.

Para la determinacion en el postoperatorio inmediato no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las comparaciones.

En cambio, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

comparaciones multiples entre la densidad ésea en el defecto de todas las

determinaciones temporales excepto para la comparacion de la determinacion

a los seis meses entre el grupo “matriz’ y “matriz + MO”, si bien con un valor

bastante cercano al umbral establecido (0,07).
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3.2.6Resumen de los resultados de evolucion temporal

de la densidad 6sea en el defecto:

A continuacién se muestran las curvas de evolucion temporal de la densidad

0sea en el defecto en cada uno de los grupos.

Medias marginales estimadas de MEASURE_1

Medias marginales estimadas

-
[ ]
(=)
.
e
L]
e

Figura 24: Evolucion del valor de la densidad 6sea en el defecto en el grupo “control” (azul), el grupo “matriz” (rojo) y
“matriz + MO” (verde).

Por tanto, el analisis de la evolucion temporal de la variable densidad 6sea
medida en el defecto puso de manifiesto que los valores observados fueron
superiores en los grupos “matriz’ y “matriz + MO” con respecto al grupo
“control” en todas las determinaciones temporales excepto para las
observadas, como cabe esperar en el postoperatorio inmediato. Estas
diferencias, ademas, fueron estadisticamente significativas.

Se observdé un aumento progresivo y estadisticamente significativo de la
densidad ésea en los grupos “matriz” y “matriz + MO” a lo largo del tiempo.
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Es mas, los incrementos en los valores de la densidad 6sea en el defecto
observados fueron superiores y con diferencias estadisticamente significativas
en el grupo “matriz + MO” respecto al grupo “matriz”, estancandose dicha

significacion a los seis meses.

Por tanto el efecto que tiene el tiempo sobre la densidad 6sea en el defecto es

distinto segun el grupo estudiado.
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4 ESTUDIO HISTOLOGICO MEDIANTE
TECNICAS DE MICROSCOPIA OPTICA:

4.1 Grupo “control”:

En este grupo se observé la ausencia de unidén 6sea entre los extremos de la
osteotomia (figura 25) Tan s6lo se aprecié una pequefia cantidad de hueso
cortical obliterando la cavidad medular en los extremos del defecto, asi como
una sinostosis radiocubital madura a expensas de la osificacion de la
membrana inter0sea. La zona central del defecto se encontraba ocupada por
tejido fibroso y musculo que penetraban desde el tejido circundante (figura 26).

Figura 25: Imagen histoldgica con tincion de hematoxilina-eosina de foto con aumento x10. Se aprecian los extremos
de las osteotomias con tejido fibroso interpuesto y ausencia de unién ésea entre los mismos (hn=hueso normal, tf=
tejido fibroso, m=musculo, s=sutura de sujecion de la matriz en los extremos de la osteotomia).
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Figura 26: Imagen histoldgica con tincién hematoxilina-eosina a nivel del extremo de un defecto control (do= defecto
6seo, hn=hueso normal de los extremos del defecto 6seo0).

4.2 Grupos experimentales (“matriz” y “matriz +
MQO”):
4.2.1Hueso regenerado:

Regeneracion Osea parcial:

Se observo un crecimiento desde los extremos del defecto 6seo (marcados en
nuestro trabajo por las suturas de polipropileno azul utilizadas para sujetar la
matriz) con una morfologia en punta de flecha con la base hacia el extremo
0seo cortado. En la zona del defecto se objetivo la presencia de restos de
matriz en distintas fases de reabsorcidén junto con tejido poco diferenciado,

ricamente vascularizado de caracteristicas mesenquimales (figura 27).

En este patron de regeneracion 6sea parcial el proceso de calcificacion dejo de
progresar hacia el centro del defecto 6seo sin que se estableciera la
continuidad entre los extremos del defecto 6seo. El osteoide constituia un tejido
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desorganizado en un buen ndmero de zonas, formandose hueso plexiforme en

vez de lamelar, generando fibrosis (figura 28).

Figura 27: Imagen histolégica de regeneracion 6sea parcial. Tincion hematoxilina-eosina y aumento x10. (Hn=hueso
normal o nativo, ma=matriz, s=sutura, m=tejido mesenquimal)

Figura 28: Imagen histolégica con tincién hematoxilina-eosina y con una aumento 100x en la que se objetiva hueso
plexiforme inmaduro observado en los frentes de mineralizacion.

Regeneracidén 6sea completa:

En las patas que experimentaron regeneracion 6sea total el defecto 6seo se
encontro practicamente ocupado en su totalidad por hueso trabecular inmaduro
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con éareas de tejido medular variables (figura 29). Se observaron grupos de
células de nucleo grande intensamente basdfilo rodeadas de matriz inmadura,
signo de actividad osteobléstica (figura 30).

Figura 29: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina y con un aumento 100x en la que se observa el
extremo de la osteotomia (hr=hueso regenerado, s=sutura, mo=médula 6sea).

Figura 30: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina y con un aumento 100x en la que se puede observar
tejido 6seo inmaduro con actividad fundamentalmente osteoblastica.

Incluso se llegd a observar un patron cortico medular muy parecido al del
hueso normal, con restablecimiento de la continuidad entre la cortical y la
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medular de los extremos del defecto (figura 31). El hueso medular presenté
caracteristicas normales con presencia de adipocitos asi como células

hematopoyéticas (figuras 32 y 33).

Figura 31: Imagen histoldgica con tincion de Von Kossa y con un aumento de 10x en la que se aprecia un patrén de
regeneracion 6sea completa con la restitucion de un patron cortico medular normal (ma=matriz, hc= hueso cortical
regenerado, s=sutura)

Figura 32: Imagen histoldgica con tincion de hematoxilina-eosina y con un aumento 200x en la que se observa una
estructura 6sea medular normal (hr=hueso regenerado, ma=restos de matriz, mo=médula dsea).
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Figura 33: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina y con un aumento 200x en la que se observa el corte
de un vaso sanguineo con células heméticas en el espesor de tejido regenerado (hr=hueso regenerado, ch=células
hematopoyéticas, e=endotelio).

