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Introduccion.

1. Introduccion.

1.1. Epidemiologia.

Con el incremento de la esperanza de vida en paises, como Estados Unidos, la
poblacion por encima de los 65 afios ha ido aumentando progresivamente.
Entre 1992 y 2005 se produjo un aumento del 14% y se estima que en los
préximos 14 aflos aumentara un 44% mas (1). Con esta tendencia, se calcula
que en 2050 la poblacion mayor de 65 afios alcanzara los 69 millones de
habitantes (2).

Debido al envejecimiento de la poblacién, en un futuro proximo nos tendremos
gue enfrentar al tratamiento de pacientes mas probleméticos desde el punto de
vista sanitario. Son pacientes con mayor facilidad para las caidas, con
capacidad de regeneracion ésea limitada y con mas comorbilidades asociadas.
Todo esto conlleva que las complicaciones derivadas de las fracturas como son
las infecciones, los retrasos en la consolidaciéon o incluso la falta de
consolidacion se den con mayor frecuencia (3).

En un estudio publicado por van Staa en 2001 se recoge una serie de 222
pacientes, seleccionados en la zona sanitaria de Gales (UK), con fracturas por
fragilidad. En él se pone de manifiesto una pérdida de supervivencia de un 10-
20% en aquellos pacientes que presentaron fractura de cadera y vertebral
asociadas (4). Dadas la tendencia demogréfica actual, parece inevitable pensar
gue en los proximos afios nuestros pacientes tendran peor prondstico.

De los 6 millones de fracturas que se producen anualmente en Estados Unidos
(5) 1.5 millones son por fragilidad 6sea, lo que supone un gasto de 8,7 billones
de délares (3). Por tanto, no sélo nos enfrentamos a un problema de salud sino
también econdmico.

A pesar de los grandes avances en el tratamiento de las fracturas de huesos
largos en las Ultimas décadas, el mecanismo biologico de consolidacion vy
remodelado de las mismas no es un campo conocido por completo (5).
Numerosos procesos deben llevarse a cabo para la consolidacion de la
fractura, haciendo que cualquier fallo desencadene un retraso de esa
consolidacion o incluso el fracaso de la misma.

De todas las fracturas que se producen anualmente, se estima que entre un 6 y
un 10% evolucionaran a retraso o a la no consolidacion de la fractura y su
tratamiento es uno de los mayores retos a los que un cirujano debe enfrentarse

25



Introduccion.

(6). Actualmente en Estados Unidos, se registran unos 600.000 retardos de
consolidacion al afio (7), de los cuales 100.000 evolucionan a pseudoartrosis
(8, 9). Estas cifras nos dan una idea del problema al que nos enfrentamos.

La prevalencia de la pseudoartrosis es muy variable. Depende en gran medida
del hueso que sufre la fractura y del tratamiento indicado para la misma.
Tomando como ejemplo una fractura diafisaria de fémur tratada con un
enclavado anterégrado, la tasa de pseudoartrosis supone entre un 2 y un 8%
(10); sin embargo en la tibia, con el mismo método de osteosintesis, aumenta
hasta 16-80% segun las series actuales (11).

Aunque la incidencia de pseudoartrosis en pacientes osteoporoticos no esta
claramente determinada, se han estudiado las tasas de fallo de los implantes
utilizados en pacientes osteoporoéticos. Es evidente que no todos los fracasos
de sintesis de los pacientes osteoporoéticos van a ser por un retardo en la
consolidacion, pero nos da una idea aproximada del porcentaje de casos
afectados (12). Un estudio realizado en 2007 por Parker revela una tasa de
pseudoartrosis en fracturas femorales del 19% que se incrementa hasta casi un
25% en el caso de que el paciente supere los 70 afios de edad. Si bien no se
estudio la variable de la osteoporosis como causa de este aumento, si es cierto
gue los pacientes mayores de 70 afos presentan un riesgo aumentado de
pseudoartrosis (13).

Al encontrarnos con una poblacién envejecida, con multiples comorbilidades
asociadas, es de esperar que tengan diferentes tratamientos farmacolégicos,
gue puedan alterar la consolidacién de las fracturas. Ademas dado que casi un
30% de la poblacién mayor de 65 afios esta diagnosticada y recibe tratamiento
para la osteoporosis (14), es interesante saber hasta qué punto estos farmacos
alteran la consolidacion de las fracturas, tanto positiva como negativamente.

El tratamiento de las pseudoartrosis es muy complejo y conlleva un elevado
impacto econdmico. Los costes directos estimados actualmente oscilan en
torno a los 25.000 US dolares por paciente (15). Si ademas sumamos los
costes indirectos como las pérdidas de productividad del enfermo, estos costes
se disparan. Por tanto cualquier estrategia que intente mejorar esta perspectiva
economica puede ser de gran utilidad (9, 16).

Por todo lo anteriormente expuesto, surge la necesidad de estudiar si existen
farmacos que ayuden a la consolidacion. En principio, parece que los farmacos
utilizados para el tratamiento de la osteoporosis podrian ser los ideales, ya que
actian como moduladores de los mecanismos de reparacion 6sea. El presente
estudio valora la utilidad del tratamiento con uno de estos farmacos en la
pseudoartrosis: el ranelato de estroncio.
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1.2. La fractura.

Podemos definir la fractura como aquella pérdida de continuidad del hueso que
hace que se produzca una movilidad andmala y la pérdida de sus funciones
basicas de soporte y proteccion (17, 18). Ademas de la discontinuidad del tejido
0seo, se produce la lesion de las partes blandas circundantes que liberaran una
serie de factores que marcaran el inicio del proceso de consolidacion (19).

Desde el punto de vista biomecanico, la capacidad del hueso para resistir una
determinada carga sin romperse dependera del tamafio del hueso, de la
distribucion o microarquitectura que presente y de su composicién. Ademas
cada hueso tiene wunas caracteristicas especificas (tamafio, forma,
composicion) que le confieren la capacidad de resistir una fuerza determinada
por su magnitud y su direccién. En ocasiones el hecho de aplicar una fuerza de
menor magnitud pero con una direccion que el hueso no esta disefiado para
soportar puede producir la fractura (18, 20).

El tejido 6seo es el Unico tejido de nuestro organismo que tiene la capacidad de
regenerarse sin dejar una cicatriz fibrosa; es decir tras el periodo de
consolidacion el tejido formado sera histolégicamente igual al previo a la
fractura (21). Esto no quiere decir que cuando la fractura consolide lo haga de
manera satisfactoria. Debido a las diferentes fuerzas que actlan sobre el
hueso, los fragmentos pueden sufrir desplazamientos haciendo que esa
fractura consolide en mala posicion y alterando la funcionalidad. Nuestro papel
a la hora de tratar estas fracturas sera el de conseguir que el hueso consolide
en la posicion adecuada, para restablecer sus funciones lo antes posible. Con
la bateria de materiales de osteosintesis con la que contamos, también
podemos hacer que se recuperen las funciones del hueso mientras este
consolida, acortando por tanto los tiempos de convalecencia de los pacientes
(17, 18).

1.2.1 El proceso de consolidacién de la fractura

Como ya se ha mencionado, la fractura de un hueso largo tiene dos
consecuencias inmediatas: la pérdida de integridad mecénica y la
discontinuidad fisica del hueso. Con la consolidacion de la fractura se estabiliza
el foco de dicha fractura y se restaura la continuidad del hueso recuperando asi
sus propiedades (22).

El término “callo de fractura” se refiere a la formacion de hueso que rellena ese
defecto producido por la fractura. Su proceso de formacién comienza
inmediatamente después de producirse la fractura (17, 22).
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La consolidacion es un proceso fisiologico. Los avances en biologia celular y
molecular nos han permitido conocer mas a fondo el funcionamiento de los
diferente tipos celulares, proteinas y genes vitales para restaurar la integridad
del hueso sin formacion de tejido cicatricial residual (23). Cualquier agresion o
alteracion de ese equilibrio, tanto espacial como temporal, puede alterar la
cascada de consolidacion y hacer que el proceso se detenga.

El tejido 6seo se comporta (biologica y mecanicamente) de diferentes maneras
segun el tratamiento escogido por el cirujano. Si éste decide un tratamiento
quirdrgico en el cual el sistema de fijacion utilizado nos otorgue estabilidad
absoluta dard lugar a una consolidacion “directa o primaria”. Si el sistema
utilizado le da a la fractura una estabilidad relativa (como el tratamiento
ortopédico o los enclavados) la consolidacion se producira de forma “indirecta o
secundaria” (21, 24, 25).

Aunque la importancia de la estabilidad mecanica no es discutible, también
merece la pena destacar que estas actuaciones quirdrgicas deben estar
coordinadas en tiempo y espacio con la evolucién de la fractura, para no
interrumpir ni dificultar el proceso (23).

1.2.1.1 Consolidacion directa o primaria.

Este proceso de consolidacion no tiene lugar de manera natural. Requiere una
reduccion anatémica de la fractura, sin espacios interfragmentarios y de un
sistema de fijacién que le confiera una estabilidad absoluta; por tanto es un
proceso que soélo se produce cuando el cirujano actda con un sistema de
fijacion interna que confiere estabilidad absoluta y mantiene los extremos
fracturarios a compresion (17, 21, 24).

Si el espacio entre fragmentos es menor de 0,01mm, la tension entre ellos sera
menor de un 2% y se producira una consolidacién “por contacto” (21). En estas
condiciones se formaran las unidades de remodelado o cutting cones cerca del
foco fracturario.

Los cutting cones (Figura 1) se componen de osteoclastos en la zona de
avance; éstos cruzan el foco fracturario generando cavidades longitudinales
que seran rellenadas posteriormente de hueso generado por osteoblastos,
situados en la zona mas retrasada de la unidad de remodelado. A
consecuencia de estas acciones se crean verdaderos puentes 0seos entre
ambos fragmentos y el restablecimiento de los sistemas de Havers en direccion
axial (21, 26).

En los sistemas recién formados se producirA una invasion de vasos
sanguineos que llevaran formas precursoras osteoblasticas; estas osteonas
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recién formadas maduraran y se remodelaran de forma directa dando lugar al
hueso laminar (17, 19, 21, 26, 27).

Primary bone healing

Fracture line

Cutting cone
with osteoclasts
resorbing bone

XQ Q 1@ Do 60
Closing cone '
with osteoblasts

laying down
new bone A

Figural: (A) Diagrama del cono de corte; la zona frontal presenta numerosos osteoclastos que
reabsorben el tejido 6seo desvitalizado mientras que en la cola se asientan los osteoblastos
cuya mision es la de crear nuevo hueso que rellene el canal hecho por los osteoclastos. (B)
Preparacion histolégica en la que se visualiza el cono de corte, caracteristico de la
consolidacién primaria o directa. Fuente: K.Ito SMP. Biology and Biomechanics in Bone
Healing. AO Principles of Fracture Management. expanded s, editor2007. 9-31 p y Rajeev
Jahagirdar BS. Principles of fracture healing and disorders in bone union. Surgery.
2008;27(2):63-9

1.2.1.2 Consolidacién indirecta o secundaria.

Es la forma de consolidacion mas comun; en este caso el cirujano no actua
sobre la fractura otorgando estabilidad absoluta sino que la estabilizacion es
relativa. Un ejemplo de ésto son los enclavados, sistema de osteosintesis
utiizado en este estudio y sobre el que desarrollamos nuestro modelo de
pseudoartrosis (24).

Entre los fragmentos tiene lugar micromovimientos que estimulan la formacion
del callo de fractura y consolidacion mediante la combinacion de osificaciones
endocondral y membranosa (24, 25, 28).

Los micromovimientos que tienen lugar en el foco de fractura estimulan la
consolidacion. Sin embargo no deben ser excesivos pues pueden causar el
efecto contrario: retardos de consolidacion y pseudoartrosis. Siempre que la
distancia interfragmentaria sea menor de 2 mm, la amplitud del movimiento no
sea mayor de 1 mm y que ese movimiento se produzca siguiendo el eje mayor
del hueso fracturado, favoreceran la formacion del callo de fractura (22, 26).
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El callo de fractura

La consolidacion de la fractura no solo involucra a los fragmentos dseos
afectados sino que las estructuras circundantes también juegan un papel muy
importante en todo el proceso. Principalmente participaran, en mayor o menor
medida, cuatro elementos béasicos que son (22, 24, 25, 27, 29):

e El hueso cortical.

e El periostio.

e Tejido fascial indiferenciado cercano al foco.
e Meédula 6sea.

Podemos dividir el proceso de consolidacion en diferentes fases; los estadios
basicos son la inflamacion, la reparacion y el remodelado (25, 29, 30) (Figura
2).

Fracture

Softcallus Hard callus Remodeling

fibrous tissue
cartilage lammelar bone
mineralization of cartilage

anulation ti
resorption of w woven bone regenerated issue

Inflammatory stage Repairstage Remodelling

H\ »
S weo S mocrs

nemorhage ro .+
forming of fracture hematoma

coagulation
inflammatory factors
cell activation

fibrocartilage

Figura 2: Diagrama del proceso de consolidacion; division en varias partes que se suceden y
solapan en el tiempo. Fuente: Kolar P, Schmidt-Bleek K, Schell H, Gaber T, Toben D,
Schmidmaier G, et al. The early fracture hematoma and its potential role in fracture healing.
Tissue engineering Part B, Reviews. 2010; 16(4):427-34.(25)

Fase inflamatoria.

La reaccion inmediata a la fractura es el sangrado, tanto del hueso como de los
vasos y resto de partes blandas circundantes. Este dara lugar a un hematoma
que marca el inicio de la fase inflamatoria y el comienzo del proceso de
consolidacion (25). Esta fase es vital para la correcta consolidacion pues dara
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lugar a un coagulo entre los fragmentos que hara las veces de “plantilla” para el
futuro callo de fractura (27, 31, 32).

Al mismo tiempo, los bordes fracturarios se presentan como una zona marginal
avascularizada que se necrosa; estas células necréticas liberaran sustancias
guimiotacticas, que inician la respuesta inflamatoria mediante la infiltracion del
hematoma por células inflamatorias (28).

La respuesta inflamatoria es muy potente y capaz de iniciar la consolidacion,
sin embargo, si no es autolimitada puede producir dafio a nivel local; por eso
diversos sistemas reguladores limitan su duracibn a una semana
aproximadamente (17, 19, 28, 33).

Las primeras 24 horas son las mas importantes, en éstas se producird un pico
de secrecion de moléculas proinflamatorias, criticas para el correcto desarrollo
del callo; estas moléculas son el Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa) y las
interleuquinas-1 (IL-1), IL-6, IL-11 e IL-18.

Estos factores mencionados son primordiales ya que tienen capacidad de
reclutamiento de células imflamatorias y promueven la angiogénesis (21).
Ademas de todo ésto, Tsuji et al (34) han encontrado en la proteina 6sea
morfogenética 2 (BMP-2) otro factor clave ya que detectan un aumento brusco
en su secrecion durante estas primeras 24 horas. Su importancia radica en su
capacidad como sefal de respuesta rapida ante una fractura (24, 34).

El TNFa presenta un aumento brusco de concentracién a las 24 h de la
produccion de la fractura y volvera progresivamente a sus niveles basales a las
72h de la misma. En ese tiempo el TNFa es expresado por las células
inflamatorias, entre ellas los macréfagos y se cree que su accion principal es
inducir la respuesta inflamatoria secundaria. In vitro se ha demostrado que
induce la diferenciacion de células mesenquimales indiferenciadas hacia la
linea osteogénica (21, 27, 28).

La IL-1 y la IL-6 se consideran como las moléculas mas importantes para el
proceso de consolidacion de la fractura. En el caso de la IL-1 su expresion es
bifasica coincidiendo en la fase aguda con la produccion del TNFa. En la fase
aguda de la inflamacion estimula la secrecion de IL-6 por los osteoblastos, la
formacion del callo cartilaginoso y la angiogénesis (21, 27).

La IL-6 solamente se produce en la fase aguda con los objetivos de estimular la
angiogénesis, la secrecion del factor de crecimientodel endotelio vascular
(VEGF) y la diferenciacion de osteoblastos y de osteoclastos (21).
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Para que el hueso pueda consolidar es esencial la presencia de células
mesenquimales indiferenciadas (35). Estas proceden tanto de tejidos préximos
(periostio y médula 6sea), donde es esencial el papel del TNFa para la
diferenciacion a linea osteogénica, como de la circulacion sistémica en la que
las BMPs 2 y 7 juegan un papel importante para su reclutamiento desde el
torrente sanguineo a la zona de fractura (21, 27, 36).

Actualmente existen numerosas lineas de investigacion que estan probando el
uso de estas moléculas en estudios clinicos para casos en los que la
consolidacion ha fracasado (23).

Fase de Reparacion.

Aproximadamente al décimo dia, el hematoma se rellena de tejido de
granulacion rico en fibrina (24, 37). Este tejido dara lugar a la osificacion
endocondral en la zona mas periférica del foco, externo al periostio. Este tejido
cartilaginoso es el que formara el callo blando de fractura, cuya mision es la de
dar estabilidad al foco de fractura, evitar acortamientos y servir de molde al
callo duro (21, 26). Al mismo tiempo que ocurre esto, bajo el periostio,
comienza la osificacibn membranosa en las zonas mas alejadas al reborde
0seo fracturario y siempre subperiostico; esta formacion dara lugar al callo duro
y es la que otorga a la fractura la rigidez necesaria para permitir la carga (21).

La consolidacion secundaria utiliza por tanto diferentes vias de osificaciéon
teniendo en cuenta la localizacion (médula 6sea, periostio, inter-corticales y
partes blandas circundantes).

Consolidacion endostal: Se origina en la cavidad medular. Los componentes
celulares de la médula se agruparan en dos zonas, una de alta y otra de baja
densidad. En la zona de alta densidad celular, las células de la médula 6sea se
transformaran en precursores osteoblasticos que seran los responsables de la
produccion del callo endostal, a diferencia de las otras zonas implicadas
(cortical, periostio y partes blandas circundantes), la zona medular esta menos
afectada por influencias de tipo mecanico (23, 28, 38).

Consolidacion periostal: Tiene lugar a nivel subperiostico. Esta consolidacion
precisa de las dos formas de osificacion, tanto la endocondral como la
membranosa. La osificacion intramembranosa ocurre relativamente rapido
observandose en las zonas mas alejadas de la fractura. Esto es debido a que
este tipo de osificacion precisa de un abundante aporte de oxigeno y bajas
demandas mecanicas. Por eso no es posible que aparezca a nivel de la
fractura donde las condiciones tanto mecanicas como vasculares son peores
(18, 28, 39). El punto de referencia de esa tensién de oxigeno y estabilidad lo
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marca el periostio; internamente a éste se producird la osificacion
intramembranosa en zona mecanicamente mas estable y externamente a él la
endocondral, en zona mas inestable mecanicamente (18, 32).

Consolidacion entre las zonas terminales de hueso cortical: Es la zona mas
inhospita del foco de fractura; en ella la tension de oxigeno es baja y el pH esta
disminuido por el acimulo de lactato debido a un insuficiente aporte vascular y
a la inestabilidad mecanica de la zona (25, 39). Esto implica que la osificacion
intramembranosa no se puede llevar a cabo y en su lugar se desarrollara la
endocondral (18, 38). La diferencia basica entre ambos tipos es el uso de un
precursor cartilaginoso en el caso de la osificacion endocondral. Cuando hay
menor aporte sanguineo el tejido formado es cartilaginoso, que es
energéticamente menos demandante; asi se confiere cierto grado de
estabilidad al foco de fractura permitiendo la formaciéon de yemas vasculares
gue aporten oxigeno a estas zonas Yy se sustituya ese tejido cartilaginoso por el
hueso recién formado (18, 30, 31).

Consolidacion del tejido fascial y de las partes blandas circundantes: Como en
el caso de la consolidacién entre los fragmentos corticales, la situacion
mecanica y vascular es precaria; por eso también tendra lugar la osificacion
endocondral en esta zona (18).

La generacion de ambos callos es totalmente dependiente de la aparicion de
células mesenquimales indiferenciadas, tanto de los tejidos cercanos
implicados como de la sangre periférica. Tras su aparicion, se desencadena la
produccion de matriz colagena de tipo | y tipo Il. En este proceso la
superfamilia del Factor de crecimiento transformante (TGF-3) parace tener gran
importancia; sobre todo los TGF-2, TGF-B3 y GDF-5 que esta involucrados en
la condrogénesis y por tanto en la osificaciébn endocondral. Se cree que las
BMP5 y 6 pueden estar relacionadas con la osificacion intramembranosa (34).

Como ya se ha mencionado antes, la osificacion intramembranosa no necesita
de un precursor cartilaginoso para la formacion de nuevo hueso mientras que la
endocondral si; en este aspecto se puede destacar que el paso de tejido
cartilaginoso a 6seo en este segundo tipo de osificacion puede ser un punto de
inflexion a la hora del correcto funcionamiento de la cascada de consolidacion
(24). Para que este callo blando se mineralice correctamente y pase a callo
duro inmaduro, es vital la interaccién con las células angiogénicas (24, 33).

A medida que el callo cartilaginoso progresa, los condroblastos se hipertrofian y
la matriz extracelular se calcifica. Para que se produzca la calcificacion de la
matriz extracelular los condroblastos hipertrofiados deben segregar calcio y
proteasas, que degradan la matriz y permiten su mineralizacién. En cuanto las
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proteasas degradan los proteoglicanos de la matriz, se liberan iones de fésforo
necesarios para su precipitacion con los de calcio. Una vez que el callo
cartilaginoso ha sido mineralizado comienza la angiogénesis (24, 40).

Durante la osificacion endocondral es necesaria la apoptosis de los condrocitos
y de su matriz para que se produzca la invasiéon por las nuevas yemas
vasculares favoreciendo asi la mineralizacion. Las moléculas mas importantes
en este proceso son el VEGF y la angiopoyetina (21). La angiopoyetina se
segrega en las primeras horas de la fractura; ésto sugiere que su funcién es
favorecer que se establezcan nuevos vasos desde los ya existentes (29).

Se cree que el VEGF es el factor regulador mas importante para la
vascularizacion del callo de fractura porque es neoangiogénico (21). Los
osteoblastos y los condrocitos hipertroficos expresan esta citoquina y gracias a
la creacion de estos vasos llegaran mas células mesenquimales
indiferenciadas al callo de fractura favoreciendo aun mas la mineralizacion del
callo blando (24, 33).

El proceso de formaciéon del callo duro esta regulado por el M-CSF, RANK-L,
OPG y TNF-a (21, 24, 40) El TNF-a sigue con su funcién reclutadora de células
mesenquimales indiferenciadas, aunque en esta fase parece que su funcion
mas importante es inducir la apoptosis de los condrocitos (24). Por otro lado,
las moléculas M-CSF, RANK-L y OPG seran las responsables de la activacion
de la linea osteoclastica, comenzando asi la resorcion del cartilago calcificado
(21, 41).

Fase de Remodelado.

Una vez tenemos el callo de fractura formado, podemos decir que la
continuidad fisica ha sido restaurada; no obstante es un tejido que no cumple
con las propiedades del tejido 6seo en cuanto a la histologia y biomecanica se
refiere; es desorganizado. El remodelado 6seo no es otra cosa que la
adaptacion de ese callo a la estructura laminar con su cavidad medular y forma
debidamente restauradas; este proceso es el mas largo de todos pudiendo
tardar afios en completarse (18, 21, 42).

El patron trabecular del tejido 6éseo esta caracterizado por su orientacion, de tal
manera que sus lineas siguen las de mayor estrés para el hueso (42). Este
concepto sigue la “ley de Wolf” del remodelado que dice que los cambios
producidos en esta fase ocurren como respuesta a las demandas mecanicas
sobre ese callo de fractura; es lo mismo que ocurre en el recambio del tejido
0seo sin fractura previa (23, 38, 42).
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IL-1 y 6 aumentan de nuevo en esta fase mientras que RANK-L, M-CSF y TGF-
B disminuyen sus niveles (32).

1.3. Diagndstico: ;,Cémo sabemos si la fractura ha consolidado?

A pesar de que el seguimiento de la consolidacién de las fracturas es tarea
habitual en nuestra practica clinica y existen numerosos estudios que abordan
este tema, existe una gran variabilidad entre los profesionales a la hora de
determinar el éxito de la consolidacion y su definicion continua siendo tema de
debate. Esto es debido a que es un proceso largo, complejo y continuo por lo
gue se hace imposible determinar un punto de inflexion en el cual pasemos de
“fractura sin consolidar” a “fractura consolidada” (43).

Todos los cirujanos usamos los mismos factores prondsticos para valorar el
retraso de la consolidacion y pseudoartrosis, sin embargo parece que no existe
consenso en cuanto a la importancia que les damos a esos factores ni a la
definicion exacta de estas dos entidades (Figura 3) (43-45).
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Figura 3: Prediccion de ocurrencia de retrasos de consolidacion y pseudoartrosis en fracturas
de diafisis humeral. Este grafico es un ejemplo en el que los cirujanos diagnostican de retrasos
de consolidacién y pseudoartrosis. La mayoria considera el diagndéstico retraso en torno a la 82-
122 semana mientras que la pseudoartrosis en torno a la 122-242 semana. No obstante se
objetiva bastante variabilidad interobservador. Fuente: Bhandari M, Fong K, Sprague S,
Williams D, Petrisor B. Variability in the definition and perceived causes of delayed unions and
nonunions: a cross-sectional, multinational survey of orthopaedic surgeons. The Journal of
bone and joint surgery American volume. 2012;94(15):e1091-6.

Establecer una definiciéon estandarizable de los trastornos de consolidacién
tiene importancia tanto en la practica clinica como en el ambito de la
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investigacion. Si no existe una definicion clara, los resultados de los estudios
que realicemos pueden no ser comparables y en el caso de la préactica clinica
pueden considerarse consolidadas fracturas que realmente no lo estan y a la
inversa.

Bhandari et al (44) realizan en 2012 un estudio en el que se valora el consenso
de los cirujanos a la hora de diagnosticar retardo de consolidacion y
pseudoartrosis. EI 88% de los cirujanos preguntados se decantan por catalogar
de retardo de consolidacion a aquella fractura en hueso largo que no
consolida al 3°'-6° mes y de pseudoartrosis a la que no lo hace a pesar de estar
entre el 6°y el 9° (44).

Aunque diferimos en cuanto al tiempo de evolucién y diagndstico, lo que la gran
mayoria de los cirujanos tenemos en comun es el modo de evaluacion de la
fractura. En nuestra practica clinica habitual la manera de evaluar si la fractura
evoluciona hacia la consolidacion de forma adecuada es mediante una serie de
criterios clinicos y radiologicos (44-46).

1.3.1 Ciriterios diagnoésticos clinicos.

El punto de partida debe ser una correcta exploracion clinica. Debemos
anticiparnos a los problemas que pueda suscitar la consolidacién de una
fractura sabiendo todos aquellos factores de riesgo que presente el paciente,
tanto los dependientes de éste (fumador, vasculopata, desérdenes genéticos),
como los relacionados con la propia fractura (conminucion de la fractura,
estado de partes blandas, pérdida 6sea) (8, 9).

Existen diversos sintomas que pueden relacionarse con un fracaso de la
consolidacion; el factor predictor mas consistente es el dolor con la carga sobre
la extremidad afecta (46). Si este dolor se mantiene durante 3 meses tras la
fractura serd indicativo de retardo de la consolidacion, si se prolonga mas en el
tiempo (hasta 6 meses) nos hara sospechar de una pseudoartrosis (44, 47).

Si bien este sintoma es el que mas se relaciona con la falta de recuperacion,
existen otros sintomas que, sin presentar tanta consistencia, también se deben
tener en cuenta como son: el dolor a nivel de la fractura, la sensacion de fallo
de la extremidad con la carga, la incapacidad para realizar las actividades de la
vida cotidiana, el dolor a la palpacion, etc (44, 47).

Desde el punto de vista médico, utilizar la clinica del paciente como Unico
método diagndstico de consolidacion puede ser ademas de complicado muy
inexacto; la clinica debe ser un motivo de sospecha, pues los sintomas
descritos no son objetivables por el médico. En este sentido los test de calidad
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de vida, pueden jugar un papel muy importante; son la Unica manera que
tenemos en la actualidad de “objetivizar” los sintomas del paciente (48).

Busse et al (47, 49) demostraron que los test de calidad de vida Short Form 36
(SF-36) asi como el Short musculoskeletal function assessment questionnaire
(SMFA-D) presentan diferencias estadisticamente significativas a la hora de
diferenciar que pacientes se siente recuperados de sus fracturas y los que
desarrollan problemas de consolidacion.

Existen a su vez, otra serie de datos clinicos objetivos que el médico puede
recabar, como son los estudios que valoren la fuerza y resistencia mecanica
del callo de fractura. Estas pruebas se basan en la determinacion del cambio
en la elasticidad 6sea, la transmision de ondas a través del callo, etc. Aunque
presentan resultados excelentes en estudios experimentales, todavia no tienen
aplicacion en la préactica clinica diaria (43, 50).

1.3.2. Ciriterios diagndsticos radiolégicos.

Las radiografias seriadas son la “piedra angular’” del seguimiento de una
fractura; tanto es asi que en estudios como el de Corrales et al (45),
determinan que hasta un 37% de los cirujanos, consideran que utilizando
Unicamente estos parametros podemos diagnosticar al paciente de un trastorno
de consolidacion.

Los criterios mas utilizados por los especialistas a la hora de determinar
radiograficamente si una fractura ha consolidado son: la aparicién de
trabéculas y puentes 0seos, la existencia de 3 6 4 corticales entre ambos
fragmentos y la obliteracion o borramiento de la linea de fractura (43, 45).

Estos criterios no presentan el mismo grado de variabilidad inter e
intraobservador. Whelan et al (51) publicaron un estudio en 2002 en el que
destaca la mayor concordancia de resultados interobservador para el
diagnostico de presencia de 3 0 4 corticales frente a la desaparicion de la linea
de fractura (k= 0,75; 95% intervalo de confianza, 0,61-0,89 frente a k= 0,70;
95% de intervalo de confianza, 0,56-0,84 respectivamente).

Aunque si se trata de una medicién objetiva de la evolucién de la fractura, no
existe una correlacion muy fuerte entre la aparicion del callo de fractura y la
rigidez y resistencia del callo pues las imagenes radiograficas de consolidacion
siempre aparecen mas tarde que la mejoria subjetiva del paciente. Por tanto,
parece que lo mas adecuado es la combinacidén de seguimiento radiografico y
estudio clinico del paciente para valorar la evolucion de la fractura (8, 45, 52).
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El estudio radiolégico, es el método mas utilizado en el 98% de los cirujanos y
lo prefieren como herramienta de seguimiento habitual. Sin embargo, en casos
complejos, la radiografia puede ser insuficiente. La utilizacion de la Tomografia
Computarizada (CT) asi como otros métodos diagnosticos tienen cabida en
este apartado como técnicas de apoyo (9, 45).

La Tomografia Computarizada (CT) se utiliza sobre todo en fracturas que
sabemos que tienen alta tasa de problemas de consolidacion (como en el
escafoides) o que por sus caracteristicas, la valoracion radiogréafica puede ser
dificultosa (gran conminucion, material de osteosintesis). En estos casos, la
valoracion puntual de esta técnica de imagen puede ser muy beneficiosa, ya
que aporta una visién en tres dimensiones de la fractura, elimina
superposiciones y tiene mas sensibilidad y especificidad que la radiografia
convencional (8, 9, 53).

Se ha valorado en numerosas ocasiones la posibilidad de realizar el
seguimiento rutinario mediante el CT (8, 47, 53). En este sentido, el CT es un
arma de doble filo; Bhattacharyya et al (54) demuestra, en un estudio publicado
en 2006, una sensibilidad del 100% con un 62% de especificidad del CT como
técnica de diagndstico en pseudoartrosis de tibia con enclavado endomedular.
Esto nos pone en una situacion delicada, por un lado su alta sensibilidad podria
hacerlo ideal como método de screening, sin embargo la especificidad tan baja,
da lugar a numerosos falsos positivos que se traducen en pacientes que se
someterian a cirugias muy agresivas sin necesidad de ello. Si a esto le
sumamos el elevado coste que supone realizar esta prueba y las elevadas
dosis de radiacion a las que sometemos al paciente, parece logico que
actualmente sélo se utilice en casos complicados, como técnica de segunda
linea tras el screening con la radiologia convencional (8).

Con el objetivo de mejorar todas nuestras estrategias de diagnéstico, se han
comenzado a utilizar otras técnicas auxiliares, como la ecografia y la
absorciometria para el seguimiento de las fracturas. Si bien, es cierto que la
absorciometria necesita de un CT para la cuantificacién volumétrica de mineral
gue hay en el callo, parece que sus resultados son reproducibles vy
prometedores; no obstante una vez mas son técnicas mas utlizadas en
investigacion que en la practica clinica por su inaccesibilidad para esta
patologia (55, 56).

Uno de los grandes inconvenientes de la radiografia convencional es que
tardamos entre 6 y 8 semanas en comenzar a detectar cambios en la fractura;
esto hace que sea una técnica de poca sensibilidad en las primeras fases de la
consolidacion (55). En este sentido, la utilizacion de la ecografia en las
primeras semanas podria ser interesante ya que puede detectar cambios en el
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callo en la fase inicial, 1-2 semanas post-fractura (56). Ademas la reciente
evolucion de esta técnica hacia el Power Doppler Ultrasonography o PDU hace
incluso que podamos detectar el grado de vascularizacion del callo, que como
ya sabemos es esencial para su correcta consolidacién (57, 58).

Con toda la bateria de pruebas de imagen que actualmente estan en auge,
puede que con el paso de unos afos, la utilizacion de las técnicas basicas de
radiologia y tomografia queden obsoletas, aiun cuando estas técnicas ahora
mismo son inalcanzables para la mayoria de los especialistas. La curva de
aprendizaje que presentan ademas de la falta de estudios que demuestren su
reproductibilidad, hacen que por el momento el seguimiento de una fractura se
base principalmente en la clinica y en la radiografia seriada, dejando el CT para
la valoracion del seguimiento en fracturas mas complejas (55).

1.3.3. Otros criterios diagnosticos.

1.3.3.1. Marcadores bioguimicos a nivel sistémico.

Como ya se ha explicado en apartados anteriores, la cascada de consolidacion
empieza inmediatamente después de que se produzca la fractura e implica
toda una serie de moléculas y células, que podrian ser de utilidad para valorar
en qué fase de la consolidacion nos encontramos (19, 47, 59). Sin embargo
llevar esta teoria a la practica no es tan sencillo como pueda parecer. Los
niveles de factores de crecimiento, hormonas, etc. oscilan durante todo el
proceso. Ademas segun el tipo de hueso con el que nos encontremos y sus
niveles podran variar. Parece logico pensar que los niveles de proteinas
liberadas por fracturas de huesos largos mas grandes (fémur, tibia) seran mas
altos que los de huesos mas pequefios (radio, escafoides) (47, 60).

Aunque existen marcadores que derivan de la resorcion 6sea y los osteoclastos
(61), otros derivan de la formacion O6sea y los osteoblastos. Se han estudiado
ampliamente estos Ultimos y destacan entre ellos la fosfatasa alcalina
especifica del tejido 6seo (ALP), el propéptido N-terminal del procolageno tipo |
(PINP), el propéptido N-terminal del procolageno tipo Il (PIIINP), el propéptido
C-terminal del procoldgeno | (PICP) y la osteocalcina (OC) (59). Lo mas
destacable de estos estudios es que muestran una gran variabilidad en cuanto
a cantidad y tiempo, y que su aparicion va relacionada con la fase de
sustituciéon del callo blando por el duro, lo cual es menos apropiado para un
diagnostico precoz. Serian de mayor utilidad marcadores que aparecieran
antes (62-64); dicho de otro modo, durante el seguimiento de un paciente en
consultas, tenemos un periodo de unas 6-8 semanas en las que no podemos
saber si hay problemas con la consolidacion porque no tenemos herramientas
diagnosticas. Por tanto encontrar un marcador que nos dé informacién sobre
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ese periodo es de vital importancia; el TGFB1 podria ser una aportacion a la
solucion de este problema (65) (Figura 4).
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Figura 4: Niveles de TGFB1 en concentraciones absolutas. Se puede ver como las
concentraciones de TGFB1 disminuyen drasticamente en el grupo de pseudoartrosis frente a
las concentraciones del grupo control. Fuente: Hankenson KD, Zimmerman G, Marcucio R.
Biological perspectives of delayed fracture healing. Injury. 2014;45 Suppl 2:S8-S15.

En los estudios realizados sobre esta molécula, se observa como sus niveles
suben durante la segunda semana para volver a los niveles de referencia a la
sexta. Llama la atencidon que en pacientes con retrasos de consolidacion
presentan valores muy por debajo de lo normal ya en la cuarta semana (figura
4), haciendo que esta molécula se presente como el futuro marcador, en el
diagnostico precoz de la pseudoartrosis (59, 65, 66).

