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RESUMEN STUDY OF ITS PATHOPHYSIOLOGY

Introduccién: Durante la dltima década se han creado

diferentes técnicas y modelos para estudiar la osteogéneABSTRACT

sis y la reparacion 6sea. Estos se desarrollan a partir dBackground: Clinical and experimental studies have
grandes defectos 6seos, lo cual no reproduce los mecanisighlighted the importance of preserving the periostium
mos clinicos-biolégicos in vivo. Considerando el efecto during fracture healing. Therefore we thought of a perios-
biolégico del periostio en la consolidacion, se ha desarrotium disruption associated with a standard fracture to in-
llado un nuevo modelo experimental de seudoartrosis erduce pseudoarthrosis that reproduces the biological con-
roedores. dition in which this develops. This study aimed at deve-
Materiales y métodos:Cuarenta ratas Wistar fueron in- loping a pseudoarthrosis model that better simulates the
tervenidas y agrupadas de manera aleatoria en dos grupadinical situation using a standard osteotomy fracture
(con cauterizacion del periostio y sin ella). Se realizaronwith periostium disruption.

controles radiograficos e histolégicos para constatar laMethods: 40 Wistar rats were used, randomly divided in
apariciéon de seudoartrosis. Para evaluar el efecto biolégitwo groups (with and without periostium cauterization).

co del periostio se observé la expresion del VEGIS- Fracture healing was assessed with radiographs and his-
cular endotelial growth factorpor inmunohistoquimica  tology. To assess the biological effect, VEGF expression
en ambos grupos. was evaluated in both groups.

Resultados:Se observé seudoartrosis en el grupo en elResults: Pseudoarthrosis developed in those receiving
gue se habia cauterizado el periostio y consolidacién ermperiostium electrocauterization; furthermore VEGF was
el grupo que no habia sido sometido a ese procedimientow in this group. The study showed a difference between
to. Asimismo, se constato la falta de expresion del VEGFthe experimental design of pseudoarthrosis with osteo-
en el grupo en que se habia desarrollado la seudoartrostemy alone, or with periostium cauterization.
en contraposicién con el grupo en que se generd una corzonclusions:We believe that cauterization has a negati-
solidacién ésea. ve effect on healing probably because of the effect on ki-
Conclusiones:Consideramos que hemos desarrollado unlling stem cells which are generally found in high con-
nuevo modelo experimental de seudoartrosis en roedoreg,entrations in the periostium and secondly because of de-
asi como demostrado a través de la expresion del VEGIereased bone vascularization at the fracture site. In con-
el efecto hioldgico del periostio en la consolidacion ésea.clusion, we believe this is an animal model easily and
highly reproducible, to induce pseudoarthrosis.
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perimentales en que esta osificacion esta limitada, lo quéN: 16 ratas

lleva a retardos de consolidacién, no uniones y seudoar-

trosis? Se realiz6 una incision lateral a lo largo del fémur proximal. Se
Durante la tltima década se han creado diversas técnin€idio longitudinalmente el musculo cuadricipital para abordar el

cas y modelos para estudiar la osteogénesis y la repar emur y se efectud una osteotomia transversal en la zona medio-
R - . iafisaria del fémur derecho. Se cauteriz6 el periostio 2 mm pro-

g()f?siz?)?i?o?(;jgeiappe)grllgecrsgl 3?1?;2255;' fgﬂ;egglg;lggged Ximal y 2 mm distal del trazo fracturario y se realiz6 la estabiliza-

; . o cién con una clavija de Kirschner de 1,25 mm, colocada de ma-
so de consolidacion. No obstante, la posibilidad de des’ahera anterograda a través del trocanter mayor en el canal femoral

rrollar modelos experimentales que reproduzcan el mecay se progresaba hasta observar su salida en la zona del extremo
nismo biolégico que produce la seudoartrosis sigue cons-
tituyendo un desafio. Se han publicado modelos experi-
. : Tabla 1.
mentales de seudoartrosis desarrollados a partir de la gt
neracion de grandes defectos éSgos;o no reproducen
de manera adecuada la situacion clinica-biolégica en I
gue se genera la afeccion.