4.2.2Unién entre hueso regenerado y “matriz”:

En los cortes histoldégicos no se encontré ninguna capa de tejido interpuesta
entre la matriz y el tejido 6seo circundante. Se aprecio en cambio una unién
directa entre la matriz, en forma de trazas remanentes tefiidas de rosa palido y
el hueso regenerado (figura 34 y 35).

Figura 34: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina y con aumento 400x. Se observa contacto directo
entre los restos de la matriz y el tejido 6seo regenerado (hr=hueso regenerado, ma=restos de matriz, mo=médula
6sea).
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Figura 35: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina y con aumento 100x. Se observa el contacto directo
entre los restos de matriz y el tejido 6seo regenerado (hr=hueso regenerado, ma=restos de matriz, mo=médula 6sea).

Alrededor de la matriz se observaron imagenes compatibles con el proceso de
reabsorcion de la misma ya que se encontraron estructuras o agrupaciones

celulares compatibles con células gigantes multinucleadas (figuras 36, 37, 38 y
39).

Figura 36: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina de una célula gigante multinucleada a un aumento de
200x (hr=hueso regenerado, ma=matriz, cgm=célula gigante multinucleada).
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Figura 37: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina de una célula gigante multinucleada a un aumento de
400x (hr=hueso regenerado, ma=matriz, cgm=célula gigante multinucleada).

Figura 38: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina a un aumento de 200x donde se observan células
gigantes multinucleadas (s=sutura, cgm=célula gigante multinucleada, mo=médula ésea, ma=matriz).
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Figura 39: Imagen histolégica con tincién de hematoxilina-eosina a un aumento de 400x donde se observan células
gigantes multinucleadas (s=sutura, cgm=célula gigante multinucleada, mo=médula ésea, ma=matriz).

Sin embargo, como hemos comentado anteriormente no se encontré una
interfaz definida entre la matriz y el hueso regenerado ni otras formas de

reaccion inflamatoria celular que pusieran de manifiesto respuestas a cuerpo
extrafio a la misma.
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DISCUSION
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1 DISCUSION GENERAL:

La reparacion de defectos 6seos supone aun hoy en dia un reto para los
cirujanos reconstructivos. Los progresos alcanzados en la cirugia han ampliado
las posibilidades en el tratamiento tanto de los reemplazos articulares como de
los tumores 0seos y traumatismos, a menudo con la necesidad de abordar

defectos 6seos de gran tamafio.

El injerto 6seo autdlogo esta considerado el patrén oro en el tratamiento de
los defectos esqueléticos (Hausamen and Neukam,1992; Neukam et al., 1994)
pero la cantidad necesaria para tratar los defectos suele estar limitada por la
constitucion del paciente y la morbilidad que estos procedimientos causan y el
procedimiento de obtencién precisa una cirugia adicional con riesgo de
infeccion, dafio local y muy frecuentemente dolor crénico o perdurable durante
tiempo para el paciente (Ahlmann et al., 2002; Nkenke et al., 2004). No
obstante, existen diferentes opciones para abordar dichas situaciones
(aloinjerto O0seo, osteogénesis por distraccion, técnica de Masquelet,
sustitutos 6seos, factores de crecimiento, células autélogas) pero ninguna
estd exenta de inconvenientes (Gamradt SC et al., 2003; Lambiris E et al.,
2004; Masquelet AC et al., 2000; Paley D et al., 2000). Por tanto, nos parece
relevante el estudio de alternativas para el tratamiento de dichos defectos.
Existen técnicas de uso preferentemente experimental como la regeneracion
Osea guiada, la Ingenieria Tisular o la terapia génica (Gamradt SC et al., 2003;
Schmelzeisen et al., 2011) que estéan ofreciendo resultados prometedores.

La Ingenieria Tisular es un intento de recrear la biologia de un tejido. En el
caso de la cirugia ortopédica y traumatologia dicho tejido trataria de remedar
las caracteristicas del autoinjerto 6seo. Esto se podria conseguir aportando una
matriz osteoconductora, proteinas osteoinductoras y células osteogénicas. Las
estrategias de Ingenieria Tisular en ortopedia podrian combinar el empleo de
polimeros, sustitutos 6seos, proteinas recombinantes, células troncales
mesenquimales y/o estrategias de transferencia génica para crear un
equivalente de injerto 6ptimo para la regeneracion 6sea (Gamradt SC et al.,
2003).
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Las matrices (“scaffolds” en la literatura anglosajona) desempefian un papel
esencial apoyando la formacién 6sea. Ademas de presentar una estructura
tridimensional que imite la arquitectura ésea deben cumplir unas caracteristicas
concretas que las hagan adecuadas como componentes esenciales en las
estrategias de Ingenieria Tisular, que son la biocompatibilidad, la porosidad, un
tamafio concreto del poro, poseer ciertas propiedades de superficie,
osteoinductividad y ciertas propiedades mecéanicas).

Se han desarrollado varias matrices, entre las que se incluyen materiales
aloplasticos (polimetilmetacrilato, polietileno poroso), la hidroxiapatita, el
fosfato tricalcico y los hidrogeles (derivados u obtenidos a partir del plasma).
Independientemente de su utilidad o sus ventajas, como cuerpos extrafos, los
materiales aloplasticos tienen desventajas inherentes ademas de tasas mas
elevadas de infeccidén y de extrusiéon (Salgado AJ et al., 2004). Por el contrario,
los hidrogeles son un tipo de biomateriales que tienen una gran potencialidad
como andamiajes o matrices y se han utilizado en muchas aplicaciones de
Ingenieria Tisular. Su principal ventaja es la produccion a partir de la propia
sangre del paciente, lo que habilita su uso como una matriz autéloga sin los
riesgos de infeccion o de rechazo. La principal desventaja para la
reconstruccion y reparacion de defectos éseos es su baja resistencia mecéanica
(Ahmed TA et al., 2008).