1.3.3.2. Diagnostico Histolégico.

Este tipo de diagnostico nos aporta una informacion esencial y generalmente
de certeza cuando tenemos dudas sobre la consolidacion de una fractura. Sin
embargo dado que es un método invasivo y cruento no se utiliza habitualmente
en la clinica practica. Cuando hemos llegado al diagnostico de pseudoartrosis
por los medios descritos con anterioridad y decidimos que la cirugia es el
tratamiento a seguir, aprovechamos el acto quirirgico para obtener muestras
del foco de fractura con el objetivo de confirmar por medios directos el
diagnostico y descartar otras patologias, que pueden estar asociadas, como la
osteomielitis cronica.
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Tanto el andlisis al microscopio como el ultraestructural nos aportan datos muy
valiosos sobre el estado de consolidacion de la fractura. Ultimamente se esta
investigando el papel que desempefia la expresion génica en el callo de
fractura. Posibles soluciones al problema del diagndstico precoz podrian
esconderse tras el analisis protedmico y su correlacion con los cambios que se
produzcan durante la consolidacion, pero es un terreno que todavia esta en
plena fase de desarrollo; para que esto suceda, inicialmente debemos contar
con un mapa celular fenotipico y molecular del patron normal de la
consolidacion, lo cual todavia esta en proceso de desarrollo (59).

Las muestras histol6gicas que vamos a obtener con frecuencia son las
procedentes de cirugias de rescate de pseudoartrosis en las que no
encontraremos continuidad, ni del hueso cortical ni del trabecular, presentando
ademaés indicios de necrosis, etc (67, 68).

Dependiendo del tipo de pseudoartrosis ante la que nos encontremos (atréfica
o hipertréfica), los hallazgos histoldgicos seran diferentes.

Si la pseudoartrosis es atréfica, es decir con poco potencial biolégico para la
consolidacion, a nivel macroscopico objetivaremos bordes esclerosados y en el
analisis microscopico podremos confirmar este hallazgo (8). Lo habitual es que
haya poco componente celular (condrocitos, osteoblastos, etc) y que aparezca
mucho tejido fibroso entre los fragmentos (69) (Figura 5).

En 1997 Hernigou et al (70) demostrd el bajo nivel de células mesenquimales
indiferenciadas que existen en los focos de pseudoartrosis de tibia en
comparacion con los niveles encontrados en pacientes cuyo proceso de
consolidacion fue normal. Evidentemente, no podemos tomar muestras
histoldgicas a todos los pacientes para tener un nivel de referencia con el que
comparar aquellos casos que no consolidan; pero este concepto nos da una
idea de porqué se produce la no consolidaciéon y cual puede ser la linea de
actuacion a seguir.

Otro problema es que a pesar de la existencia de capacidad biologica de
consolidacion, se presente una inestabilidad franca en el foco de fractura (8).
Lo esperable en el analisis macroscoOpico es la ausencia de puentes 6seos
interfragmentarios, pero al analizar microscopicamente la muestra se observa
abundante celularidad (condrocitos) y material osteoide rodeando estos
fragmentos (69).
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Figura 5: Preparacion histolégica de uno de los animales del estudio. Tincibn Hematoxilina-
eosina. Muestra de foco de fractura con pseudoartrosis atrofica. (A) Zona Activa con presencia
de condroblastos formando osteoide. (B) Zona inactiva en la que se objetiva sobre todo una
gran cantidad de material fibrilar y poca celularidad, caracteristico de tejido fibrético.

1.4. Factores que pueden alterar la consolidacidn.

La consolidacién de una fractura es un proceso muy complejo. Presenta
numerosas fases progresivas, es decir, sin la fase previa la siguiente no se
puede realizar y ademas esta regulado por multitud de células, mediadores,
factores de crecimiento, etc (31). Si alguno de estas fases o alguno de estos
mediadores implicados no funciona correctamente, puede desencadenar el
trastorno de la consolidaciéon y generar una pseudoartrosis (71).

Dada la gravedad de las consecuencias de un trastorno de la consolidacion, es
importante saber si el paciente que tenemos delante tiene mayor o menor
riesgo de sufrir una pseudoartrosis. En este sentido nos podemos anticipar
conociendo todos aquellos factores de riesgo que pueden condicionar el
correcto desarrollo de la consolidacion.

A continuacion se describen brevemente los factores de riesgo mas comunes.
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1.4.1. Factores de riesgo relacionados con el paciente.

1.4.1.1. Factores genéticos.

Cualquier alteracion en la expresion de los genes y moléculas implicadas
puede alterar la consolidacion.

A modo de ejemplo, expongo los casos mas conocidos:

e Los polimorfismos en nucleétidos (SNP) de los genes conocidos por
codificar moléculas inhibidoras de las BMP (Noggin y Smad6) se asocian de
manera significativa al fracaso de la consolidacion (41, 72).

e Se ha sefalado la asociacion significativa encontrada en un haplotipo de
PDGF vy las pseudoartrosis, indicando que algunos polimorfismos de este gen
pueden estar relacionados con un aumento del riesgo de desarrollar
pseudoartrosis (72-74).

1.4.1.2. Enfermedades sistémicas.

e Diabetes Mellitus: Tanto los pacientes del tipo | como lo del tipo Il
presentan mas riesgo de pseudoartrosis. La alteracion en los niveles de
insulina hace que la produccion de colageno por parte de los osteoblastos esté
disminuida. Determinados farmacos antidiabéticos, como son las tiazolidionas,
tienen efectos antiosteogénicos. Ademas de ésto, los niveles de hemoglobina
glicosilada (HBA1c) superiores al 7%, la vasculopatia y la neuropatia periférica,
que presentan estos pacientes, hacen que no soélo esté alterada la
consolidacion sino también la curacion de partes blandas y que exista un mayor
riesgo de infeccién (73-75).

e Obesidad: Las personas obesas tienen mayor predisposicion a tener
enfermedades de tipo musculo-esquelético y a sufrir complicaciones; la
pseudoartrosis no es una excepcién. Para el mismo tipo de fractura, el cirujano
experimenta mas dificultad en la reduccion y en el tratamiento de partes
blandas en personas obesas que en personas con indice de masa corporal
normal. Ademas los sistemas de osteosintesis no estan diseflados para
soportar cargas tan elevadas y a menudo se vuelven insuficientes. Todo ésto
hace que presenten mayor tasa de complicaciones en cuanto a la
consolidacion se refiere (73).

e Osteoporosis: Es una patologia 6sea cuya caracteristica principal es el
aumento del riesgo de sufrir una fractura por fragilidad del tejido 0seo. Este
hecho no debe confundirnos pues la fragilidad 6sea no altera la consolidacion
de manera directa (13, 76). El aumento de la edad, las alteraciones en el
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metabolismo éseo y el retraso de la maduracién del callo si son procesos que
ocurren en los pacientes osteopordticos y que pueden desencadenar
alteraciones en la consolidacion (73). Si a estos datos le sumamos la menor
actividad del periostio, la aterosclerosis y la capacidad de respuesta de
revascularizacion disminuida, tendremos como consecuencia un aumento de la
tasa de pseudoartrosis en estos pacientes (73).

1.4.1.3. Edad avanzada.

Es un hecho que en los proximos afios nos enfrentaremos a una poblacion
mayoritariamente envejecida. Esto conlleva que trataremos pacientes con
mayores tasas de complicaciones; la pseudoartrosis es una de ellas (14).

La capacidad para mantener la estabilidad del foco de fractura de los sistemas
de osteosintesis se ve drasticamente disminuida por la osteoporosis y la
respuesta a las sefiales moleculares y de las células osteoprogenitoras esta
mermada. De todos modos, no esta del todo claro si estos sucesos se deben a
la osteoporosis 0 a la edad propiamente dicha (3, 13, 73).

1.4.2. Factores relacionados con el ambiente.

1.4.2.1. Tabaco.

La nicotina inhibe la secrecion de TNFa por medio de la activacién de la via
colinérgica; ademas es un potente vasoconstrictor. Provoca una disminucion de
la perfusion tisular lo cual afecta de forma negativa, no solo al proceso de
consolidacion, sino también a la recuperacién de los tejidos circundantes,
pudiendo ocasionar problemas con la cobertura cutanea de la fractura (39, 77).

Otras de las sustancias inhaladas con el tabaco es el monoxido de carbono.
Este tiene la capacidad de unirse a la hemoglobina con mayor afinidad que el
oxigeno, con lo cual la capacidad de que llegue oxigeno al foco de fractura es
menor aumentando asi el riesgo de pseudoartrosis (8, 77).

1.4.2.2. Alcohol.

La ingesta excesiva de alcohol en el periodo postraumético inmediato, inhibe la
formacion Osea. Ademas el hueso neoformado carece de mineralizacion
adecuada, lo que se traduce en un descenso de la estabilidad mecanica del
foco aumentando el riesgo de pseudoartrosis (8, 73).
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1.4.2.3. Féarmacos.

A lo largo del tiempo que llevamos estudiando el proceso de consolidacién, nos
hemos dado cuenta que existen numerosos farmacos, utilizados para otras
patologias que afectan de forma negativa a este proceso.

e Corticoesteroides: Son capaces de inducir la apoptosis, tanto en
osteoblastos como en osteoclastos, ademas de inhibir la osteoblastogénesis.
Como agentes antiinflamatorios afecta de forma negativa a la fase inicial de la
consolidacion, en la que la cascada inflamatoria es de vital importancia (73,
78).

e Quimioterapicos: Caracteristicamente afectan aquellas células que tienen
la capacidad de multiplicarse con rapidez, por eso no es de extrafiar que la
consolidacion de las fracturas se vea afectada negativamente por ellos (78).
Entre otros efectos negativos para la consolidaciéon, destacan la inhibicion de la
neoangiogénesis y de la incorporacion de los injertos 6seos (73).

e Antibidticos: Las quinolonas son capaces de causar apoptosis en los
condrocitos. El ciprofloxacino, que disminuye la sintesis de DNA vy la
proliferacion celular o la gentamicina que en concentraciones elevadas
disminuyen la proliferacion de progenitores osteoblasticos son ejemplos
evidentes del papel que juegan los antibiéticos en la consolidacion (73).

e Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs): Inhiben a la COX-2. Poco
después de la producirse la fractura, se activa la COX-2 y desencadena el
proceso inflamatorio a nivel del foco fracturario (79). La COX-2 también es
responsable de la fase de induccion de los osteoblastos asi que es esencial en
la cascada de la consolidacién. Mientras la osificacibn endocondral se ve muy
afectada por este tipo de farmacos, no hay hallazgos sugestivos de que la
osificacion intramembranosa sufra alteraciones (73, 80). Se ha comprobado en
varios estudios en pacientes con fracturas que mantener mas de 4 semanas el
tratamiento con AINEs aumenta la tasa de pseudoartrosis (39, 81, 82).

e Bifosfonatos: Su administracion produce un aumento en volumen y fuerza
del callo de fractura. No obstante algunos autores creen que al inhibir el
remodelado pueden tener un efecto similar al que ocurre con el cristal, es decir
sea un callo rigido pero fragil (73).
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1.4.3. Factores relacionados con el tipo de lesion.

Existen diversos factores relacionados con el tipo y gravedad de la lesion que
pueden alterar de manera grave la consolidacion.

Si la fractura se produjo por un mecanismo que implica alta energia es logico
pensar que puede causar problemas en la consolidacion. El patrén de la
fractura suele presentar mas conminucién y desplazamiento en estos casos, a
menudo hay fragmentos éseos sin aporte vascular alguno (desperiostizados y
desvascularizados), las partes blandas suelen estar mas contundidas y el
riesgo de lesion vascular asociada es mayor (75, 82, 83). Cuando el foco de
fractura comunica con el exterior (fracturas abiertas) se pierde el hematoma
fracturario, crucial en la fase inicial de la consolidacion, ademas el riesgo de
infeccion aumenta de manera drastica lo que también puede acarrear como
consecuencia una pseudoartrosis (73, 82).

Atendiendo a la localizacion de la fractura dentro del hueso, el riesgo de
pseudoartrosis puede variar. Las zonas con mayor aporte vascular, como las
metafisis, presentan menor riesgo de pseudoartrosis que las zonas con peor
aporte vascular (75, 84).

1.4.4. Factores dependientes del tipo de tratamiento realizado.

El buen aporte vascular de los fragmentos 6seos, asi como el contacto directo,
mantenido la estabilidad interfragmentaria entre ellos, es la situacion mas
favorable para conseguir la consolidacion de la fractura; sin embargo, si a la
hora de realizar la cirugia no se es cuidadoso con las partes blandas, los
abordajes son cruentos, se desperiostizan grandes segmentos fracturados o se
dejan montajes inestables, en vez de ayudar a la consolidacion se producira un
retardo de la misma (73, 82).

El enclavado de las fracturas es una técnica que respeta las partes blandas al
maximo. Si bien es cierto que el fresado para la sintesis con clavos lesiona
toda la circulacion endostal, se ha comprobado en diversos estudios que a las
8-12 semanas esta se recupera de forma satisfactoria (17). Con la utilizacion
del enclavado con blogueo dinamico favorecemos la consolidacion de la
fractura mediante consolidacion endocondral; Damos a la fractura la estabilidad
relativa que necesita (siguiendo el eje mayor del hueso) y favorecemos los
micromovimientos necesarios para la consolidacion (85). Un enclavado con
bloqueos estaticos puede resultar un montaje muy rigido para determinadas
fracturas; ésto evitaria los micromovimientos impidiendo la correcta
consolidacion de las fracturas (85, 86).
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1.5. El fracaso del proceso de consolidacién: Pseudoartrosis.

El papel del traumatélogo va dirigido, en numerosas ocasiones, a valorar la
evolucion de las fracturas durante el proceso d consolidacion. Para que nos
hagamos una idea, como norma general la mayoria de las fracturas consolidan
tras 3 6 4 meses de evolucion (46).

1.5.1. Definicién de pseudoartrosis.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, establecer el diagnéstico
de pseudoartrosis no es tarea sencilla. El hecho de que la consolidacién sea un
proceso largo y continuo dificulta mucho a los cirujanos determinar en qué
momento una fractura no va a consolidar (43). El primer paso a seguir no debe
ser otro que la definicion exacta, tanto del retardo de la consolidaciéon como de
la pseudoartrosis.

Bhandari et al (44) determina en 2012, el desacuerdo entre cirujanos a la hora
de catalogar una fractura como no consolidada. Aun asi determina que el 88%
de los mismos consideran al retardo consolidatorio como la falta de
consolidacion antes del 6° mes y a la pseudoartrosis como la falta de
consolidacion antes del 9° mes.

La FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos establece una
definicion estandarizada basandose en dos criterios basicos: El tiempo de
evolucion de la fractura y los criterios radiologicos evolutivos. De este modo
cataloga de pseudoartrosis a toda aquella fractura que no ha consolidado tras 9
meses de evolucion y que ademas no ha mostrado signos radiolégicos de
mejora durante los ultimos 3 meses (46, 82). No obstante, no deja de ser una
definicion que, como hemos descrito en apartados anteriores, depende de
diversos factores, como el grado de vascularizacion, el tipo de hueso, la
localizacion de la propia fractura, enfermedades del paciente, etc (46, 73).

1.5.2. Clasificacion de la pseudoartrosis.

A la hora de clasificar el tipo de pseudoartrosis lo primero que debemos hacer
es descartar una infeccion. Si no esté infectada, es decir, si se trata de una
pseudoartrosis aséptica, valoraremos el tipo de pseudoartrosis de la que se
trata segun las imagenes radiogréficas que presenten (8, 82). La clasificacion
mas conocida es la propuesta por Weber y Cech en la cual se describen los
diferentes subtipos atendiendo a la capacidad biologica que presenta el hueso
de consolidar (82, 84).
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1.5.2.1. Pseudoartrosis Hipertrdfica.

Podemos definir este tipo de pseudoartrosis como aquella que cuenta con la
viabilidad biolégica necesaria para que la consolidacion se produzca con
normalidad pero carecen de la estabilidad mecanica necesaria para que esto
ocurra. Este fendbmeno puede suceder por ejemplo, en fracturas tratadas de
manera conservadora cuando son demasiado inestables o en indicaciones y
tratamientos quirargicos inadecuados (82, 84, 87).

En la radiografia se puede ver callo mas o menos voluminoso a ambos lados
de la linea de fractura, pero no se ven puentes 6seos que unan los fragmentos.
Estos hallazgos radiograficos tienen una explicacion muy sencilla; la formacion
del callo a ambos lados de la fractura que objetivamos radiograficamente tiene
relacion con la viabilidad vascular y del periostio, pero el exceso de movilidad
en el foco hace imposible cualquier tipo de formacién ésea en esa zona. Por
tanto, una menor inestabilidad (sintesis estable) deberia conducir a la
consolidacion de la fractura (46, 84) (Figura 6).

Figura 6: Esquemas representativos de los tipos mas importantes de pseudoartrosis. Si
pensamos en la consolidacibn como un proceso en el que es necesario tanto el aporte
biol6gico como la estabilidad mecanica, objetivamos como en el caso de la pseudoartrosis
hipertréfica (A) presenta un correcto aporte biolégico pero una insuficiente estabilidad mecanica
y por eso fracasa la consolidacion. En el caso de la pseudoartrosis atrofica (B) la estabilidad
mecéanica no es el problema sino que la insuficiencia del componente biolégico hace que la
consolidacion no se produzca. Fuente: Megas P. Classification of non-union. Injury. 2005;36
Suppl 4:S30-7.
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1.5.2.2. Pseudoartrosis oligotréfica.

Este es un tipo de pseudoartrosis que radiograficamente parece ser atrofica y
sin embargo su potencial bioldgico esta conservado (46, 87). Normalmente
tiene lugar en fracturas que han sufrido un gran desplazamiento o distraccion
en las que la sintesis realizada no es la mas adecuada en cuanto a la
reduccion, o cuando existen defectos Oseos en el foco de fractura.
Radiograficamente parece que al principio no hay cambios, a las 8-12 semanas
los bordes comienzan a reabsorberse y comienza a decalcificarse; sin embargo
estos bordes son bioldgicamente activos (46, 88).

1.5.2.3. Pseudoartrosis atréfica.

En este tipo de pseudoartrosis, la capacidad biolégica de consolidacion esta
comprometida. El aporte vascular es escaso o nulo (8, 88). Normalmente esto
sucede en casos de gran conminucién, fracturas abiertas y tras abordajes
quirdrgicos cruentos que desperiostizan mucho el hueso y maltratan las partes
blandas circundantes (46, 87).

En las radiografias no se vera callo, los bordes se mostraran con un patron de
tipo escleroso y la linea de fractura estara claramente definida, como si no
hubiese tenido lugar cambio alguno (8) (Figura 6). Para que este tipo de
pseudoartrosis pueda consolidar necesitara el aporte del estimulo bioldgico que
le falta, ademas de la sintesis estable; sin él no consolidara.

Con el paso de los afios, ha llegado a cuestionarse la validez de este sistema
de clasificacion; es demasiado simple para la complejidad del problema del que
se trata y el fracaso del 20% de las cirugias de rescate de las pseudoartrosis
avala esta teoria (89). Por eso, han aparecido nuevos sistemas de clasificacion,
como el de Calori et al (89), en el que se relaciona el riesgo de pseudoartrosis
con las caracteristicas de base que presenta una fractura. Tebricamente seria
lo ideal, pero la gran diversidad en cuanto a las caracteristicas de cada fractura
hacen muy dificil su validacion.

1.5.3. Diagndstico de pseudoartrosis.

Como ya hemos comentado en diversos apartados a lo largo de este trabajo, el
punto de partida debe ser la realizacion de la historia clinica (84). Debemos
anticiparnos a las complicaciones que pueda tener un paciente que sufre una
fractura sabiendo, no solamente el mecanismo de produccion o las
caracteristicas de la fractura (si es abierta, conminuta, etc), sino también todos
los aspectos médicos que puedan afectar a la consolidacion, es decir, su
estado nutricional, enfermedades de base, factores de riesgo, etc. Dicho de
otro modo, el diagndstico sera personalizado. Ademas debemos reconocer la
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clinica y detectar en las pruebas de imagen estos fallos de consolidacion (8,
84).

Lo primero que debemos descartar en una pseudoartrosis, sobre todo si la
fractura inicial era abierta, es que no estemos ante una pseudoartrosis
infectada (90). El diagnéstico de sospecha, una vez mas nos lo dara la clinica,
pero pruebas de laboratorio como la velocidad de sedimentacion (VSG) vy la
proteina C-reactiva (PCR) nos descartaran que no estemos ante una infeccién
oculta (9, 91).

Aunque la resonancia magnética puede ser una herramienta valiosa a la hora
de detectar cambios de densidad en el hueso, el hecho de que muchos de
estos pacientes porten material de osteosintesis hace mas dificil su valoracion
con esta técnica de imagen. No obstante, puede tener su utilidad a la hora de
determinar la extension de la infeccion por los cambios hallados (43, 91).

La toma de muestras para estudio microbiolégico es un procedimiento de rutina
en toda cirugia de pseudoartrosis; descarta la presencia de infeccion o la
confirma de cara a un tratamiento en dos tiempos para la pseudoartrosis (84,
90). Una vez descartada la infeccion como causa del problema, debemos
valorar qué ha sido el desencadenante de la pseudoartrosis y como podemos
solucionarlo.

1.5.4. Opciones de tratamiento de una pseudoartrosis aséptica.

Aungue no se conocen con exactitud todos los procesos que se llevan a cabo
durante la consolidacién, si que tenemos claro que es un proceso en el que
cualquier minima alteracion puede conducirla al fracaso (23, 92). Conociendo la
causa que originé en primer lugar la pseudoartrosis podremos llegar a su
correcto diagnéstico y posterior tratamiento. Si no tenemos claro el problema
de base, la solucién puede no llegar nunca.

En este sentido, es importante entender el denominado Diamond concept (23),
clave para establecer las diferentes lineas de investigaciéon y modalidades de
tratamiento. Este concepto, que explicamos brevemente a continuacion,
determina los cuatro pilares basicos que son necesarios para que la
consolidacion se lleve a cabo con éxito: las sefiales moleculares, las células
osteoprogenitoras, la matriz extracelular y la estabilidad mecanica (Figura 7)
(23).
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DIAMOND
CONCEPT

Figura 7: Esquema del Diamond concept como modelo de las interacciones que ocurren
durante el proceso normal de consolidacion de una fractura. Fuente: Giannoudis PV, Kontakis
G. Treatment of long bone aseptic non-unions: monotherapy or polytherapy? Injury.
2009;40(10):1021-2.

Sefales moleculares.

Basicamente podemos agrupar este tipo de sefales en 3 categorias (27, 93):
e Citoquinas proinflamatorias.

e Superfamilia de las TGF-B y otros factores de crecimiento.

e Metaloproteasas y factores angiogénicos.

Todas estas moléculas se pueden encontrar en el hematoma de la fractura en
diferentes cantidades segun corresponda al momento en que analicemos su
composicion. Algunas como las BMP son conocidas por sus propiedades
osteoinductivas (27, 36, 94).

Células osteoprogenitoras.

El segundo elemento de gran importancia en este proceso es la poblacion
celular. Las células mesenquimales pluripotenciales se reclutan, no solo en las
zonas cercanas a la fractura, sino también del torrente sanguineo. La respuesta
inmediata de la médula 6sea ante una fractura es, como ya habiamos reflejado
en apartados anteriores, la reagrupacion en zonas de mayor y menor
celularidad. Es en estas zonas de gran celularidad donde las células
mesenquimales pluripotenciales sufren una transformacion fenotipica a la linea
osteoblastica (38, 94).
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Matriz extracelular.

La importancia de este elemento radica en que otorga un medio adecuado para
que todos los procesos celulares tengan lugar (23).

Estabilidad mecanica.

Es un factor crucial; sin la estabilidad del foco de fractura los puentes éseos
interfragmentarios no se forman y se produce el fracaso de la consolidacion.
Asi mismo, es esencial para que la maduracion del callo tenga lugar. Esta es la
base por la que se rige todo traumatélogo; siempre persigue la maxima de
realizar un sistema lo suficientemente estable mecéanicamente para conseguir
que la fractura consolide (23, 28).

Ademas de estos cuatro componentes mencionados, la presencia de una
vascularizacion adecuada y las condiciones Optimas del huésped, son
indispensables para que la consolidacion tenga lugar de manera correcta. De
este modo se formaré el marco ideal o Biological chamber (Figura 8) (92). El
foco de fractura es un sistema permeable, es decir tienen lugar intercambios
entre esa zona y el exterior. Lo ideal seria que ese ambiente se mantuviera
siempre en condiciones Optimas para la consolidacion, es decir se limitase la
salida de todas las necesidades para la consolidacion (injerto éseo) pero no se
bloguease la entrada de sustancias necesarias (oxigeno, pH adecuado, etc).
En este sentido parece que el tratamiento con la técnica de induccion de
membrana puede ser una de las claves del éxito (95, 96).

DIAMOND CONCEPT
For Enhancement of Bone Healing

Figura 8: Diagrama Diamond concept and Biological Chamber. V= Vascularizacién, H=
Factores del huésped, MS= estabilidad mecanica, MSC= Células mesenquimales, S= Matriz
extracelular , GF= Factores de crecimiento, 1. Camara cerrada, 2. Camara abierta, 3. Camara
parcialmente cerrada Fuente: Calori GM, Giannoudis PV. Enhancement of fracture healing with
the diamond concept: the role of the biological chamber. Injury. 2011;42(11):1191-3.
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El objetivo de un traumatdlogo a la hora de tratar una pseudoartrosis ira
encaminado a restablecer este ambiente; por tanto es indispensable valorar el
marco biolégico en el cual nos encontramos y estudiar si ademas de su
estabilizacion mecanica. El aporte de diferentes tratamientos ya establecidos
como efectivos (BMPs por ejemplo), pueden ayudarnos a conseguir la
consolidacion.

Parece claro que en los casos de pseudoartrosis hipertréficas el problema
esencial es la falta de estabilidad mecéanica; si solucionamos ese problema con
una estabilizacidon correcta el problema deberia resolverse. En el caso de las
pseudoartrosis oligotréficas la solucibn no parece tan clara, habra que
examinar si la reduccion inicial fue correcta y si el componente bioldgico de esa
pseudoartrosis no estad alterado. Por dltimo se presenta el caso de las
pseudoartrosis atréficas; en ellas la restauracion de la estabilidad mecéanica es
importante (como en las anteriores) pero su problema esencial radica en la falta
de capacidad biologica para la consolidacion (59, 94). Dicho de otro modo, por
mucho que estabilicemos la fractura por uno u otro medio no conseguiremos
gue consolide a no ser que le demos esa capacidad biologica que le falta
(decorticacion, aporte vascular, aporte de injerto 6seo, etc).

1.5.4.1. Tratamientos gue mejoran la estabilidad mecanica.

En este tipo de tratamientos, los mas reconocidos son los quirdrgicos. Es
importante ser meticuloso a la hora de disefiar la estrategia de actuacion; tener
en cuenta la deformidad que presenta el hueso a tratar, el estado de salud del
paciente y las vias de abordaje previas para que las partes blandas resulten lo
menos dafiadas posibles por los gestos quirurgicos futuros (91).

Tratamiento Quirdrgico.

Basicamente se describen 3 técnicas: el enclavado, la fijacion interna con placa
y el fijador externo. Independientemente de utilizar uno u otro método, se
podran afiadir tratamientos coadyuvantes que describiremos mas adelante:

e Enclavado intramedular tras retirada del enclavado previo: La principal
ventaja de este método radica en la poca agresion que sufren las partes
blandas durante la via de abordaje; no obstante retirar un clavo intramedular,
volver a fresar y reenclavar la fractura con un clavo mas ajustado, que aumente
el contacto endostal, es un procedimiento agresivo; no apto para todo tipo de
pacientes (90, 91). Ademas se debe tener en cuenta que si la pseudoartrosis
tiene lugar en la zona metafisodiafisaria de huesos largos este método no sera
atil y por tanto no sélo no solucionamos el problema sino que le producimos
mas agresion al organismo (91).
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e Fijacion interna con placa tras retirada del enclavado previo: A parte de la
agresion afadida que supone la retirada del clavo, debemos realizar una via de
abordaje mas o menos agresiva en funcion de la localizacion, para realizar la
osteosintesis. No obstante nos permite acceder al foco de pseudoartrosis y
tomar muestras, retirar el tejido fibroso y cruentar el lecho. Ademéas aportamos
una estabilidad absoluta a la fractura. En casos de pseudoartrosis hipertroficas
seria el tratamiento de eleccion; permite realizar una sintesis a compresion, con
estabilidad absoluta, que es el problema basico de este tipo de pseudoartrosis
(92).

e Fijador externo: Es un método muy util en los casos de pseudoartrosis
infectadas en las que son necesarias las resecciones amplias (91, 97).

En los dltimos afios, va adquiriendo un papel importante la utilizacion de la
técnica de Masquelet de induccion de membrana (95). Esta técnica consta de
dos partes; en la primera se realiza el desbridamiento del foco y se coloca un
espaciador de cemento con antibiético, todo ello es estabilizado con el fijador
externo. Durante esta fase el espaciador no sélo sirve de molde para evitar que
el tejido fibroso ocupe el espacio del defecto 6seo a rellenar, sino que induce la
formacion de una membrana vascularizada. Después de unas 6-8 semanas se
procede a retirar el espaciador y comprobar que sea formado la membrana; se
rellena el defecto 6seo con injerto y se estabiliza mecanicamente la
pseudoartrosis con uno de los medios explicados con anterioridad en este
apartado (94, 97).

La membrana dara al injerto el aporte vascular extra que necesita; ademas se
ha comprobado que libera gran cantidad de sustancias como VEGF, TGF-1 o
BMP2 que, como ya se describié con anterioridad, son capitales que la
consolidacion se lleve a cabo con éxito (96). Esta membrana hace que el
entorno del injerto esté controlado, es decir sigue el concepto de “biological
chamber” y la membrana semipermeable; deja pasar vascularizacion y
sustancias favorecedoras de la consolidacion pero actia de barrera evitando
gue esas moléculas escapen o que el injerto se reabsorba (95, 97). Esta
técnica no se puede describir Unicamente como aporte de estabilidad mecanica
pues, independientemente de ésta, el aporte bioldgico al sistema es innegable.
En los Ultimos afios varios estudios se han centrado no sélo en mejorar la
técnica y delimitar sus indicaciones, sino también en valorar el uso combinado
de esta técnica junto al aporte de células madre (98) o diversos factores como
el BMP2 con resultados prometedores (97).

e Fijacion con placa con enclavado previo in situ: Esta técnica supone un
paso intermedio. En estos casos el paciente suele tener un estado de salud en
el limite de lo necesario para plantearse grandes gestos quirargicos. Asi mismo
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presenta como problema base una pseudoartrosis en la que su estabilidad
mecanica ha fracasado y necesita una solucion. Debido a esto, diversos
autores(99, 100) abogan por realizar una sintesis a compresion con placa
manteniendo el clavo in situ. Esto nos ofrece varias ventajas: Eliminamos la
agresion de la retirada del clavo, conseguimos una sintesis de estabilidad
absoluta con la placa y ademas podemos permitir la carga al paciente(101).
Evidentemente esta presente el hecho de que debemos abrir el foco de fractura
pero es una agresion minima en comparacion a la cirugia que se le plantearia.
Ademas nos permite refrescar el foco y tomar muestras (91).

Tratamiento conservador.

El tratamiento ortopédico puede tener su utilidad en casos en los que con una
inmovilizaciéon externa la estabilidad mecanica sea suficiente aunque esto es
extremadamente infrecuente. Podria barajarse su utilizacion en casos en los
gue la consolidacion se ve enlentecida, como en los pacientes osteoporéticos,
que tienen buen potencial biolégico de curacidn o como ayuda de algun
pequefio gesto quirdrgico (osteotomia del peroné en pseudoartrosis de tibia) en
pacientes muy deteriorados (91).

1.5.4.2. Tratamientos gue mejoran el componente biolégico.

En la actualidad se estan estudiando muchos medios para conseguir dar a las
pseudoartrosis atroficas ese aporte bioldégico “extra” que precisa para
consolidar. Se han desarrollado varias técnicas que actuan de forma directa
sobre el foco, pero de manera no invasiva, como los ultrasonidos o la
estimulacion eléctrica, que han demostrado tener eficacia aunque lo mas
utilizado y conocido por todos los cirujanos es el aporte directo de ese
componente biolégico, bien sea a modo de injerto 6seo, células madre o
factores de crecimiento.

Métodos de actuacién directa.

1. Métodos no invasivos:

e Ondas de choque extracorpoéreas: La efectividad de esta técnica para
incrementar la masa 0sea y la fuerza del callo se ha descrito en varios estudios
(91). Ademéas se describe su capacidad para estimular la angiogénesis y la
diferenciacion de las células mesenquimales indiferenciadas (102). Todo esto
favoreceria la consolidacion de las pseudoartrosis atroficas. No obstante,
aunque se han publicado casos en los que la técnica presenta resultados
prometedores (102), la evidencia cientifica al respecto es limitada.
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e Electroestimulacién: Basandose en la aplicacion de fuerzas de compresion
y distraccion sobre el foco de fractura, se generan potenciales eléctricos
capaces de estimular la consolidacion. Aunque hay estudios prospectivos que
apuntan que esta técnica es efectiva (103), los metaandlisis realizados sobre el
tema concluyen que la evidencia cientifica sobre la capacidad de consolidacion
de esta técnica no esta demostrada ya que los estudios que la avalan
presentan varios factores de confusion (91, 104).

e Ultrasonidos de baja frecuencia: Se basa en la aplicacién de energia de
baja frecuencia al foco de fractura lo que estimularia a las células (91). Parece
gue es tanto mas efectivo cuanto antes se aplica (105), es decir, que tendria
mas utilidad en retardos de consolidacion. En cualquier caso, los estudios
actuales sobre el tema analizan muestras muy pequefas de pacientes y por
tanto sus resultados son dificilmente valorables (91).

2. Meétodos invasivos.

e Injerto 0seo autdlogo: Es uno de los tratamientos mas antiguos y
reconocidos para esta patologia. Para garantizar su eficacia, casi tan
importante como el propio aporte del injerto es el lecho donde se colocara.
Debe prepararse apropiadamente en la cirugia, es decir, se debe cruentar,
eliminar toda la fibrosis dejando un lecho sangrante sobre el que colocar el
injerto (87).

El tipo de injerto 6seo mas conocido y utilizado hasta la fecha por su
reconocida eficacia es el autélogo. Gracias a su contenido en células
mesenquimales y células precursoras de osteoblastos, tiene gran poder
osteoconductor y osteogénico; ademas la cantidad de BMP que presenta hace
gue tenga osteoinductora (39). Sin embargo, el injerto autélogo es muy
variable; es decir, su eficacia depende bastante de la celularidad y de la
cantidad de factores de crecimiento que tenga, asi como de determinados
factores de riesgo (fumador, alcoholismo, farmacos), lo que hace que no sea un
método infalible (7, 106).

La zona donante mas frecuente para la obtencidén de injerto 6seo autélogo es
la cresta iliaca. Aunque presenta grandes ventajas como zona donante (su
extraccion es un procedimiento rapido, permite sacar injertos tricorticales sin
alterar la estabilidad de la estructura donante), presenta complicaciones nada
desdefiables como la infeccion, dolor de tipo crénico de la zona donante,
molestias en la marcha durante 3 6 4 semanas, parestesias del nervio femoro-
cutdneo o incluso hernias abdominales (39, 107, 108). Todas estas
complicaciones, ademas del hecho de que el contenido en BMPs de este tipo
de injerto sea escaso, limitando la capacidad osteoinductora, hacen que se
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planteen nuevas zonas donantes, como el fresado-aspirado de médula 0sea de
huesos largos que describiremos a continuacién (107).

e Aspirado de médula 6sea de huesos largos (RIA): La utilizacion del
aspirado endomedular de los huesos largos es una técnica relativamente nueva
pero que en los estudios iniciales ha resultado ser prometedora (107, 109).
Permite obtener grandes cantidades de injerto y por los estudios realizados en
2006 por Schmidmaier et al (110) presenta en su composicion niveles mas
elevados de factor de crecimiento fibroblastico a (FGF-a), factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento similiar a la insulina
tipo 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante 1 (TGF-g1) y BMP2, que el
injerto de cresta iliaca, lo que le otorga mayor poder osteoinductor (108, 110).
Ademas de todo esto provoca menos molestias al paciente en cuanto al tiempo
de convalecencia para la deambulacion. Sin embargo, no estd exento de
complicaciones; es una intervencion mucho mas laboriosa que la extraccion de
cresta iliaca, lo que alarga los tiempos de intervencion y existe ademas el
riesgo de fractura intraoperatoria. Otro inconveniente que presenta es la
imposibilidad de obtener injerto estructural (39, 107, 110).

e Gel de concentrado plaguetario La concentracion de factores de
crecimiento en este producto presenta una gran variabilidad (7, 39, 111).
Ademas al contrario de lo que se pensaba, este producto no es un
osteoinductor, sino que puede actuar inhibiendo las BMPs con lo cual puede
incluso hacer el efecto contrario al deseado (112).

e Factor de crecimiento endotelial (VEGF): Es bien conocida su contribucion
a la consolidacion en condiciones normales; asi mismo, también sabemos que
para que el injerto 6seo tenga éxito es necesario un buen ambiente en el que el
aporte sanguineo sea correcto (33). Aunque el VEGF no parece implicado
directamente en la diferenciacién de los osteoblastos, puede ser de ayuda a la
hora de crear un microambiente adecuado para que esta diferenciacion tenga
lugar, tal como muestran los estudios realizados por Eckardt et al (113).

e Matriz 6sea desmineralizada: Los estudios realizados hasta la fecha no
revelan resultados esperanzadores sobre este producto. De hecho, aunque
posee cierto poder osteoinductor (por la cantidad de BMP2 que tiene) (114),
éste se ve muy disminuido tras su procesamiento (39, 111). No obstante, en un
lecho propicio si que puede ser de cierta utilidad, bien utilizandolo solo o bien
en combinacion con otros productos (39).

e Proteinas morfogenéticas 0seas (BMPs): Desde que se descubri6 el alto
poder osteoinductivo de estas proteinas, se han dedicado muchos estudios a
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investigar qué funcién desempefian y qué moléculas pueden ser las mas utiles
en cuanto a la aplicacion clinica (39, 111).