La regulacién de la generacidn del callo 6seo durante Ig
reparacion fracturaria es coordinada por estimulos biol6
gicos y mecanicos. Los factores de crecimiento actdar _
estimulando la proliferacién y diferenciacién celular. Cierre de osteotomia
Existe una ampli : : X: Osteotomia visible

plia variedad de factores publicados hast : -

. . XX: Parcialmente visible

la actualidad. El VEGRvascular endotelial growth fac- ) L

. . L, XXX: No visible
tor) es producido durante el proceso de consolidacion
Osea, responsable de |_a anglogéneSIS fundam_ema| Paconsiderando la clasificacion de Allen se evalué en todos los grupos la
todo proceso de consolidacidfor lo tanto, considera-  presencia de callo peridstico y cierre de la osteotomia utilizando un sis-
mos que en el proceso de seudoartrosis existe probabht_ema de cruces, en placa mamografica en proyecciones de frente y per-
mente un déficit de este factor que determina una dismifil d& fémur.
nucion en el proceso de angiogénesis.

Para poder estudiar el mecanismo fisiopatoldgico de leTabla 2. Resultados radiolégicos con cauterizacion del
seudoartrosis es necesario desarrollar un modelo experperiostio.
mental que reproduzca el proceso bioldgico de seudoar

Clasificacion

Callo periéstico

X: No visible

XX: Visible

XXX: Remodelado

trosis generada a partir de la alteracion de la biologig Grupo 1 Callo periéstico |  Cierre de osteotomia
Osea. 1 (N:4) N4: X N4:X
El propésito de los siguientes experimentos fue lograr 2 (N4) NA- X NAX
un modelo de seudoartrosis en roedores adecuado, repr| : : i
ducible y facil. También comprender la fisiopatologia de| 3 (N:4) N3: X N4:X
esta enfermedad tratando de corroborar la hipétesis sob N 1: XX
la disminucion de los factores de crecimiento angiogéniy 4 (N:4) N3: X N4:X
cos (VEGF) en esta patologia. N1: XXX '

En el grupo en que se habia lesionado el periostio, no se obtuvo conso-
lidacién constatandose por la falta de cierre de osteotomia y la presen-

Materiales y métodos cia de hendidura.
1. Ratas Tabla 3. Resultados radioldgicos sin cauterizacion del
. ) eriostio.
Se utilizaron en total 40 ratas Witsar de 10 semanas (8-14 sep
manas) con un peso aproximado de 330 gramos, que fuerg Grupo 2 Callo peri6stico Cierre de osteotomia
mantenidas en jaulas independientes. Todos los procedimient
se realizaron con anestesia general utilizando ketamina 80 g/k| 1 (N:4) N4: X N4: X
y xilacina (8 mg/kg) administrada en forma intraperitoneal. Se N3: X
inyecto tetraciclina (30 mg/kg) por via intramuscular antes de la] 2 (N:4) N4: XX N1: XX
intervencion.
3 (N:4) N3: XXX N3: XX
2. Disefio experimental N1 XX Ni: X
4 (N:4) N4: XXX N4: XXX

Se dividi6 a las ratas de manera aleatoria en dos grupos de

ratas cada uno. Se constatd la consolidacién presentado callo periéstico y cierre de os-
Grupo 1: (cauterizacion del periostio) teotomia.
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distal del fémur sin llegar a la cavidad articular de la rodilla.

Se efectuaba el cierre por planos y el animal deambulaba i
bremente en la jaula.

El fémur izquierdo se utiliz6 como control.

Grupo 2: (sin cauterizacién del periostio)
N: 16 ratas |

Para corroborar la funcién del periostio en la consolidacion |
Osea se realizé el mismo procedimiento pero sin la cauteriza |

cion del periostio.

3. Evaluacion '

Se agrupé a las ratas de manera aleatoria en cuatro subgrup
de acuerdo con la semana en que se realizaria el sacrificio. £~ Figura 1. Se constata al cabo de 4 semanas el desarrollo
efectud un control radiol6gico semanal durante un mes utilizandc de seudoartrosis, macroscopica y radiograficamente.
el puntaje de Allen para evaluar la presencia de callo periostico )
el cierre de la osteotonti@abla 1) y mediante histologia para de-
terminar el tipo de tejido predominante (tejido tipo 1: hendidura;
tipo 2: fibroso puro; tipo 3: fibroso con areas cartilaginosas y tipo
4: fibroso con &reas de calcificacion). Se evalu6 mediante inmu
nohistoquimica la expresion del VEGF (c-1 Santa Cruz).