El Centro Comunitario de Sangre y Tejidos de Asturias ha desarrollado un
procedimiento de obtencion de estructuras tridimensionales para Ingenieria
Tisular a partir de albumina plasmatica (Jorcano JL et al., 2002). Los resultados
de los estudios “in vitro” e “in vivo” en territorio maxilofacial fueron publicados
por Gallego et al (Gallego G et al., 2006; Gallego L et al., 2007; Gallego L et al.,
2008; Gallego Lopez L, 2009; Gallego L et al, 2010). Este grupo investigador
evalud el comportamiento “in vitro” de cultivos de osteoblastos obtenidos a
partir de hueso mandibular humano en dicha matriz proteica. Estudiaron la
evolucién (comportamiento histolégico, histoquimico e inmunohistoquimico) de
dichos cultivos celulares en el dorso de ratones atimicos (nu/nu) tras 75 y 150
dias de injerto y finalmente analizaron la capacidad de reparacion 6sea de esta
estrategia de Ingenieria Tisular en defectos criticos mandibulares realizados en
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ratas inmunoincompetentes (rnu/rnu) sacrificadas a los 35, 56 y 77 dias del

injerto.

Esta matriz proteica desarrollada, probada y patentada en los trabajos
mencionados tiene un tamafo de poro que oscila entre los 150-300 um, que
segun se pudo constatar con los analisis realizados con microscopia
electronica de barrido posibilitd el crecimiento osteoblastico y la produccién de
matriz mineralizada, tanto “in vitro” como “in vivo”. Cabria suponer que este
tamafio de poro estaria en el limite apropiado para permitir la
neovascularizaciéon pero los estudios histolégicos desarrollados sobre los
injertos procedentes del dorso de los ratones asi como los procedentes de los
defectos mandibulares de las ratas ponen en evidencia la presencia de vasos

en las zonas injertadas.

La consistencia esponjosa pero firme de la matriz desarrollada permitié su
utilizacién en injertos subcutaneos e incluso en defectos 6seos. Esta resulta
una ventaja indiscutible de esta matriz sobre el resto de hidrogeles, ademas de
su barata y facil elaboracion y la posibilidad de desarrollarlo de forma

totalmente autéloga en el futuro.

Los resultados de este grupo investigador tras mantener los osteoblastos en el
soporte tridimensional durante cuatro semanas evidenciaron una correcta
penetracion de las células en el mismo, observando la presencia de células con
intensa basofilia de caracterizacion osteoblastica en capas superficiales y
profundas. La tincion de fosfatasa alcalina resulté intensamente positiva a las
cuatro semanas coexistentes con abundantes depdsitos nodulares
mineralizados en la tincion de von Kossa. Asi estos resultados sugieren la
presencia de células en diferentes estadios de diferenciacion capaces de
expresar marcadores de fenotipo osteoblastico y de matriz ésea ya

mineralizada.

El injerto de los cultivos celulares sobre soportes tridimensionales en el dorso
de los ratones mostrd histoquimica e inmunohistoquimicamente en los estudios
referenciados una neoformacion Gsea, cuyo grado de mineralizacion dependia
del tiempo de aplicacion del injerto si bien era independiente del tipo de suero

empleado (humano versus bovino) en el desarrollo del cultivo.
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Finalmente, los defectos criticos mandibulares de las ratas mostraron
histoquimica e inmunohistoquimicamente una progresiva formacion 6sea. A los
77 dias del injerto la mineralizacion del defecto era casi total, las imagenes de
TC mostraron un cierre del defecto critico injertado con persistencia del defecto
control. El andlisis densitométrico de las tomografias revel6é un significativo
aumento de la densidad 6sea de los defectos criticos tratados dependiente de

la variable tiempo, que a las 11 semanas alcanzaba valores similares al hueso.

Dados los prometedores resultados obtenidos con la utilizacion de esta
novedosa matriz en territorio Maxilofacial nos planteamos valorar su capacidad
de regeneracién de defectos de hueso largo. El hueso del territorio craneo
maxilofacial (osificacion membranosa), tal y como vimos en la Introduccion,
tiene una distribucion, una formacion y una fisiologia que lo diferencia del
hueso largo (osificacion condral). Por otro lado estan sometidos por lo general
a cargas y fuerzas muy distintas que podrian influir en los procesos de
reparacion 0sea. La mayoria de “scaffolds” en forma de hidrogeles o “pastas
acuosas” estan disefiados para rellenar defectos no sometidos a cargas por
medio de inyeccion (Brandt J et al., 2010). Por lo tanto la mayoria de estudios
animales utilizan modelos experimentales no sometidos a cargas, cuestion que
se debe tener en cuenta a la hora de interpretar, valorar y comparar los
resultados de diferentes estudios con distintos modelos. La influencia de la
carga sobre los implantes en los procesos de osteointegracion ha despertado
controversia en la literatura y depende de muchos factores como el disefio del
implante, la estructura y la porosidad de la superficie o el rango de movimiento.
(Cameron HU et al., 1973; Ducheyne P et al.,, 1977; Huja SS et al., 1999;
Klokkevold PR et al., 2001; Ohmae M et al., 2001; Pilliar RM et al., 1991, Pilliar
RM et al., 1995; Serra G et al., 2008; Slaets E et al., 2009; Soballe K et al.,
1992 (a); Soballe K et al., 1992 (b); Szmukler —Moncler S et al., 1998; Wehrbein
H et al., 1993).

En nuestro disefio se cred a partir de la matriz proteica una estructura tubular
para asemejar la estructura del hueso largo y evitar el efecto sellado de los
elementos progenitores desde los extremos 6seos (Nyman R et al., 2001).
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Como modelo animal en el que llevar a cabo el estudio se eligio el conejo. Es
uno de los animales mas frecuentemente utilizados en investigaciéon médica,
siendo utilizado en aproximadamente el 35% de los estudios de investigacion
musculoesquelética (Neyt JG et al., 1998). Es debido a su facil manejo y
tamafio y a que alcanza la madurez esquelética a los seis meses
aproximadamente. Los defectos 6seos se crearon en el radio, que es un hueso
tubular, tiene un buen tamafio para realizar procedimientos quirdrgicos y ha
sido bien estudiado (Den Boer FC et al., 1999).