Las acciones de las BMPs son muy numerosas, desde la quimiotaxis de células
formadoras de hueso hasta la proliferacion de las células mesenquimales
indiferenciadas. Son capaces de unirse a receptores especificos de las células
indiferenciadas para dar lugar a lineas celulares formadoras de osteoblastos.
Se conocen mas de 14 BMPs que puedan resultar de utilidad en la préactica
clinica. Las BMP2, 4 y 9 tienen gran importancia a la hora de estimular a las
células mesenquimales indiferenciadas hacia la linea osteoblastica. Ademas la
BMP 2 junto con la 7 colaboran activamente para favorecer el paso de
preosteoblasto a oteoblasto(36).

Actualmente hay dos formas comercializadas: RhBMP7 y RhBMP2. Aunque
han demostrado en diversos estudios su efectividad en el tratamiento de
pseudoartrosis en tibia (115, 116), presentan varios problemas a tener en
cuenta: su accion es local, por tanto no se puede considerar como tratamiento
en pacientes no aptos para la cirugia; es muy labil, por eso durante el
procesamiento de la matriz 6sea desmineralizada baja mucho sus
concentracién y ademas cuenta con el problema administrativo afiadido de ser
un farmaco cuya utilizacién es personalizada, es decir el cirujano debe recibir la
aprobacion de su centro para la utilizacion del producto con cada paciente, por
su alto coste (39), .

A pesar de los problemas que presentan para su administracion, los articulos
publicados hasta la fecha sefialan su beneficio en cuanto a porcentaje y tiempo
de consolidacion (115, 117).

En un estudio multicéntrico realizado en 2009, Kanakaris et al (118) recogen
prospectivamente 30 pacientes diagnosticados de pseudoartrosis atréfica
aséptica de diafisis femoral y se tratan con estabilizacion mecanica y RhBMP7,
obtienendo una tasa de consolidacion del 87% a los 6 meses. El resto de
pacientes que no consolidaron se sometieron nuevamente a una cirugia en la
que ademas de la RhBMP se utilizo injerto éseo autélogo, consolidando
finalmente. Esta técnica combinada abre otra puerta de actuacion, que es la de
utilizar politerapia; es decir, asociar injerto autologo, la BMP y la estabilidad
mecanica (7, 117-119). Giannoudis presentd en 2009 una serie de 45 casos de
pseudoartrosis atroficas diafisarias de fémur, en las que realiz0 una sintesis
estabilizadora y utiliz6 una combinacion de injerto autdlogo y RhBMP7, con lo
que consiguio la consolidacion del 100% de los casos en un tiempo medio de 7
meses (117). El que con la combinacion de terapias se obtengan estos
resultados es logico a la vista de los principios “diamond concept” y
“pbiologicalchamber” comentados previamente (23, 94).
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e Células madre: Desde el trabajo in vitro del equipo de Friedenstein (35), en
la que ponia de manifiesto la importancia de las células mesenquimales
indiferenciadas a la hora de la creacion de nuevo tejido 0seo en el contexto de
una fractura, se han venido realizando diversos estudios para valorar la
aplicabilidad de su utilizacion en problemas de consolidacion. Alguna de estas
técnicas, como el uso percutaneo, presentan resultados muy variables (106).
Esto puede deberse a varios motivos: en primer lugar, la implantacion de estas
células se hace en un lecho fibroso, con mal aporte vascular, lo que limitaria su
efectividad. En segundo lugar, es una técnica que depende de la extraccion de
las células de la cresta iliaca del paciente, procedimiento cuyo rendimiento
varia enormemente segun los factores de riesgo que presente, como ya se ha
comentado con anterioridad (5, 23, 106). Ademas recientes estudios
demuestran que el islamiento de las células troncales es un proceso costos y
gue puede ser menos efectivo que procesado mas simple en el que se incluyen
todas las células mononucleares de la médula 6sea (BM-MNCs) (120).

Una posible solucién a estos problemas podria venir de su utilizacion en
combinacion con el injerto 6seo, como politerapia, en una cirugia que prepare
el lecho de la pseudoartrosis. Es decir seguir los principios del “diamond
concept” (23). La serie de casos presentada por el equipo del Dr. Fernandez-
Bances, aunque muy limitada, presenta resultados alentadores con esta linea
de actuacion (98).

Métodos de actuacién indirecta.

Cuando diagnosticamos a un paciente de pseudoartrosis aséptica,
habitualmente necesita algln tipo de actuacion directa, ya sea la estabilizacion
mécanica o el aporte de ese componente biolégico que le faltaba para que la
consolidacion tuviera lugar. Pero existen pacientes en los que su estado de
salud no permite ninguna actuaciéon de este tipo y son estos pacientes, los que
mas se podrian beneficiar de un tratamiento médico que fuera capaz de
conseguir que la consolidacion tuviera lugar con normalidad.

En este aspecto es importante destacar que los farmacos utilizados para la
osteoporosis pueden ser la clave (3). Estos utilizan las vias del remodelado
0seo y por ello no sélo servirian para el tratamiento de la osteoporosis, Sino
también para favorecer la consolidacion de las fracturas. Actualmente se estan
estudiando tres clases de farmacos con este propésito: Los agentes
antirresortivos (bifosfonatos e inhibidores del RANK-L), los analogos de la
hormona paratiroidea (PTH), los moduladores de la via WNT y el ranelato de
estroncio (objeto de este estudio).
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1. Vias comunes al tratamiento de la osteoporosis vy la
consolidacién.

. Via OPG/ RANK/ RANKL.

El sistema OPG/ RANK/ RANKL es trascendental en el proceso de resorcion
O0sea; supone el principal sistema regulador de la formacion y la actividad
osteoclastica (121). Basicamente, funciona de la siguiente forma: el RANKL
secretado, bien en forma soluble bien unido a membrana, es producido por los
precursores de la linea osteoblastica y por los osteocitos. Esta molécula se
unird al RANK, presente en la membrana del precursor osteoclastico. EL
complejo RANK/RANKL activar4 a TRAF6, el cual a su vez activara a NF- kB,
que se translocara al nucleo y estimulara la expresion de c-Fos. Este a su vez
interactuara con NFATcl para provocar la expresion de los genes necesarios
para la maduracion de los precursores osteoclasticos y su posterior activacion
(122).

Asi mismo también existe un competidor de esta molécula que es la
osteoprotegerina (OPG) (Figura 9). Esta es segregada por los osteoblastos y
actuara de “sefiuelo” bloqueando la union de RANKL a su ligando natural
(RANK) obteniéndose este modo el bloqueo de la osteoclastogénesis (121,
123). EL papel principal que desempefia la OPG dentro de este sistema sera
por tanto el de limitar las acciones desencadenadas por el RANKL (121, 122).

Via anterior: | ———
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/ pre-resortivos
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Figura 9: Sistema OPG/ RANK/ RANKL y el desarrollo de la osteoclastogénesis. Fuente: Solan
XN. Tratamiento de la osteoporosis con farmacos osteoformadores y otros. Mecanismo de
accion de la PTH 1-34, PTH intacta, denosumab, ranelato de estroncio, calcitonina y nuevos
farmacos en perspectiva. Medicine. 2010:10(60):4144-8.
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La expresion de la OPG esta regulada a la inversa por los mismos factores que
regulan al RANKL; dicho de otro modo, cuando la expresion del RANKL se
estimula disminuye la expresion de OPG y lo mismo sucede a la inversa (121).
Esto hace que el cociente OPG/RANKL sea uno de los principales
determinantes de masa Osea: cuanto menor es ese cociente, mayor es la
resorcion 0sea y por tanto mas acusada la tendencia a disminuir de ésta (121,
122).

Son numerosos los estudios que demuestran la relacién de la via
OPG/RANK/RANKL con patologias musculo- esqueléticas caracterizadas por la
pérdida de masa 6sea (121, 124). No obstante, la relacién de este eje con la
consolidacion de las fracturas no esta claramente definida. En 2001 Kon et al
(125) estudiaron su implicacién en modelos experimentales de fracturas de tibia
en ratas. Observaron que durante todo el proceso reparativo la OPG
permanece en niveles muy superiores a los encontrados durante la fase previa
a la fractura. Este aumento forma dos picos de maxima expresion: a las 24
horas de la fractura y en el dia 7, coincidiendo con la formacion cartilaginosa
(125). En contraposicion el RANKL, que casi era indetectable en la fase previa
a la fractura, aparecia de manera resefiable durante la consolidacion (125,
126). Los niveles de esta ultima molécula ascienden en los dias 3 y 14, cuando
los de OPG descienden. Por tanto, aunque podemos afirmar que el eje
OPG/RANK/RANKL esta claramente involucrado en la reabsorcion endocondral
y en el remodelado 0seo, hasta el momento ha sido imposible determinar su
nivel de implicacion (125, 127).

Sobre la base de los datos experimentales, surgen estudios clinicos que
analizan la concentracién de estas moléculas, tanto a nivel sistémico como
local, con el objetivo de confirmar tales hallazgos. Parece que el tratamiento
con OPG o con inhibidores del RANKL pueden ser lineas de actuacion
interesantes en el tratamiento de fracturas y pseudoartrosis (126, 128).

. Via Wnt-B- catenina.

La diferenciacion de los precursores de los osteoblastos se ve favorecida por la
activacion de la via Wnt. El ligando Wnt se une a dos correceptores, las
proteinas “frizzled” (fzl) y las “low density lipoprotein receptor related protein” 5
y 6 (LRP5 Yy 6) (Figura 10)(123, 129).
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Figura 10: Formacion 6sea via de la Wnt. Fuente: Solan XN. Tratamiento de la osteoporosis
con farmacos osteoformadores y otros. Mecanismo de accion de la PTH 1-34, PTH intacta,
denosumab, ranelato de estroncio, calcitonina y nuevos farmacos en perspectiva. Medicine.
2010;10(60):4144-8.

Entre los antagonistas de esta via destacan una proteina soluble llamada
Dickkopf (Dkk1) y otra codificada por el gen SOST, llamada esclerostina, cuya
accion evita la activacién de los correceptores por lo ligandos Wnt (121, 130).

Al unirse los ligandos Wnt sus correceptores, disminuye la fosforilacion de la 3-
catenina, aumentan sus niveles citoplasmaticos y se trasloca al nucleo, donde
es capaz de regular la expresion de ciertos genes, con la colaboracion de otros
factores de transcripcion (Tcf/Lef) y coactivadores (131, 132).

Diversos estudios en animales de experimentacion han demostrado la
elevacion de los niveles de todos los componentes de la via Wnt-$- catenina en
el lugar de la fractura asi como un incremento mantenido del ARNm de estas
proteinas durante los primeros 21 dias postfractura. Ademas determinan que
esta via se activa en mudltiples células implicadas en la consolidacion (130,
132).

Por lo anteriormente expuesto, parece bastante claro que niveles elevados de
B-catenina se asocian a un aumento de la formacion 6sea. Este descubrimiento
ha conducido al desarrollo de nuevas dianas terapéuticas, siendo
especialmente interesante la inhibicion de la esclerostina (123). Sabiendo que
un déficit de esta ultima favorece la consolidacion de las fracturas, produce el
aumento de masa Osea y que el gen que la codifica se expresa
esencialemente en el esqueleto, no es de extrafiar que sea una de las lineas
de actuacion mas interesante hasta el momento (132-134).

Aunque las vias Wnt-B- catenina y OPG/RANK/RANKL parecen sistemas
independientes, lo cierto es que estan interrelacionadas. De hecho la
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capacidad de los osteoblastos para expresar OPG viene regulada por la via
Wnt- 3- catenina (121).

2. Fé&rmacos: Principios generales de actuacion.

o Agentes antirresortivos (Bifosfonatos, Inhibidores del RANKL).

Bifosfonatos: Suponen uno de los tratamientos mas utilizados para la
osteoporosis y la prevencion de fracturas. Su accion antirreabsortiva se basa
en la unién del farmaco a los cristales de hidroxiapatita del hueso. Cuando los
osteoclastos reabsorben el tejido 6seo incorporan la molécula y esto induce su
apoptosis (135, 136). Ademas se ha demostrado que su administraciéon a dosis
bajas favorece la osteoblastogénesis e inhibe la osteoclastogénesis (136). Ello
conduce a un aumento de la densidad mineral 6sea (DMO) (3, 135, 137).

En cuanto a la consolidacion de las fracturas, estos farmacos son un arma de
doble filo. En diversos estudios experimentales realizados sobre modelos de
consolidacion endocondral no parecen afectar a las fases iniciales de la
formacion del callo; no obstante si que se encuentran diferencias en cuanto al
remodelado 6seo (135). El callo de fractura resultante sera voluminoso y con
alto contenido mineral; sin embargo, el tiempo de maduracion y remodelado del
callo se vera muy alargado. Esto explicaria porqué en animales tratados con
bifosfonatos su callo es histologica y mecanicamente menos efectivo que el
gue presentan los animales control (138).

Todos estos datos nos presentan un dilema. Por un lado, la terapia con
bifosfonatos se ha mostrado efectiva como tratamiento de la osteoporosis. Por
el contrario, sabemos que en caso de producirse una fractura debemaos retirarlo
Ssi queremos conseguir una correcta consolidacion, pues se deposita
preferentemente en la zona de la fractura impidiendo el remodelado (137). En
las actuales recomendaciones referentes al tratamiento de fracturas de cadera,
se destaca la importancia de retirar la terapia al menos durante las 6 semanas
postfractura (139). Todo esto parece evidenciar que la terapia con bifosfonatos
no esta indicada para el tratamiento de las fracturas y mucho menos para el de
las pseudoartrosis (Figura 10).

Inhibidores del RANK-L (Denosumab): El denosumab es un anticuerpo
monoclonal humano frente al RANK-L (123, 135, 140). La reduccién del riesgo
de fracturas vertebrales con este farmaco se sita en un 68% y la de fracturas
de cadera en un 40% (123, 140). La ventaja que presenta frente a los
bifosfonatos es que no se acumula en el tejido 6seo (123, 135). Su indicacion
principal es la osteoporosis postmenopausica, aunque también se utiliza en la
prevencion de pérdida de masa 6sea producida por los inhibidores de la
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aromatasa en el cancer de mama (123) y en algunos otros tipos de
osteoporosis.

Los estudios, que valoran la consolidacion endocondral en modelos de
experimentacién tratados con denosumab, no evidencian diferencias respecto
al tratamiento con bifosfonatos en cuanto a consolidacion se refiere. Al igual
gue con los bifosfonatos, se forma un callo voluminoso y con una DMO
elevada, pero con retardo del remodelado 6seo (135, 137, 141). Las diferencias
mas notables se encuentran en el estudio biomecéanico, donde se constata un
callo mas resistente a las fuerzas de torsiébn en los animales tratados con
denosumab (141).

Todo lo anteriormente expuesto hace que el denosumab sea una alternativa
real a los bifosfonatos, en cuanto a osteoporosis se refiere pero no supone una
solucion al tema a tratar en este trabajo.

o Andalogos de hormona paratiroidea (PTH).

Las paratiroides segregan la hormona paratiroidea (PTH) tras el estimulo
producido por la hipocalcemia. Ante la disminucion del calcio iGnico se produce
su liberacion con los consiguientes aumentos de produccion de 1,25 (OH)2
Vitamina D3, de la reabsorcion de calcio a nivel del tibulo renal e intestino y de
la resorcidon 6sea (123). Por tanto podemos decir que la principal funcion de
esta hormona es la homeostasis del calcio.

Ademas la PTH regula la expresion génica de los osteoblastos, activa la sefial
de supervivencia y retrasa la apoptosis; de esta forma se incrementa el nUmero
total de osteoblastos. Este efecto se produce gracias a la activacién del factor
de transcripcion Runx2 y agentes antiapoptéticos ligados a los genes Bcl-23
(123).

La administracion exégena de PTH puede ser muy beneficiosa. Esta
ampliamente demostrado que, en caso de administrarse en forma de pulsos
intermitentes, favorece la diferenciacion de células mesenquimales
indiferenciadas hacia la linea osteoblastica e incrementa la proliferacion y
diferenciacion de los osteoblastos a través de la produccion de adenosin
monofosfato ciclico (AMP¢) (123, 137). Sin embargo, los nivels cronicammente
elevados, favorecen la actividad osteoclastica y conducen a un aumento de la
resorcion oOsea (123, 142). Esta accion antagonica segun el modo de
administracion se conoce como efecto paradéjico o accién dual de la PTH (135,
137).
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Al ser un farmaco osteoformador, es de esperar que sea Util como tratamiento
de fracturas y pseudoartrosis; los estudios experimentales sobre fracturas
diafisarias en ratas avalan esta teoria (137, 143). En ellos se ha demostrado
que la PTH favorece la formacion del callo de fractura mediante la estimulacion
y proliferacién temprana de células osteoprogenitoras; también se detectaron
importantes aumentos de produccion de las proteinas de matriz 6sea asi como
de la actividad osteoclastogénica durante la fase de remodelado del callo (144).
Posteriormente se han publicado nuevos datos que demuestran la efectividad
de la PTH en los estadios tempranos de la consolidacion endocondral mediante
un aumento de la expresion de los genes de la via Wnt, indicando que su
actividad tiene relaciéon con esta via (137, 143, 144).

Con todo lo que se expone anteriormente, pareceria que la PTH podria
suponer una solucién a los problemas de consolidacién. Sin embargo, varios
estudios clinicos aleatorizados randomizados no han mostrado diferencias
estadisticamente significativas entre la administracion a altas dosis de PTH y el
placebo (145, 146).

o Moduladores de la via Wnt-B-catenina.

Como ya se ha mencionado previamente, con el descubrimiento de la
implicacion de la via Wnt-B-catenina en la estimulacion de la formacion Osea,
se ha abierto un nuevo campo de investigacion y desarrollo de nuevos
farmacos (123).

Sabiendo que determinados factores, como Dkk1 y la esclerostina, se unen al
complejo LRP5/6 e inhiben la actividad de la via, sus anticuerpos seran
potentes inductores de formacion 6sea (135, 137).

En los modelos de experimentacion de fracturas de fémur tratadas con el
anticuerpo anti-Dkk1, se ha observado el aumento del callo de fractura, de su
resistencia y de la DMO. Asi mismo se encontré el aumento de DMO en la
extremidad no fracturada (130).

En el caso del anticuerpo de la esclerostina, se ha visto que su capacidad es
similar en cuanto a la formacion y mineralizacion Osea. Ademas de
demostrarse en diversos estudios un aumento de grosor, tanto de las
trabéculas como de las corticales (135, 137).

Ambos anticuerpos han demostrado su potencial utilidad a la hora de prevenir
la desmineralizacion en miembros inmovilizados, la consolidacion fracturaria y
el tratamiento de la osteoporosis en modelos experimentales.
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Lamentablemente solo existen estudios clinicos que avalan el tratamiento de la
osteoporosis con este tipo de anticuerpos (132, 135).

° Ranelato de Estroncio.

El ranelato de estroncio (RE) es un compuesto que consta de dos atomos de
Estroncio (Sr) en un nucleo organico que es el acido ranélico (123) (Figura 11).

Ranelato de estroncio
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{gr++ )

“ooC

Figura 11: Férmula quimica del Ranelato de Estroncio. Fuente: Palacios S SBR, Valdés C,
Vazquez F. Recomendaciones sobre ranelato de estroncio en el tratamiento de la osteoporosis.
Prog Obstet Ginecol. 2012;55(1):38-9.

Farmacocinética y mecanismo de accion:

En 1993 comenzo el desarrollo preclinico del RE, que incluyé numerosos
estudios in vitro e in vivo con modelos experimentales y que permitieron el
conocimiento de la farmacocinética de la sustancia y su mecanismo de accion.

Estudios in vitro sobre la formacion y resorcion ésea:

Se han publicado numerosos estudios en los que se analizaa el efecto dual del
farmaco; por un lado presenta un efecto positivo en la formacion de tejido éseo
y por el otro una disminucion de la resorcién de dicho tejido (147-149).

El ranelato de estroncio ha demostrado tener un efecto positivo sobre la
replicacion de células osteoprogenitoras y preosteoblastos, a la par que
incrementa la sintesis de proteinas colagenas y no colagenas en osteoblastos
maduros de rata (131, 147, 148). Es capaz de estimular la diferenciacion de
precursores osteoblasticos a osteoblastos maduros. Ademas favorece la
diferenciacion de osteoblastos humanos a osteocitos (Figura 12). No obstante,
hay que sefialar que estos efectosestimuladores de la formacion observados en
modelos experimentales no han sido reproducidos en todos los sistemas, por lo
gue son cuestionados por algunos autores (147, 148, 150).

66



Introduccion.

@ @ @ pre-osteoclastos

Pre-osteoblasto
CaSR
+ ¢ Otros? /

T Replicacion

Osteoblastos

. 2 o @
Diferenciacion e Osteoclastos

A

I Sintesis de T Apoptosis

matriz 6sea

Figura 12: Mecanismo de accién sobre la proliferacién y resorcidon. Fuente: Palacios S SBR,
Valdés C, Vazquez F. Recomendaciones sobre ranelato de estroncio en el tratamiento de la
osteoporosis. Prog Obstet Ginecol. 2012;55(1):38-9.

Mas acuerdo existe sobre el efecto antiresortivo del RE. La inhibicion de la
resorcion Osea se podria explicar a través de la inhibicién, tanto de la
diferenciacion de los osteoclastos como de su capacidad de resorcion. En
cultivos de osteoclastos de rata, el RE inhibe, de forma dosis dependiente, la
expresion de la anhidrasa carbodnica Il y el receptor de la vitronectina (151).
Existen datos que indican que el RE también presenta efecto estimulador de la
produccion de osteoprotegerina (OPG) que, como hemos mencionado con
anterioridad en este trabajo, es un conocido inhibidor de la osteoclastogénesis
(Figura 12) (152).

Junto a la accién dual sobre las células 6seas, se ha visto que el RE también
tiene efectos sobre el mineral de la matriz 6sea. Los iones de estroncio (Sr) son
capaces de sustituir a los iones de calcio en los cristales de hidroxiapatita
(153). Esta sustitucion tendra lugar, no sélo durante la formacion de hueso
nuevo (sustitucion ionica), sino también en los cristales ya formados, por
sustitucion del calcio en la superficie del cristal de hidroxiapatita (intercambio
idnico en superficie) (Figura 12) (147, 154).

Estudios en animales de experimentacion:

En ratas hembra, el RE incrementa la formacion oOsea y disminuye su
resorcion, obteniendo como resultado un incremento de la masa 6sea al mismo
tiempo que una mineralizacion 6sea conservada (153, 155).

En los estudios recientes realizados por el equipo de Ammann, se ha
comprobado que el RE activa el receptor sensible a los niveles extracelulares
de calcio (calcium- sensing receptor o CaSR), estando este Ultimo implicado en
la replicacion de preosteoblastos y osteoblastos (figura 12) (153).
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El RE ha demostrado ser capaz de incrementar los niveles de osteoprotegerina
(OPG) y a la vez suprimir el RANKL. Estos efectos se suprimen al silenciar
parcialmente el CaSR, sugiriendo la implicacion de este receptor (figura 12)
(150, 152).

Farmacocinética y fase I:

Las propiedades farmacocinéticas han sido evaluadas en hombres y mujeres
sanos. El RE se disocia en el aparato gastrointestinal, escindiéndose por un
lado el estroncio (Sr) o elemento activo en el metabolismo 6seo y el acido
ranélico, que no tiene actividad farmacoldgica (151). La absorcion del estroncio
(Sr) es dosis-dependiente; sin embargo, el pico de la concentracién plasmatica
(Cmax) es menor de lo que corresponderia proporcionalmente, probablemente
debido a un proceso de saturacion, como ocurre con el calcio (151, 156).

Tras la ingesta de 2g. de RE, la biodisponibilidad absoluta del estroncio (Sr) es
del 25%. Si comparamos la administracion del RE asociada al calcio o ingerida
tras las comidas con la administracion de la misma dosis en ayunas, la
biodisponibilidad se reduce a un 60-70%.

La méxima concentracion de estroncio se alcanza a las 3-5 horas de la
administracion de una dosis de 2g. El 25% se une a proteinas plasmaticas;
como tiene una alta afinidad por el tejido 0seo, se depositara preferentemente
en el hueso de reciente formacion (151, 156).

El estroncio no se metaboliza y no inhibe el citocromo P450; su eliminacion es
independiente del tiempo y de la dosis, teniendo una vida media efectiva de 60
horas aproximadamente. Los andlisis farmacocinéticos han demostrado que la
edad y el peso no afectan al aclaramiento del estroncio; por eso no necesita un
ajuste de dosis (151).

Estudios clinicos fase IlI-11l y eficacia clinica:

El RE es el primer tratamiento de la osteoporosis que parece aumentar la
formacion y reducir la resorcion 6sea de forma simultanea. Un mecanismo de
accion dual innovador que llevé a su uso en la clinica.

La dosis necesaria para el tratamiento y prevencion de la osteoporosis
postmenopausica fue evaluada en dos ensayos clinicos: PREVOS (Prevention
of osteoporosis Study) y STRATOS (Strontium administration for treatment of
osteoporosis) (157). Ambos estudios fueron aleatorizados, doble ciego y
controlados con placebo y la conclusion fue, que la dosis diaria de 2 gramos
era la de mejor relacion eficacia-seguridad. La confirmacién de que esta dosis
era eficaz vino de la mano del estudio fase Ill FIRST (Fracture international run
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in strontium trial) del cual surgieron dos estudios de gran importancia, SOTI
(Spinal osteoporosis therapeutic intervention), que analizaba el efecto de
prevencion de fracturas vertebrales y TROPOS (Treatment of peripheral
osteoporosis), con el objetivo de estudiar la eficacia del ranelato de estroncio
en las fracturas periféricas (157, 158). La reduccion de incidencia de fractura se
puede valorar en la siguiente tabla (Tabla 1).

RRR Fr Cadera
(IC del 95%)

RRR Fr Vv RRR Fr NV

ARO (IC del 95%)  (IC del 95%)

SOTI 41 (0,48-0,73)

TROPOS 39 (0,51-0,73) | 16 (0,70-0,99) 36 (0,41-0,99)

SoTI 33 (0,55-0,81)

TROPOS 24 (0,65-0,88) | 15 (0,73-0,99) | 43 (0,33-0,97)

Tabla 1: Reduccion (%) con Ranelato de Estroncio vs placebo de nuevas fracturas vertebrales
y no vertebrales de los estudios SOTI y TROPOS en grupos de alto riesgo (mujeres de 74 afios
0 mas con DMO en cuello femoral de -2,4). Nuevas fracturas vertebrales (N Fr V), Nuevas
Fracturas no vertebrales (N Fr NV), Nuevas fracturas de cadera (N Fr Cadera).

Efecto _del Ranelato de Estroncio sobre la consolidacion de fracturas vy
pseudoartrosis:

Después de analizar los efectos que produce el RE sobre el tejido 6seo, parece
razonable pensar que su uso podria ser de ayuda en los problemas de falta de
consolidacion.

El equipo de Cebesoy (159), estudié en 2007 el efecto del RE en la
consolidacion de las fracturas. Su estudio se realizé en un modelo experimental
de fractura de tibia en rata tratada con inmovilizacion. Basandose en estudios
radiogréficos y cortes histologicos, no hallaron diferencias atribuibles al uso de
RE. No obstante la falta de estudios biomecéanicos y densitométricos asi como
otros temas relativos a la metodologia del estudio, que trataremos en la
discusion del presente trabajo, hacen pensar que se deberia barajar la
posibilidad de que si fuese efectivo.

A diferencia de los datos presentados por Cebesoy, varios autores abordan
este tema utilizando modelos experimentales de fracturas en rata
ovariectomizada (160, 161). Estos autores si publican datos que confirman el
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beneficio estadisticamente significativo del tratamiento con RE en fracturas
osteopordticas. Li et al (160) estudio los efectos de la administracion sistémica
de RE en ratas ovariectomizadas y no ovariectomizadas a las que les habia
realizaddo una osteotomia. A las 8 semanas encontré6 un aumento de la
formacion 6sea, DMO e incremento de las propiedades biomecanicas y
estructurales del callo en el grupo de ratas ovariectomizadas.

Ozturan et al (161) realiz6 un estudio similar en el que, tras 6 semanas de
tratamiento con RE, detecté un aumento estadisticamente significativo de la
resistencia y de la la madurez del callo en el grupo de ratas ovariectomizadas
tratadas con RE frente al grupo control.

A la vista de estos resultados, podemos decir que al menos, en el caso de
fracturas osteoporaéticas, el tratamiento con RE, si podria ser beneficioso.

El hecho de que las condiciones metabdlicas sean diferentes en las fracturas
osteoporoticas puede ser la clave. Las ratas ovariectomizadas presentan un
recambio 6seo muy elevado, con gran destruccion de tejido 6seo, donde el RE,
puede jugar un papel muy importante a la hora de favorecer la consolidacion
(160). No obstante, estos estudios son metodologicamente mas completos que
el anteriormente mencionado, por lo que merece la pena no descartar aun, la
posibilidad de que no sélo sea efectivo en fracturas osteoporoéticas, sino
también en el resto de fracturas.

1.6. Influencia genética sobre la consolidacién de las fracturas.

Como se ha reflejado en apartados anteriores, sabemos que el tejido 6seo
tiene una gran capacidad de autorreparacion (21, 71); no obstante, persisten
casos en los que este proceso no se lleva a cabo. Segun Szczesny et al, hasta
un 65% de los pacientes diagnosticados de pseudoartrosis no tendrian una
causa conocida asociada (162).

Se han sefalado varios factores de riesgo como asociados a un mayor riesgo
de padecer una pseudoartrosis de tipo atrofico. Entre ellos la insuficiente
estabilidad mecanica, la desvitalizacibn de los fragmentos O0seos a
consecuencia del extenso dafo de partes blandas (incluyendo al periostio), las
fracturas abiertas, algunos farmacos, etc (73).

Ademas de todos estos factores, en los ultimos afios se ha estudiado el papel
del “factor genético” y la importancia que tiene en la consolidacion de las
fracturas (163). Lo cierto es que, si analizamos los resultados que tenemos en
la practica clinica diaria, existen casos en los que un tratamiento similar a dos
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fracturas de patron muy similar no obtiene el mismo resultado, consolidando en
unos casos y en otros no.

Niikura et al (164) observd en sus estudios un descenso de la expresion de
diversas BMPs y un aumento de algunos de sus inhibidores (Noggin y
sclerostina) en animales que presentaron pseudoartrosis. En otros estudios con
la misma finalidad encontraron una expresion de IGF-l/ll e IGFBP6 mas
elevada en los casos que presentaban pseudoartrosis que en los que no se
presentaba dicha patologia (165).

Las investigaciones actuales han demostrado que determinados genes y
expresiones moleculares son los responsables del inicio y regulacién de la
cascada de consolidacién entendiendo entonces que variaciones en la
expresion genética durante la consolidacion pueden alterar el proceso de
consolidacion (72, 166).

1.6.1. Predisposicidn genética a la pseudoartrosis.

Como ya se ha comentado, ademas de los factores conocidos que aumentan el
riesgo de desarrollar una pseudoartrosis atréfica, el factor genético también
juega un papel importante. En estudios experimentales in vivo esa variabilidad
genética afecta al proceso de consolidacion (163).

Ademas de la fisiopatologia ya conocida de la pseudoartrosis, la variabilidad
genética juega un papel importante interactuando con los factores ambientales;
puede ser la causa del fracaso de la consolidacion (163).

Existen pocos estudios que evaltan la variabilidad genética en humanos vy la
importancia de esta variabilidad a la hora de predisponer a la pseudoartrosis
(Figura 13).

En estos estudios se analizan varios polimorfimos bialélicos (SNPs) de genes
implicados en el proceso de consolidacion y se explora su relacion con la
propension a desarrollar esta patologia (72).

El primer estudio que exploro la influencia de de las variantes alélicas en la
susceptibilidad de padecer una pseudoartrosis atréfica se centré6 en varios
SNPs de genes de la via de las BMP (BMP2 y 7 y los inhibidores Noggin y
Smad6) en pacientes con fracturas. Fueron evaluados debido a la asociacion
encontrada entre ellos y la aparicion de pseudoartrosis en fracturas de huesos
largos (167).
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La seleccion de estas moléculas para su estudio se decidié en base al hecho
de que se ha demostrado previamente que las BMPs son poderosos agentes
osteoinductores y juegan un papel imporante en la consolidacion (5).

Merece la pena destacar el descubrimiento de dos SNPs en los genes Noggin y
Smad6 que se asocian a un mayor riesgo de sufrir pseudoartrosis atréficas si
tiene lugar una fractura. Esto apoya la hipétesis de que las variantes genéticas
y su expresion durante el proceso de consolidacion, pueden modular la
formacion 6sea en respuesta a una fractura (163).

Varios estudios demuestran ademas la impotancia de estas dos moléculas
(Noggin y Smad6) en la patofisiologia musculo-esquelética. En el caso de
Noggin, recientes estudios sobre ratones transgénicos con sobreexpresion de
esta molécula, revelaron un aumento de las fracturas y osteopenia en estos
animales frente al grupo control (168, 169). Ademas de éste hecho,
Aspengberg et al (169) ha constatado en sus estudios la capacidad de Noggin
para inhibir la osificacion intramembranosa y la formacion 6sea, alterando la
capacidad de consolidacion.

En el caso de Smad6, los estudios de Horiki et al (170), sobre ratones
transgénicos que sobreexpresan esta molécula, han detectado un déficit de
osificacion endocrondral en estos animales alterando el proceso normal de
consolidacion.
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Figura 13: Tabla resumen de los principales estudios de investigacion en humanos sobre la predisposicion genética a la pseudoartrosis. Bone
morphogenetic protein (BMP), C- Reactive protein (CRP), Insulin-like growth factor (IGF), Interleukin (IL), Matrix metalloproteinasas (MMP), Platelet-
derived growth factor (PDGF), Single nucleotide polymorphism (SNP), Transforming growth factor (TGF), Toll- like receptors (TLR), Tumor necrosis
factor (TNF) Dimitriou R, Carr IM, West RM, Markham AF, Giannoudis PV. Genetic predisposition to fracture non-union: a case control study of a
preliminary single nucleotide polymorphisms analysis of the BMP pathway. BMC musculoskeletal disorders. 2011;12:44.
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1.6.2. Importancia _clinica de la predisposicion genética a la
pseudoartrosis.

Desde el punto de vista de la clinica, la demostracion de una susceptibilidad
genética a la pseudoartrosis se realizaria a través de un analisis de las
variantes genéticas y podria ser un instrumento importante para detectar
pacientes “en riesgo” de forma temprana.

Este hecho podria ayudar a la hora de disefiar nuevas estrategias de
tratamiento que favorecieran la consolidacibn en pacientes con un perfil
genético desfavorable (163).

1.7. Estudio de las alteraciones de la consolidacién en modelos

de experimentacién animal.

Como ya se ha comentado con anterioridad, el hecho de que en un futuro
préximo nos tengamos que enfrentar a pacientes de mas edad, con problemas
de salud mas graves y con mayor tendencia a sufrir trastornos de
consolidacion, hace que nos planteemos si el enfoque actual del tratamiento es
el mejor posible.