Resultados

De las 40 ratas intervenidas, 8 presentaron complica:
ciones, por lo que fueron retiradas del experimento. Log
resultados observados fueron diferentes segun el grup
por estudiar. Los animales en los que se habia realizad
la cauterizacion del periostio presentaron seudoartrosis 3
cabo de las 4 semanas. Esta se constaté macroscopica,
diolégica e histolégicamente (segun el sistema de clasifi-pes
cacion utilizado). En los que no se habia realizado la cau _ﬁ
terizacion se observd la consolidacion en 15 ratas, obse E': ; ]
vandose el callo periéstico y el cierre de la osteotomi o W
(Tablas 1, 2y 3). .I

Se constaté macroscopica y radiolégicamente la faltg &
de consolidacion en el sitio donde se realizd la osteoto .
mia. Presentaban una seudoartrosis de caracteristicds
atréficas (Figs. 1y 2). Figura 2. Se constata la evolucion a la consolidacion

Histolégicamente se constatd el desarrollo de seudoar en el grupo en el que no se cauterizo el periostio.
trosis en el grupo en el que se realiz6 la cauterizacion de
periostio con un tejido predominantemente fibrético. En
los animales en los que no se habia realizado la cauter
zacion del periostio se observé gran actividad osteogéni-
ca con zonas de osificacion endocondral y intramembra-Tabla 4. Clasificacion para evaluar la presencia de seu-
nosa (Tablas 4, 5y 6 y Fig. 3). doartrosis mediante la tincion con hematoxilina y eosina

Expresion del VEGF o _
Tejido tipo 1: hendidura

Las células al presentar una concentracion de VEGF to Tejido tipo 2:tejido fibroso puro
man una tincion marrén secundaria a la reaccion de pero L L ) o
xidasa. El grado de actividad osteoblastica estaba intima Tejido tipo3: tejido fibroso con areas cartilaginosas
mente relacionado con la cantidad de marcacion que ob  Tejido tipo 4: tejido fibroso con areas de osificacion
servamos.
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Tabla 5. Resultados del grupo en que se habia realizado ld
cauterizacion del periostio.
Grupo Tipo de tejido
1 semana N:4 4 tejido tipo 1 (hendidura) 1
2 semanas N:4 3 tejido tipo 2 (fibroso)
1 tejido tipo 3 (zonas endocondrales)
3 semanas N:4 4 tejido tipo 2 (fibroso) .
4 semanas N:4 4 tejido tipo 2 (fibroso)
Se constatd falta de consolidacién con zonas de hendidura y gap inte
fragmentario. —

Figura 3. Se constatan los bordes atroficos con la presencia
Tabla 6. Resultados de las piezas en que no se realiz6 de gap entre ambos fragmentos 6seos.
cauterizacion.

Grupo Tipo de tejido
1 semana . .
. 4 tipo 1 (hendidura)
N:4
2 semanas 2 tipo 3 (fibrosos con areas cartilaginpsa)
N:4 2 tipo 4 (fibroso con areas de osificacign)
3 semanas 1 tipo 3 (fibrosos con areas cartilaginpsa)
N:4 3 tipo 4 (fibroso con areas de osificacign)
4 semanas 1 tipo 3 (fibrosos con areas cartilaginpsa)
N:4 3 tipo 4 (fibroso con areas de osificacign)

Se constata la consolidacion a las 4 semanas mediante osificacién intrgs
membranosa o endocondral.

Grupo con cauterizacion del periostio Figura 4. A. Se constata la ausencia de expresion
del VEGF en el citoplasma de las células del borde atréfico
En este grupo no observamos la presencia de VEGF e correspondiente al borde seudoartrésizaCorresponde
los osteoblastos, condrocitos ni megacariocitos de la ca @l mismo corte histolgico pero sin tincién para VEGF.
vidad medular (Fig. 4). Se observa la falta de actividad celular en el borde de la
seudoartrosis.