Estos animales presentan una sinostosis de las articulaciones radio cubital
proximal y distal, asi como una calcificacién parcial de la membrana interésea,
lo que permite crear defectos segmentarios sin que sea necesaria una
estabilizacién adicional con sistemas de fijacién interna o externa (que podrian

interferir con el proceso de regeneracion 6sea) (Den Boer FC et al., 1999).

El uso de animales de mayor tamafio es mas exigente por lo que la eleccion de
este tipo de modelos esta justificada y es necesaria antes de llevar a cabo
ensayos clinicos para imitar lo maximo posible el entorno bioldgico, fisioldgico y

clinico del medio quirurgico.

Schmitz et al (Schmitz JP et al., 1986) definieron el “tamafio critico del defecto”
como la pérdida 6sea mas pequefia en un hueso y en una especie animal en
particular que no curara espontaneamente durante la vida del animal. Dicho
tamafio va a depender de la localizacion del defecto en el esqueleto, de la
estructura del hueso, de la carga que soporte, la especie, el sexo y la edad del

animal.

En el ser humano la literatura ha sefialado que defectos de mas de 2,5 cms
siempre requieren injerto 6seo. Los injertos 6seos no vascularizados fallan
frecuentemente en defectos de mas de seis o0 siete centimetros ya que estos
injertos largos no son capaces de revascularizarse antes de que los
osteoblastos se necrosen (Ip WY et al., 2002). EIl defecto diafisario de 10 mm
en el radio de conejo supone un 13% de la longitud del mismo y esta
considerado un defecto de tamafio critico (Giardino R et al., 2006). De hecho,
aunque en conejos se observa una rapida curacion Osea varios autores han

experimentado el fallo en la union ésea cuando defectos de este tamafio se
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han dejado sin tratar. El hecho de que en ninguno de los defectos control de
nuestro trabajo se produjera regeneracién 6sea significativa confirma lo

apropiado del modelo elegido.

En el presente estudio se valoré la capacidad regenerativa en defectos en radio
de conejo de una novedosa matriz proteica obtenida a partir de albumina
plasmatica disefiada y patentada por el Banco de Tejidos de Asturias. En un
grupo se planted el estudio de la matriz de forma aislada y otro brazo del
estudio se afiadieron células obtenidas a partir de médula 6sea como técnica
de implementacion regenerativa del defecto 6seo creado.

Las células troncales mesenquimales multipotentes adultas son
consideradas como una fuente excelente de células para la Ingenieria Tisular
debido a su capacidad de autorreplicacion y de diferenciacion osteogénica
(Srouji S et al., 2005; Srouji S et al., 2008). La combinacion de células troncales
mesenquimales adultas con la matriz apropiada parece ser la estrategia mas
prometedora para promover la neoformacién 6sea guiada (Doi K et al., 2007;
Kim S et al., 2008).

Varias investigaciones han confirmado la capacidad de las células troncales
gue se encuentran en la médula 6sea autéloga (Beresford NJ et al., 1989;
Burwell RG et al., 1964; Burwell RG et al., 1985; Goujon E, 1989). De hecho
Conolly et al (Conolly JF et al., 1989) demostraron una correlacion positiva
entre la capacidad osteogénica y la concentracion celular que posea la médula
Osea. Esto condujo a la utilizacion de preparados de médula 6sea aumentada o
expandida en el tratamiento de no uniones (Conolly JF et al., 1991; Healey JH
et al., 1990). Hernigou et al (Hernigou PH et al., 2005 a) estudiaron el nUmero y
la concentracion de células progenitoras en 60 pacientes con seudoartrosis no
infectadas. La médula 6sea fue obtenida de la cresta iliaca, concentrada e
inyectada. Cuatro meses después del tratamiento se obtuvo unién en 53
pacientes y se recogid una correlacion positiva entre el volumen de
mineralizacién del callo y el nimero y la concentracién de unidades formadoras

de colonias existentes en los cultivos. Los siete pacientes que no consolidaron
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tenian un ndmero y una concentracién celular significativamente menor de

unidades formadoras de colonias.

Ademas de su utilizacion en el tratamiento de las fracturas, las células
troncales mesenquimales procedentes de médula 6sea han sido investigadas
ampliamente para el tratamiento de la osteonecrosis del cuello femoral (Gangji
V et al., 2001; Gangji V et al., 2004; Hernigou P et al., 2002; Hernigou P et al.,
2005 (b); Mont MA et al., 1995).

Las células troncales mesenquimales multipotentes adultas no se encuentran
Unicamente en la médula 6sea. Recientes estudios han demostrado que se
encuentran en un gran numero de érganos y tejidos. Se han aislado ademas de
en médula 6sea (BMDPCs) (Pittenger MF et al., 1999) en musculo esquelético
(Qu-Petersen Z et al., 2002), grasa (ADPCs) (Zuk PA et al., 2002), pericondrio
y periostio (PDPCs) (Yoo and Johnstone, 1998) y su potencial osteogénico ha
sido investigado en numerosos estudios sobre regeneracion Osea (Barry FP et
al., 2004; Cowan CM et al., 2004; Halvorsen YD et al., 2001; Hamada K et al.,
2008; Hattori H et al., 2004; Hayashi O et al., 2008; Mao JJ et al., 2006; Meinel
L et al., 2004; Shanti RM et al., 2007).

Es razonable pensar que podrian existir diferencias en los resultados de
reparacion 6sea dependiendo del origen de dichas células troncales adultas a
la hora de disefar estrategias de Ingenieria Tisular. Para investigar cual seria
la mejor fuente potencial se han disefiado tanto estudios con cultivos “ex vivo”
(Hayashi O et al., 2008) como “in vivo” (Hayashi O et al., 2008; Stockmann P et
al., 2012). El primer grupo investigador comparé la capacidad “in vitro” y en
implantes “in vivo” de diferenciacion osteogénica de células troncales
mesenquimales adultas procedentes de periostio, grasa y médula 6sea tras dos
semanas en cultivo y tras el implante de las mismas sobre matrices de
hidroxiapatita. Los estudios “in vitro” demostraron diferencias estadisticamente
significativas entre la diferenciacién osteogénica de las células procedentes de
periostio y de médula ésea frente al resto de células mesenquimales troncales
adultas. En los estudios “in vivo” detectaron crecimiento 6seo mediante micro-
TC en los compuestos con médula ésea y periostio y un mayor volumen 6seo