En la actualidad, si un paciente sufre un trastorno de consolidacion, lo habitual
es que deba someterse al menos a una cirugia extra de mayor agresividad que
la previa, sin garantias de que sea suficiente (3, 8). Este tipo de cirugias de
rescate suponen numerosas comorbilidades, incluso la muerte a los pacientes
ancianos y pluripatolégicos. Con la expectativa de envejecimiento de la
poblacién, se hacen necesarias alternativas a estos tratamientos tan agresivos.

En este sentido, seria interesante encontrar una terapia de aplicacién poco
agresiva, es decir preferiblemente un farmaco antes que una cirugia y de
administracion oral mejor que intravenosa, que consiguiese una alta tasa de
consolidacion con los menores efectos secundarios posibles.

Sin embargo, no debe olvidarse que todos los tratamientos tienen efectos
secundarios que pueden suponer una pérdida de bienestar de un subtipo de
pacientes, que ya de por si tienen una calidad de vida limitada. Por ello, antes
de plantearse el uso de un farmaco en la clinica, es importante saber hasta qué
punto puede ser beneficioso mediante su estudio en animales de
experimentacion. En la actualidad se emplea el simil entre el modelo animal y
la “maqueta del arquitecto”, es decir son y actian como herramientas
cientificas.
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1.7.1. Conceptos béasicos sobre el uso de animales de experimentacion.

Los modelos animales siguen siendo cruciales para incrementar el
conocimiento de las funciones y mecanismos del organismo, asi como para
saber como trabajan los farmacos, desarrollando nuevos agentes terapéuticos
y obteniendo datos criticos para el avance de los nuevos compuestos hacia los
ensayos clinicos.

En el sentido estricto de la palabra, el modelo animal representa un intento por
imitar las patologias y los procesos asociados a la enfermedad humana.

1.7.1.1. _Consideraciones generales.

La utilizaciéon de modelos animales pasa por el desarrollo de un sistema de
ensayo que nos permita comprender el mecanismo basico de la enfermedad,
de forma que pueda ser sistematicamente manipulada para que podamos
entender mejor sus bases biolégicas. Como punto a destacar, los modelos
animales se basan en su correspondencia con el desarrollo clinico de la
enfermedad en humanos. Por este motivo es capital constatar la validez del
modelo experimental, siendo el punto mas critico que ha de cumplir cualquier
modelo que se utilice (171).

Uno de Is usos mas comunes de los modelos animales esta relacionado con la
evaluacion de nuevas entidades quimicas, para el tratamiento de
enfermedades. Para ello es importante el concepto de validez predictiva, esto
es gue los compuestos que tienen un efecto determinado sobre los humanos lo
tenga también sobre el animal del modelo y a la inversa, es decir que un
compuesto sin efecto en el ser humano no tenga efecto sobre el modelo
(controles positivos y negativos respectivamente) (171, 172).

El significado y la validez respecto a la utilidad en términos de extrapolacién de
resultados en modelos experimentales animales dependeran de la seleccion
del animal adecuado.

1.7.1.2. Seleccién del modelo adecuado.

La seleccion de la especie, raza y cepa, asi como el método a aplicar, es una
de las decisiones mas importantes. Los objetivos del protocolo juegan un papel
importante en la seleccion del animal mas adecuado a la finalidad
experimental.

Es importante tener en cuenta la extrapolacion de los resultados obtenidos;
aunque existan diferencias légicas entre las distintas especies y el ser humano,
aun es posible encontrar similitudes. Por eso mismo, al realizar el disefio
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experimental deben conocerse las caracteristicas anatomicas y funcionales de
cada especie y asi obtener los resultados mas extrapolables posibles (171,
173).

La validez de cualquier informacién obtenida del modelo dependera de la
pertinencia del animal seleccionado. Dicha seleccion no debe estar basada
unicamente en la disponibilidad, familiaridad o coste.

Segun Svendsen y Hau (172), para elegir el modelo animal mas adecuado a la
finalidad experimental deberian plantearse las siguientes preguntas:

1. Definir la pregunta o hipétesis a confirmar.

2. Decidir el substrato sobre el cual estudiar la hip6tesis (6rgano, tejido,
célula, etc).

3. Determinar con qué especie animal trabajar y a partir de la cuél obtener el
substrato.

4. Establecer la especie y/o raza animal que mejor proporciona el substrato
(en cuanto a accesibilidad, problemas técnicos, menor dafio para el
ejemplar,etc).

5. Establecer que factores préacticos podran influir sobre el desarrollo de la
experiencias a realizar (disponibilidad de material de otros experimentos
previos, adiestramiento del personal técnico, coste econémico, etc).

6. Duracion de la experiencia a realizar.

7. Seleccionar el modelo animal a partir de las consideraciones cientificas,
practicas y éticas previamente adquiridas.

Es casi imposible dar unas reglas especificas para la selecciéon del mejor
modelo animal, sin embargo si podemos seguir una serie de reglas generales
gque nos ayudaran a que nuestro modelo experimental sea una buena
‘maqueta” para el investigador (174). En particular, hay una serie de
caracteristicas que se deben considerar cuidadosamente:

1. Adecuado como anélogo.

N

Capacidad de transferir informacion.

w

Uniformidad genética de los organismos utilizados.

4. Conocimiento de las propiedades bioldgicas.
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5. Coste y disponibilidad.

6. Generalizacion de los resultados.
7. Facilidad y adaptabilidad de la manipulacion experimental.
8. Consecuencias etiolégicas.

9. Implicaciones éticas.

10. Disponibilidad de alojamiento.

11. Tamafo del animal.

12. Ndmero de individuos necesarios.
13. Esperanza de vida.

14. Sexo.

15. Cantidad de datos necesarios.
16. Edad de los animales.

17. Necesidad de descendencia.

Habitualmente los estudios se realizan en rata, ratén o cobaya por ser animales
de donde se extrae mucha informacién, se ha acumulado gran experiencia
trabajando con ellas y cumplen casi todas sino todas las premisas
anteriormente expuestas.

1.7.1.3. Extrapolacién del animal al hombre.

El término extrapolacion se utiliza con frecuencia para describir como los datos
obtenidos de estudios con animales pueden ser aplicados en humanos.

La extrapolacion de los resultados se puede realizar de dos formas:

e Cualitativa: Si un modelo animal presenta reacciones a estimulos que se
reproducen en otras especies animales y en la humana.

e Cuantitativa: Si un modelo animal permite discriminar los efectos de
diferentes dosis de un determinado producto y después estas dosis son
aplicables o tienen efectos idénticos en otras especies animales o en la especie
humana.
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La validez de la extrapolacion puede ser altamente complicada como
consecuencia de la pregunta: ¢ para qué humanos va destinado?

Es muy comudn obtener resultados desde modelos animales genéticamente
definidos, mientras que los humanos, a los cuales va destinado, son muy
variables en cuanto a genética, ambiente, dietas, etc. Todo esto puede ser
importante en modelos farmacoldgicos y toxicologicos (173).

No hay unas normas preestablecidas para analizar la validez de la
extrapolacién de una especie a otra. Esto debe ser evaluado individualmente
para cada experimento y habitualmente debe ser verificado en la especie
objetivo. La base légica que hay detras de la extrapolacién de resultados de
una especie animal a otra estd basada en la homologia, la semejanza
evolutiva, llas estructuras morfoldgicas y los procesos fisiolégicos entre las
diferentes especies animales y los humanos (171).

1.7.2. Modelos experimentales para el estudio de fracturas.

Como hemos adelantado en el apartado anterior, la clave para que un modelo
experimental sea de utilidad es la capacidad de extrapolacién de los datos
obtenidos (173). Para ello es imprescindible la validez del modelo a la hora de
reflejar la “situacion clinica” asi como la buena reproductibilidad del mismo
(175). Es importante tener en cuenta las limitaciones de cada modelo para no
cometer errores de extrapolacion.

Cuando un modelo experimental se utiliza para valorar las fracturas y las
alteraciones de consolidacién de las mismas, es importante que refleje
fielmente la biomecanica y la fisiologia tan particular que tiene en este aspecto
el ser humano(175). Esto no siempre se cumple. Por ejemplo en algunos
modelos de pseudoartrosis se simula esta patologia con un gran defecto 6seo
en situacién aguda, mientras que la pseudoartrosis de un paciente no tiene por
qué caracterizarse por tener un gran defecto 6seo y por definicion no es aguda.
Dado que ningun animal presenta nuestras mismas caracteristicas anatémicas,
histoldgicas, biomecéanicas, etc. debemos “ingeniarnoslas” para que el modelo
recree la situacion clinica lo mas fielmente posible (171).

1.7.2.1. Factores dependientes del animal que limitan la validez del
modelo.

Existen muchos factores que actian sobre el modelo experimental y alteran los
resultados; se deben tener en cuenta para que las conclusiones resulten
correctas. Basicamente seran:
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e Edad: Diversos estudios han demostrado que la edad del animal afecta
tanto a la calidad ésea como al tiempo de consolidacion.

e Sexo: El “turnover” y la reparacién ésea pueden verse alterados por la
influencia del ciclo hormonal de las hembras. En ratas ovariectomizadas, sobre
todo si se trata de ratas “afosas” se presentan con mayor facilidad una
disminucién de densidad mineral 6sea y los retrasos de consolidacion, siendo
un modelo perfecto para la simulacion de fracturas osteoporoticas (176).

e Eleccion del animal: Existen mdltiples animales utilizados para la
investigacion de la consolidacion de las fracturas. Lamentablemente ninguno
cumple todas las propiedades del hueso del ser humano. No obstante, dado
gue algunos presentan grandes similitudes, pueden tomarse como modelos
a77).

En nuestro caso hemos utilizado ratas. Hasta un 36% de los investigadores las
utilizan para este tipo de modelos experimentales (175, 176). Las ratas
presentan un hueso de caracteristicas similares al nuestro; tiene un buen
remodelado del tejido esponjoso aunque menor en el tejido cortical. No
obstante, la rata es un modelo muy util para los estudios sobre huesos largos.
Son animales faciles de alojar (las hembras pueden compartir jaulas),
higiénicos y de coste asequible (175).

1.7.2.2. Factores dependientes de la metodologia que influyen en la
validez.

Como ya hemos comentado, existen numerosos factores dependientes de las
caracteristicas del animal que pueden alterar el resultado final. No obstante, la
validez de un modelo de experimentacion no depende Unicamente de las
caracteristicas del animal elegido sino también de las técnicas quirdrgicas e
implantes que utilizamos y que van a influir en el resultado.

e Cirugia abierta/cerrada: Existen técnicas capaces de producir una fractura
cerrada (guillotina) en el hueso del animal de experimentacion. Si para su
estabilizacion utilizamos el enclavado endomedular, seriamos capaces de
reproducir fielmente la consolidacién secundaria por segunda intencién. Si
abrimos el foco para realizar la fractura perderiamos el hematoma fracturario
alterando el resultado (175).

e Realizacidon de la fractura: Si realizamos la fractura de manera cerrada,
utilizando una guillotina o cualquier otro medio, la fractura ser& mucho mas
estable; esto es debido a que los fragmentos estan perfectamente engranados,
las partes blandas les aportan cierto grado de “empaquetamiento” que los
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mantiene en su posicion, etc. Si optamos por realizar una osteotomia abierta
todas estas caracteristicas se perderan haciéndola mas parecida a la situacion
que queremos reproducir (175). Ademas de todo eso, Park describe en sus
estudios que la reaccion del tejido 6seo a la sierra difiere de la producida por la
fractura y también alteraria la consolidacion de la misma (179).

e Técnicas de estabilizacion: Como se ha descrito con anterioridad, la
consolidacion de la fractura tendra lugar gracias a la combinacion de las
consolidaciones endocondral y membranosa. Si utilizamos técnicas de fijacion
rigida, como las placas, predominara la consolidacion membranosa; si por el
contrario optamos por una fijacion relativa, como es el caso de los enclavados y
los fijadores externos, predominara la consolidacion endocondral. Por todo
ésto, deberiamos escoger el método de fijacion segun nos interese el
predominio de uno u otro tipo de consolidacién (175, 176).

e Farmacos: Se ha demostrado que diversos farmacos administrados a los
animales, durante el proceso quirargico, son capaces de alterar la
consolidacion de la fractura. Este es el caso de ciertos anestésicos inhalados,
analgésicos o antibidticos. Por eso es necesaria la aplicacion de protocolos
para el uso correcto de los mismos con el objetivo de disminuir o limitar su uso
en el tiempo (175, 176).

1.7.3. Modelos experimentales para el estudio de pseudoartrosis atréficas.

Por consenso, se diagnostica de pseudoartrosis a los animales de
experimentacion cuya fractura no ha consolidado durante el periodo que dura el
estudio. En la mayoria de los animales de pequefio tamafio, se considera que
un periodo 10-15 semanas es razonable para esto (175).

Dado que existen diversos tipos y causas de pseudoartrosis lo l6gico es que se
intenten reproducir fielmente estas situaciones en los modelos animales; dicho
de otro modo, si se produce una pseudoartrosis tras un mecanismo de alta
energia lo légico es que se reproduzcan los hechos en el modelo para
conseguir que sea extrapolable. Como el trabajo que nos ocupa se refiere al
estudio de pseudoartrosis atréficas, a continuacion se explicaran algunos
medios, descritos en la bibliografia, para reproducirla.

e Interposicion de material extrafio a la fractura: Consiste en aislar ambos
extremos del hueso fracturado entre ellos, colocando algin material ajeno al
callo para impedir a consolidacion. Aunque fue de los primeros métodos en
utilizarse, lo cierto es que su reproductibilidad es limitada sus resultados
inconsistentes (178).
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e Agresion quimica o térmica: Dado que una reproduccion fiel de lo que es
una pseudoartrosis atrofica conlleva la inexistencia de potencial biolégico de
consolidacion en el foco de fractura, la lesion del periostio de uno u otro modo
puede reproducir esta situacién (178).

Kokubu (179) se basa en esta teoria para realizar su modelo de pseudoartrosis
atrofica.

En su estudio recoge una muestra de 96 ratas Long Evans de las cuales a la
mitad les realiza una fractura cerrada y sintesis anterograda con agujas de
kirschner y a la otra mitad les realiza la fractura, abre el foco de fractura y
cauteriza 2mm. de periostio a cada lado del foco. Tras los analisis radioldgicos,
biomecanicos e histolégicos pertinentes, se comprobd la efectividad de este
método para crear pseudoartrosis atroficas.

En este sentido el estudio de Geris (180) también es interesante. Este autor
realiza el mismo procedimiento pero, en vez de abrir el foco, crea la fractura
con una fresa de alta velocidad provocando un aumento de temperatura que
destruye el periostio circundante

e Reintervencion quirdrgica: Numerosos autores recurren a la reintervencion
de los animales de experimentacion con el objeto de resecar y eliminar el tejido
circundante reparativo (endostio y periostio) del foco de fractura. Este método
ha conseguido buenos resultados en todo tipo de animal de experimentacion
(175).

e Creacion de un defecto 6seo: Mediante una osteotomia de reseccion a
nivel de la fractura, creamos un déficit 6seo que no consolida por si solo
durante el periodo de observacién del animal; el tamafio que debe tener ese
defecto es objeto de estudio y debate en la actualidad. Garcia (181) demostré
gue el defecto necesario para generar un modelo reproducible de pseudartrosis
femoral en rata es de 1,8mm. Manteniendo el defecto con un sistema de
fijacion y desperiostizando los 2mm circundantes al foco de reseccion obtienen
un 100% de pseudoartrosis atroficas (181).

Kaspar (183) disefia un modelo en el que simula la situacion biolégica mas
fielmente. Sobre ratas Sprague-Dawley realiza una osteotomia con sierra y
estabiliza esta fractura con un fijador externo tras resecar una cuila de 2mm de
hueso y desperiostizar el foco de fractura ampliamente. Este procedimiento se
parece mas a la situacion a imitar, que es la intervencién quirdrgica de las
fracturas.
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Mills et al (175) determina de forma genérica, que una reseccion del 10% del
tamafo del hueso es mas que suficiente para crear esta situacion de forma
reproductible.

1.8. Estudio biomecénico de la pseudoartrosis.

Podemos definir la biomecéanica como la ciencia que estudia el comportamiento
mecanico de un tejido u 6rgano como consecuencia de las cargas que le
afectan, la constitucion microestructural del propio material y las restricciones
impuestas por otros 6rganos o por el entorno del tejido asi como el cambio que
se produce en él con el paso del tiempo (182). La aplicacién de esta ciencia
nos ayudard a valorar la estructura 6sea y su riesgo de sufrir fracturas.

El hueso presenta unas determinadas caracteristicas que contribuyen a su
resistencia frente a traumatismos. Estas caracteristicas son:

e La geometria 6sea o cantidad de tejido 6seo dispuesto en las corticales y
en las trabéculas 6seas (183).

e Las propiedades bioquimicas del tejido (183).

e Lamasa 0sea, medible a través de la densitometria mineral 6sea (DMO). A
pesar de ser la Unica técnica disponible en la clinica practica habitual, lo cierto
es que se ha mostrado como un predictor limitado del riesgo de fractura en
pacientes osteoporoéticos(182, 184).

Dado que en la préctica clinica tenemos recursos limitados para identificar qué
pacientes estan en riesgo de sufrir una fractura osteoporoética, se estan
buscando nuevos métodos que nos ayuden a identificar estos pacientes. Dado
que la DMO tiene un valor limitado, se estan valorando procedimientos para
analizar otros factores que influyen en la resistencia, como la geometria, la
microarquitectura y la “calidad” del tejido 6seo (Figura 14).

Con el desarrollo de las nuevas técnicas de imagen (resonancia magnética y
CT de alta resolucién), es posible estudiar la microarquitectura del tejido oseo.
Estas técnicas no dafan la muestra con lo que se puede repetir la prueba si se
precisa. El Unico inconveniente que presenta actualmente es la cantidad de
tiempo y dinero que supone realizar esta prueba (184).

Las técnicas de evaluacion de las propiedades biomecanicas aportan
informacion directa sobre la resistencia del hueso. Sometiendo las muestras a
pruebas de compresion, torsion o flexion hasta el momento de la fractura
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obtendremos datos sobre la rigidez, la energia necesaria para fracturar el
hueso, etc (183, 184).

——
=3 —
Macroscale Mesoscale Microscale Nanoscale
whole bones trabeculae, lameliae, mineral crystals,
osteons lacunae collagen fibers
im 1mm 1lum 1 nm
L L 1 | 1 1 l L |
e
whole bone bulk tissue microbeam nanoindentation
mechanical testing mechanical mechanical testing,
testing microindentation
QCT HR-MRI microCT
u=—a
HR-pQCT
P NMR FTIR & Raman spectroscopy scanning electron microscopy
gBEI, EDX gravimetric &
chemical analyses

Figura 14: Métodos de evaluacion mecanicos en las bandas superiores, métodos de
microarquitectura/geometria en las intermedias y métodos que evalan los componentes del
hueso en las bandas inferiores. Fuente: Donnelly E. Methods for assessing bone quality: a

review. Clinical orthopaedics and related research. 2011;469(8):2128-38.

1.8.1. Propiedades de los materiales vy respuesta de los mismos a las
fuerzas.

Para poder realizar las pruebas biomecanicas en condiciones o6ptimas, es
necesario que se cumplan una serie de requisitos y condiciones térmicas,
mecanicas, fisicas, etc. Hay que considerar la estructura y geometria del
material y sus posibles modificaciones durante su procesado (183, 185).

Debido a las fuerzas de cohesion, los atomos que componen un objeto ocupan
posiciones definidas y en equilibrio. Cuando alguna fuerza exterior actiia sobre
un objeto se altera la posicion en equilibrio de los &tomos que lo componen y
se produce una deformacién. Al mismo tiempo, y debido a las fuerzas de
cohesion entre los atomos, se generan fuerzas interiores que se oponen a las
fuerzas aplicadas vy, por tanto, a la deformacion del objeto (185).

La relacién entre la carga aplicada y la deformacién producida en el material en
respuesta a la misma se denomina curva de carga-deformacion (load-
deformation curve). Esta curva se puede dividir en dos partes: Deformacion
elastica y deformacion pléastica.

e Deformacion elastica: EI material se deforma mientras la fuerza actuante
esta presente; en el momento en que ésta desaparece el material adopta su
forma original.
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e Deformacion plastica: Segun Young, cuando la fuerza actuante sobre el
material sobrepasa la capacidad de recuperacion de éste, se deforma
permanentemente; es decir, aunque se retire esa fuerza actuante la
deformacion persiste. A este hecho se le denomina deformacion plastica

(Figura 15). Si se continua aplicando carga se puede llegar a producir fatiga o
rotura de dicho material (183, 185).
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Figura 15: Ejemplo de curva carga-deformacion.

Dado que existen multitud de pruebas biomecéanicas, a continuacion
describiremos Unicamente las utilizadas en el presente trabajo: Ensayo de
flexiobn en cuatro puntos y microindentacion.

1.8.2. Ensayo de flexién en cuatro puntos.

Estos ensayos son sencillos en cuanto a realizacion, permiten evaluar la
resistencia de huesos de pequefios animales, en los que otro tipo de ensayos
son mas dificiles de realizar (185).

Basicamente consiste en aplicar una fuerza deformante sobre la superficie del
material (en este caso la diafisis femoral de la rata) y a medida que esto sucede
en unos puntos tendran lugar fuerzas de compresion, en otros fuerzas de
tension y en otros ambas fuerzas se neutralizaran (Figura 16). En teoria la zona
central de la prueba seria el eje neutro; por encima de ese eje se producen
fuerzas de tension, por debajo de compresion. Dado que el tejido 6seo soporta
mejor la compresion que la tension, la muestra se rompera con mayor
frecuencia por el lado donde se produce esta Ultima (185).

El esquema explicado corresponde al ensayo de flexién en tres puntos. Este
ensayo no es correcto del todo pues al aplicar la fuerza en el centro de la
muestra se producen fuerzas de cizalla a través de la misma; si se aplica la
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fuerza en cuatro puntos se evita este ultimo hecho y la fuerza se aplica de
forma casi constante en toda la longitud de la muestra (183).

Figura 16: Muestra de uno de los ensayos realizados a los animales de experimentacién del
presente trabajo y esquema del ensayo de flexiébn en cuatro puntos. Fuente: Turner CH, Burr
DB. Basic biomechanical measurements of bone: a tutorial. Bone. 1993;14(4):595-608.

También es importante considerar la longitud de la probeta; si ésta es muy
corta se produciran fuerzas de cizalla en lugar de las de flexion. Habitualmente
se necesitara una longitud equivalente a 16 veces el grosor de la muestra.
Como es imposible conseguir esta ultima premisa en el caso de tener una
muestra de fémur de rata, establecemos que debe ser de al menos 15 mm. (en
el caso de las hembras) para asegurarnos de que el 85-90% de las fuerzas que
se producen son de flexion (185).

Como resultado obtendremos una gréafica parecida a la que se obtiene para
conocer el modulo de elasticidad. En el eje de coordenadas aparece la fuerza
empleada para ocasionar la deformidad y en el abscisas la deformacion
producida. Al romperse el material obtendremos los datos de fuerza y energia
maxima registrados momentos antes de que se produzca la fractura (Figura
17).
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Figura 17: Gréfica obtenida en uno de los ensayos del trabajo. En esta grafica podemos
objetivar la fuerza maxima que es la necesaria para producir la fractura del material.

1.8.3. Ensayos de microindentacion.

Podemos definir la dureza como la resistencia que ofrece un cuerpo a dejarse
penetrar por otro. Esta definicion explica perfectamente las bases de la
indentacion; sometemos materiales a experimentos de penetracion con un
instrumento penetrador de carga conocida para crear una huella. La relacion
entre el area de la huella creada y la fuerza necesaria para producirla nos
indicara la dureza del material a ensayo (184). Dependiendo de la carga a la
gue sometemos el material a estudio, podemos dividir los ensayos de
indentacion en macro, micro y nanoindentacion.

Se han descrito varios estudios en funcion de la forma que tenga el penetrador;
para este trabajo se ha utilizado el de Berkovich que tiene forma de piramide
con base triangular (Figura 18).

Ad

w

A

Figura 18: (A) Representacion esquematica del indentador tipo Berkovich. (B) Muestra obtenida
durante el estudio, determinacion de las tres alturas de la huella.

Una vez realizado el ensayo, la dureza depende de la forma geométrica del
indentador. El area de la huella se puede obtener bien por medicion directa de
la fotografia, obtenida con microscopio, bien por las relaciones geométricas del
indentador y la curva del ensayo (Figura 17).

A parte de la dureza, en estos ensayos se obtiene informacion sobre el modulo
de elasticidad, el trabajo elastico y el plastico, etc (182, 186).

Este ensayo nos da una informacion muy valiosa en el estudio de las
propiedades del hueso. No obstante hasta el momento ha tenido poca cabida
en la practica clinica pues para poder realizarse exige una muestra de tejido, es
decir una biopsia para la obtencion del mismo. Con la aparicibn de
microindentadores disefiados para realizar sus ensayos sin muestra, como el
“reference point microindentation” este problema podria verse resuelto en un
periodo corto de tiempo (182, 186).
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Diez-Pérez ha realizado con este dispositivo en pacientes con fractura por
fragilidad 6sea previa y en un grupo de control. Los parametros que obtuvo
diferenciaban claramente ambos grupos (182).

Gallant comprara los resultados de este microindentador con los ensayos
previos de flexion en tres puntos y compresion axial. Los parametros obtenidos
resultaron ser equivalentes (187).

A pesar de todos los aspectos favorables del uso de este instrumento, presenta
varios inconvenientes como el angulo de ataque del indentador respecto de la
diafisis y la necesidad de ejercer una compresién contra la superficie del hueso
de forma constante por lo que es recomendable que lo utilice un cirujano
experto; no obstante es un arma de indudable valor diagnéstico (186).
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2. Justificacién y objetivos.

El retraso o el fracaso en el proceso de consolidacion de las fracturas es uno
de los mayores retos a los que se puede enfrentar un traumatélogo. De todas
las fracturas que se producen anualmente, se estima que entre un 6 y un 10%
evolucionan de este modo, lo que supone un importante problema desde todos
los puntos de vista.

En estos pacientes se ven muy limitadas sus actividades de la vida cotidiana,
tanto por la incapacidad que les supone este proceso como por las numerosas
cirugias y tratamientos a los que se ven sometidos. Por tanto no es de extrafiar
gue a menudo sufran problemas psicologicos, como consecuencia de este
hecho. Si a esto le sumamos que no pueden realizar su trabajo de forma
adecuada (por las numerosas bajas que sufren, incapacidad fisica, etc.) y que
los tratamientos son muy costosos (en dias de hospitalizacion, cirugias y
tratamientos médicos), las pseudoartrosis suponen una importante carga, tanto
para el paciente como para el sistema sanitario (9).

Se estima que en el afio 2050, el 37% de la poblacién espafiola tendra mas de
65 afios. Este es un dato muy importante ya que la calidad 0sea de estos
pacientes es mucho peor, favoreciendo el aumento de las fracturas por
fragilidad, el fracaso de los implantes y el riesgo de los retardos de
consolidacion. Ademas presentan mayor tasa de comorbilidades que la
poblacién joven lo que supone enfrentarnos a una poblacion a tratar de mayor
complejidad médica, quirdrgica y de peor pronoéstico dadas sus caracteristicas

(1)

Considerando el marco de actuacién y las graves repercusiones que genera
una pseudoartrosis, es capital para el traumatélogo conseguir mejorar las
expectativas de su tratamiento, disminuyendo en la medida de lo posible la tasa
de pseudoartrosis.

En los dltimos afios se ha planteado la posibilidad de acelerar la consolidacion
de las fracturas mediante el uso de farmacos desarrollados para tratar la
osteoporosis, ya que algunos han demostrado un efecto anabdlico en estudios
experimentales con animales.

El ranelato de estroncio es un farmaco utilizado en el tratamiento de la
osteoporosis y con actividad sobre la consolidacion de las fracturas. En
estudios con animales de experimentacion ha presentado resultados
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prometedores, en el tratamiento de la fractura, pero no hay datos disponibles
sobre su uso en pseudoartrosis (160).

Este trabajo se plante6 como un intento de avanzar en el tratamiento de la
pseudoartrosis. Teniendo en cuenta, la falta de modelos experimentales de
pseudoartrosis atréficas estandarizados, el primer paso a seguir fue desarrollar
uno propio que sea valido, contrastado y reproductible. Una vez logrado el
modelo, se realizé la segunda parte, consistente en evaluar la accion del
ranelato de estroncio como tratamiento de esta complicacion.

2.1. Hipotesis.

La hipétesis general de este estudio fue que se podria establecer un modelo
experimental de pseudoartrosis femoral reproducible, que facilitara los estudios
preclinicos y los factores condicionantes de la pseudoartrosis humana, y en
particular analizar el efecto de farmacos estimuladores de la formacion 0Osea,
como el ranelato de estroncio.

2.2. Objetivos:

2.2.1. Objetivos generales.

+ Diseflar un modelo experimental de pseudoartrosis atréfica femoral en
ratas Sprague-Dawley.

» Valorar si la administracion de ranelato de estroncio, influye favorablemente
en la evolucion de la pseudoartrosis experimental.

2.2.2. Objetivos especificos.

* Valorar la formacion de manguito periéstico cortical desde el punto de vista
radiologico (grado de consolidacion de la pseudoartrosis) en funcién del
tratamiento aplicado, en las diferentes etapas del estudio.

» Valorar las caracteristicas histolégicas de la region de la pseudoartrosis y el
efecto del tratamiento, especialmente sobre la neo-formacion de hueso versus
tejido fibrocartilaginoso.

+ Determinar la influencia del tratamiento sobre la expresion de genes de la
via Wnt y otros relacionados con la osteogénesis.

* Valorar la influencia del tratamiento sobre la dureza del hueso y la
resistencia del callo de fractura.
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3. Material y métodos.

A continuacion se expone el sistema empleado para la creacion del modelo de
experimental de pseudoartrosis y la obtencion de las muestras procedentes de
los animales asi como el tipo de analisis de los datos obtenidos.

3.1. Metodologia del modelo experimental de pseudoartrosis

atroéfica.

La primera etapa del proyecto consistio en crear un modelo experimental de
pseudoartrosis. Para ello el primer paso fue decidir, no sélo el animal a utilizar
sino también la raza. Las razones que nos llevaron a utilizar la rata Sprague-
Dawley, hembra de 12-16 semanas de edad y un peso entre 250 y 290 gr como
animal de experimentacion fueron:

e La asequibilidad y accesibilidad: Es un animal de experimentacion poco
costoso y su tasa de reproduccion es alta; ésto nos permite tener un nimero
considerable de especimenes con un coste aceptable. Ademas de ser
adecuado por su estructura 6sea, el tiempo de consolidacion de sus fracturas
es breve, lo que hace que se acorte el tiempo de duracion del experimento,
abaratando aun mas los costes.

e El manejo en el estabulario: Dado que es un animal que se utiliza con
mucha frecuencia, el personal del estabulario esta formado para llevar a cabo
sus cuidados a la perfeccién. Son animales de manejo sencillo, higiénicos y las
hembras se pueden estabular juntas. Por ello, supone un ahorro de
mantenimiento considerable.

e ElI manejo durante el estudio: Se realizaron estudios pre-piloto con
diferentes intervenciones quirlrgicas y estudios radiogréficos, antes de
comenzar con el estudio definitivo. Asi pudimos evaluar y perfeccionar el
modelo disefiado sin alterar los resultados finales ya que estos animales no se
incluyeron en el estudio.

Pudimos comprobar que la via de abordaje era adecuada, el material de
osteosintesis era el correcto y las radiografias que haciamos eran
reproducibles.

La rata Sprague-Dawley, hembra de 12-16 semanas de edad y un peso entre
250y 290 gr, tiene un fémur de longitud y diametros que nos permite enclavarlo
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con un tornillo autorroscante de rosca completa de 20 mm y 24 mm de longitud,
gue queda bloqueado en las corticales.

El objetivo fue crear un modelo experimental de pseudoartrosis atréfica femoral
gue imitase las caracteristicas de ese tipo de pseudoartrosis en humanos; es
decir un ambiente estable mecanicamente en el que el componente bioldgico
de la consolidacion esté alterado con mayor o menor grado de pérdida de tejido
0seo.

Para conseguir la simulacion de pseudoartrosis atréfica en el modelo
experimental incluimos las siguientes caracteristicas:

e Un defecto 6seo estable y mantenido en el tiempo por medio de un tornillo
intramedular.

e Pérdida de las propiedades del hematoma fracturario mediante el abordaje
quirargico del fémur.

e Alteracidon de la vascularizacion endostal; para ello, se fresa el canal con
una boca de 1,1 x 22 mm. a nivel intercondileo, y se introduce un tornillo
intramedular que ademas sirve para dar estabilidad mantenida en el tiempo al
defecto 6seo a nivel de la fractura.

e Se realizé una fractura en la diafisis femoral. Por sus caracteristicas
anatomicas es el lugar donde con mas frecuencia tienen lugar los trastornos de
la consolidacion, por lo que el grado de similitud con un paciente real es mayor.

Para realizar la fractura se utilizé una via de abordaje lateral al muslo. Se
realizo la osteotomia de sustraccion femoral circular, un bloque de hueso de 2
mm dejando un defecto 6seo a nivel medio-femoral. Para mantener este
defecto y permitir la carga inmediata se estabiliz6 la osteotomia (manteniendo
el defecto) con un tornillo endomedular retrogrado (introduccién intercondilea),
autorroscante, de rosca completa. Previamente se fresa el canal endomedular,
con el fin de eliminar la circulacion endostal, tal como ocurre habitualmente en
un paciente tratado por este método.

Al final del proceso se realizé un lavado exhaustivo de la zona de la osteotomia
con suero salino con el objetivo eliminar cualquier posibilidad de formacion de
hematoma fracturario.

La decision de establecer un defecto 6seo de 2 mm se baso en la literatura
sobre otros modelos experimentales. Ademas para estandarizar el
procedimiento y facilitar la insercion del tornillo, la osteotomia se realizé a nivel
medio-diafisario femoral a 1cm de la articulacién de la rodilla (Figura 19).
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La diferencia anatomica de los fémures de humanos y ratas hace que se
planteen varios problemas de ejecucion del enclavado. En la préactica clinica el
enclavado retrogrado se utiliza para fracturas distales femorales y cuando
existen problemas de inserciébn a nivel del trocanter (obesidad, implantes
previos en cadera); el abordaje mas estandarizado para realizar un enclavado
de fémur es el anterégrado. En las ratas el trocanter mayor es muy estrecho en
el plano antero-posterior (Figura 19), esto hace que enclavar el fémur por esta
via sea dificultoso, por ello se optd por un abordaje retrogrado.
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Figuras 19: Muestra macroscopica: Fémur de rata Sprague-Dawley procedente de los fémures
del estudio pre-piloto. Podemos comprobar cémo el trocanter mayor es tan estrecho que
imposibilita cualquier enclavado por esa via.

En experimentos preliminares se observd que la cabeza del tornillo era muy
voluminosa y protruia a nivel intercondileo, provocando que las ratas no
cargasen sobre la pata. Por este motivo, se rebajé el contorno de la cabeza del
tornillo, manteniendo la superficie relativa al engranaje del destornillador y se
avellano la zona de insercion, con avellanador de 1,5mm (Figuras 20A, 20B y
200C).

Figura 20: (A-B-C) Ejemplo comparativo de tornillo de acero modificado de cortical
autorroscante de 20 mm. y 24 mm. de longitud, con la cabeza modificada (rebajando el perfil
de la misma con una maquina amoladora). Dicha modificacion de la cabeza del tornillo evita la
excesiva protrusién a nivel del aparato extensor de la rodilla. (C) Ejemplo de protusion de la
cabeza del tornillo sin modificar en rata del estudio prepiloto.
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Ademas de todas estas diferencias se plantea la mas obvia, el tamafio. Dado el
tamafio de estos fémures no teniamos bloqueos distales. Por tanto, la
osteotomia podria colapsarse o0 se podria producir una rotacion de la
extremidad. Para evitar esto, escogimos un tamafio de tornillo cuyas espiras
ocupaban todo el grosor del canal femoral de las ratas (22-24mm).

Figura 21: Radiografia lateral de fémur procedente de animal de prueba para el disefio del
modelo de experimentacion. Como se puede comprobar el diametro del tornillo ocupa el canal
medular y las espiras otorgan el agarre que el tornillo necesita para evitar colapsos y rotaciones
de la extremidad operada.

Si observamos con detenimiento la figura 21, que corresponde a una
radiografia lateral de fémur, de uno de los animales de prueba del modelo
experimental podemos determinar claramente que el diametro del tornillo ocupa
en gran medida el canal endomedular.

3.2. Grupos experimentales.

Todas las fases del experimento (recepcion, cria, intervencion quirdrgica,
reanimacion, mantenimiento y eutanasia) fueron realizadas en el Servicio de
estabulacion y Experimentacion Animal (SEEA) de la Universidad de Cantabria.
Este servicio esta registrado ante la Consejeria de Ganaderia, Agricultura y
Pesca como establecimiento usuario con numero de registro 39/1/U. En lo
referente al manejo, salud y bienestar de los animales se rigen por el Real
Decreto 1201/05 y por la normativa de la Comunidad Autébnoma de Cantabria.