Grupo sin cauterizacion del periostio

En este grupo observamos la expresiéon del VEGF er
los bordes activos del frente de osificacion. Su expresio
pudimos observarla en osteoblastos activos, megacarioc
tos y condrocitos de los callos de consolidacién (Fig. 5).

Discusién

Mediante el siguiente trabajo de experimentacién s
desarroll6 un nuevo modelo de seudoartrosis en roedor
altamente reproducible que permitira utilizarlo para el es
tudio de la fisiopatologia de esta enfermedad, asi com
para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos pr
puestos para tratarla.

Los modelos descritos antes utilizaron la inestabilidad
para generar seudoartrosis, tomando como hipotesis U Figura 5. Se constata la expresion del VEGF en el citoplasma
efecto mecanico con macromovimientos como causa dt¢ de las células del borde de la osteotomia, lo que sugiere
la enfermedad. la actividad de éstas.
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Teniendo en cuenta la experiencia clinica en la cual elseudoartrosis.
estimulo del periostiosfrepping periéstico) en los pa- Mediante el presente trabajo de investigacion pudimos
cientes con seudoartrosis genera un estimulo en la reactinferir que la disminucién o falta de expresién del VEGF
vacion de la osteogénesis, planteamos la hip6tesis de unen las células (osteoblastos, condrocitos, megacariocitos)
probable causa biol6gica en el desarrollo de la afe€cion.de los animales en los que se realizo la electrocauteriza-

Estudios experimentales y clinicos han evidenciado lacion puede explicar el estimulo bioldgico del periostio en
importancia del periostio en la consolidacion de la fractu-la consolidacion ésea.
ra aportando una vascularizacién y concentracion ade- Pudimos corroborar también la expresién del VEGF en
cuadas de células mesenquiméticas pluripotenciales resnegacariocitos de la cavidad medular de los animales en
ponsables de intervenir en la osificacibn endocondral elos que se habia logrado la consolidacion. Estas células
intramembranosa. Sin embargo, no se ha estudiado aun ebn las precursoras de las plaquetas, lo cual corrobora la
efecto que tiene el periostio sobre los factores de crecihipétesis de la capacidad osteogénica de la médula 6sea
miento fundamentales para generar un microambiente ossecundaria a la presencia de concentraciones elevadas de
teogénico. factores de crecimiento.

El VEGF es una molécula fundamental en el proceso Consideramos haber desarrollado un modelo en roedo-
de osteogénesis, ya que no sélo estimula la angiogénesigs de seudoartrosis no descrito previamente, asi como
necesaria para una consolidacion 6sea adecuada simar una explicacion bioldgica al efecto que tiene el pe-
también la osificacion endocondral e intramembranosariostio en la consolidacion ésea.
del callo de fractura. Bedrdemostr6 una menor concen- Referencias bibliograficas
tracién de este factor en ratas diabéticas que presentaban

1. Beam HA, Gandhi A, Niver G, et al Reduced VEGF expression in the fracture callus of the diabetic BB Witt&0Pa
Annual Meeting in the Orthopedics Research Society, Marzo, 2004.

2. Boyan BD, Caplan Al, Heckman JD, et al Osteochondral progenitor cells in acute and chronic canine nonuhiomshop
Res17(2):246-255;1999.

3. Chen YJ, Wurtz T, Wang CJ, et al Recruitment of mesenchymal stem cells and expression of TGF-beta 1 and VEGF in the
esarly stage of shock wave-promoted bone regeneration of segmental defectli@rditsp ReR2(3):526-534;2004.

Hietaniemi K, Peltonen J, Paavolainen PAn experimental model for non-union in ratgury;26(10):681-686;1995.

5. lllarramendi A, Schulz C, De Carli P. The surgical treatment of Kienbock’s disease by radius and ulna metaphyseal core
decompressionl Hand Surg (Am26(2):252-260;2001.

Marsh D. Concepts of fracture union, delayed unionm and nonu@itim Orthop (355 Suppl):S22-30;1998.

Milgram JW . Nonunion and pseudoarthrosis of fracture healing. A histopathologic study of 95 human spéziimens.
Orthop(268):203-213;1991.