mediante el analisis con TC en los compuestos con médula ésea respecto a los

114



compuestos con células adiposas con diferencias estadisticamente
significativas. Concluyeron que las células troncales mesenquimales adultas
procedentes de médula ésea y periostio podrian ser las candidatas ideales
para su utilizacién en regeneracion tisular 6sea. Por su parte Stockmann et al
(Stockmann P et al., 2012) disefiaron un trabajo para comparar el potencial
osteogénico de células troncales mesenquimales adultas de varios origenes:
médula 6sea, tejido adiposo y periostio. Analizaron cuantitativamente la
consolidacion de un defecto monocortical en la calota de cerdos. Tras el
trasplante de un cultivo “ex vivo” de células troncales mesenquimales adultas
observaron que independientemente del origen de estas células la velocidad y
el patron de consolidacion eran casi comparables, sin obtener diferencias
estadisticamente significativas. Estos resultados habria que considerarlos con
cierta cautela al valorar el estudio consolidacion en territorio craneal, con unas

diferencias fisiol6gicas frente al hueso largo.

En nuestro estudio hemos utilizado como fuente celular la médula 6sea por su
mayor accesibilidad y porque la técnica de aspiracion con trocar nos resulto la
mas reproducible.
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A continuacion se pasara a analizar los resultados obtenidos para cada objetivo
y método de estudio empleado.

2 DISCUSION DE LOS HALLAZGOS DEL
ESTUDIO CON TECNICAS DE
DIAGNOSTICO POR LA IMAGEN:

En el estudio radiogréafico se obtuvo regeneracién 6sea completa en el defecto
en uno de los 10 casos del grupo “matriz” y en cinco de los 10 casos del grupo
“matriz + MO”, resultados comparables como veremos a los mejores disefios

experimentales con otros tipos de modelos de Ingenieria Tisular.

Como unica referencia en la literatura de la utilizacion de esta novedosa matriz
desarrollada a partir de albumina plasmética estan los trabajos publicados por
Gallego et al. (Gallego Lépez, 2009; Gallego L et al., 2010). En ellos se
comunican buenos resultados tanto “in vitro” como “in vivo” en la reparacion de
defectos criticos mandibulares. La evaluacién radiografica se realizé a partir de
imagenes de Tomografia Computarizada de modo que no podemos comparar
nuestros resultados radiograficos con los de este grupo investigador.

En nuestro estudio solamente se recogid un caso de regeneracion Osea
completa en el grupo “matriz” pero hay que tener en cuenta que es la primera
vez que se evalla el comportamiento y el potencial de regeneracién 6sea de
esta matriz de forma aislada en hueso largo. Creemos que estos resultados
podrian superarse mediante técnicas de implementacion regenerativa (factores
de crecimiento, adicién de células cambios fisicos para mejorar la resistencia

de la matriz y su capacidad osteoinductora...).

En los casos en los que se obtuvo regeneracién Osea parcial el tejido
neoformado se presentaba a modo de capuchones mas o menos calcificados

en los extremos de las osteotomias. Este hallazgo concuerda con un modelo
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de regeneracion 6sea desde los extremos tal y como ha sido propuesto en la
literatura (Meinig RP et al., 2002; Mosheiff R et al., 2003).

3 DISCUSION DE LOS HALLAZGOS DEL
ESTUDIO CON TECNICAS DE
CUANTIFICACION:

Existen diversas publicaciones en la literatura (De Vicente JC et al., 2000;
Ferrero-Manzanal F, 2008; Garcia AM 1996; Suarez-Suarez MA et al., 2003 y
2005; Zellin G et al., 1997) sobre el uso de técnicas de cuantificacion morfo-
densitométrica en regeneracion 6sea guiada sobre imagenes radiograficas y/o

tomografia computerizada.

En nuestro estudio obtuvimos regeneracién Osea total radiografica, esto es,
densidad 6Osea rellenando el espacio entre los extremos del defecto 6seo en un
10% de los casos para el grupo “matriz” frente a un 50% del grupo “matriz +
MQ?”. Los resultados de regeneracion (tanto parcial como total) fueron mejores
en el grupo “matriz” en comparacion con el grupo “control”, aunque las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas. Teniendo en
cuenta que solamente se incluyeron 10 patas en cada grupo de estudio cabe la
posibilidad de que tales diferencias estadisticas existan y que se puedan poner
de manifiesto ampliando la muestra. En el grupo “matriz + MO” las diferencias
obtenidas frente al grupo “control” si fueron estadisticamente significativas.

Estos resultados positivos apuntan que esta nueva matriz “a priori” es
adecuada como armazon para ser utilizada en las estrategias de Ingenieria
Tisular. Parece cumplir los criterios basicos de las matrices o “scaffolds” ya que
aporta solidez y una estructura donde las células del huésped pueden
desarrollarse, crear nueva matriz y tejido 6éseo neoformado. A diferencia de los
disefios basados en la Regeneracion Osea Guiada en los que la estructura

utilizada (membranas absorbibles 0 no, naturales o sintéticas) se utilizan para
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crear un espacio protegido de la invasion de tejido fibroso, esta matriz se utilizé
como armazoén para el crecimiento 6seo, sin aportar el efecto barrera de las
técnicas de Regeneracion Osea Guiada. A pesar de no crear un espacio
cerrado creemos que en ese espacio ocupado por la matriz si podrian tener
lugar procesos de neovascularizacion 6sea, migracién de células osteogénicas

y formacion de tejido osteoide previos a la regeneracion 0sea.

En nuestro estudio la regeneracion 0sea se vio favorecida por la adicion de
células procedentes de médula 6sea. Tal y como hemos desarrollado en el
apartado 1 las células troncales mesenquimales adultas procedentes de
médula 6&sea tienen capacidad de diferenciarse hacia osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, mioblastos, células endoteliales y células neuronales,
representando asi una fuente ideal celular para los abordajes de la Ingenieria
Tisular. Esta pluripotencialidad desempefia un papel importante en la formacion
de hueso nuevo y en la vascularizacién (Robey PG et al., 2006). Se utilizan ya
en procedimientos clinicos en Cirugia Oral y Maxilofacial (Schmelzeisen et al.,
2010) para reparar defectos 6seos y mejorar la regeneracion osea.