Para realizar el estudio lo primero que se plante6é fue escoger el nimero de
ratas. Dado que es un estudio experimental con un modelo novedoso, no
pudimos seguir la pauta habitual para estimar la muestra necesaria, por tanto
nos basamos en publicaciones anteriores sobre animales de experimentacion.
El nimero de ratas empleado fue de 36, dividido en diferentes grupos.
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Se escogié como animal de experimentacion la hembra rata Sprague-Dawley,
hembra de 12-16 semanas de edad y un peso entre 250 y 290 gr. Estos
animales procedian, en su totalidad, del laboratorio OFA SD de Charles River
(Maryland- Estados Unidos). Se escogi6é este animal debido a que se ajusta a
las necesidades del estudio; es decir son animales de manejo conocido por el
personal del animalario, de coste asequible y el laboratorio de Charles-River
ofrece animales sin colonizaciones, problema que presentan muchos otros
animalarios.

Los animales se sometieron a una alimentacion ad libitum, con la dieta de
mantenimiento para rata y ratén A04® de Panlab SLU. Durante todo el
proceso, las ratas vivieron en las mismas condiciones de humedad (50-60%),
temperatura (22°-24°) y ritmo circadiano (fotoperiodo de 12 horas de luz de 8 a
22h). Fueron enjauladas de manera independiente a partir del dia de la
intervencidn, sin restricciones para deambulaciéon o carga sobre la extremidad
intervenida. Para evaluar la salud de los animales se recogio el peso semanal
de las mismas. En el anexo 2 se pueden observar gréficas con la evolucion del
peso de las ratas empleadas en el estudio.

Para la realizacion del estudio procedimos a la division en tres grupos de los 36
animales de experimentacion:

Grupo Al o Grupo control fractura: En este grupo, formado por 12 roedores, se
procedi6 a realizar la fractura (OT) sin osteotomia de sustraccion.
Posteriormente se estabilizo la osteotomia con un tornillo intramedular
retrogrado y se procedié a la administracion diaria de 0,6 ml. de suero salino
fisiologico por via oral, durante cinco dias a la semana (lunes a viernes).

Grupo A2 o Grupo control osteotomia: A los 12 roedores que componian este
grupo se les realiz6 una osteotomia de sustraccion (OS) sintetizada con el
mismo método que el grupo anterior. Del mismo modo se procedié a la
administracion diaria de 0,6 ml. de suero salino fisiolégico por via oral, durante
cinco dias a la semana (lunes a viernes).

Grupo B o Grupo ranelato de estroncio: Grupo de estudio compuesto por 12
roedores sometidos a una osteotomia de sustraccion sintetizada mediante un
tornillo intramedular retrogrado. Como tratamiento se les administrd
diariamente una dosis de ranelato de estroncio (Protelos®-Les Laboratoires
SERVIER, Gidy, Francia) por via oral a una dosis de 900mg/Kg/dia evitando la
presencia de alimento en el estbmago al menos 2 horas antes y 2 horas
después de la administracion, durante cinco dias a la semana (lunes a viernes).
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Este tratamiento se mantuvo durante 12 semanas, comenzando el mismo dia
de la cirugia.

3.3. Protocolo de intervencidn quirdrgica.

3.3.1. Manejo anestésico de los animales.

Para poder realizar la cirugia fue necesario someter a las ratas a una anestesia
general, llevada a cabo por el veterinario responsable del SEEA.

El proceso de anestesia comenz6 dos horas antes de cada intervencion:
Durante este periodo se administré, como premedicacion, enrofloxacino
(Baytril® Bayer HealthCare) por via intramuscular a dosis de 10 mg/Kg. a modo
de profilaxis antibidtica y buprenorfina (Tecnopren® Tecnofarma) por via
subcutanea a dosis de 0,1 mg/Kg.

La induccidn anestésica se realizé con ketamina (Ketolar® Pfizer Espafa) por
via intraperitoneal a dosis de 40mg/Kg. y xilacina (Rompun® Bayer HealthCare)
a dosis de 2,5 mg/Kg. también por via intraperitoneal.

Como fase de mantenimiento de la anestesia se administré6 una mascarilla al
animal con oxigeno e Isofluorano al 0,5%. Ademas se colocé un catéter
endovenoso salinizado en una de las venas de la cola, como via de acceso
rapido. Para evitar problemas de hipotermia durante la cirugia, todo el proceso
se llevo a cabo sobre una manta eléctrica a temperaturas de 35-36°C (Figura
22).

Figura 22: Elementos necesarios para la anestesia general de la rata. (A) Dispositivo de
almacenaje de anestesia inhalada, (B) mascarilla de aporte de oxigeno e lIsofluorano, (C).
Manta térmica y (D) catéter endovenoso.
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Al finalizar la intervencion, se procedié a la reanimacion del animal utilizando
atipamezol (Antisedan® Pfizer) intramuscular a dosis de 0,1 mg/Kg. y un bolo
de infusidn lenta de suero salino fisiologico al 5% a dosis de 10ml/Kg.

3.3.2. Latécnica quirudrgica.

Una vez anestesiada, se prepar6 el campo quirdrgico, rasurando y lavando la
pata trasera derecha (por protocolo), se pintdé con una solucion de povidona
yodada y se cubrié con un pafio estéril, dejando libre la extremidad a intervenir,
la via aérea y el catéter endovenoso. Posteriormente se utilizd la via de
abordaje lateral para la osteotomia diafisaria de fémur (Figuras 23A y 23B).

Figura 23: (A) Incision longitudinal a nivel lateral del muslo para la exposicién de la diafisis. (B)
La diseccion debe ser roma para evitar excesivo sangrado.

Una vez hemos localizado el punto donde realizaremos la osteotomia,
comenzamos con la via que nos permitira introducir el tornillo que la
estabilizara. Para ello se realiza el abordaje a la rodilla, accediendo a los
condilos femorales del animal por via parapatelar medial; esto permitira una
luxacion segura del aparato extensor hacia el lado externo (Figuras 24A y 24B).

Figura 24: (A) Incision pararrotuliana medial. (B) Aspecto de la escotadura intercondilea una
vez realizado el abordaje medial a la rodilla con luxacion externa de la rotula.
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Se localiza el punto de entrada del tornillo (zona intercondilea) y se perfora la
cortical hasta entrar en el canal endomedular. Este punto es critico ya que la
tendencia es a centrar el orificio en la escotadura intercondilea y por la
morfologia del hueso (Figura 19) desde ahi no se accede bien al canal. Lo ideal
es hacer un poco mas superior el punto de entrada, de ese modo accedemos
perfectamente al canal (Figuras 25A y 25B).

Para perforar esta cortical y entrar al canal utilizaremos una broca de 1,1 mm
de diametro y 22 mm de longitud (Figura 25B). Cuando terminamos de fresar el
canal, se avellan6 la entrada con un avellanador de 1,5 mm y antes de
proceder a la osteotomia, introdujimos el tornillo en el canal de forma parcial.
Este gesto limita el sangrado de la rata y nos indica la direccion que sigue el
fémur de manera mas exacta. Una vez realizado este pequefio acto pudimos a
realizar la osteotomia.

Figura 25: (A) Punto de entrada al canal endomedular ya avellanado; para ello utilizaremos el
avellanador de 1.5mm. (B) Detalle del fresado endomedular.

Para realizar la osteotomia se utilizé una mini-sierra oscilante de 5,5 mm de
longitud. Hicimos un primer corte a 1 cm de la articulacion, a nivel medio-
diafisario, donde el fémur de la rata tiene una forma cilindrica. A partir de este
punto la técnica varié ligeramente segun el subgrupo al que pertenece la rata:

e En el grupo Al o grupo de fractura sin osteotomia se realiza un Unico corte a
1 cm de la articulacion.

e En los grupos A2 y B se procede a realizar un segundo corte, a 2 mm del
realizado con anterioridad, de tal manera que se talla y extrae un cilindro de
2 mm de anchura, osteotomia de sustraccion (Figuras 26A y 26B).
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Figura 26: (A) Detalle del nivel de la osteotomia. (B) Realizacién de osteotomia de sustraccion
a nivel metafiso-diafisario femoral

En los otros dos grupos se procede a completar la insercion del tornillo. Este es
un tornillo de 2mm de didmetro y 24mm de longitud al cual se le ha limado toda
la parte de la cabeza que es innecesaria para la presa del destornillador,
disminuyendo el perfil de la misma para evitar los problemas derivados del
punto de entrada.

La insercion completa del tornillo es el paso mas critico de la intervencion. Si
no se realiza correctamente, la extremidad de la rata puede quedar malrotada y
en consecuencia alterar los resultados, pues la carga no se realiza de la misma
forma. Ademas sin la ayuda de un segundo cirujano es dificil mantener el
defecto cilindrico de 2 mm en los casos de los grupos A2 y B. Por eso mientras
el cirujano introduce el tornillo, el ayudante sujetard con dos pinzas los
extremos de la osteotomia al tiempo que controla que el gap sea de 2 mm
ayudandose de otro tornillo de 2 mm, parcialmente interpuesto en forma de
cuia (Figura 27A, 27B y 27C).

Figura 27: (A-B) Imagenes de la sujecién de los extremos de la osteotomia para evitar
malrotaciones. (C) Detalle del “gap” de fractura (2mm).
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Para todo el procedimiento de fresado u osteotomizado utilizamos el motor
Hall® MicroPowertm de Linvatec-Conmedrwm. El equipo consta de una consola
eléctrica modelo E9000 y dos terminales (el de la osteotomia es el motor Micro
Power Medium Sagital Sawrtmy el del fresado el motor Micro Power Speed
Drillrwm).

Una vez comprobamos que el implante no interfieria en la movilidad de la
rodilla y que la alineacion del fémur era la correcta, nos aseguramos de que el
defecto 6seo creado era estable, es decir que el tornillo impide el colapso. Tras
confirmar todo lo anteriormente expuesto se lavo el lecho con abundante suero
salino fisiolégico y se cerraron las incisiones con una sutura continua con
DEXON® de 2.0 (Covidien, Mansfield, Massachusetts, U.S.A), tanto en planos
profundos como en piel. Posteriormente se volvié a limpiar la herida con suero
y se aplico povidona yodada (Betadine® PurduePharma, LP, Connecticut,
U.S.A) (Figuras 28A y 28B).

Figura 28: (A) Lavado con abundante suero salino fisioldgico y cierre por planos de las heridas
quirargicas. (B) Sujeto perteneciente al estudio, se puede ver como desde el primer momento
intenta la carga con la extremidad operada.

3.4. Metodologia de la extraccion de muestras.

Al cumplir las 12 semanas de la intervencion, el veterinario anestesiaba a los
animales con una mezcla, por via subcutanea, de ketamina (Pfizer ®,
Alcobendas, Madrid, Espafia) a dosis de 7,5 mg/Kg y medetomidina (Domtor-
Pfizer ®, Alcobendas, Madrid, Espafia) a dosis de 1 mg/Kg.

Una vez inconscientes, se procedia a la eutanasia del animal por inhalacion de
dioxido de carbono en una camara especial.

Con el animal muerto procediamos a la extraccion del fémur intervenido y del
contralateral. En el caso del intervenido, una vez extraido se debia quitar el
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tornillo que utilizamos para mantener el foco estabilizado, con cuidado de no
dafar el foco de pseudoartrosis. Para ello un ayudante cogia con dos pinzas
los extremos del fémur, mientras el cirujano extraia el tornillo, evitando las
rotaciones gque pudieran dafar el tejido a estudio.

Una vez extraido el tornillo, se trasladaba cada muestra al laboratorio de
destino correspondiente en el medio de conservacién adecuado para los
diferentes estudios.

3.5. Metodologia del andalisis histoldgico.

Tras el sacrificio de los animales, a las 12 semanas se realiz6é el analisis
histoldgico.

El primer lugar se procedié a la fijacién y decalcificacion de las muestras. En
nuestro caso la fijacion se realizé con formol neutro al 10% y la decalcificacion
con DECAL®. Cuando la muestra estaba descalcificada, se procedia a la
inclusion en parafina, tras lo cual se realizaban los cortes con el micrétomo (5
micras de grosor). Cada corte se introdujo en un bafio de agua destilada (a
40°C aproximadamente), posteriormente se recogié con un portaobjetos y se
tifid, en nuestro caso con Tricromico de Masson o con Hematoxilina-eosina. El
resultado de todo este proceso se protege con un cubre-objetos que permite su
posterior observacion con el microscopio optico.

Segun la tincién aplicada, veremos unas u otras estructuras con mas claridad
en la muestra. En las muestras tefiidas con hematoxilina-eosina podremos
valorar el callo 6seo formado entre los fragmentos de la fractura, la cantidad de
osteoide y los condrocitos. En las muestras tefiidas con Tricrémico de Masson
se puede objetivar con mayor claridad la cantidad de fibrosis interfragmentaria
gue pueda existir.

Para homogeniezarlas regiones a analizar, se tomaron varios cortes de cada
muestra eligiendo siempre los mas centrales de la pieza, asi se observa con
claridad el foco de la pseudoartrosis.

La categorizacién de cada muestra se realizo tras observar todas las muestras
obtenidas de cada animal con ambas tinciones. Esta categorizacion la realizo
un experto en Anatomia Patolégica desconocedor del grupo al que pertenecia
el animal. Asi mismo, evalu6 las muestras empleando la escala de graduacion
histologica de Allen (188). Esta clasificacion valora de 0 a 6 el grado de
consolidacion basandose en la histologia (Tabla 2).
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TABLA 2: Clasificacion de Allen

Grado de o . o
L Caracteristicas histoldgicas.
consolidacion
Pseudoartrosis: Tejido fibroso
Grado 1 . ) .
interfragmentario.
Unién incom : Tejido fi
Grado 2 pl_eta_ Tejido fibroso y
cartilaginoso.
Grado 3 Unién completa con tejido cartilaginoso.
Union 6sea incompleta con areas de
Grado 4 osificacion: Cantidad equivalente de

cartilago y hueso trabecular.

Union 6sea incompleta con predominancia
Grado 5 . .
de células Oseas.

Consolidacion 6sea completa: Hueso entre
Grado 6 .
ambos fragmentos 0seos.

Tabla 2: Test de consolidacion histolégica de Allen. Fuente: Allen HL, Wase A, Bear WT.
Indomethacin and aspirin: effect of nonsteroidal anti-inflammatory agents on the rate of fracture
repair in the rat. Acta orthopaedica Scandinavica. 1980;51(4):595-600.

3.6. Metodologia de la evaluacién radioldgica

3.6.1. Realizacién de los controles radiograficos.

Para poder evaluar y comparar cada muestra de forma radiogréafica es esencial
obtener unas buenas proyecciones del fémur. Esto supone dos problemas
importantes, el primero es colocar siempre de la misma manera a la rata para
que la proyeccion sea comparable y el segundo que la rata esté inmovil. Por
ese motivo se debe anestesiar a la rata para la realizacion de cada estudio
radiogréfico (segun pauta expuesta en el apartado anterior).

Para decidir la proyeccion optima (AP vy lateral), ensayamos con anterioridad
varias posiciones en las que poner a la rata. La proyeccién lateral no supuso
ningun problema; para obtenerla basto con colocar a la rata en decubito supino
con la pata extendida sobre el transductor. La propia anatomia de la rata hace
gue la pata se coloque lateral al transductor de forma natural. Para obtener la
proyeccion antero-posterior; colocamos a la rata semisentada, sujetando la
para operada en extension para obtener la proyeccién deseada al tiempo que
las extremidades delanteras se fijaron para que permitir el paso del tubo de
rayos X que emite la radiacion desde la parte superior.

El aparato utilizado para la radiologia fue el CCX digital® de
TrophyTrexGroupTtm. Este aparato tiene un transductor de rayos X muy
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pequefio, lo que facilité el manejo. Las imagenes radiograficas se procesaron
con el programa informatico de la misma casa comercial.

3.6.2. Valoracién de las imagenes radioldgicas.

Para valorar la evolucion de la consolidacion se realizaron radiografias a los 7
dias y a las 6 y 12 semanas. Por ese motivo cada rata tiene 6 controles
radiogréficos (dos proyecciones de cada control).

La valoracién de la consolidacion radiogréfica se realizé por dos observadores
independientes. Para valorar el grado de consolidacion se utilizé una escala de
graduacion basada en el nimero de corticales que hay en las dos proyecciones
de cada estudio (188). La graduacion sigue el esquema de la tabla 3.

TABLA 3: Clasificacion de consolidacion radiolégica

Grado
consolidacion
Grado 0 Ninguna cortical. (Pseudoartrosis atrofica).
Grado 1 1 cortical (Retardo de consolidacion).
Grado 2 2 corticales (Retardo de consolidacion).
\ Grado 3 3 corticales (consolidacion).

Grado 4 4 corticales (consolidacion).

Tabla 3: Escala de graduacion para la valoracion radioldgica de la consolidacion.

NUumero corticales

Como se puede observar en la tabla 3, consideraremos que ha consolidado si
se ven 3 0 4 corticales en las radiografias; si hay 1 6 2 corticales se
considerara que existe retardo de la consolidacion (cuando se esperaria que la
fractura estuviera consolidada) y si no se objetiva ninguna cortical se
considerara que existe una pseudoartrosis.

Estas radiografias se analizaron por observadores que no conocian el
tratamiento al que se habia sometido a los animales de experimentacion.

Las figuras 29 (A-F) son ejemplos de los controles radiograficos tomados a uno
de los animales de experimentacion y la puntuacion que el observador le
otorgo.

En este caso de ejemplo el observador dio una puntuacion de 0 en las
radiografias de control postoperatorio (A-B), a las que se realizaron a las 6
semanas les dio una puntuacién de 1 (C-D) mientras que a las imagenes
referentes a las 12 semanas de evolucion les dio una puntuacion de 4,
considerando como consolidado el defecto 0seo creado artificialmente.
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Aunque la gradacién de la consolidacion segun el numero de corticales
objetivadas es un método que ha demostrado ser reproductible, también se
realizo la medicion la longitud del defecto 6seo a nivel de la pseudoartrosis, con
el fin de evaluar la reproductubilidad del modelo de experimentacion.

Esta medicion se realizG, sobre todas las proyecciones radiogréficas laterales
obtenidas a los 7 dias de tratamiento, con el programa informatico AutoCAD
LT®. Tomando como referencia el diametro del tornillo (que sabiamos que era
exactamente de 2 mm).

A

Figura 29(A-B): Controles radiograficos postoperatorios; visiones antero-posterior y lateral
respectivamente, pertenecientes a uno de los animales a estudio. Como se puede comprobar
el tornillo cumple su funcién a la perfeccion, es decir mantiene el gap de pseudoartrosis
correctamente.

Figura 29(C-D): Controles radiograficos a las 6 semanas; visiones antero-posterior y lateral
respectivamente, pertenecientes a uno de los animales estudiados.
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Figura 29(E-F): Controles radiograficos a las 12 semanas; visiones antero-posterior y lateral
respectivamente, pertenecientes a uno de los animales estudiados.

3.7. Metodologia del analisis biomecanico.

Para la realizacion de los estudios biomecanicos, contamos con el apoyo del
Laboratorio de Ciencias de los Materiales (LADICIM) de la Universidad de
Cantabria. En este analisis se estudiaron tanto los fémures derechos como los
izquierdos.

Se sometieron a estudio 14 de los animales. Las muestras se mantuvieron en
una nevera a temperatura de 4°C sumergidas en suero fisioldgico,
analizandose en un periodo nunca superior a 24 horas, evitando asi la
degradacion de las muestras.

El analisis biomecanico realizado incluia dos tipos de estudios diferentes,
microindentacion y ensayo de flexion en cuatro puntos. Se utilizé la diafisis para
el ensayo de flexion maxima y las epifisis distales y proximales para los
ensayos de microindentacion (Figura 30).

Figura 30: Muestra para los estudios biomecénicos; division de las epifisis para estudio de
micro-indentacion y de la diafisis los ensayos de maxima flexiéon en cuatro puntos.
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Los investigadores de LADICIM no tenian conocimiento del tratamiento seguido
por cada animal de experimentacion; esa informacion solo fue proporcionada
una vez finalizados los ensayos.

3.7.1. Ensayo de flexién en cuatro puntos.

Como ya se ha comentado, para este ensayo se utilizd la diéfisis de los
fémures extraidos, tanto operados como no operados. Por tanto contamos con
una muestra de 24 fémures.

La metodologia del ensayo fue la siguiente:

1. Realizacién del ensayo en un depoésito de metacrilato, la muestra esta
sumergida en suero salino fisiolégico a una temperatura estable de 38°C,
dentro de ese depdsito.

2. Colocacién de la diéfisis apoyada, en los extremos, sobre dos cilindros fijos
separados a una distancia de 15mm.

3. Aplicacion de una velocidad constante sobre dos puntos separados (5 mm.)
en la seccién centro-luz del hueso con un vastago movil (Figura 31A y 31B).

4. Incremento de la fuerza aplicada por el vastago, de manera progresiva,
hasta que el hueso se fracture.

5. Registro de una grafica en la que se recoja la fuerza que se aplica sobre la
diafisis y el desplazamiento provocado por dicha fuerza.

Los resultados de este experimento se expresan mediante la fuerza maxima
(Fmax) que soporta el hueso antes de fracturarse y la energia maxima (Emax.)
absorbida hasta ese momento.

Figura 31: (A) Montaje completo del ensayo en cuatro puntos. (B) Detalle de la diafisis apoyada
saobre los cilindros.
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3.7.2. Ensayos de microindentacion.

Como ya se ha comentado, para este ensayo se utilizaron las epifisis de los
fémures extraidos, tanto operados como no operados. Para evitar que los datos
obtenidos de la zona del “gap de pseudoartrosis/fractura” pudieran alterarse,
decidimos no separar la epifisis distal del fémur operado. Por tanto contamos
con un total de 36 muestras para este estudio.

Los ensayos de microindentacion se realizaron con el ultramicroindentador
DUH-211 Shimadzu®, con indentador piramidal tipo Berkovich. Para que las
muestras obtenidas se puedan ensayar deben ser incluidas en un cilindro de
resina acrilica; en nuestro caso se utilizé una de dos componentes: Viafixliquid
y ViafixPowder de Struers ® que se cura y endurece en frio lo cual no afecta a
las propiedades del hueso. Posteriormente deben pulirse para poder ser
ensayadas en el microindentador (Figura 32A y 32B).

Figura 32: (A) Cilindro de resina en el que queda incluida la muestra para el estudio de
microindentacion. (B) Pulidora de los cilindros para estudio.

Una vez que las muestras estan listas se almacenan en una nevera a 5°C
cubiertas por un pafio humedecido en suero salino fisiolégico con el objetivo de
evitar su desecacion. Cuando se va a proceder al ensayo, se introducen en una
cubeta termostatica hasta alcanzar los 37°C.

De cada muestra se realizan un minimo de 14 ensayos en cortical y 14 en
tejido esponjoso. Como se describié anteriormente, cada ensayo nos da una
cifra determinada de dureza que esta relacionada con la huella que deja el
indentador sobre la superficie del material ensayado. En el anexo 3 se recogen
los resultados de cada una de estas pruebas.
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3.8. Metodologia del analisis molecular.

Tras la eutanasia del animal, procedimos a la extraccion de los fémures
intervenidos (derechos). Tras la extraccion del tornillo endomedular cortaremos
con la minisierra el hueso innecesario tomando 0,5cm de hueso sano por
encima y debajo de la zona a estudio.

La muestra obtenida se mete en un tubo de ensayo y se congela con nitrégeno
liguido a -196°C para ser transportado al laboratorio donde permaneceran a -
80°C hasta el procesado.

Lo primero que se debe realizar es triturar la muestra; para lograrlo se vuelve a
enfriar la muestra a -196°C, lo que produce la cristalizacion y lo hace mas facil.
Este triturado se mezcla posteriormente con 2 ml. de Trizol®. Tras enfriar la
muestra en hielo, se centrifuga a 4000 rpm. 10 minutos y recogemos el
sobrenadante. Siguiendo el protocolo del fabricante, se afiaden 200 pul. de
cloroformo por cada ml de Trizol®, se agita manualmente y se deja reposar 10
minutos. A continuacién se vuelve a centrifugar a 13000 rpm. durante 15
minutos, todo esto a 4°C de temperatura.

De este proceso se obtendran 3 fases, la que esta en la parte superior del tubo
y es mas clara es la fase que nos interesa; en este paso es importante tener
mucho cuidado a la hora de su extraccion para evitar contaminaciones con las
otras dos fases.

Esta fase extraida se mezcla con la misma cantidad de isopropanol a -70°C
durante 30 minutos. Posteriormente se centrifuga la muestra a 13200 rpm.
durante 10 minutos, nuevamente a 4°C obteniendo 2 fases.

De las 2 fases obtenidas eliminamos el sobrenadante y se procesa el
precipitado. Se lava con etanol al 80% frio, se mezcla y se vuelve a centrifugar
a 7500 rpm. durante 5 minutos a la misma temperatura que en fases anteriores.
Retiramos el sobrenadante y se deja secar dentro de la campana extractora.

Una vez evaporados los restos de etanol se rehidrata la muestra con 20 pl. de
agua libre de RNasa y se purifica con RNeasy® Mini Elute® Cleanup Kit
(Qiagentwm). El resultado final de todo este proceso es la obtencion de RNAm
del hueso del animal de experimentacion. Para comprobar la calidad
sometimos la muestra a un examen de integridad, por electroforesis en gel de
agarosa, en el que deben aparecer las bandas 18s y 28s.

El paso siguiente es cuantificarlo; para ello utilizaremos un espectrémetro que
medira la absorbancia de luz de las sustancias en funcion de la longitud de
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onda utilizada. Este paso es necesario para comenzar la retro-transcripcion y la
PCR cuantitativa, siempre con la misma cantidad de muestra.

Para la retro-transcripcion empleamos el preparado comercial Prime Script
reagen Kit Perfect Real Time®. Se necesitaran 2ug de RNAm de cada muestra.
El producto final de la retrotranscripcién sera el DNA complementario y por
PCR cuantitativa en tiempo real seremos capaces de cuantificar la transcripcién
de los genes de interés. Para ello se utilizaron ensayor Tagman (Life
Technologies) basados en la actividad exonucleasa de la TAqg-polimerasa, asi
como amplimeros y sondas especificas para cada uno de los cDNAs. Los
resultados se normalizaron cuantificando un gen constitutivo o “housekeeping”.
A tal fin se determinaron los transcritos de TBP (TATA box binding protein) y se
utilizé el método del 24,

Este estudio se realizé en una segunda fase con 12 ratas mas (6 del grupo A2
y 6 del grupo B). Se les administr6 el tratamiento correspondiente durante 15
dias y se estudiaron los femures intervenidos.

3.8.1. Genes analizados en este estudio.

Dada la inviabilidad de un estudio que abarque todos los genes implicados en
la cascada de la consolidacion, hemos seleccionado los mas representativos
de cada fase, que se describen brevemente a continuacion.

RUNX2 (Factor de transcripcion relacionado con runt): Pertenece a la familia
RUNX y esta localizado en el cromosoma 6, posicion 6p21.Este gen es el
responsable de la codificacién de una proteina nuclear con un dominio ligando
de ADN Runt. Esta proteina es una de las mas importantes para la induccién
de la diferenciacion de los osteoblastos (41, 189).

WNT5A (Miembro 5% de la familia de integracion MMTV tipo Wingless):
Pertenece a la familia Wnt y esta localizado en el cromosoma 3, posicion 3p21-
pl4. Es el responsable de la codificacion de proteinas implicadas en procesos
de embriogénesis, apoptosis u oncogénesis. A nivel éseo es una proteina cuya
accion favorece la diferenciacion de los osteoblastos (190).

SOX9 (Reqion determinante del sexo box-9): Pertenece a la familia de los
ligandos de ADN (HMG-box) y esta localizado en el cromosoma 17, posicion
17923. Este gen codifica una proteina que regula al gen de la hormona
antimulleriana y al factor esteroidogénico 1(191).

En cuanto al tema al tema a tratar en el presente trabajo, juega un papel
capital en la diferenciacion de los condrocitos actuando como regulador del
proceso (191).
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COL1A1 (Colageno tipo 1a1): Se localiza en el cromosoma 17, en posicion
17921.33. Codifica las cadenas de proteinas a1 del colageno tipo I. Este tipo
de colageno estd presente en el tejido conectivo de multiples zonas del
organismo, como tendones y hueso. De hecho, es el constituyente principal de
la matriz 6sea. Su alteracion puede dar lugar a enfermedades como la
osteogénesis imperfecta o la osteoporosis idiopatica (41, 192).

COL2A1 (Colageno tipo 2a1): Se localiza en el cromosoma 12 en la posicion
12913.11. Codifica las cadenas de proteinas a1 del colageno tipo Il. Este gen
expresado por los condrocitos, es constituyente esencial del cartilago (41, 193).

BGLAP (Proteina 6sea (gla) y-carboxiglutamato): Se localiza en el cromosoma
1 en posicién 1g22. Es el responsable de la codificacion de la osteocalcina. Se
encuentra sobre todo en la matriz extracelular 6ésea y en su forma carboxilada
presenta alta afinidad por la hidroxiapatita e iones calcio. Se secreta
fundamentalmente durante la mineralizaciéon (194).

ALPL (Fosfatasa alcalina): Se localiza en el cromosoma len posicion 1p36.12.
Es el responsable de la codificacién de la proteina del mismo nombre, que
consiste en una proteina de membrana glucosilada. Se expresa en condrocitos
y osteoblastos. Degrada el prifosfato, un inhibidor de la mineralizacion de los
tejidos (195).

RANKL (ligando de la superfamilia de factores de necrosis tumoral 11): Se
localiza en el cromosoma 13 en posicién 13g14. Es el ligando del receptor
transmembrana RANK, mencionado en varias ocasiones a lo largo de este
trabajo. Lo sintetizan los osteoblastos y, sobre todo, los osteocitos. La union
RANK-RANKL constituye los inductores mas importantes de la diferenciacion
de los precursores osteoclasticos (122, 127, 128).

OPG (Receptor de la superfamilia de factores de necrosis tumoral 11b vy
osteoprotegerina): Se localiza en el cromosoma 8 en posicién 8g24. La
proteina codificada se une competitivamente al RANKL impidiendo la formacion
del complejo RANK-RANKL; esto conduce a una disminucion de la formacién
de osteoclastos (121, 127).

DKK1 (Inhibidor de la via de sefializacion dckkopf 1): Se localiza en el
cromosoma 10 en posicion 10g11.2, expresandose mayoritariamente en
osteoblastos y osteocitos. Este gen es responsable de la codificacion de la
proteina del mismo nombre que se une competitivamente al receptor de wnt
impidiendo la union de este ultimo (130, 132, 196). Es por tanto un inhibidor
muy potente de la via Wnt, anteriormente descrita en este trabajo.
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SOST (Esclerostina): Se localiza en el cromosoma 17, en posicion 17g11.2. La
proteina que codifica y que lleva su mismo nombre tiene como mision inhibir la
via Wnt-B-catenina. La producen los osteocitos (196).

COL10A1 (a1 colageno tipo 10): Se localiza en el cromosoma 6 en posicion
6g21-g22. Esta proteina aparece en los condroblastos hipertrofiados, que
aparecen en la osificacion endocondral (197).

3.9. Metodologia del estudio estadistico.

Para el analisis estadistico de todos los datos recogidos, utilizamos el
programa SPSS ®.

Cuando las variables presentaban una distribucion normal se analizaron con el
test de la T de Student para muestras independientes. Para ello comprobamos
previamente la normalidad de la variable con el estudio de bondad de
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas utilizando el test de
Levene. Si estas Ultimas no eran iguales optamos por el test de Wells.

Las variables que no seguian una distribucién normal, se sometieron al analisis
de las medias con el test paramétrico de Kruskall-Wallis siempre que se
considerasen mas de dos muestras y al test de la U de Mann Whitney cuando
las comparaciones fueran entre dos medias.

El nivel de significacion estadistica empleado para todos los estudios fue del
5%, todos los analisis fueron de dos colas.

3.10. Consideraciones éticas del trabajo.

El modelo experimental se aprobd por el Comité de Etica en Investigacion
Animal de la Universidad de Cantabria el dia 23 de Noviembre de 2009 y en el
2011. Este documento se puede consultar en el anexo 1.
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4. Resultados.

En este apartado estudiaremos que influencia ha tenido el tratamiento del
ranelato de estroncio sobre el modelo experimental de pseudoartrosis. Para
ello, primero evaluaremos si el modelo experimental utilizado ha demostrado
ser reproducible y efectivo comparando los resultados de los grupos Al
(fractura y suero) y los del A2 (osteotomia de sustraccion y suero). Tras
demostrar su validez, compararemos los grupos Al y A2 con el grupo B
(osteotomia de sustraccion y tratamiento con ranelato de estroncio).

4.1. Evaluaciéon y complicaciones del modelo experimental.

4.1.1. Estudio piloto para el establecimiento del modelo experimental.

Dado que para la realizacion del estudio era necesario el establecimiento de un
modelo de pseudoartrosis que presentase un defecto 6seo mantenido en el
tiempo, se procedi6 al disefio del mismo. Realizamos un estudio piloto
disefiando la via de abordaje méas conveniente y utilizando diferentes técnicas
gue sirvieran para mantener el gap.

Tras disefiar la via de abordaje menos lesiva para el ejemplar, realizamos la
cirugia del modelo de pseudoartrosis en 7 ratas. El Unico problema resefiable
fue el exitus del primer animal debido al desajuste analgésico tras la cirugia.
Una vez solucionado este problema los demas ejemplares sobrevivieron y
deambularon sin mas complicaciones.

Una vez establecimos el modelo y éste fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion Animal de la Universidad de Cantabria (ver anexo 1), empleamos
a los animales de este estudio para realizar estudios radiologicos, histolégicos,
biomecéanicos y genéticos que se llevarian a cabo en el estudio definitivo; de
esta manera la curva de aprendizaje se hace previamente evitando asi posibles
Sesgos.

Aungue no se trata de una complicacion del modelo de pseudoartrosis en si
mismo, merece la pena comentar que al realizar el estudio genético sobre los
fémures de 5 de los ejemplares, no se pudo extraer ARN de buena calidad por
problemas técnicos, por lo que se desestimaron los resultados. Debido a esto
realizamos una segunda fase en la que incluimos 12 ejemplares mas para este
cometido.
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4.1.2. Andlisis de las complicaciones.

La cirugia realizada, es laboriosa y no exenta de complicaciones; debe
realizarse meticulosamente y el defecto 6seo debe ser estable; 7 animales
fueron retirados del estudio por complicaciones mayores:

e Fracturas intraoperatorias que imposibilitaban el mantenimiento del gap
(n=4).

e Extrusion del tornillo que hizo que el gap se colapsase (n=2).

e Exitus (n=1): Un ejemplar del grupo B fallecié a las 11 semanas a causa de
una lesién gastrica, demostrada en el andlisis necrépsico. Esta lesion fue
atribuida al sondaje para la administracion del farmaco.

Estas complicaciones mayores hacen que el estudio comenzase con un total
de 38 ejemplares. Aunque estos Ultimos ya no presentaron complicaciones
mayores, si es cierto que durante la cirugia presentaron alguna que otra
complicacion menor relatadas en la tabla 4:

Ejemplar Complicaciones

A1F2g-h Seccion parcial del tendon rotuliano (suturado)
A1F2h Falsa via en el punto de entrada (corregida)
A1F2b Osteolisis metafisaria a las 12 semanas
A1F3g Fisura condilo medial (no afecto al foco)

A1F3h Fisura céndilo lateral (no afecté al foco)
Al1F4b Fisura condilo medial (no afecto al foco)

A2F1lg Fisura condilo lateral (no afect6 al foco)
A2F2b Fisura cortical superior (no afecté al foco)
A2F4b Fisura cortical superior (no afect6 al foco)
Extrusion minima del tornillo en el control rx de
F6A2F2gbis 12 semanas (se incluy6 por mantener el gap y

cumplimentacion del periodo de seguimiento)

BF1h Fisura condilo lateral (no afect6 al foco)

] BF2h Fisura céndilo medial (no afect6 al foco)

Tabla 4: Relacion de complicaciones menores que tuvieron lugar durante la cirugia de los
animales y su posterior seguimiento.

Durante las 12 semanas de seguimiento de estos animales no registramos
ningun tipo de infeccion, ni temprana, ni tardia. A excepcion del exitus por el
decubito de la sonda, no registramos mas problemas debidos a la
administracion del farmaco; por tanto podemos decir que, el ranelato de
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estroncio en animales no ha presentado efectos secundarios. Establecer el
modelo de pseudoartrosis es un proceso complejo y no exento de
complicaciones; un 31% de las ratas a estudio sufrieron complicaciones
menores. Aun asi, todos los fueron capaces de iniciar la deambulacion y la
carga inmediatamente después de la cirugia. Ello se tradujo en el aumento del
peso progresivo a lo largo de las 12 semanas de tratamiento de todos los
grupos.