Existen multiples trabajos en la literatura que apoyan la utilizacién de células
troncales mesenquimales adultas como técnica de implementacion
regenerativa; el aporte de células con potencial osteogénico es uno de los
pilares basicos de los procedimientos de Ingenieria Tisular (Abukawa H et al.,
2003; Baksh D et al., 1998; Bruder SP et al., 1998; Dong J et al., 2001; Dong J
et al., 2002; Holy CE et al., 2003; Ishang-Riley SL et al., 1997; Mendes SC et
al., 2002; Mendes SC et al., 2003; Petite H et al., 2000; Quarto R et al., 2001;
Yoshikawa T et al., 2000). Las células multipotentes procedentes de periostio
también se han utilizado para el disefio de estrategias en Ingenieria Tisular
para obtener regeneracion 6sea (Perka C et al., 2000; Schantz JT et al., 2002
(a); Schantz JT et al., 2002 (b); Vacanti CA et al., 2001).

En los ultimos afios en la busqueda de un modelo ideal de Ingenieria Tisular
para la reparacion de defectos 6seos se han disefiado un nimero inabarcable
de disefios y de estudios que combinan matrices (biodegradables o no,
naturales o artificiales), junto con células con capacidad osteogénica

(mesenquimales adultas procedentes de médula Osea, periostio, grasa o

118



incluso osteocitos adultos) y una gran variedad de técnicas para implementar la
regeneracion (factores de crecimiento, factores angiogénicos, técnicas para
mejorar la vascularizacion, adiciéon de vectores virales para la expresién de
ciertas proteinas...). Hemos revisado la literatura referida a este tipo de
estudios. A continuaciéon expondremos en primer lugar los resultados obtenidos
en modelos experimentales similares al utilizado en nuestro trabajo (defectos
diafisarios en conejo de la raza blanca de Nueva Zelanda), continuaremos con
modelos experimentales distintos al nuestro y en ultimo lugar aquellos referidos

a técnicas de implementacion regenerativa de amplio uso en la actualidad.

Utilizando un modelo experimental similar al nuestro Zhao et al (Zhao M et al.,
2011) crearon defectos criticos de 1,5 cms en radio de conejo y estudiaron un
modelo de Ingenieria Tisular creado a partir de un “scaffold” de hueso
esponjoso xenogénico al que le afiadieron células cultivadas de médula 6sea y
al que aplicaron un haz vascular en un subgrupo. Si bien encontraron mejores
tasas de regeneracion O0sea en el grupo con células de médula ésea, como
también observamos en nuestro estudio, este grupo investigador apunta que
los mejores datos de regeneracion (con diferencias estadisticamente
significativas) las encuentran en el modelo en el que se aplico de forma

adicional un haz vascular mediante microcirugia.

En una publicacion mas reciente Holy CE et al (Holy CE et al., 2003) obtuvieron
resultados similares a los nuestros en defectos femorales de 1,2 cms de conejo
aplicando matrices biodegradables de PLGA a los que afadieron células
cultivadas de médula 6sea. Objetivaron la formacién de mayor cantidad de
hueso nuevo de forma significativa en el grupo en el que se aplicé la matriz con
células a las dos semanas, y en seguimientos mayores observaron una mayor
radio opacidad en el grupo de “scaffold” con células respectos al grupo al que
se le aplicé unicamente el “scaffold”.

Mejores resultados son los publicados por Perka C et al (Perka C et al., 2000);
en este trabajo crearon defectos criticos cubitales de conejo a los que aplicaron
un “scaffold” de PLGA con células multipotentes aisladas de periostio; tras 28

dias de cultivo recogieron datos de regeneracién completa, de integracion a los
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margenes de tejido circundante e incluso de crecimiento 6seo a traves del

“scaffold”.

Un abordaje algo diferente fue el utilizado por Lyons et al (Lyons FG et al.,
2014). En un modelo de radio de conejo aplicaron una matriz muy similar a la
nuestra (de colageno y glucosaminoglicano) pero a la que afadieron particulas
de hidroxiapatita con y sin el aporte de dosis bajas de rh-BMP-2. Las ocho
patas correspondientes al grupo de matriz de colageno y las ocho con matriz y
rh-BMP presentaron consolidacion practicamente completa, pero las mejores
tasas de consolidacién (consolidacion bicortical), comparables al grupo control
(injerto 6seo autbélogo) correspondian al grupo con hidroxiapatita, mejores
incluso que las del grupo con rh-BMP-2 sin los costes ni los problemas de
seguridad que implica la utilizacién de factores de crecimiento.

Finalmente Brandt et al (Brandt J et al.,, 2010) utilizaron un modelo de
hidroxiapatita nanocristalina (Ostim ®) en defectos femorales distales de
conejos. En sus resultados de microscopia objetivaron buena compatibilidad de
la matriz pero en ningln caso se objetivo reabsorcion de la misma. En cambio
la matriz evaluada en nuestro estudio mostré a lo largo de los meses tanto una
biocompatibilidad como una reabsorcibn completas a medida que se iba

creando hueso nuevo.

En cuanto a otros modelos experimentales Kadiyala et al (Kakiyala et al., 1997)
publicaron resultados prometedores utilizando matrices de ceramica porosa a
los que afadieron células troncales mesenquimales en defectos segmentarios
de fémures de ratas en comparacion con el control de matriz aislado, tal y
como observamos nosotros al comparar esos dos grupos. Resultados
parecidos fueron publicados por Bruder (Bruder SP et al., 1998) utilizando un

modelo canino.

En un modelo diafisario de cabra Petite H el al (Petite H et al.,, 2000)
encontraron diferencias en la regeneracion 6sea dependiendo de la aplicaciéon
a un “scaffold” de coral con células de médula ésea fresca (como las utilizadas
en nuestro estudio) y células troncales mesenquimales. A diferencia de
nuestros resultados no objetivaron crecimiento 6seo en el grupo con médula

Osea y si parcialmente en algunos casos (tres de siete animales) del grupo de
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células troncales mesenquimales. Esta discrepancia de resultados frente a
nuestro estudio podria deberse a las diferencias filogenéticas de los modelos
animales utilizado o a que la densidad celular utilizada al no estar estrictamente

cuantificada (ni en namero ni en tipos celulares) sea totalmente distinta.

Si atendemos a otro tipo de estrategias utilizadas para mejorar la regeneraciéon

6sea encontramos en la literatura infinidad de modelos.

Los hidrogeles se asocian comunmente a factores de crecimiento tales
como BMPs (Burdick JA et al., 2002 (a); Burdick JA et al., 2002 (b)). En estos
estudios publican buenos resultados de diferenciacién osteogénica en cultivos
“in vitro” debido a la facilidad con la que los farmacos se dispersan en la matriz
y al alto control logrado en la seleccion de las propiedades fisicas y quimicas
de los polimeros (Gazit D et al.,, 1999). El Gnico inconveniente es que no
pueden ser utilizados en areas sometidas a carga extrema. “Scaffolds”
tridimensionales de distintas composiciones se han combinado con una gran
variedad de factores de crecimiento, desde BMPs a PDGF para aplicaciones de
Ingenieria Tisular 6sea (Kokubo S et al., 2003; Murata M et al., 1999; Murphy
WL et al., 2000; Park YJ et al., 2000; Saito N et al., 2001; Ueda H et al., 2002;
Whang K et al., 1998). La matriz proteica que estudiamos en nuestro disefio a
pesar de tener un origen proteico, debido a su original procesamiento, presenta
una consistencia que la hace adecuada para su utilizacion en defectos 0seos.
Creemos que con técnicas de implementacion regenerativa que mejoren las
propiedades mecanicas y la resistencia de la misma podriamos en un futuro
evaluar su potencial para la regeneracion de defectos 6seos sometidos a
cargas.

La terapia génica es una técnica en la cual se transfieren acidos nucleicos,
normalmente ADN, a células somaticas con un efecto terapéutico, bien
corrigiendo un defecto o expresando proteinas utiles en ciertos tratamientos
(Gazit D et al., 1999; Lee JY et al., 2001; Partridge K et al., 2002). El abordaje
comun en el campo de la Ingenieria Tisular 6sea es transfectar células con
genes codificados para la proteina recombinante BMP-2 (Gazit D et al., 1999;
Hu W-W et al., 2010; Lee JY et al., 2001; Partridge K et al., 2002). Segun los
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estudios comunicados por Lee et al. usando esta estrategia es posible
conseguir un mayor grado de formacion 6sea en comparacion con técnicas que
no utilizan células transfectadas, arrojando resultados prometedores (Lee JY et
al., 2001). Partridge et al. mostraron en sus estudios la reproductibilidad de
esta técnica (Partridge K et al., 2002). Como técnica o abordaje alternativo a
las terapias basadas en la transfeccién, debido a las dudas suscitadas respecto
a la seguridad de la terapia génica al estar involucrados vectores virales
(Jadlowiec JA et al., 2003) estan aquellas que utilizan los plasmidos como
vehiculo del ADN que queramos expresar (Bonadio J et al., 1999; Luu YK et al.,
2003; Shea LP et al., 1999).

En cuanto al porcentaje de regeneracion ésea, al analizar de forma conjunta
las diferencias observadas teniendo en cuenta los tres grupos de nuestro
estudio y ademas el efecto del tiempo en la evolucién de la variable, los test
aplicados concluyeron que el efecto del factor tiempo sobre el porcentaje de
regeneracion es distinto segun el grupo que estemos estudiando.

Asi los valores a lo largo del tiempo recogidos en el grupo “matriz + MO” fueron
superiores de forma estadisticamente significativa frente a los valores
recogidos en el grupo “control” para todas las determinaciones. En el caso del
grupo “matriz” hubo que esperar al quinto mes para que estas diferencias

fueran significativas.

Los incrementos observados en el porcentaje de regeneracién en el grupo
“matriz + MO” fueron superiores a los recogidos en el grupo “matriz” con

diferencias estadisticamente significativas excepto en el primer y sexto mes.

Este hallazgo apoyaria las teorias de aplicacion de técnicas de implementacion
regenerativa (en este caso la adicion de células procedentes de médula 0sea)

para mejorar, acelerar y afianzar los procesos de reparacion ésea.

Atendiendo a la variable densidad en el defecto y también analizando
conjuntamente el efecto del tiempo y el modelo aplicado observamos que los
incrementos en los valores de la variable densidad en el defecto fueron
superiores y con diferencias estadisticamente significativas en el grupo
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“matriz+ MQO” respecto al grupo “matriz” estancandose a los seis meses. El
efecto que ejerce la variable tiempo sobre la densidad 6sea en el defecto es
diferente segun sea el grupo que estemos valorando. Habria que plantear
estudios a mas largo plazo para valorar si con mayores evoluciones temporales
se igualan verdaderamente en ambos grupos los parametros de regeneracion

Osea.

Los resultados obtenidos parecen estar justificados por el proceso de
regeneraciéon 6sea en hueso largo; tras una fase inicial de relleno del
hematoma de fractura el defecto éseo se organizaria, sufriria invasion celular
con un aumento inicial de densidad calcio que se seguiria de un proceso mas
lento de remodelacion ésea y finalmente se consolidaria el patrén cortico-
medular propio del hueso maduro (Meinig RP et al., 1996 y 1997). Este proceso
de regeneracion completa se observé con mayor frecuencia y claridad en el

grupo “matriz + MO” apoyando las teorias de implementacion regenerativa.

4 DISCUSION DE LOS HALLAZGOS DEL
ESTUDIO HISTOLOGICO:

En los estudios de microscopia 6ptica se observo en los casos de regeneracion
parcial como el frente de calcificacidn avanzaba desde los extremos del defecto
6seo con una morfologia en punta de flecha con las bases orientadas hacia los
extremos, lo que indicaria que el crecimiento celular se produce desde los
extremos del defecto creado, tal y como se describe en la literatura (Theiss F et
al., 2005).