4.1.3. Evaluacién del peso de los animales de experimentacién.

Una de las mejores formas de analizar el estado de salud en los animales de
experimentaciéon es comprobar un aumento de peso progresivo durante el
tiempo que dura el estudio. Por este motivo se procedié a la toma de peso
semanal de nuestras ratas. Si analizamos con detenimiento las graficas del
anexo 2 objetivamos un aumento progresivo del peso.

En la tabla 5 presentada a continuacion se expone el peso medio y desviacion
estandar preintervencion quirargica, a la semana de la cirugia, a la 62 semanay
al final del estudio.

Tabla 5: Peso medio y desviacidon estandar (entre paréntesis) por grupo de estudio pre-
intervencion quirdrgica, a la primera semana, a mitad del tiempo de seguimiento y previo a la
eutanasia.

Merece la pena destacar que en la primera semana se produjo un descenso
medio del peso de 23 gramos. Si tenemos en cuenta que una cirugia
consistente en una osteotomia con fresado endomedular y enclavado con un
tornillo es una cirugia muy agresiva, es comprensible que se produzca esta
pérdida de peso. No obstante, a partir de la segunda semana todos los
animales comenzaron a ganar peso llegando a superar el peso inicial en 22,6
gramos al final del estudio. A continuacion se exponen estas ganancias de
peso medio a lo largo de las 12 semanas en los tres grupos (Figura 33):
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Figura 33: Evolucion del peso medio de los tres grupos en estudio durante las 12 semanas de
tratamiento.

4.2. Reproductibilidad del modelo de pseudoartrosis.

La dificultad méas resefiable a la hora de hacer de nuestro modelo de
pseudoartrosis un modelo reproducible es la capacidad de mantener el defecto
0seo a lo largo del seguimiento. Tal y como se ha explicado en el apartado de
material y métodos, realizdbamos mediciones intraoperatorias para comprobar
la homogeneidad del “gap” en los diferentes animales. En las tablas
presentadas a continuacion reflejamos las mediciones radiogréficas realizadas
del defecto 6seo a los 7 dias mediante autocad (Tablas 6, 7 y 8).

Animal GAP
A1F1H 0,19
A1F1B 0,76
AlF2B 0,43
Al1F2G 0,34
A1F2H 0

A1F3B 0

A1F3H 0,45
A1F4B 0,79
A1FAG 0,73
A1F4H 0,34

Tabla 6: Relacion de ejemplares del grupo Al (fractura y suero) y medida radiolégica del gap
correspondiente a la semana de la cirugia.
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Animal GAP
A2F1G 1,41

| A2F1H 1,26
. A2F1B 1,44
| A2F2G-H 0,95
A2F2H 1,21
|
|
|
|

A2F2B 1,18
A2F3H 1,22
A2F3B 1,14
A2FAG 1,35
A2F4H 1,53

Tabla 7: Relacion de ejemplares del grupo A2 (osteotomia y suero) y medida radiol6gica del
gap correspondiente a la semana de la cirugia.

Animal GAP |

BFlg 1,02

BF1h 1,83
BF1b 1,96
BF2g-h 1,4
BF2h 1,86
BF2b 1,4
BF3h 1,63
BF3b 1,4
BF4g-h 1,18
BF4h 1,4
BF4b 1,46

Tabla 8: Relacion de ejemplares del grupo B (osteotomia y Ranelato de Estroncio) y medida
radiol6gica del gap correspondiente a la semana de la cirugia.

Llama la atencién que aunque el gap medido en la cirugia era de 2mm (Figura
34), las mediciones hechas con el programa informatico son menores; ésto es
atribuido principalmente a que se realizan tras una semana de la cirugia y a
gue la medicion del programa se realiza s6lo en un plano.
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Figura 37 (A-B): Ejemplo de la medicion clinica del defecto cilindrico realizado.

Si observamos los datos reflejados en la figura 35, existe una diferencia notable
del grupo Al a los otros dos. Este hecho es de esperar dado que es el grupo
de control de fractura. Si observamos las medias de los grupos A2 y B (Tabla
9) son similares.

Grupo
| Al

- A2
B

B

Tabla 9: Medias y desviaciones estandar del gap producido por grupos.

200+

1,50 T

l
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0,50
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Figura 35: Representacion gréafica de los datos obtenidos tras la medicion del gap de fractura.
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4.3. Resultados radioldgicos.

Las ratas pertenecientes al estudio permanecieron estabuladas un total de 12
semanas, tiempo durante el cual se procedi6 a la realizacion de controles
radiogréficos. El primero se realiz6 a la semana de la cirugia, como se ha
dicho, con el objetivo de asegurar que el implante endomedular presentara una
implantacion correcta. A la 62 y 122 semana se realizaron los controles
radiograficos para evaluar la formacion 6sea.

Dado que las ratas pertenecientes a la segunda fase (estudio molecular) fueron
sacrificadas a la 22 semana, no fueron incluidas en este analisis radiografico.

4.3.1. Puntuaciones radiograficas y la variabilidad interobservador.

Para valorar la consolidacion en las radiografias, evaluamos el niumero de
corticales que habian consolidado en cada control; por ello dos observadores,
de forma independiente, analizaron las radiografias otorgando la
correspondiente puntuacion a cada ejemplar. A continuacion se pueden
observar los resultados obtenidos en las tablas 10, 11y 12.

Observador 1 Observador 2

’ 6sem ‘ 12sem ’ 6sem ’ 12sem

=
w
=
N

RININNOIFRDNOR|IFR &
AR WWNWN BB O
NININDNORFRP P OONW
AR IWOEADNIEDNBAAWA~OG

Tabla 10: Puntuacién otorgada por cada observador a los diferentes sujetos de
experimentacion del grupo Al.

125



Resultados.

Observador 1 Observador 2
6sem 12sem 6sem 12sem

A2F1g 0 0
A2F1h o 0 0 0
A2F1b 0 0 1 1
A2F2g-h 0 1 0 0
A2F2h 0 3 0 3
A2F2b 0 0 0 0
A2F3g 1 3 1 4
A2F3h 0 1 0 1
A2F3b 0 0 0 0
A2F4g-h 0 0 0 0
A2F4h 0 0 0 0
A2F4b 1 1 1 2
A2F5b-1 0 0 0 0
A2F5b-2 0 0 0 1
FZ?)?SFZ 0 0 0 0

Tabla 11: Puntuacién otorgada por cada observador a los diferentes sujetos de
experimentacion del grupo A2.

Observador 1 Observador 2

’ 6sem ’ 12sem ’ 6sem ’ 12sem

[EEY
[EE
[EEY
N

e
| BFS

PP ORI OCIOIOIFRLINDN

RPINEFPINPFPONDNBIADS
NP ONO OO ONNDN
NINDN WO OINIFP MW

Tabla 12: Puntuacién otorgada por cada observador a los diferentes sujetos de
experimentacion del grupo B.
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Para saber si las puntuaciones de los observadores son comparables entre si
hemos reagrupado el conjunto de puntuaciones y tal como se puede objetivar
en las siguientes tablas (13-15) y sus correspondientes, las tendencias que

siguen ambos observadores son muy similares.

Observador 1

Observador 2

6sem 12sem 6sem 12sem

n % n n % N
‘ 0 2 16.6 0 0 2 18.2 0 0
‘ 1 5 41.6 0 0 3 27.2 0 0
2 4 33.3 3 25 5 45.5 3 27.2
3 0 0 4 33.3 1 9 2 18.2
‘ 4 1 8.3 5 41.6 0 0 6 54.5

Observador 2
12sem

0 13 | 866 10 | 66.6 11 | 785 9 | 64.28
1 2 13.3 3 20 3 21.4 3 21.4
2 0 0 0 0 0 0 1 7.14
e o 0 2 13.3 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 1 7.14

Observador 1 Observador 2

6sem 12sem 6sem 12sem
n° n° % n° % ne %
0 4 36.3 1 9.09 5 45.4 2 18.18
1 5 45.4 4 36.3 2 18.18 1 9.09
2 2 18.18 4 36.3 4 36.3 5 45.4
3 0 0 0 0 0 0 2 | 1818
4 0 0 2 18.18 0 0 1 9.09

Tabla 15: Reagrupacion de puntuaciones y porcentajes de cada observador para el grupo B.

Si analizamos estadisticamente la variabilidad interobservador mediante el
coeficiente Kappa se obtienen las siguientes puntuaciones (Tablas 16 A-B):
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Medida de acuerdo Kappa 62 semana
Medida de acuerdo Kappa 122 semana

Tabla 16A: Resultados del Calculo del coeficiente Kappa a la 62 y 122 semana.

Escala de interpretacion de Fleiss para el Coeficiente Kappa
<0 Acuerdo pobre
0-0.2 Una ligera coincidencia
0.21-0.4 Acuerdo justo
0.41-0.6 Acuerdo Moderado
0.61-0.8 Acuerdo satisfactorio
0.81-1 Acuerdo casi perfecto

Tabla 16B: Escala de interpretacion de los valores obtenidos para el Coeficiente Kappa segin
Fleiss.

Siguiendo la escala de interpretacion de Fleiss para los valores de Kappa
(Tabla 16B), vemos como ambos resultados representan un acuerdo
satisfactorio entre ambos observadores, haciendo que se pueda calcular el
promedio de las puntuaciones otorgadas a cada radiografia.

4.4. Puntuaciones radiograficas v comparacién de los resultados

or grupos.

Como se comenta al final del apartado anterior, segun la escala de Fleiss el
acuerdo entre ambos observadores es satisfactorio. Por un lado, permite hallar
el promedio de ambas puntuaciones obtenidas, facilitando su analisis y por otro
lado indica la validez del estudio radiografico pues dos observadores son
capaces de otorgar puntuaciones comparables a las distintas radiografias sin
tener conocimiento previo de cuales son las puntuaciones otorgadas por el
observador contrario.

En las siguientes tablas se expone el promedio de las puntuaciones otorgadas
por ambos observadores (Tablas 17, 18 y 19):
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Grupo A2

A2F1g

A2F1h
A2F1b

A2F2g-h

A2F2h

A2F2b

A2F3g
A2F3h
A2F3b
A2F4g-h
A2F4h
A2F4b

A2F5b-1
A2F5b-2

F6A2F2gbis

Complicacion Rx

Resultados.

Osteolisis metafisaria

122 semana

Fisura céndilo medial

Fisura lateral

NININ Ol

15

Rx Rx Complicaci
6sem 12sem on Rx

Fractura

0 0 condilo externo

0 0

0.5 0.5

0 0.5

0 15

0 0 Fisura cortical

1 3.5

0 1

0 0

0 0

0 0

1 1.5 Fisura cortical

0 0

0 0.5
Extrusion

0 0 tornillo 12
semana

Tabla 18: Puntuaciones radiogréaficas medias y complicaciones del grupo A2.
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Complicacién
RXx

Fisura condilo
externo
2 4
0.5 1.5
Fisura condilo
0 2 externo
0 0
0 0.5
15 2.5
0 15
1 2
15 1.5

Tabla 19: Puntuaciones radiogréaficas medias y complicaciones del grupo B.

Para simplificar el andlisis de estos datos reagrupamos las medias, segun sera
un valor entre: 0-1, 1-2, 2-3 y 3-4. De este modo obtenemos los siguientes

datos (Tablas 20, 21y 22):

Grupo Al
| 6sem 3(25%) | 5 (41.6%) 3 (25%) 1 (8.3%)
12sem 0 0 4 (33.3%) 5 (41.6%) 3 (25%)

Tabla 20: Frecuencia de puntuaciones del grupo Al a las 6 y 12 semanas de seguimiento.

puntuaciones A1 6° semana puntuaciones A1 122 semana

L K0}

25%
w1
.2 u3

Figura 36: Representacion grafica de las puntuaciones radiogréaficas para el grupo Al.
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13 (86.6%)

2 (13.3%)

0

11 (73.3%)

3 (20%)

1 (6.6%)

Tabla 21: Frecuencia de puntuaciones del grupo A2 a las 6 y 12 semanas de seguimiento.

puntuaciones A2 122 semana

puntuaciones A2 122 semana

=0
LY

m3

Figura 37: Representacion gréafica de las puntuaciones radiograficas para el grupo A2.

5 (45.4%)

4 (36.3%)

2 (18.1%)

2 (18.1%)

4 (36.3%)

3 (27.2%)

1 (9.09%)

1 (9.09%)

Tabla 22: Frecuencia de puntuaciones del grupo B alas 6 y 12 semanas de seguimiento.

puntuaciones B 62 semana

L]

"2

9%

puntuaciones B 122semana

9%

w0
mi
w2

m3

Figura 38: Representacion grafica de las puntuaciones radiograficas para el grupo B.

Si observamos las frecuencias del grupo Al (grupo fractura y suero) podemos
ver que a las 6 semanas de la cirugia un 66.6% de las puntuaciones se
situaban entre 0 y 1. Sin embargo a las 12 semanas, el 100% de las
puntuaciones estaban entre 2 y 4 considerandose consolidados un 66.6% de
los animales (puntuaciones entre 3 y 4). Dado que el grupo Al es el grupo
control de fractura, es l6gico que con el aumento del tiempo de evolucién la
consolidacion aumente, mas aun si tenemos en cuenta la gran facilidad que
presentan los roedores para la consolidacion.
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En el caso del grupo A2 (grupo osteotomia y suero), la puntuacion radiografica
alas 6 semanas es de 0 6 1 en el 100% de los casos. A las 12 semanas solo
uno de los casos se clasifica como consolidado y el 93.3% restante permanece
con una puntuacion inferior a 1.

Como podemos observar en la figura 39, cuando comparamos los resultados
del grupo Al con los del grupo A2 se evidencian puntuaciones mucho mas
bajas para este uUltimo. Dado que este modelo estaba disefiado para reproducir
una pseudoartrosis, la ausencia de signos radiograficos de consolidacion
sugiere la efectividad del modelo disefiado.

i b
o
i
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10 I 2 _
i ~1:
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5 somanas 12 samanas 6 semanas 12 semanas

Figura 39: (A) Puntuaciones del grupo Al a las 6 y a las 12 semanas. (B) Puntuaciones del
grupo A2 alas 6 y a las 12 semanas.

Para el Grupo B o grupo tratamiento, la puntuacion radiografica entre 0y 1 a
las 6 semanas es de 81.7% mientras que a las 12 semanas esa tasa se habia
reducido hasta un 54.4%. Este descenso es muy llamativo, sobre todo a las 12
semanas de tratamiento. Si comparamos los resultados obtenidos en el grupo
A2 y B (Figura 40) a las 6 y 12 semanas podemos ver que las puntuaciones
asignadas son superiores en el grupo B o grupo osteotomia con administracion
de ranelato de Estroncio.
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Figura 40:(A) Puntuaciones del grupo A2 a las 6 y a las 12 semanas. (B) Puntuaciones del
grupo B alas 6 y a las 12 semanas.

Al analizar los valores medios y desviaciones tipicas de los tres grupos a las 6
semanas de tratamiento (Tabla 23), se observa la superioridad de la
puntuacion radioldgica de grupo Al sobre los otros dos.

Grupo Desviacién
tratamiento fisiiea

- A1

| A2
B

Tabla 23: Resultados de los valores radiolégicos a las 6 semanas de tratamiento.

Si analizamos la diferencia de medias de las puntuaciones radioldgicas
obtenidas entre los distintos grupos de tratamiento a las 6 semanas son
estadisticamente significativas (Tabla 24):

\ Comparativas Resultado
Al1-A2

A2-B

Tabla 24: Resultados estadisticos de la comparativa a las 6 semanas entre los grupos de
tratamiento (dos a dos).

Las diferencia de medias de puntuacion radioldégica a las 6 semanas de
tratamiento entre el grupo Al y A2 son estadisticamente significativas; sin
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embargo en el caso de la comparacién entre el A2 y el grupo B (osteotomia y
ranelato de estroncio) roza el limite de la significacion estadistica.

Analizando los resultados de los diferentes grupos a las 12 semanas (Tabla
25), vemos que la puntuacién en la 62 y en la 122 semana del grupo Al es
superior respecto al grupo A2 y la variabilidad de ambos es muy similar. En
cuanto al grupo B vemos un claro aumento en las puntuaciones.

Grupo Desviacion
tratamiento tipica

Al 3.45 0.82

| A2 0.70 1.13

B 1.87 1.11

Tabla 25: Resultados de los valores radiolégicos a las 12 semanas de tratamiento.

A la 122 semana la diferencia de medias para los resultados radiolégicos de los
dos grupos es estadisticamente significativa (p= 0.001); tras la realizacion del
analisis estadistico entre los grupos, se obtienen los siguientes resultados
(Tabla 26):

 Comparativas Resultado

Al-A2

| A2-B

Tabla 26: Resultados estadisticos de la comparativa a las 12 semanas entre los grupos de
tratamiento (dos a dos).

La comparaciéon entre los resultados radiologicos de los grupos Al y A2
(fractura a tratamiento con suero y osteotomia de sustraccion a tratamiento con
suero) y los grupos A2 y B (osteotomia a tratamiento con suero y osteotomia a
tratamiento con ranelato de estroncio) a las 12 semanas, presentan unas
diferencias estadisticamente significativas.

A continuacién se presentan varias imagenes comparativas de los diferentes
grupos (Figuras 41, 42 y 43):
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il G|

Figura 41: Radiografias de seguimiento de un ejemplar del grupo Al. (A-B) Controles
radiograficos a la semana. Como se puede ver en este caso no hay gap dado que es el grupo
Al o grupo fractura. (C-D) Control radiografico a las 6 semanas. (E-F) Control a las 12

semanas.
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Figura 42: Radiografias de seguimiento de un ejemplar del grupo A2. (A-B) Controles
radiograficos a la semana. (C-D) Control radiogréafico a las 6 semanas. (E-F) Control a las 12

semanas.
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Figura 43: Radiografias de seguimiento de un ejemplar del grupo B. (A-B) Controles
radiograficos a la semana. (C-D) Control radiogréafico a las 6 semanas. (E-F) Control a las 12
semanas. Como se puede ver en las imagenes el foco de pseudoartrosis se muestra
consolidado.
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4.5. Resultados histoldgicos.

Para la realizacién del estudio histolégico, se sometieron al andlisis a 18
animales; 6 pertenecientes al grupo Al (fractura y suero), 6 al grupo A2
(osteotomia y suero) y 6 al grupo B (osteotomia y ranelato de estroncio).

A continuacion se expone un ejemplo macro y microscopico de cada grupo
(Figuras 44, 45y 46).

Figura 44 (A-B): Andlisis macroscopico de una muestra obtenida de Al. (A) Se observa el
aspecto de consolidaciéon que presenta la muestra. (B) Se aprecia como al aplicarle una fuerza
flexora a la muestra, ésta se mantiene en su posicién, es decir el callo de fractura es estable.

Figura 44(C): Muestra microscoépica teflida con Hematoxilina-Eosina de un ejemplar Al. En la
muestra se puede ver hueso maduro (flecha) clasificando la muestra como Allen 6, es decir una
consolidacion 6sea completa.
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Figura 45(A-B): Andlisis macroscépico de una muestra obtenida de A2. (A) Se observa el
aspecto que presenta la muestra, con la simple accién de la gravedad ya se flexiona a través
del foco de pseudoartrosis. (B) Se aprecia como al aplicarle ligera fuerza flexora a la muestra,
ésta es incapaz de mantener la estabilidad, demostrando macroscopicamente una
pseudoartrosis.

Figura 45(C): Imagenes microscopicas de una ejemplar A2 tefiidas con Hematoxilina-Eosina.
En ella se objetivan abundante fibrosis (flechas). Dados los hallazgos histolégicos se clasifica la
muestra como Allen 1.
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Figura 46(A-B): (A) Fémur extraido a un ejemplar a tratamiento con osteotomia y ranelato de
estroncio. En la imagen se puede ver como se procede a la extraccion del tornillo para permitir
posteriormente el andlisis de la muestra. (B) Imagen macroscopica de un fémur a tratamiento
con ranelato de estroncio (BF2G). Se puede observar como presenta un callo 6seo evidente.

Figura 46(C): Muestra microscoOpica de un ejemplar a tratamiento con ranelato de estroncio
tefiida con Hematoxilina-Eosina. Se objetiva abundante tejido condroide y nuevo frente de
formaciéon de hueso nuevo inmaduro (flecha). La puntuacion otorgada en la clasificacion de
Allen fue de 4.

En las siguientes tablas (Tablas 27, 28 y 29) se recogen el nUmero de animales
pertenecientes a cada grupo y su clasificacion segun la graduacién histolégica
de Allen.
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Tabla 27

Grupo
A2 AP Allen

A2F1h
A2F2g-h
A2F2h

A2F3h
A2F4g-h

A2F4h
indice

medio

Tabla 28

purtuaciones

=
:

B

A1l

Resultados.

Grupo
B AP Allen

BF1h
BF2g-h
BF2h
BF3h
BF4g-h
,BF4h
Indice

medio

Tabla 29

Figura 47: Representacion grafica de las puntuaciones obtenidas por cada subgrupo.

Si observamos la figura 47, los animales del grupo Al obtuvieron unas
calificaciones superiores que los de los deméas grupos. De hecho, el Unico
animal que consigue una consolidacién completa de la fractura pertenece al

grupo de tratamiento A1l.

Ademas, existe una diferencia entre los resultados de los grupos A2 y B. El
grupo de tratamiento con los resultados histologicos mas bajos es el grupo A2.

Hallando las medias y desviaciones tipicas de cada grupo de tratamiento se
obtienen estos resultados (Tabla 30):
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Grupo Tratamiento Desviacion Tipica

Al
| A2
| B

Tabla 30: Medias de puntuacion de cada grupo de tratamiento.

Los animales pertenecientes al grupo Al presentan puntuaciones mas
elevadas en comparacion con los otros dos grupos. La diferencia resefiable es
la falta de osteotomia de sustraccion por lo que se demuestra que este hecho
marca una diferencia importante en el estudio histolégico.

Si analizamos la diferencia de medias de los resultados obtenidos entre los dos
grupos de tratamiento, vemos que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos Al y A2 (p=0,002) y los grupos A2 y B (p=
0,005). Dicho de otro modo existen diferencias tanto entre el grupo de fractura
y el grupo de osteotomia y suero, como entre el grupo de osteotomia y sueroy
osteotomia y RE.

4.5.1. Resumen de los resultados histoldgicos.

e La diferencia de puntuaciones entre los tres grupos es estadisticamente
significativa.

e El grupo A1 muestra una diferencia importante en el resultado histoldgico
con respecto a los demas grupos (A2 y B); presenta puntuaciones superiores.
La diferencia frente a A2 es estadisticamente significativa (p=0,002).

e Existe una diferencia estadisticamente significativa en la comparacion de
resultados entre los grupos A2 (osteotomia y suero) y B (osteotomia y ranelato
de estroncio) (p= 0,005).

Por tanto las ratas con el modelo de pseudoartrosis y tratadas con ranelato de
estroncio presentan unos resultados significativamente mejores respecto a los
resultados histolégicos, de los fémures de los animales que se trataron con la
osteotomia de sustraccion y suero.
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4.6. Resultados Biomecanicos.

El trabajo realizado comprende los ensayos practicados sobre los fémures de
14 ratas. De cada animal se extrajeron ambos fémures; el fémur derecho o
fémur intervenido (FD) y el izquierdo sin intervencion (FI). De los fémures
izquierdos se obtuvieron las dos epifisis (Epifisis superior o ES y Epifisis
inferior EI) mientras que de los derechos solo se obtuvieron los superiores.
Esto es debido a que la epifisis inferior se altera con la introduccién del tornillo
por eso su utilizaciéon podria conducir a error.

Las ratas que se destinaron al estudio biomecanico se mantuvieron con vida
durante las 12 semanas que duro el tratamiento.

4.6.1. Resultados del ensayo de ultramicroindentacion.

Este estudio incluye informacion sobre las durezas del tejido cortical (C) y
trabecular (T) tanto de epifisis superiores (ES) como de las inferiores (El). Para
ello se emplearon las epifisis superiores e inferiores de los dos fémures de las
ratas a estudio (excluyendo del ensayo la El del fémur intervenido).

Tal y como muestra la tabla 31, se han representado los valores de dureza
obtenidos para cada serie y tipo de tejido analizando tanto los valores medios
como las distribuciones de los datos obtenidos. Posteriormente se compararon
los grupos mediante la t- de Student.
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Grupo Localizacién Tejido Dureza - Desv. Coef. Variac.
ensayos Tip.
16

FI-ES 54 10

T 51 56 5 9

C 53 52 7 13
T 51 50 7 14
C 52 64 13 20
T B 57 8 14
C 76 61 11 18
T 83 54 7 13
C 79 48 6 13
T 82 50 7 14
C 1 54 8 15
T 79 Sl 7 14
C 56 =Y 9 15
T 57 56 6 11
C 58 53 6 11
T 55 54 7 13
C 57 68 9 13
T 57 57 6 11

Tabla 31: Comparacion entre los valores medios de dureza en tejido cortical y trabecular. (FI-ES): Fémur izquierdo-Epifisis superior, (FD-ES):
Fémur derecho-Epifisis superior, (FI-El): Fémur izquierdo-Epifisis inferior.
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4.6.1.1. Comparacion de la dureza del tejido trabecular vy el cortical.

Si comparamos los valores de dureza de la zona cortical y trabecular (Tabla 31
y Figura 48) de cada grupo, la dureza del tejido cortical es superior a la del
trabecular.

Tejida
B
HT

000

5500 —

ity ‘ ‘,

Dureza

5000 —

4500

Figura 48: Grafico comparativo de la dureza del tejido cortical (azul) y del trabecular (verde)
segln el tipo de tratamiento y tejido. Como se puede ver existe una mayor dureza en las
muestras de tejido cortical que en las de tejido trabecular. Si observamos los diferentes grupos
vemos que el grupo B se asemeja bastante al grupo control o Al (Fractura + osteotomia).

Comparando los valores medios de ambos tipos de tejido (Tabla 32) queda
patente esta diferencia.

Por otra parte, resulta destacable que para cada grupo estudiado, los FI-El
manifiestan los valores minimos de diferencia de dureza entre hueso cortical y
trabecular.
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Resultados.

Grupo HC SD-C HT SD-T T-C T-C/SD (T/C)x100
Fl-

ES 61 10 56 5 -5 -0,67 92
52 7 50 7 -2 -0,29 96
64 13 57 8 7 -0,67 89
61 11 54 7 -7 -0,78 89
48 6 50 7 2 0,31 104
54 8 51 7 -3 -0,4 94
59 9 56 6 -3 -0,4 95
53 6 54 7 1 0,15 102
68 9 57 6 -11 -1,47 84

Tabla 32: Comparacién entre los valores medios de dureza en tejido cortical y trabecular. (FI-ES): Fémur izquierdo-Epifisis superior, (FD-ES): Fémur
derecho-Epifisis superior, (FI-El): Fémur izquierdo-Epifisis inferior, (HC): hueso cortical, (SD-C): desviacion estandar hueso cortical, (HT): hueso
trabecular, (SD-T): Desviacion estadar hueso trabecular, (T-C/SD): Cociente diferencia de dureza entre desviacion estandar, (T/C)x100: Cociente de
dureza.
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A fin de contrastar las premisas anteriores se han realizado los siguientes
contrastes de hipotesis:

e Si se realiza la comparacion entre la dureza en tejido cortical y trabecular
considerando todos los datos experimentales agregados (es decir, sin
diferenciar familias), observamos que la dureza cortical presenta una media de
57,39 (SD= 10,26) frente la dureza trabecular de media 53,31 (SD= 6,84). Asi
mismo, encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre los
valores de los mismos (p=0,05).

A partir de estos datos se concluye que en el analisis de los resultados debera
discriminarse, en general, entre los valores obtenidos en hueso cortical y los
gue proceden de hueso trabecular.

e Si comparamos el hueso cortical y trabecular para los grupos FI-ES y FD-
ES vemos que los resultados en este caso son concordantes, hallando
diferencias estadisticamente significativas entre ambos subgrupos (cortical y
trabecular) para las dos extremidades superiores (de fémur derecho e
izquierdo) (p=0,05).

Después de lo anteriormente expuesto, podemos concluir que en el analisis de
los resultados debera discriminarse entre los valores de hueso cortical y hueso
trabecular.

e Si comparamos el hueso cortical y trabecular para la localizacion FI-El, se
demuestra con nitidez que para esta localizacion, la diferencia entre los valores
medios de dureza no es estadisticamente significativa. Ademas los datos
obtenidos reflejan un comportamiento diferencial de este grupo respecto de las
demas localizaciones analizadas, pues presentan valores muy similares entre
ellos.

Cortical
]Trabecular

FI-El

FI-ES Cortlcal

Trabecular
Cortical
Trabecular

FD-ES

Tabla 33: Valores medios de tejido trabecular y cortical respectivamente del grupo FI-El, FI-ES
y FD-ES. En esta tabla llama la atencién como los valores del subgrupo cortical se diferencian
de los del subgrupo trabecular en los grupos FI-ES y FD-ES mientras que son practicamente
iguales en el grupo FI-EI.
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Resultados.

4.6.1.2. Comparacion de la dureza de epifisis superiores e inferiores.

Los resultados del apartado anterior sugieren efectuar una comparacion directa
entre los valores de dureza obtenidos en FI-ES y FI-El (considerando por
separado cada grupo y cada tipo de tejido, bien cortical o bien trabecular).
Este andlisis Unicamente puede realizarse sobre los fémures izquierdos ya que
en el caso de los derechos (fémures problema o intervenidos) no tenemos
posibilidad de analizar las epifisis inferiores.

Si observamos la tabla 34 se aprecian unas cifras de dureza mayores para las
epifisis superiores que para las inferiores. Consecuentemente los resultados
obtenidos de ambas epifisis se analizaran de forma separada.
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(EI/ES)
x100

Tabla 34: Comparacion de valores medios de dureza en ES y EIl (tanto en tejido cortical como trabecular). (FI-ES): Fémur izquierdo-Epifisis
superior, (FI-El): Fémur izquierdo-Epifisis inferior, (N): nimero total de muestra (H):Dato de dureza del hueso, (SD): desviacion estandar, (CV):
Coeficiente de variacion, (EI-ES): Diferencia entre epifisis superiores e inferiores, (EI-ES/SD): Cociente diferencia de dureza entre desviacion
estandar, (EI/ES)x100: Cociente de dureza.
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Dado que no tenemos un grupo de control sin intervenciones quirdrgicas, no
podemos descartar que la fractura/ osteotomia sobre el fémur derecho no haya
inducido modificaciones sobre las propiedades mecéanicas de ambos fémures
(bien por alteraciones de la carga sobre el fémur operado o sobrecarga en la
contralateral). Por este motivo admitimos que si los resultados comparativos entre
ambos fémures (FI-ES y FD-ES) de la misma familia son equivalentes, es debido
a que no ha existido ninguna alteracién de este tipo.

Con el proposito de establecer este dilema presentamos a continuacion la tabla
35 que expone los resultados experimentales por grupos.

152



Resultados.

(FI/FD)
x100

C
C
T
T
C
C
T
T
C
C
T
T

Tabla 35: Comparacion entre los valores medios de dureza en fémur derecho e izquierdo (FI-FD), tanto en tejido trabecular como en el cortical.(FI-
ES): Fémur izquierdo-Epifisis superior, (FD-ES): Fémur derecho-Epifisis superior, (N): nimero total de muestra (H): Dato de dureza del hueso, (SD):
desviacién estandar, (CV): Coeficiente de variacion, (FI-FD): Diferencia entre epifisis superiores e inferiores, (FI-FD/SD): Cociente diferencia de
dureza entre desviacion estandar, (FI/FD)x100: Cociente de dureza.
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Cuando se comparan los valores medios del grupo Al (fractura y suero), se
observa una pequefiisima modificacibn de la dureza: el fracturado es
ligeramente mas duro que el contralateral, tanto en tejido cortical como en
trabecular. Segun esto, podemos decir que tomando como referencia el fémur
izquierdo, puede asumirse que el proceso de fractura no afecta
sustancialmente a las propiedades mecanicas de los tejidos de FD-ES (en
relacion al Fl). Se concluye entonces que la fractura no ha supuesto variacion
significativa de la dureza de ninguno de los dos fémures.

Como conclusion podemos decir que los resultados obtenidos permiten afirmar
gue la osteotomia de sustraccién no altera las propiedades de FI-ES; sin
embardo disminuye la dureza de FD-ES.

4.6.1.3. Comportamiento de la dureza del hueso tras la administracién
de Ranelato de Estroncio (grupo B).

Tras la realizacion de los estudios correspondientes sobre epifisis superiores
de fémures izquierdos (FI-ES) de los ejemplares tratados con ranelato de
estroncio, podemos concluir que este tratamiento no parece haber afectado a la
dureza ni del tejido trabecular ni del cortical.

Los contrastes de hipotesis practicados no detectan diferencias significativas ni
en el hueso cortical ni en el trabecular al comparar las epifisis superiores de los
fémures izquierdos de los grupos Al y B (Figuras 49 y 50).
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Figura 49: Comparacion entre la dureza cortical de los FI-ES de los grupos Al, A2y B.
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Figura 50: Comparacion entre la dureza trabecular de los FI-ES de los grupos Al, A2 y B.

Si observamos los resultados obtenidos en los ensayos de los FI-El (anexo 3),
vemos que existe un leve efecto endurecedor para ambos tipos de tejido
(cortical y trabecular). Esto se confirmé mediante el contraste de hipotesis
donde se confirmé que los valores superiores del grupo a tratamiento con RE
eran significativos.

En el caso de los fémures derechos se aprecia un aumento importante de la
dureza respecto a los resultados de FD-ES del grupo A2 (14 unidades mas en
el tejido cortical y 5 en el trabecular). Ademas esta dureza se incrementa hasta
el punto de alcanzar los valores de dureza original del hueso (antes de la
osteotomia).

4.6.2. Resultados del ensayo de flexién en cuatro puntos.

4.6.2.1. Resultados obtenidos sobre fémures izquierdos.

Presentamos los resultados de la fuerza maxima (Fméax) y de la energia
absorbida hasta carga maxima (Emax) registrados en los ensayos de flexion en
cuatro puntos (EF4P) sobre fémures izquierdos (Tabla 36). Dado que con cada
ensayo la muestra se destruye, sélo hay un ensayo por fémur; de ahi el bajo
namero de ensayos (12 fémures= 12 ensayos). A partir de estos valores
obtenemos los siguientes resultados:
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Resultados.

Grupo Casos Fuerza Energia
1 242 94,2
2 205,2 47,1
3 211,8 201,4
4 237 94
1 238,1 103,3
2 216 61,3
3 196,3 211,7
4 233 85
1 199,4 81,3
2 240,8 87,6
3 301,8 328,4
4 266 70

Tabla 36: Resultados obtenidos (Fmax y Emax) en los ensayos de flexién en 4 puntos sobre los
fémures izquierdos.

Por los datos representados en la tabla 36, podemos afirmar que:

1. No se observaron diferencias resefables entre los valores de los grupos Al
(fractura + suero) y A2 (osteotomia + suero) (Figuras 51 y 52). Estos datos
concuerdan con los obtenidos en el ensayo de ultramicroindentacién donde se
concluy6 que el proceso de osteotomia no habia alterado la dureza de los
fémures izquierdos.

2. El grupo B (osteotomia + ranelato de estroncio) presenta valores medios,
en cuanto a resistencia se refiere, superiores a los de los grupos referencia (Al
y A2) (Figuras 51y 52).
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Figura 51: Valores de Emax registrados para los fémures izquierdos en los ensayos de flexion
en cuatro puntos. Como ya se ha mencionado los valores del grupo B son levemente
superiores.
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Figura 52: Valores de Fmax. registrados para los fémures izquierdos en los ensayos de flexion
en cuatro puntos, siendo los del grupo B superiores a los del resto de grupos.

4.6.2.1. Resultados obtenidos sobre fémures derechos.

En primer lugar presentamos los resultados de la fuerza maxima (Fméax) y de la
energia absorbida hasta carga maxima (Emax) registrados en los ensayos de
flexion en cuatro puntos (EF4P) sobre fémures derechos (Tabla 37).

Casos U Fuerza ] Energia ] Gap
1 20,4 10,5 0,76
2 30 8.4 0,43
3 30,3 9,4 0
4 9 4,82 0,79
1 29,1 17,1 0,44
2 1,6 0,4 1,18
3 20 11,2 1,15
4 29,3 11,5 0,25
1 16,9 2,19 1,96
2 68 154 1,43
3 123,4 26 1,14
4 35,6 11,9 1,46

Tabla 37: Resultados obtenidos (Fmax y Emax) en los ensayos en flexién de 4 puntos sobre los
fémures derechos y mediciones del Gap de cada ejemplar a ensayo.