La evaluacion macroscopica de los defectos tras el sacrificio no reveld la
existencia de encapsulacion del implante por tejido conectivo ni hiperemia de
los tejidos adyacentes. El grosor de la zona de transicién entre el hueso
adyacente y la matriz presentd variaciones en las diferentes patas e incluso en
muestras de la misma localizacién. Estas diferencias probablemente tengan

gue ver con pequefias variaciones en la geometria de cada defecto en
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particular provocando pérdidas de ajuste que podrian causar micro-

movimientos del implante en el defecto

En nuestras muestras y en el estudio publicado por Gallego et al (Gallego L et
al., 2010) ya se observo la lenta degradacién de esta matriz, distinguiéndose
restos de la misma en las ultimas determinaciones temporales. Esto podria
suponer una ventaja al servir la matriz como andamiaje o guia para el

crecimiento tisular y vascularizacion.

La presencia de macréfagos y estructuras celulares compatibles con células
gigantes multinucleadas que se observaron en nuestro estudio sugieren una
biodegradacién celular como consecuencia de fagocitosis, como generalmente
se observa cuando se implantan biomateriales en hueso (Oberle A et al., 2005;
Theiss F et al., 2005). Las reacciones a cuerpo extrafio fueron moderadas y
generalmente observadas en la periferia mas que en el centro de la matriz. La
presencia de macrofagos durante la degradaciéon de biomateriales en el hueso
tal y como observamos en nuestras muestras podria clasificarse como
fisiol6gica (Oberle A et al., 2005; von Doernberg MC et al., 2006) y la presencia
de restos de células gigantes multinucleadas puede resultar ambiguo en este
contexto. Generalmente los biomateriales que no tienen un origen autélogo son
los que mas probablemente inducirAdn una moderada reaccion a cuerpo
extrafio. Las células gigantes multinucleadas resultan de la fusion de
macroéfagos para digerir grandes cantidades de materiales extrafios. Estudios
de Nuss et al (Nuss et al, manuscrito en preparacion) sugieren que la presencia
de células gigantes multinucleadas en contacto directo con osteoblastos y sus
células osteoprogenitoras podria ser clasificado como biocompatible si estan
ausentes indicios de un importante acumulo de linfocitos, células plasmaticas o

encapsulamiento del material con una capsula fibrosa.

En nuestras muestras no observamos indicios de una inflamacion masiva. Es
por eso que planteamos un modelo de degradacion de la matriz fisiolégico y no
inflamatorio. Las células gigantes se observaron en la proximidad de los
osteoblastos y la degradacion de la matriz se siguié del depdsito de matriz

Osea. El procesamiento de esta matriz por parte de las células gigantes parece
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gue podria incluso fomentar el depédsito de hueso nuevo neoformado en

contacto con la matriz.

Continla siendo una incégnita si la coexistencia de células gigantes
multinucleadas y de osteoblastos es una coincidencia basada en la
degradacion de la matriz que provoca la fusion de macréfagos dando lugar a
células gigantes o esta coincidencia estuviera producida por la comunicacion o
interferencias entre las células gigantes y los osteoblastos. Harian falta mas
estudios especificos centrados en este aspecto para aclarar esta relacion.

5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO:

El presente trabajo de Tesis Doctoral presenta las siguientes limitaciones:

1- Se han empleado animales filogenéticamente bastante alejados de la
especie humana y con buena capacidad de regeneracién 6sea (aunque en
ningun control se registré regeneracion 6sea completa), lo cual limita en cierta

medida la reproducibilidad en humanos.

2- Se ha utilizado un “andamiaje anticolapso” de alambre en el grupo “control”
entre los extremos del defecto que no se ha aplicado en los grupos “matriz” y
“matriz + MQO”. Esta modificaciébn, aunque en ningln caso produjo la
regeneraciéon 6sea completa pudo aportar cierta estabilidad mecanica que de
alguna manera mejorase los resultados en este grupo, estrechado las
diferencias observadas y dificultado la obtencién de diferencia estadistica.

3- En nuestro estudio no se incluyeron valoraciones mecénicas porque en la
inspeccién macroscoépica de las muestras tras los sacrificios se objetivd una
adecuada continuidad en los defectos y se optd por priorizar las muestras para
los estudios histoldgicos.

4- No se realizaron estudios de cuantificacion celular en las muestras

procedentes de aspirados de médula 6sea sembradas en la matriz proteica ni
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la tipificacion de las mismas (proporcion de células troncales mesenquimales

adultas).

6 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION:

1- La utilizaciéon de esta novedosa matriz en defectos segmentarios diafisarios

de animales filogenéticamente mas evolucionados que el conejo.

2- Depuracion de técnicas de implementacién regenerativa basadas en la
adicion de células troncales mesenquimales adultas: cuantificacion celular,
tipificacion de las mismas e incluso expansién y cultivos celulares para

aumentar la capacidad osteogénica del modelo de Ingenieria Tisular.

3- Mejora de las caracteristicas mecanicas y la resistencia de la matriz sobre
todo de cara a su utilizacidon en defectos sometidos a cargas. Adicion de
ceramicas como la HA que aumentarian la consistencia y mejorarian la

osteoinduccion del modelo.

4- Disefnar estudios para comparar este modelo de Ingenieria Tisular con las
estrategias de Ingenieria Tisular basadas en matrices bioabsorbibles

implementados con factores de crecimiento.
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CONCLUSIONES
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1- El relleno con una matriz de proteinas globulares plasmaticas autdlogas
permite obtener regeneracion 6sea completa en defectos segmentarios de

tamafio critico en hueso largo del modelo experimental utilizado.

2- La regeneracion 6sea obtenida es mayor y mas llamativa si a esa matriz
proteica se le afladen células de médula 6sea obtenidas de cresta iliaca, con
diferencias estadisticamente significativas en las diferentes determinaciones
temporales.

3- Los hallazgos histologicos sugieren una excelente biocompatibilidad de la
matriz de proteinas globulares plasmaticas antbélogas, con imagenes de

osteointegracion en ausencia de respuesta inmune de rechazo.
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