Como ya hemos comentado en el apartado anterior, el nimero de ensayos es
limitado dado que con cada ensayo se destruye la muestra; por tanto
solamente contamos con 4 ensayos (4 ejemplares) por grupo. No obstante nos
permiten extraer los siguientes patrones de comportamiento:
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1. Los resultados demuestran una alta variabilidad, tanto para Fmax. como
para Emax.

2. No se observan diferencias resefiables entre los valores medios de los
grupos Aly A2.

3. El grupo B presenta resultados superiores en cuanto a resistencia se
refiere; si bien es cierto que la dispersion de los valores es claramente superior
al del resto de los grupos (Figuras 53 y 54).
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Figura 53: Valores de Eméx registrados para los fémures derechos en los ensayos de flexion
en cuatro puntos. Como ya se ha mencionado los valores del grupo B son superiores; si bien
es cierto que la dispersién también los es.
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Figura 54: Valores de Fmax registrados para los fémures derechos en los ensayos de flexion
en cuatro puntos.
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Resultados.

Si consideramos las dimensiones del gap y la influencia de esta dimension en
los resultados obtenemos las siguientes conclusiones:

1. Los valores del gap en el grupo Al (fractura y suero) son inferiores al resto,
tal como era de esperar. Da la impresion de que la anchura del gap en el grupo
Al influye timidamente sobre los valores de resistencia de la union.

2. Se observa una mejora sustancial en el comportamiento del grupo B
(osteotomia y ranelato de estroncio).

Resumen de los resultados biomecénicos.

Ultramicroindentacion.

1. Los resultados experimentales demuestran que la dureza del tejido cortical
es superior a la del trabecular. Ademas encontramos que el hueso procedente
de las epifisis superiores, tanto el cortical como el trabecular, es mas duro que
el de las epifisis inferiores.

2. El proceso de fractura no ha supuesto variaciéon significativa sobre las
propiedades del tejido 6seo en las epifisis superiores de los fémures.

3. La osteotomia no ha afectado a las propiedades de los tejidos de los
fémures izquierdos. Sin embargo se ha constatado una disminucién de la
dureza, tanto de hueso cortical como de trabecular de las epifisis superiores de
los fémures derechos.

4. No se ha encontrado ninguna influencia significativa del ranelato de
estroncio sobre la dureza del tejido de las epifisis superiores de fémures
izquierdos. Sin embargo, no puede descartarse que un leve efecto endurecedor
haya tenido efecto sobre las epifisis inferiores de dichos fémures. El resultado
mas resefiable consiste en el endurecimiento experimentado, tanto por el tejido
cortical como por el trabecular, de las epifisis superiores de fémures derechos,
llegando a superar los valores originales.

Ensayos de flexibn en cuatro puntos.

En general disponemos de pocos resultados experimentales, por eso las
conclusiones no deben ser tomadas como definitivas.

1. En relaciébn a los ensayos realizados sobre los fémures izquierdos
podemos establecer que los grupos Al y A2 presentan respuestas muy
similares, concordando este hecho con las conclusiones de los ensayos de
ultramicroindentacion. Si comparamos estos resultados con los del grupo B
observamos una respuesta mecanica mejorada.
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2. En el caso de los ensayos sobre los fémures derechos analizamos los
resultados teniendo en consideracion el gap presentado. En estos ensayos
encontramos nuevamente concordancia entre los grupos Al-A2 y una
respuesta mecanicamente superior en el grupo B.

4.7. Resultados de la expresion génica.

En las tablas presentadas a continuacion (Tablas 38 y 39) se expresan los
resultados obtenidos por PCR cuantitativa en todos los genes estudiados, junto
a sus medias y desviaciones tipicas.

Los valores obtenidos de PCR(Q obtenidos presentan una alta variabilidad entre
los diferentes animales. Este resultado suele ser habitual en este tipo de
estudios.

Al realizar la comparacion entre los grupos A2 (osteotomia y suero) y B
(osteotomia y ranelato de estroncio) se observd una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de dkkl, un inhibidor de la via
wnt, cuya produccién era algo menor en el grupo tratado con ranelato de
estroncio (p=0,03). De todas maneras, hay que tener en cuenta que el nUmero
de ratas en cada grupo limitaba la potencia del estudio.
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\ Casos \ runx2 wnt5a sox9 collal col2al bglap
| 1A2F7G | 418 1,18 2,39 535,8 14,14 18,53
| 4A2FTG | 6,64 0,87 2,88 403,34 2,59 16,36
| 7TA2F7G | 9,26 2,47 3,6 1042,6 11,62 55,13
| 10A2F7G | 025 0,78 3,57 578,21 2,05 80,6
| 13A2F7G | 85 0,7 20,37 841,43 26,2 44,7
| 16A2F7G | 14,29 1,42 8,62 1297,3 41,35 87,24
3BF7G 10,5 0,84 3,1 666,96 4,12 153,88
| 6BF7G | 57 0,66 1,6 489,38 2,6 73,98
9BF7G 0,84 1,02 3,19 423,13 1,41 48,49
12BF7G 6,16 1,41 6,2 753,41 9,53 35,63
| 15BF7G | 92 1,59 8,36 1258,9 14,74 80,53
18BF7G 4,97 0,98 5,12 621,28 3,65 40,8

Tabla 38: Relacién de ejemplares incluidos en el estudio y las cifras obtenidas para cada gen especifico durante el estudio (expresion relativa frente
a normalizador).
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\ Casos \ alpl rankl Opg dkk1 sost col10al
1A2F7G 12,87 0,28 0,79 0,33 0,06 1,12
| 4A2F7G 11,61 0,09 0,13 0,05 0,11 0,14
| 7TA2F7G 13,84 0,96 0,67 0,79 0,22 0,77
| 10A2F7G 11,74 0,59 0,76 0,73 0,05 0,1
13A2F7G 13,46 0,47 1,06 0,64 0,04 0,45
| 16A2F7G | 36,45 0,49 0,94 1,06 0,38 1,77
| 3BF7G | 12,99 0,35 0,35 1,15 0,35 0,16
| 6BF7G | 558 0,28 1,31 0,26 0,25 31,88
| 9BF7G | 7,78 0,36 0,5 0,47 0,16 0,02
| 12BF7G | 13,99 0,4 0,81 0,53 0,08 0,54
| 15BF7G | 209 0,35 0,59 0,57 0,19 0,86
18BF7G 10,95 0,23 0,39 0,21 0,13 0,13

Tabla 39: Relacién de ejemplares incluidos en el estudio y las cifras obtenidas para cada gen especifico durante el estudio (expresion relativa frente
a normalizador).
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5. Discusion.

En los siguientes apartados se analizan los resultados obtenidos con el modelo
experimental de pseudoartrosis atréfica comparandolo con el resto de modelos
publicados hasta la fecha. Ademas se valorara la importancia del defecto critico
y la dimension 6ptima en modelos murinos.

Por otro lado, se discute la influencia del ranelato de estroncio en la
consolidacion del modelo de pseudoartrosis comparandolo con resultados
obtenidos en publicaciones previas al estudio.

Por ultimo, en este estudio se revisa toda la bibliografia hasta la fecha
valorando: la efectividad en humanos, su posible utilidad, asi como las
contraindicaciones que puede presentar el uso de este farmaco.

5.1. Modelo de pseudoartrosis atréfica y comparacion con los
modelos existentes.

Aunque el hueso presenta una capacidad de consolidacion muy
alta en condiciones normales, ésta puede estar limitada debido a las
circunstancias de la fractura (factores ambientales, genéticos, etc).
Con esta premisa, se han propuesto diversos estudios en los que se
intenta emular experimentalmente situaciones en las que existe una
pseudoartrosis atrofica (198).

5.1.1. Seleccién del animal de experimentacion.

Lo primero a tener en cuenta a la hora de la creacién del modelo experimental
es la capacidad de extrapolar resultados desde ese modelo al ser humano;
dicho de otro modo, la validez de cualquier informacién sacada del animal
dependera de la pertinencia del animal seleccionado (172, 173).

No existen unas normas preestablecidas; la base logica que hay detras de la
extrapolacién de resultados de una especie animal a otra esta basada en la
homologia, semejanza evolutiva, estructuras morfolégicas y procesos
fisiologicos entre las diferentes especies animales y los humanos (171).

Por lo dicho anteriormente, parece légico pensar que el mejor modelo para
extrapolar los datos y que estos tengan validez serian mamiferos grandes. Sin
embargo, tras el andlisis realizado por Martini et al (199) se comprob6 que el
36% de los estudios realizados al respecto eligen ratas, el 26% ratones y un
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13% conejos mientras que los mamiferos superiores como perros o primates
solo suponen un 14%. A priori, un primate seria el modelo ideal pues, genética
y fisiolégicamente es mas parecido al hombre. Sin embargo, si tenemos en
cuenta los trabajos de Mills (175) y Montero (171) entendemos que se escojan
los mamiferos inferiores; son validos validos si se cumplen ciertas condiciones;
Su coste es menor y su manejo por parte de investigadores y técnicos es mas
sencillo. EI uso de mamiferos superiores supone afrontar unos costes y
complicaciones muy dificiles de asumir para la mayoria de los proyectos de
investigacion (171).

El inconveniente de utilizar animales de experimentacion radica en que, aunque
el esqueleto de otros mamiferos se parezca al del ser humano, la homeostasis
del tejido 6seo no tiene porqué ser idéntica. Por ejemplo, el perro tiene un
tejido 6seo muy parecido al humano en cuanto a composicion, sin embargo
presenta una combinacioén de hueso laminar y plexiforme y el remodelado
difiere un tanto, ademas de presentar un comportamiento biomecanico
totalmente diferente (200).

Las ratas tienen hueso laminar muy parecido al humano, con un tejido
esponjoso muy similar. Sin embargo sus corticales se presentan mucho mas
adelgazadas. En el caso de los ratones, la falta de canales de Havers hace que
durante muchos afos se haya cuestionado la validez de este tipo de modelos
experimentales (176). No obstante, el hecho de ser el animal de
experimentacién por excelencia en cuanto a costes, previsibilidad y aprendizaje
técnico se refiere, junto con la presencia de un sistema de canales parecidos a
los de Havers, hacen que estas dudas se disipen (172).

Si tenemos en cuenta el tamafio de ambos roedores (ratones y ratas), en
seguida nos damos cuenta de la diferencia de tamafio existente entre los
huesos de ambos animales. El uso de ratones, para estos modelos
experimentales quirdrgicos, requiere de equipos de medicibn mas precisos y
algunas intervenciones son practicamente imposibles, dado el tamafio de los
huesos. Por tanto se prefiere escoger la rata, pues su estructura 0sea es de
mayor tamafio, con lo que se reducen este tipo de dificultades (172, 175).

En los ultimos afios se ha desarrollado una bateria de instrumental que facilita
esta tarea (176).

5.1.2. Seleccién de lareqgion a intervenir v tipo de osteotomia a realizar.

En la bibliografia actual llama la atencion que siempre se escogen las
extremidades inferiores para realizar la cirugia. Esto es debido en primer lugar
al discretamente mayor tamafio de las mismas, asi como la certeza de la
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carga, pues aunque los roedores realizan la deambulacion a cuatro patas, sus
patas delanteras se elevan en muchas situaciones en las que el roedor explora
el terreno en el que se encuentra y esa situacion es dificil de controlar (171).

Una vez decidimos emplear la extremidad inferior, se presentan nuevos
dilemas. En el caso de la tibia, la cobertura cutdnea es mucho mas limitada,
tiene una configuracion triangular del eje trasverso y curvada de su egje
longitudinal, lo que dificulta la implantacion de material de osteosintesis;
ademas,la estabilidad de la fractura puede estar a merced del peroné (176,
201). Por otro lado, el fémur es de mayor tamafo, tiene una configuracion
diafisaria tubular mas similar a la del ser humano y una buena cobertura de
partes blandas (176). Por ello nos inclinamos por el fémur a la hora de realizar
nuestro modelo.

Si bien es cierto que numerosos autores como Einhorn et al (201) utilizan la
tibia, lo hacen porque en sus estudios no se incluyen sistemas de osteosintesis
endomedulares como es nuestro caso y se realizan fracturas cerradas evitando
el riesgo de fracaso de partes blandas. Ademas el sistema de produccion de la
fractura cerrada que utilizan simula relativamente bien lo que ocurre de forma
natural, es decir una fuerza que actia sobre el hueso hasta que vence su
resistencia provocando su fractura (179).

Dado que el fémur humano es un hueso que admite la implantacion de
sistemas endomedulares como método estabilizador de las fracturas, la
posibilidad de realizar la misma intervencion en el fémur de la rata hace que la
analogia entre nuestro modelo experimental y el ser humano sea mayor.
Ademas, en el caso de escoger el fémur de la rata, la cirugia abierta es
mandatoria, por lo que perdemos la estabilidad de las partes blandas y nos
permite lesionar el periostio y el hematoma fracturario haciendo que nuestro
modelo de pseudoartrosis atréfica sea mas parecido a lo que ocurre en el ser
humano cuando tiene un proceso como el que intentamos reproducir.

Como ya se ha mencionado, autores como Einhorn y Bonnarens (201) o
Cebesoy (159) utilizan métodos cerrados en tibia (guillotinas de tres apoyos)
para realizar las fracturas; posteriormente utilizan la fijacion externa como
elemento estabilizador.

Park et al (202) realizo un estudio en el que se compara la produccion de la
fractura cerrada en un modelo experimental en conejo con las osteotomias
abiertas, encontrando un menor hematoma fracturario y mayor dafio periéstico
en el caso de las osteotomias realizadas de forma abierta.
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Segun lo expuesto anteriormente, podemos afirmar que la utilizacion de
métodos cerrados seria mas aconsejable para el estudio de la fractura, dado
gue no lesionamos las partes blandas, ni alteramos el proceso de
consolidacion. En nuestro caso el problema a estudio es la pseudoartrosis
atrdfica, lo que lleva implicito una alteracion del componente bioldgico; algo no
alcanzable si hubiéramos realizado la fractura de forma cerrada.

Como ventaja afiadida, si realizamos la osteotomia de forma abierta podremos
situarla siempre en la misma localizacion, lo que disminuird la variabilidad
entre todos los ejemplares.

Una de las preocupaciones mas extendidas en la bibliografia es el instrumental
con qué realizar la osteotomia (203). Si bien es cierto que en nuestro caso
utilizamos la sierra oscilante aplicando suero salino fisiologico para evitar el
sobrecalentamiento del hueso, tal como aconsejan autores como Harrison,
Chen o Schoen (204-206), también podriamos haber utilizado sierras manuales
aungue desestimamos esta opcion por suponer una pérdida de precision.

5.1.3. Método de fijacién del defecto.

Una vez seleccionado el animal idoneo para el estudio, la regién anatomica y la
técnica con la que vamos a realizar la osteotomia debemos aplicar un método
de estabilizacion que permita mantener la estabilidad del foco creado
artificialmente. En este sentido, la industria ha experimentado grandes avances
personalizando sistemas de fijacion para cada animal y para cada tipo de
defecto creado (175, 176). En la actualidad principalmente se utilizan sistemas
endomedulares, placas y fijaciones externas.

La primera fijacion empleada para estos modelos fue con agujas Kirschner
endomedulares; éstas son capaces de aportar una estabilidad relativa, si se
emplean como enclavados intramedulares. Es un método sencillo y barato. No
obstante, es un sistema incapaz de mantener un defecto 6seo sin que éste se
colapse y de bloquear rotacionalmente el foco (207, 208). Autores como
Hietaniemi y Kokubu (179, 209) publicaron modelos experimentales con agujas
endomedulares. Ambos propusieron modelos de pseudoartrosis basados en la
inestabilidad del foco de fractura, por lo que la utilizacién de agujas Kirschner
era un metodo valido.

En nuestro caso, el modelo a desarrollar es una pseduartrosis atrofica en la
que, tanto la estabilidad mecanica como el mantenimiento del defecto 0seo,
deben estar asegurados para evitar sesgos a la hora de interpretar los
resultados. Por este motivo, desestimamos esa opcion como método de
fijacion. Esta decision se tomo tras la revision del trabajo de Harrison et al (204)
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en el que comparaba diferentes métodos de fijacion para obtener un modelo de
pseudoartrosis. En este estudio se realizaba una osteotomia de reseccion de
5mm que se fijabaen uno de los grupos con agujas de Kirschner y en el otro
con agujas de Kirschner y un espaciador de cemento. Los resultados confirman
la inestabilidad e ineficacia de estos sistemas para conseguir un modelo de
pseudoartrosis reproducible.

Por todo lo anteriormente expuesto, este sistema de fijacion no se recomienda
para modelos experimentales con resecciones de tejido 6éseo, debido a la
inestabilidad y el colapso del defecto 6seo que se producen (176, 204, 210).

Existen numerosos dispositivos endomedulares que permiten una
estabilizacion de la fractura con un abordaje minimo y la carga precoz sobre
esa extremidad. Estos dispositivos estan creados especificamente para ser
bloqueados a través de agujas modificadas (80, 176, 208). Si no se bloquean,
permiten la inestabilidad rotacional como ocurre con las agujas de Kirschner.

La evolucion de estos sistemas lleva a la creacion de dispositivos muy
especializados para pequefios roedores como el LockingMouseNail ®; éste
presenta agujeros especiales para permitir varios bloqueos otorgando mucha
mayor estabilidad al sistema de fijacion, ademéas de asegurar el mantenimiento
del gap deseado. Como contrapartida presenta un elevado coste que supone
este sistema (207).

El inconveniente mas resefiable de los implantes endomedulares, ademas de la
inestabilidad rotacional ya solventada con estos nuevos sistemas, es la
afectacion de la circulacién endostal, lo que puede interferir con la actividad
celular del foco de fractura (176).

Ademas de sistemas endomedulares, la industria ha desarrollado todo tipo de
placas blogueadas disefiadas especificamente para cada animal de
experimentaciéon. Estas placas preservan el periostio con un disefio de bajo
contacto placa-hueso (176), otros modelos como el de Boerckel et al (211),
estan disefiados especificamente para el estudio del efecto que ejerce la carga
sobre la consolidacion. Esta propiedad tan caracteristica se consigue gracias a
la introduccion de segmentos elastoméricos en la placa.

El uso de la placa estaria indicado, sobre todo ante la intencién de estudiar la
consolidacion directa o en modelos de pseudoartrosis con grandes defectos
0seos, ya que mantienen con gran precision dicho defecto (175).

A pesar de todos los avances en la técnica de fijacién con placa para animales
de experimentacion, es necesaria una via de abordaje bastante agresiva para
su colocacion, lo que conlleva una alteracién del hematoma de fractura,
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pudiendo hacer que no sea el modelo de sintesis mas adecuado (175).
Ademas para realizar estudios biomecanicos, como en nuestro caso, es preciso
retirar la placa y eso implica dejar zonas de debilidad cortical donde se alojaban
los tornillos (212).

Los sistemas de fijacion externa se han usado con mucha frecuencia en los
animales de experimentacion (201, 203, 213).

El fijador externo consiste en unas agujas que se fijjan al hueso, siempre a
distancia del foco de fractura, unidas mediante un marco externo que puede ser
simple o circular (176). Pueden dar una estabilidad capaz de mantener un
defecto 6seo de forma prolongada, ademas de evitar que algin material de
osteosintesis altere la fisiologia de la consolidacion al no entrar en contacto con
el foco de fractura (214). Con los sistemas actuales, se puede graduar el nivel
de estabilidad de relativa a rigida, segln nos interese.

Harrison et al (204) presentaron un estudio en 2003, en el que disefiaron un
modelo experimental de pseudoartrosis con fijador externo. En él comparaban
los resultados obtenidos mediante el andlisis radiolégico, histolégico y
biomecéanico. A uno de los grupos se le practicO una osteotomia de sustraccion
de 0,5mm y al otro de 3mm. Pudieron mantener el defecto 6éseo creado sin
complicaciones mayores. Tras 5 semanas, se comprob0o radiografica,
histologica y biomecanicamente la consolidacion del grupo con la osteotomia
de 0,5mm, mientras que los mismos analisis revelaron una pseudoartrosis
atréfica en el caso del grupo con la osteotomia de 3mm.

Tanto el uso de placas como de fijadores externos presentan varios
inconvenientes, como unos costes elevados, la dificultad para realizar un
montaje efectivo asi como la debilidad cortical en la zona donde estaban los
pines del fijador o los tornillos de la placa (175, 176, 198, 215).

En nuestro modelo, decidimos utilizar como sistema de fijacibn uno
endomedular por diversos motivos. Obviamente, los costes mas bajos, asi
como una sistematica conocida para el equipo fueron unas de las razones. No
obstante, los motivos principales fueron el hecho de que un sistema
endomedular podria evitar perforaciones en las corticales que alterarian los
resultados biomecéanicos y la analogia con el sistema utilizado habitualmente
en humanos. Dicho de otro modo, cuando tenemos algun tipo de alteracion de
la consolidacion en fémures humanos suele ser en pacientes enclavados, en
parte porque es el sistema mas utilizado. Por ese motivo, la similitud de la
sintesis permite extrapolar los resultados de manera mas sencilla.
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Otro motivo para elegir el enclavado como método de sintesis fue que para la
realizacion del estudio biomecanico se debe retirar el implante y la cirugia de
extraccién del tornillo es mucho menos agresiva para el animal.

Para evitar problemas de colapso del defecto 6seo o alteraciones rotacionales,
utilizamos un tornillo cuya rosca se encastraba en las corticales proximales.
Esto hace las veces de bloqueo sin perforar las corticales (Figura 55).

Figura 55: Ejemplo representativo de la estabilizacion intramedular realizada en nuestro
estudio. Merece la pena destacar que se eligié un tamafo de tornillo suficiente para que las
espiras se encastrasen en las corticales proximales impidiendo que se produjera ningun tipo de
inestabilidad rotacional.

Dadas las dificultades técnicas que conlleva realizar una sintesis endomedular
en animales de tan pequefio tamafio y que esta sintesis sea efectiva,
numerosas publicaciones describen vias de abordaje para estos animales
(210). En nuestro caso, poder realizar un miniabordaje en la rodilla para
introducir el tornillo de forma retrograda fue capital para conseguir la correcta
colocacién del tornillo.

5.1.4. Creacién de una pseudoartrosis atréfica: Modelos v posibilidades.

Entendiendo la pseudoartrosis atréfica como un fallo permanente en la
consolidacion de una fractura, establecemos que para poder denominarse asi
en un animal de experimentacion, la consolidacion debe permanecer estancada
durante un periodo prolongado de tiempo, virtualmente durante toda la vida del
animal. En estudios previos como los realizados por Garcia (173) y Histing
(176, 216), se toma como punto de referencia entre las 12 y las 15 semanas.

En la literatura se distinguen basicamente dos métodos para generar una
pseudoartrosis experimental: uno es la creacion de un defecto 0seo critico
(entre 3 y 8mm) y el otro es la creacion de un defecto 6seo menor de 3mm al
gue se le suma un efecto agresor sobre el periostio y demas partes blandas
circundantes (Tablas 40y 41).
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Tipo de Tiempo de ESEEE
Autor “p o Tipo de defecto . p. pseudoartrosis
fijacion seguimiento o
radioldgica
Creacion de un defecto 6seo
A PI‘?‘C? o 6 mm osteotomia 8 semanas 100%
al.(217) polietileno
Pek et Placa
. 1 100%
al.(218) metalica 5 mm osteotomia 5 meses 00%
Zhang et Placa .
; 100%
al.(219) radiolucente 7 mm osteotomia 12 semanas 00%
Einhorn et Fijador .
100%
al.(220) externo 6 mm osteotomia 12 semanas 00%
Hunt et Miniplaca AO . o
al.(221) 1.5 mm. 4 mm osteotomia 8 semanas 100%
SlIEEiE Placa PMMA 6 mm osteotomia 16 semanas 100%
et al.(222)
Harrison et Fijado .
100%
al.(204) extermno 3 mm osteotomia 5 semanas 00%
Montijo et AOlockingnalil 5 mm osteotomia 8 semanas 90%
al. (210)
Schwarz et Fijador .
100%
al. (223) externo 5 mm osteotomia 6 semanas 00%
Poser et al. Fijador ] o
%
(198) externo 5 mm osteotomia 12 semanas 96%

Tabla 40: Bibliografia actual referente a la creacién de un modelo de pseudoartrosis atréfica a través de un defecto éseo critico.
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Tasa de
pseudoartrosis
radioldgica

Creacion de un defecto 6seo

Tipo de
fijacion

Tiempo de

Autor o
seguimiento

Tipo de defecto

Hietaniemi et Pin 0 mm + cauterizacion 57 semanas 100%
al. (206) intramedular periostio y fresado endostal
Hak et al. (9) . Pin Frac_t ura_ f:errad_a y_ 6 semanas 100%
intramedular cauterizacion periostio
Schoen et al. Pin 5 mm. osteotomia +
. S 12 seman 100%
(203) intramedular irrigacion de foco semanas 00%
Dickson et Fijador externo Osteotomia, irrigacion del 14 semanas 87.50%
al. (224) foco y fresado
0,5 mm. eliminacién foco
Kaspar et . .
al.(225) Fijador externo fractura y cauterizado 8 semanas 100%
' periostio
Tornillo 2 mm. lavado foco,
Nuestra serie . desperiostizacion y fresado 12 semanas 93,3%
intramedular
endomedular

Tabla 41: Bibliografia actual referente a la creacidon de un modelo de pseudoartrosis atréfica a través de un modelo combinado consistente en una
osteotomia y la lesion de partes blandas (periostio y/o hematoma de fractura).
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El defecto Oseo critico, puede definirse como la minima reseccion 6sea
realizada tras la osteotomia que evita que el hueso del animal consolide
durante todo su periodo de vida (198, 224). De forma genérica la bibliografia
actual considera que el defecto debe ser de 1,5-3 veces el diametro del hueso
del animal oscilando, en el caso de la rata, en torno a los 5-8 mm (225).

En el caso de la osteotomia con un defecto 6seo menor y un gesto agresor
sobre el proceso de consolidacién, se han publicado todo tipo de técnicas:
lesion del periostio, fresado endomedular, interposicion de partes blandas o de
cemento, irrigacion continua del foco de fractura, etc.

La interposicion de tejidos blandos fue la primera técnica empleada en modelos
de pseudoartrosis. Este modelo es capaz de crear una pseudoartrosis de
manera efectiva. Sin embargo, la interposicion de partes blandas de forma
permanente no presenta similitud alguna con la situacién clinica; es inexistente.
En otros casos, como el publicado por Skaliczki (226) se interpone cemento
acrilico entre los fragmentos. Esta situacion es mas comparable con la clinica
real y ademas obtiene unos resultados del 100%

Skaliczki (226) publicé un estudio en 2013, en el que trataba de averiguar la
efectividad del injerto 6seo recubierto de albumina. El grupo control lo consigue
mediante la realizaciébn de una osteotomia de sustraccion de 2 mm. a la que
interpone cemento 6seo durante las 4 primeras semanas para evitar la
consolidacion. Posteriormente realizan el diagnéstico de certeza mediante
pruebas de imagen con TC3D (scaner tridimensional). Si bien es cierto que en
todos los casos consigue una pseudoartrosis, con ese defecto de sustraccion,
no debemos olvidar la interposicion del cemento, lo que hace de este método
una técnica combinada.

Thormann (227) operé 45 hembras de rata Sprague-Dawley. Realizé una
osteotomia en cufia de 4mm de maxima separacion. Para la estabilizacién usé
una placa bloqueada e interpuso cemento con ranelato de estroncio para
valorar la efectividad del mismo. Nuevamente, este fue un método combinado
de osteotomia y separacion del foco. Aunque la reseccion era de 4mm en la
zona de mayor separacion, en la zona de menor separacion esta era de
0,5mm.

La alteracion del periostio mediante electrocauterio es otro procedimiento
utilizado a menudo (228, 229). Es una técnica muy efectiva para impedir la
consolidacion de la fractura. De hecho autores como Kaspar (228), obtienen
una tasa de pseudoartrosis en su modelo del 100%. Aunque sea una técnica
muy efectiva, por eliminar el gran potencial consolidatorio del periostio,
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nosotros creemos que, al no ser una practica habitual durante las
intervenciones en humanos, no deberia utilizarse.

Chaubey y Poser (198, 230) proponen la desperiostizacion de los margenes de
la fractura como método agresor del foco, consiguiendo resultados
satisfactorios; asi mismo supone un método menos agresivo y mas similar a lo
que ocurre en las cirugias en seres humanos.

Tras la revision de varios estudios (175, 176, 216), establecimos 2 mm. como la
distancia mas efectiva para resecar en las técnicas mixtas. Como la
interposicion de cemento y la cauterizacion periéstica no son técnicas
habituales en la practica clinica, decidimos emplear la eliminacién del foco de
fractura con la irrigacién continua de suero salino fisiol6gico durante la cirugia,
asi como la desperiostizacion de los bordes fracturarios, pues segun la
bibliografia actual es tanto o mas efectiva que las técnicas anteriormente
descritas (175, 216, 230).

En definitiva, en la literatura existen ejemplos de los dos tipos de modelos,
prefiiendo uno u otro modelo en funcién del tipo de efecto que se quiera
conseguir (216). Dicho de otro modo, en el caso de establecer una
pseudoartrosis atrofica con un gran defecto 6seo estaria indicado el modelo del
defecto Oseo critico (entre 3 y 8 mm.) (216). Si lo que se precisa simular, es
una situacion postquirargica que conduce a una pseudoartrosis, estaria
indicado un modelo combinado de defecto de menor tamafio y lesidon variable
del foco de fractura, como ocurre en una cirugia (181).

Dado que simulan efectos diferentes, ambos modelos no son comparables
entre si. En nuestro caso optamos por un modelo combinado debido a que la
intencion de este estudio no es otra que valorar si un tratamiento farmacolégico
puede ayudar a la consolidacion de una pseudoartrosis postiquirdrgica.

Como se puede ver en la tabla, la mayoria de los estudios se prolongan entre
las 4 y 16 semanas. La razén de mantener el tratamiento mas alla del mes
tiene relacion con la evaluacion de los efectos del tratamiento a largo plazo (9,
210).En nuestro caso, no solo debiamos comprobar los posibles efectos
adversos del ranelato de estroncio, sino que al tratarse de una pseudoartrosis
la literatura aconseja unos tiempos de tratamiento mas prolongados (176, 216).

Para el diagnéstico de pseudoartrosis, asi como para valorar la efectividad de
los tratamientos es importante realizar los estudios adecuados para demostrar
la efectividad del tratamiento.

La primera prueba a realizar son los controles radiograficos, es la primera
prueba de eleccion en la clinica practica y por tanto, es uno de los estudios
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mas habituales en los estudios experimentales. Se realizan sobre todo si hay
implantes, para asegurarse de su correcta colocacion, asi como para valorar
durante todo el proceso la evolucion de la pseudoartrosis.

Cuando se trata de roedores se presenta una dificultad afiadida, la realizacion
de radiografias validas y evaluables. Lo ideal es obtener dos proyecciones que
nos permitan evaluar las 4 corticales del hueso. Mediante anestesia general
pudimos realizar los controles establecidos.

Existen dudas sobre cuando se deben realizar los controles radiograficos. En la
bibliografia suelen realizar controles radiograficos al principio y al final del
estudio (198, 230, 231) . Aun asi, existen excepciones como Cebesoy (159)
gue realizan controles semanales. En nuestro estudio decidimos realizar un
control a la semana, para asegurarnos de que el implante cumplia sus dos
funciones: dar estabilidad mecanica y evitar el colapso del defecto 6seo creado.
Asi mismo, dado que tenemos un grupo control de fractura (Al), realizamos un
control a la mitad del tiempo de duracion del estudio (6 semanas) a todos los
grupos. Por ultimo realizamos, un dltimo control radiografico a las 12 semanas
de tratamiento (fin del estudio), que es el mas interesante desde el punto de
vista de los objetivos principales del estudio.

Llama la atencion en la bibliografia actual la falta de especificacién en cuanto al
namero de observadores que evallan las radiografias, asi como su capacidad
de acuerdo, identificada mediante el indice de Kappa (232). Asi mismo, no hay
consenso en cuanto al tipo de escala de valoracion de la consolidacion utilizar
haciendo que los estudios sean poco comparables.

La escala que utiliza Oakes et al (232) otorga puntos en funcion de qué
porcentaje del hueso esté consolidado (0: 0%, 1: 0% - 25%,2: 26% - 50%, 3:
51% - 75%, 4: 76% - 99%, 5: 100). Sin embargo, Zhao et al (203) gradtan de 0
a 6 la densidad y homogeneidad del material que rellena el defecto (1: material
radiodenso en el defecto 6seo, 2: material radiodenso pero que no cubre
completamente el defecto, 3: relleno deldefecto con material no homogéneo, 4:
relleno con material homogéneo, pero siguensiendo visibles los bordes 6seos,
5: una de las dos corticales ha sido sustituida por hueso nuevo, 6: hueso nuevo
cubriendo todo el defecto). Otros autores simplemente describen los hallazgos,
sin utilizar escala alguna, lo que dificulta notablemente la comparacién de
resultados (179, 204, 209, 228).

A diferencia de todos los autores anteriormente mencionados, en el presente
estudio se decidi6 comparar el numero de corticales que consolidan en cada
proyeccion. Esta es la escala mas utilizada por los cirujanos traumatélogos en
la préactica clinica, para decidir si una fractura esta consolidada y dado que los
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observadores pertenecian a este campo no suponia ningun problema para los
mismos.

Aunque radiograficamente podamos diagnosticar de pseudoartrosis a los
animales de experimentacion, la prueba de certeza nos la dara el analisis
histoldgico. Las tinciones mas habituales son hematoxilina-eosina, que valora
la cantidad de osteoide neoformado y el tricromico de Masson para valorar la
fibrosis existente (188, 230).

La mayoria de los autores se limitan a describir los hallazgos encontrados (198,
204, 229), no obstante esto hace que sea muy dificil comparar los resultados y
obtener conclusiones. Una de las escalas existentes es la valoracion
semicuantitativa publicada por Allen (188, 209). Sin embargo, al no realizar
este autor ningun analisis estadistico con sus resultados no es posible una
comparacion con los obtenidos en el presente estudio.

En la actualidad, cada vez son méas autores los que incluyen en sus estudios
los ensayos biomecanicos como método de estudio. Briel et al (147) somete
las muestras obtenidas a ensayos de flexion en 3 puntos asi como de
nanoindentacion. En el presente trabajo se decidio emplear 4 puntos de flexion
en vez de 3 con un objetivo claro; eliminar las fuerzas de cizalla producidas en
el punto central donde se aplica la fuerza, ya que estas fuerzas adicionales
pueden enmascarar los resultados (Figura 56).
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Figura 56: (A) Grafico representativo del ensayo de flexion en tres puntos. (B) Grafico
representativo del ensayo de flexién en cuatro puntos. Como se puede ver la fuerza se reparte
de forma homogénea a lo largo de la probeta del ensayo de 4 puntos eliminando la fuerza de
cizalla que se encuentra en el ensayo de tres puntos. Aunque éste Ultimo es menos exacto, su
mayor sencillez de realizacion hace que sea el esquema més propagado. Imagenes tomadas
de Podskrebko. Resistencia de Materiales: Manual de Laboratorio, Minsk, Amalfeya, 2001; 272.
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Al utilizar 4 puntos de apoyo se consigue que la fuerza se aplique de forma casi
constante a lo largo de toda la probeta, eliminando ese posible factor de
confusion (183) .

Cattani-Lorente (155) demuestra con estudios de flexion en 4 puntos y de
microindentacion cémo la administracion in vitro del RE es capaz de mejorar
las caracteristicas biomecéanicas en el hueso osteoporético. Es por estos
resultados, por los que el presente estudio decide emplear ambas técnicas, ya
gue son las que menores sesgos ocasionan aportando una informaciéon muy
valiosa sobre las propiedades biomecanicas de las muestras estudiadas.

5.2. Efecto del ranelato sobre la consolidacién de fracturas vy
pseudoartrosis experimentales.

El ranelato de estroncio es un farmaco conocido por su utilizacion en pacientes
osteoporéticos; en numerosos estudios ha demostrado reducir las fracturas
vertebrales, no vertebrales y de cadera en mujeres osteoporoticas (158, 233).

Este farmaco ha demostrado un aumento de la resistencia del tejido y de la
masa 0sea, asi como una disminucién del nimero de osteoclastos en estudios
experimentales en roedores (148, 153, 234). En relacion con los osteoblastos,
el RE estimula la proliferacion y diferenciacion celular mediada por la via Wnt-
B-catenina y eleva los niveles de fosfatasa alcalina, sintetizada por los
osteoblastos y esencial en el proceso de formacion 6sea (235).

Ademas, algunos autores como Ammann (153) han sefialado que el RE sélo
estimula la actividad osteoblastica en el remodelado 6seo, sino que también
podria favorecer la formacién de tejido 6éseo “de novo” (150, 152, 153, 236).

El interés que despierta la posibilidad de que la administracion de un farmaco
favorezca la consolidacion de las fracturas ha llevado a la realizacion de
numerosos estudios experimentales para valorar hasta qué punto esto es
cierto. Se han publicado diversos estudios experimentales que valoran el
efecto del ranelato de estroncio sobre la consolidacionde las fracturas
osteoporéticas y no osteoporéticas. Estos estudios se comentan en la seccion
siguiente. Hasta la fecha, solamente se han publicado casos clinicos de
pseudoartrosis tratadas exitosamente con el ranelato de estroncio.
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5.2.1. Efecto del ranelato de estroncio en la consolidacién de fracturas y
pseudoartrosis en modelos experimentales osteoporoéticos.

Algunas publicaciones, basadas en la opinion de pacientes con fracturas
osteoporétcios o de los médicos que las han manejado, sugieren que el
tratamiento previo con RE podria acortar el periodo de convalencencia y
acortar la consolidacion (237). La evidencia aportada por estas observaciones
no controladas es limitada. Sin embargo, justifican el interés en abordar esta
cuestion experimentalmente.

La consolidacién de las fracturas se ve claramente alterada en animales de
experimentacién ovariectomizados (147, 238). Frente a ellos, varios estudios
han demostrado que el tratamiento con ranelato de estroncio tiene efectos
favorables sobre el volumen, la microarquitectura y las propiedades
biomecénicas del callo de fractura (160, 161, 239).

Li (160) en un modelo de osteotomia de tibia proximal estabilizada con un
sistema endomedular en ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas, encontrd
gue el ranelato de estroncio, a dosis de 450mg/kg/dia, aumentanba la densidad
mineral 6sea un 28% a las 4 semanas (p=0.01) y un 16% mas a las 8 semanas
de tratamiento (p=0.05).

En el analisis histologico a las 4 semanas se hallaban signos claros de
osificacion endocondral en el grupo de tratamiento. El tejido presentaba mayor
cantidad y mayor densidad trabecular que el grupo placebo. A las 8 semanas,
el grupo tratado presentaba signos mas avanzados de remodelado del callo de
fractura, con una mayor cantidad de hueso laminar en el foco de fractura.

Estos hallazgos histolégicos concuerdan con los obtenidos a partir del estudio
con microTC, que mostré la union a las 8 semanas con una mayor tasa de
mineralizacion en el grupo tratamiento. Asi mismo, el ensayo de flexién en tres
puntos revel6 un aumento de todos los parametros biomecanicos en el grupo
gue recibi6 RE, presentando a las 8 semanas un aumento de un 61% en
resistencia, asi como una capacidad aumentada en 2,8 veces para la absorcion
de fuerzas sin sufrir deformacién (160).

Ozturan (161) presentdé en 2011 un estudio en el que, por via anterolateral,
realizaba una osteotomia en la tibia de 40 ratas Sprague-Dawley
ovariectomizadas, a las que se les fijaba la fractura de forma endomedular con
una aguja de Kirschner. Era un estudio comparativo en el que a un grupo se le
administra RE, a dosis de 450mg/kg/dia y al otro se le administra un placebo. A
la 62 semana se procedia a la eutanasia de los animales y el andlisis
radiologico, histolégico y biomecanico de las tibias. En el andlisis radiolégico, la
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puntuacion obtenida de los animales tratados con ranelato de estroncio fue
significativamente superior que la del grupo control (2,7£0,6 vs 2,2+0,7;
p=0,001). El andlisis biomecanico (ensayo de flexion en tres puntos) demostro
un aumento del 56% de resistencia comparado con el grupo control (p=0,006),
asi como un incremento significativo de la dureza (p=0,001). El analisis
histolégico confirmé que en el grupo tratado con RE aparecia una mayor
cantidad de hueso nuevo en el foco de fractura (p=0,038) (161).

Se ha publicado un estudio comparativo que valora la efectividad del RE y de
teriparatida (239). En él, se procede a la ovariectomia de 60 ratas Sprague-
Dawley y se les provoca una fractura diafisaria cerrada. Tras 4 semanas de
tratamiento se procede al estudio de las muestras mediante microCT y ensayos
biomecanicos demostrando que, aunque tanto el RE como la teriparatida
aumentaban el volumen del callo de fractura (46% RE vs 32% teriparatida),
solamente el RE lo hacia de forma estadisticamente significativa (p=0,01). Asi
mismo, en este estudio experimental llevado a cabo por el equipo de
Habermann (239) se demostré que el callo producido en el grupo tratado con
RE presentaba unas propiedades biomecanicas méas favorables, con un
aumento de la resistencia a la torsion (44% de aumento de resistencia p=0.05).

Todos los datos preclinicos publicados hasta la fecha apoyan la idea de que el
RE, puede ser una solucion viable para mejorar la capacidad de consolidacion
de las fracturas en el paciente osteoporatico (137).

Teniendo en cuenta que la osteoporosis no es la Unica situacion en la que la
capacidad de consolidacion puede verse alterada, merece la pena estudiar si
en otras situaciones similares, el RE representa una solucion al problema.

Thormann et al (227) crearon un modelo de pseudoartrosis con un defecto
critico de 4mm estabilizado con una placa. Incluyeron 45 ratas Sprague-Dawley
a las que dividieron en tres grupos: al primero se le introduce en el defecto
cemento con RE; al segundo, cemento con fosfato tricélcico, y al tercer grupo
nada. Los analisis histoldgicos e inmuno-histoquimicos a las 6 semanas
revelaron un aumento estadisticamente significativo de la formacion ésea en el
grupo con ranelato de estroncio

Zacchetti et al (240) desarrollaron un estudio en ratas Sprague-Dawley de 6
meses de vida, lo que supone una edad avanzada para una rata, en el que
valoraron la capacidad de RE para acelerar el relleno de un defecto 10mm3de
volumen en la metafisis tibial.

Las ratas fueron divididas en dos grupos: al primero se le administr6 RE
(625mg/kg/dia.) y al otro un placebo. Tras 4, 8 y 12 semanas se examinaron los
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defectos mediante microCT y ensayos biomecanicos de nanoindentacion. No
s6lo se encontré una mejora significativa de la calidad Osea cortical y
esponjosa, sino que ademas, tras 4 semanas de tratamiento, los parametros
de formacion O6sea en el defecto creado tendieron ya a ser mayores en qel
grupo tratado, si bien la diferencia con el grupo control no era
estadisticamente significativa. En los controles realizados a las 8 y 12 semanas
esa diferencia se hizo mucho mas llamativa, alcanzando la significacion
estadistica (240% p= <0,01 y 168% p= <0,01, respectivamente). Estos
resultados demuestran por tanto que el ranelato de estroncio es capaz de
acelerar la consolidacion y el relleno de defectos 6seos creados.

Ademas de lo anteriormente expuesto, los estudios preclinicos también
estudian la capacidad del ranelato de estroncio para mejorar la
osteointegracion de los implantes (155, 241, 242). Estudios realizados por Li et
al (241) demuestran que tras 8 semanas de tratamiento no s6lo se mejora la
resistencia al desanclaje en un 34% (p=0,05), sino que el tejido Gseo
periimplante mejora sus propiedades biomecéanicas (elasticidad y fuerza) de
forma significativa (p=0.05).

Si tenemos en cuenta que la estabilidad mecénica es una condicidon
imprescindible para la consolidacion de la fractura (76), cualquier medida que
mejore la resistencia y estabilidad del implante resulta interesante.

5.2.2. Efecto del ranelato de estroncio en la consolidacién de fracturas y
pseudoartrosis en modelos experimentales no osteoporoticos.

Boyd et al (231) analiz6 el efecto del RE a la hora de aumentar los parametros
biomecanicos del tejido 6seo en animales no osteoporéticos. En él 24 ratas
Fischer de 6 semanas se dividieron en dos grupos; al primero se le administro
RE (a dosis 900mg/Kg/dia) durante 104 semanas y al segundo grupo se le
empleo como control con la administracion de placebo. Tras el tratamiento se
sacrificé a los animales y se realizé una densitometria asi como un microTC vy
analisis de elementos finitos. Nota general: lo habitual es comentar los
estudios redactando en pasado, no en presente.

Entre los resultados destaca un aumento de la estructura trabecular (40%
p=<0,01) asi como un aumento de la densidad mineral 0sea (34% vs 27%).
Analizando el contenido total de RE en el volumen 0seo total de la muestra
(Estroncio R2=0.013, p=0.74, N=11 y DMOR?= 0.153, p=0.23, N=11
respectivamente) se descarta que este aumento diagnosticado mediante
densitometria no sea una artefacto por la presencia del mineral estroncio en
hueso (155, 231).
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En cuanto al andlisis elementos finitos, se detectd6 un aumento de los
parametros de fuerza (22% p<0,01) asi como un aumento en la capacidad de
resistencia a la carga del 29% (p<0,01) en comparacién con el grupo control
(231). Todos estos resultados son similares a los publicados previamente,
instando a los investigadores a estudiar el papel de este tratamiento como
acelerador de la consolidacion.

En este sentido Cebesoy (159) realizé el primer estudio experimental sobre
fracturas en animales no osteoporéticos. En él incluy6 42 ratas Wistar a las que
realizo fracturas cerradas en la tibia, inmovilizandolas después con una férula
externa. Se dividieron los animales en dos grupos. A uno de los grupos se le
administré un placebo; al otro, una dosis de 450mg/Kg/dia de RE. A la 23, 3@y
42 semana se procedio a la eutanasia de 7 animales por grupo para realizar el
estudio radiografico e histologico.Las radiografias mostraban un aumento de la
consolidacion en las ratas con tratamiento; no obstante la diferencia a las 2, 3
y 4 semanas no fue estadisticamente significativa (p=0,52, p= 0,19 y p= 0,74
respectivamente).Los hallazgos histologicos no mostraron mejores resultados,
pues aunque se refiere cierta progresion en la formacion del callo de fractura;
nuevamente las diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente
significativas (p=1, p=0,52 y p=1, respectivamente).

En base a los resultados radiograficos e histolégicos obtenidos en el estudio de
Cebesoy, se puede concluir que la administracion del ranelato de estroncio, no
presenta un efecto beneficioso en la consolidacion. No obstante en este estudio
no se realizd ninguna densitometria ni ensayo biomecanico que valorasen el
aumento de la resistencia y de la fuerza en el callo de fractura.

Si bien este es un estudio sobre fracturas cerradas, que a priori deberia facilitar
la consolidacion de las fracturas, lo cierto es que 4 semanas es tiempo
insuficiente para la consolidacion de las mismas (216). Ademas el hecho de
que el método de fijacion sea tan precario hace que nos planteemos si la
inestabilidad mecéanica en el foco de fractura podria ser la causa de la unos
resultados tan pobres (181, 216).

Bruel et al (147) presentaron un estudio en 2011,con 84 ejemplares de ratas
Wistar a los que se provoca una fractura cerrada en la tibia, estabilizada con
un clavo endomedular, solucionando asi el problema de la inestabilidad
mecanica del estudio de Cebesoy (159). Dividieron la muestra en 4 grupos: el
primer grupo se mantuvo con vida 3 semanas y recibié RE; el segundo grupo
se mantuvo con vida 3 semanas y recibi6 un placebo; el tercer grupo se
mantuvo con vida durante 8 semanas en tratamiento con RE; y el Gltimo grupo
se mantuvo con vida 8 semanas y recibié un placebo. Posteriormente se
procedi6 a la realizacion de densitometria, analisis biomecanico
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(nanoindentacion y ensayos de flexion en tres puntos) y examen macro y
microscopico del callo de fractura. Tras 3 semanas de tratamiento, se encontro
un aumento del volumen del callo de fractura del 33% (188+39mm?3 vs
142+42mm?p=0,01) en el grupo tratado. A las 8 semanas esa diferencia no era
estadisticamente significativa. En cuanto a los ensayos biomecanicos, el
tratamiento con RE no influyd de manera significativa en los parametros de
durezay elasticidad.

Aunque en el estudio de Briel (147) se encontré un aumento del volumen del
callo de fractura, no pudo demostrarse efecto alguno sobre el remodelado
0seo. Es decir el RE se incorpora en el callo, pero no encuentran una mejoria
en cuanto a las propiedades biomecanicas del mismo. Se detecté un descenso
del 50% del modulo de Young tras 3 semanas de tratamiento, indicando que la
rigidez del callo se reduce con el tratamiento del RE. A las 8 semanas el
descenso en los valores de elasticidad habia desaparecido llegando a los
niveles del grupo control (147). Esto debe ser interpretado con cautela, pues
aunque en los estudios expuestos en el apartado anterior (161, 239) el
tratamiento con ranelato de estroncio mejoraba los pardmetros de fuerza y
elasticidad, este hueso era osteoporético y por tanto con parametros alterados.
En los animales ovariectomizados esta ampliamente demostrada la pérdida de
resistencia del tejido 6seo (238), por tanto al tratarse de animales no
osteoporéticos ese aumento de resistencia, puede no ser efectivo porque sus
valores de base son superiores.

En cualquier caso, hay que tener claro que cuando se calcula el modulo de
Young el material estudiado debe ser homogéneo, premisa que en este caso
no se cumple pues el callo de fractura esta formado por tejido fibroso, cartilago
y tejido 6seo neoformado (243).

Por todo lo anteriormente expuesto, Briel sugiere que el ranelato de estroncio
puede mejorar las propiedades biomecanicas del tejido 6seo en casos de
alteraciones de la consolidacién como en osteoporosis o pseudoartrosis (147).
No obstante, hasta la realizacion de nuestro estudio, no se ha publicado ningun
estudio referente a la efectividad del ranelato de estroncio en casos de
pseudoartrosis.
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5.3. Influencia del tratamiento con Ranelato de Estroncio en el
modelo experimental.

El proceso de consolidacion de una fractura es un proceso biologico muy
complejo (37). Aunque la mayoria de las fracturas consolidan
satisfactoriamente, un pequefio porcentaje evolucionara a la pseudoartrosis; en
muchos casos obligara al paciente a someterse a nuevos procedimientos
quirdrgicos. Se han realizado numerosos esfuerzos encaminados a desarrollar
métodos menos agresivos para el tratamiento de las pseudoartrosis (9).

Hasta la fecha todos los estudios publicados sobre el ranelato de estroncio
eran bien sobre animales normales o bien sobre animales osteoporoticos, pero
centrados en la consolidacion “habitual” de fracturas. No se ha publicado
ningln estudio experimental sobre el efecto de este farmaco en otras
alteraciones de la consolidacion, como las pseudoartrosis atroficas. El presente
estudio es el Unico que estudia este fenébmeno.

Es cierto que los animales empleados en el presente estudio no presentan
osteoporosis, pero al realizar todo tipo de agresiones sobre el foco de
osteotomia creado (defecto 0Oseo, desperiostizacion e irrigacion del foco)
creamos una situacion de alteracion de consolidacion que se tradujo en una
pseudoartrosis atrofica.

Dado que la consolidacion de las fracturas sigue el mismo proceso que la
remodelacion continua propia del tejido 6seo, determinados tratamientos
utilizados para el control del turn-over 6seo deberian ser considerados como
una terapia potencial en los casos en que la consolidacion de la fractura se ve
alterada (244). La posibilidad de favorecer farmacol6gicamente la consolidacion
de las fracturas ha llevado a la publicacion de muchos estudios experimentales
sobre la utilidad del ranelato de estroncio en la consolidacion de fracturas
osteoporéticas y no osteoporéticas ademas de la fijacion de los implantes que
prevengan fracasos consolidatorios (241); no obstante, como acabamos de
mencionar, no se ha estudiado la posible influencia del RE en la consolidacion
de pseudoartrosis atroficas ya establecidas.

Aunque en todos los estudios realizados con RE se estudio la misma molécula
y el efecto que puede tener, existen variaciones en cuanto a dosis y duracion
del tratamiento (Tabla 42).

Como se puede ver en la tabla 42 no hay consenso en cuanto a la dosis a
administrar. Se han utilizado dosis entre 225 y 900 mg/Kg/dia para alcanzar
niveles efectivos del farmaco (153). Destacan dos dosis; la de Cebesoy, Yalin y
Ozturan (159, 161, 245) consistente en 450-500 mg/Kg/dia. y la de autores
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como Habermann, Boyd y Bruel (147, 231, 239) que emplean una dosis de
900mg/Kg/dia. En el primer caso, los autores defienden utilizar esta dosis por
ser la necesaria para conseguir unos niveles equivalentes a los presentados
por los pacientes en tratamiento con este farmaco.
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Autor Dosis Duracion del tratamiento Via de ad[nlnlstracmn
del farmaco.
Yalin et al (245) 500 mg/Kg/dia 17 semanas Administracion oral

Ozturan et al (161) 450 mg/Kg/dia 6 semanas Mezclado con la comida
Bruel et al (147) 900 mg/Kg/dia 8 semanas Mezclado con la comida
Li et al (160) 625 mg/Kg/dia 8 semanas Mezclado con la comida
Wu et al (246) 308 mg/kg/dia 16 semanas Administracién oral
Boyd et al (231) 900 mg/Kg/dia 104 semanas Mezclado con la comida
Cebesoy et al (159) 450 mg/Kg/dia 4 semanas Mezclado con la comida
Haber(rggg)n sl 900 mg/Kg/dia 4 semanas Administracién oral
Zacchetti et al (240) 625 mg/Kg/dia 12 semanas

Adminsitracion oral (via
nasogastrica)

Serie del estudio 900 mg/Kg/dia 12 semanas

Tabla 42: Revisién bibligrafica de la duracién, dosis y via de administracion del RE en los diferentes estudiosactuales con dicho farmaco.
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Sin embargo, dado que eran estudios experimentales, los demas autores
aumentaron la dosis hasta conseguir el doble de los niveles terapéuticos
necesarios y asegurar asi la deteccion de los efectos bioldgicos que pudieran
producirse. En nuestro caso también decidimos emplear la dosis de 900
mg/Kg/dia con este mismo objetivo.

Ademas de la dosis establecida, la duracion del tratamiento también fue
variable, oscilando entre las 4 semanas y 16 semanas como norma general
(153). En todos los casos publicados se investiga la efectividad del farmaco en
fracturas no en pseudoartrosis, por tanto un tratamiento de 4-6 semanas
parece adecuado. En el presente trabajo se investigé el efecto sobre una
pseudoartrosis y dado que el tiempo hasta la confirmacién de la pseudoartrosis
en roedores es de 12 semanas aproximadamente, parecia adecuado prolongar
el tratamiento hasta ese momento.

Merece la pena destacar que aunque en todos los estudios experimentales la
administracion era por via oral, bien administrado so6lo o bien mezclado con la
comida. Durante la realizacion del estudio, fue realmente complicado que los
animales tomasen el farmaco asi que tuvimos que recurrir a la administracion
con sonda nasogastrica. Solamente el estudio de Wu (246) menciona cierto
grado de complejidad al hacer que los animales ingiriesen el farmaco. Otros
autores (147, 159, 161, 231, 241) mezclaron el farmaco con la comida que
compartian varias ratas, lo que hace muy dificil valorar si todos los animales
adquieren la misma cantidad de farmaco. En algunos casos, como en los
trabajos de Li et al o Bruel et al (147, 160), en que no encontraban un efecto
estadisticamente significativo en sus resultados la causa pudo haber sido la
administracion erratica del farmaco.

5.3.1. Influencia del ranelato de estroncio en el estudio radiolégico.

Los resultados de las pruebas de imagen realizadas en los diferentes estudios
publicados deben interpretarse con cautela pues como ya hemos dicho las
dosis, los tiempos de duracion del tratamiento, el tipo de patologia a tratar son
diferentes. Este trabajo es el primero en abordar un modelo de pseudoartrosis
tratado con RE por tanto lo compararemos con los modelos de fracturas
teniendo en cuenta en todo momento este hecho.

Si analizamos la literatura existente vemos que en primer lugar el método de
imagen utilizado para el seguimiento es diferente, algunos emplean uTC
mientras que otros el analisis radiogréafico. Dado que el seguimiento habitual de
las fracturas, en la clinica préctica, se realiza con pruebas radiogréficas se
decidié6 emplear las mismas como método de seguimiento. Esto sumado al
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hecho de que la utilizacion de un pyTC3D hubiera incrementado en gran medida
el coste del estudio.

Briel et al (147) analiza el callo de fractura formado en ratas no osteoporoticas
mediante el seguimiento radiogréfico. A las tres semanas encontré un aumento
del volumen del callo del 33% en las ratas tratadas con RE, tras 8 semanas
encontré una disminucién del callo haciendo que no se encontraran beneficios
estadisticamente significativos de este tratamiento. El hecho de que el farmaco
se administrase mezclado con la comida hacia muy dificil cuantificar los niveles
del farmaco en cada animal, por tanto es dificil saber hasta qué punto estos
resultados son validos.

Cebesoy et al (159) evalta el volumen de callo de fractura formado tras 4
semanas de tratamiento con ranelato de estroncio a dosis de 450 mg/Kg/dia.
mezclado con la comida. Tras el analisis radiografico no encontr6 aumento
significativo del volumen del callo. Nuevamente la dosis que recibe cada animal
de experimentacion queda en entredicho tras administrarlo mezclado con la
comida asi mismo la duracion del tratamiento era mas baja de lo recomendado
(216).

Ozturan et al (161) analiza la madurez del callo de fractura radiograficamente a
través de la escala de madurez del callo de Goldberg (I: pseudoartrosis, II: En
proceso de consolidacion, Ill: consolidacion completa). Tras esta evaluacion
encontré una mayor madurez del callo en el grupo tratado con ranelato de
estroncio (p=0.001).

Li et al (160) utiliza al igual que Ozturan la escala de Goldberg para la
valoracion de la madurez del callo de fractura en las radiografias. Encontré tras
8 semanas de seguimiento la madurez absoluta en los callos de fractura del
grupo de RE. Posteriormente se analiz6 mediante TC3D cada callo de fractura
encontrando un mayor nivel de maduracion del callo de fractura en el grupo del
ranelato de estroncio.

En nuestro estudio, valoramos la consolidaciéon radiografica de la fractura en
funcion del namero de corticales que se mostraban consolidadas en las dos
proyecciones obtenidas. El tratamiento con ranelato de estroncio consiguio un
callo de fractura completamente consolidado en el 46% de los casos tras 12
semanas en el estudio con radiologia simple.
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5.3.2. Influencia del ranelato de estroncio en el estudio histolégico.

En la clinica practica, el analisis del tejido del foco de pseudoartrosis no sirve
como método diagnostico sino como prueba de comprobacion (9). Esto es
debido a que solo se obtienen muestras cuando la pseudoartrosis esta
diagnosticada y se procede a la cirugia de rescate. Sin embargo en los
estudios experimentales el analisis histologico nos dard un diagnostico de
certeza acerca del tipo de tejido que encontramos en el foco de fractura o
pseudoartrosis.

Aunque en la literatura actual no existen modelos de pseudoartrosis tratados
con RE, en los modelos experimentales de fractura, Cebesoy et al (159) analiza
la formacion de callo 6seo a las 2, 3 y 4 semanas post-fractura en dos grupos
de ratas, uno tratado con RE y el otro con placebo. Encuentra progresion de
consolidacion en ambos grupos, sin hallar evidencias estadisticamente
significativas entre ellos. En este estudio emplearon tinciones de hematoxilina-
eosina clasificando las muestras segun el grado de consolidacién (1: tejido
fibroso, 2: predominancia de tejido fibroso con alguna célula cartilaginosa, 3:
tejido fibroso y cartilaginoso en la misma proporcion, 4: totalidad de la muestra
compuesta por tejido cartilaginoso, 5: predominancia de cartilago con la
aparicion de espiculas de hueso neoformado, 6: misma proporcion de tejido
cartilaginoso y 0seo, 7: predominancia de tejido 6seo con alguna célula
cartilaginosa, 8: totalidad de la muestra compuesta por hueso neoformado, 9:
hueso neoformado con pequefias partes de hueso maduro, 10: hueso maduro).
Dicha escala, es comparable a la escala de Allen (185), utilizada en nuestro
estudio.

Ozturan et al (161) analiza histologicamente sus resultados en ratas
osteoporéticas con la misma sistematica y clasificacion de Cebesoy, hallando
en las muestras de ratas tratadas con ranelato de estroncio mas hueso
neoformado que en el grupo control (P=0.038).

En el trabajo de Li et al (160) el grupo tratado con RE presenta mayor nimero
y densidad trabecular que en el grupo no tratado, siendo la cantidad de hueso
neoformado mayor a las 8 semanas en el grupo tratado con ranelato de
estroncio.

En nuestro estudio podemos ver en el andlisis macroscopico de las muestras
como la diferencia entre unos grupos y otros es evidente. Por un lado el grupo
de fractura (A1) y el de osteotomia de sustraccion (OS), tratadas con RE (B),
muestran un callo de fractura mecanicamente estable a las fuerzas aplicadas
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en flexion, mientras que las muestras del grupo de osteotomia y suero (A2)
claudican a nivel del foco, al aplicar dicha fuerza.

En nuestro trabajo, utilizando la escala de Allen, el grupo tratado con RE,
presenta mayor cantidad de hueso neoformado y menos cantidad de tejido
fibroso a las 12 semanas de tratamiento, esta diferencia es estadisticamente
significativa (p=0.005), estos resultados son similares a los obtenidos por Li y
Ozturan.

5.3.3. Influencia del ranelato de estroncio en el estudio biomecanico.

En el trabajo que nos ocupa realizamos dos tipos de ensayos: El de
ultramicroindentacion y el ensayo de flexion en cuatro puntos.

En el caso de la ultramicroindentacion, nuestros resultados demostraron una
diferencia estadisticamente significativa para las durezas del tejido cortical y
trabecular siendo superior en el tejido cortical. Ademas de esto las epifisis
superiores mostraban unos valores de dureza superiores a los de las epifisis
inferiores. Aunque no se demostrd una diferencia estadisticamente significativa
para los valores de dureza entre el grupo tratado con ranelato de estroncio (B)
y el grupo no tratado con el farmaco (A2) si se observé una leve tendencia
endurecedora sobre las epifisis inferiores, asi como el aumento del
endurecimiento experimentado en el fémur contralateral de los animales
tratados con RE (B).

Estos datos concuerdan con los del estudio realizado por Cattani-Lorente (155)
en los que estudi6 el efecto endurecedor que el RE ejerce sobre las vértebras
de ratas ovariectomizadas. En él se encontraron los mismos efectos
endurecedores para el tejido cortical y el trabecular que en nuestro estudio.

Ozturan et al (161) emplean el ensayo de flexion en tres puntos sobre 40
ejemplares encontrando que el grupo tratado con RE presentaba un aumento
del 56% de la resistencia mecanica en comparacion con el grupo control con
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.006). En el presente estudio
se emplea el ensayo de flexion en cuatro puntos, en vez del de tres porque la
fuerza se reparte de forma homogénea a lo largo de la probeta en el ensayo de
flexion de cuatro puntos, eliminando la fuerza de cizalla que se encuentra en el
ensayo de tres puntos. Aunque encontramos una mejora sustancial en el
comportamiento del grupo tratado con RE no fue posible encontrar una
diferencia estadisticamente significativa debido al tamafio de muestra mas
limitado (4 ejemplares por grupo). Aun asi los datos presentan al ranelato de
estroncio como un farmaco capaz de mejorar la respuesta mecanica de los
callos 6seos.
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Los resultados presentados con anterioridad contrastan con los de Brlel et al
(147). Este dltimo estudio emplea el ensayo de flexién en tres puntos y la
nanoindentacion con indentador de tipo Berkovich. En el ensayo de flexion en
tres puntos, no encontré diferencias estadisticamente significativas para la
fuerza maxima o el stress de flexion maximo, ni a las 3 ni a las 8 semanas de
tratamiento. Ademas en los ensayos de nanoindentacion apoyan esta falta de
diferencias entre ambos grupos.

5.3.4. Influencia del ranelato de estroncio sobre la expresién de genes
relacionados con la consolidacién de las fracturas.

Raouf y Seth (247) identificaron en su estudio un total de 252 genes
expresados en la proliferaciéon y la mineralizacionde hueso.

No existen estudios experimentales en ratas que analicen el efecto que
presenta el RE a nivel molecular en pseudoartrosis. En el presente estudio
analizamos la expresion de los genes runx2, wntb5a, sox9, collal, col2al,
bglap, alpl, rankl, opg, dkkl, sost y coll0al encontrando Unicamente un
descenso estadisticamente significativo de dkkl (p=0.03). Este dato debe
valorarse con precaucion pues el niumero de ratas empleadas es limitado. En
todo caso, este resultado apoyaria una mayor actividad de la via Wnt en los
animales tratados con ranelato, lo que tendria un efecto favorecedor de la
osteogénesis. El resto de genes analizados presentan una gran variabilidad,
como es tipico en los estudios de expresion genética (74, 167).

5.4. Posible efecto beneficioso del ranelato de estroncio en el
tratamiento de fracturas y pseudoartrosis en humanos.

En un estudio realizado por el equipo de Kurdy en el afio 2000 (248) constata
una disminucion de fosfatasa alcalina en pacientes con fracturas de tibia con
problemas de consolidacién. Dados los efectos del ranelato de estroncio sobre
la expresion de esta enzima en modelos experimentales, también por este
motivo pareceria atractivo su uso en los problemas de consolidacion

En esta linea, Ferndndez et al (149) realizaron un estudio in vitro células
UMR106 (una linea derivada de osteoblastos de rata), utilizadas previamente
para las determinaciones de ALP en estudios similares (249). En dicho estudio
demuestraron una estimulacion directa de la actividad de la ALP por parte de la
molécula de estroncio.

En este estudio se comparé la efectividad del RE frente al estroncio aislado, de
tal modo que Unicamente se encontré un efecto dosis dependiente para el RE.
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Con niveles de 0,1 mM de estroncio detectan un aumento de la activiad de ALP
del 30%; este incremento es del 60% si la concentracion de estroncio alcanza
los 0,5mM Para decidir las dosis del farmaco se utilizaron investigaciones
previas de Yamaguchi y Weitzmann (250), Fernandez (149) y Barbara (251).

Parece pues, razonable el estudio de esta molécula como posible solucién a
los fracasos de la consolidacion, dada la disminucion conocida de la ALP en los
fracasos de la consolidacién, un farmaco capaz de elevarla (como
consecuencia del aumento de la actividad osteoblastica) puede ser beneficioso.
Los efectos favorables del farmaco en modelos de consolidacion de fracturas
en condiciones estandar apoyan también esta idea

Desafortunadamente, el hecho de que el RE sea un farmaco autorizado
Unicamente para el tratamiento de la osteoporosis, asi como los efectos
adversos publicados recientemente y que comentaremos en un apartado
posterior, hacen que de momento estos estudios no se lleven a cabo.

Asi, pues, a pesar de los resultados preclinicos prometedores que hemos
comentado en secciones anteriores, no existen estudios clinicos controlados
que valoren la efectividad del RE en el tratamiento de fracturas vy
pseudoartrosis en pacientes. Solo hay algunas publicaciones de casos clinicos
aislados informando del éxito del tratamiento con RE(237, 252-254).

Como se puede ver en la tabla 43, los casos en los que los autores emplean el
ranelato de estroncio son muy heterogéneos en cuanto al tipo de fractura que
ocasiona la pseudoartrosis, el tiempo de evolucion o el tipo y la duracién del
tratamiento farmacolégico.

Llama la atencion el sexo de los pacientes ya que todos fueron mujeres. Dado
gue estan mas afectadas por la patologia osteoporética es razonable pensar
gue presentaran mas fracturas por fragilidad ésea.

Alegre et al y Salvin et al (252, 254)presentan tres casos de pseudoartrosis en
mujeres osteoporéticas, que solo tras el tratamiento con RE comenzaron a
consolidar. Aunque es un hecho que llama la atencién, no hay consenso en
cuanto a en qué momento se decide administrar el farmaco o cuanto tiempo
debe mantenerse. Los autores mencionados con anterioridad mantuvieron el
tratamiento entre 3 y 7 meses y solamente empezaron a administrarlo una vez
se diagnostico a cada paciente de presentar una pseudoartrosis.

Alegre et al (252) incluyen ademas un par de casos mas discutibles; una
fractura diafisaria de antebrazo en una paciente joven sin factores de riesgo
conocidos, que tras el tratamiento quirdrgico, inicio el tratamiento farmacoldgico
y una pseudoartrosis de tibia en una paciente sin osteoporosis. Lo cierto, es
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gue no existe ninguna evidencia clinica o preclinica (147) sobre la efectividad
de este tratamiento en fracturas de pacientes sin factores de riesgo, por tanto,
se deberia evitar la administracién del farmaco en ese tipo de pacientes. No
obstante, el segundo caso es una pseudoartrosis de tibia ya diagnosticada,
caso en el cual podria plantearse un uso compasivo del farmaco de cara a
evitar una nueva intervencion quirdrgica. Es importante tener en cuenta, que la
ficha técnica del ranelato de estroncio no incluye esta opcion terapéutica por
tanto el uso en pacientes no osteoporoéticos deberia limitarse al uso compasivo.

Otro caso muy diferente es el tratamiento con RE en pacientes osteoporoticos
gue sufren una fractura. En este sentido, Tarantino et al y Liu et al (237, 253)
presentan varios casos solucionados exitosamente tras la administracion del
farmaco. Esta indicacion es poco valorable, pues aunque en este tipo de
pacientes existe una disminucion de la capacidad de consolidacién, no
podemos saber hasta qué punto la consolidacion se ha producido gracias al
ranelato de estroncio o si el proceso normal de consolidacion ha seguido su
curso natural. Seria interesante plantear un estudio con un grupo control para
establecer la eficacia del farmaco.

A continuacion, se expone una tabla (Tabla 43) con la serie de casos clinicos
tratados con ranelato de estroncio en pseudoartrosis.
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Alegre et
al (249)

Tarantino
et al.
(250)

Salvin et
al (251)

Liu et al
(234)

Patologia

Pseudoartrosis

Factores de
riesgo

Tratamiento
Quirurgico
Osteotomia de

Dosificacion

2g/dia 6 meses

Tiempo hasta
consolidacion

Discusion.

Comentarios

: Osteoporosis 5 A 3 meses Consolidacién
osteotomia trocanter mayor después
RAFI placa Consolidacion
Pseudoartrosis en . . P ’ 2 g/dia 20 meses Fracaso del mat.
63 S Osteoporosis Fijador externo + p 6 meses . .
fractura tibia diafisaria nierto después Osteosintesis por
! pseudoartrosis
25 | Fractura diéfisis radial |  ----- RAFI placa 2 g/d:jaeéslpsu%n;anas 6 semanas Consolidacion
Pseudoartrosis en . Fijador externo, 2g/dia 18 meses o
47 fractura abierta tibia Fractura abierta enclavado después 5 meses Consolidacién
2g/dia 2 meses Tratamiento en base
57 Fractura radio distal Osteoporosis Conservador después 1 mes a diagnéstico de
P 0steoporosis
Tratamiento en base
59 [Fractura 5 metatarsiano Osteoporosis Conservador 2g/dia 1 mes después 1 mes a diagnéstico de
0steoporosis
. Artritis Reumatoide, L,
Pseudoartrosis en : . consolidacion y
e tratamiento con 2g/dia 15 meses S
60 | fractura diafisis femoral . RAFI placa . 7 meses deambulacién sin
" corticoides y después
periimplante ; dolor
osteoporosis
Artritis Reumatoide, . .
. - ) . Altisimo riesgo de
Fractura interprotésica tratamiento con 2g/dia
62 Conservador 2 meses refractura por efecto

femoral

corticoides y
0steoporosis

postinmovilizacion

punta.

Tabla 43: Bibliografia actual referente a la administracidn de Ranelato de estroncio en humanos para el tratamiento de fracturas y pseudoartrosis.

(N= Numero de sujetos, S=

Sexo de los

pacientes, A=

Edad en el

momento del

diagndstico de

la patologia a tratar).
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5.5. Efectos adversos del Ranelato de Estroncio.

Como se ha comentado a lo largo del presente trabajo, el RE es un farmaco
utilizado en el tratamiento de la osteoporosis. Su eficacia en la prevencion de
fracturas osteoporoticas, tanto vertebrales como no vertebrales, ha quedado
ampliamente demostrada en los estudios SOTI y TROPOS (157, 158).
Ademas de esto, se ha demostrado que dicha efectividad se mantiene mas
alld de los 10 afios (233). Este farmaco se registré en Europa en el 2004 y
desde entonces numerosos estudios se sucedieron en aras de ampliar sus
indicaciones terapéuticas; incluyendo la osteoporosis del varén (255).

Todos los estudios farmacoldgicos en Europa son revisados por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA), de cara a evaluar la seguridad
postecomercializacion. En esas revisiones, ademdas del mayor riesgo de
enfermedad tromboembodlica previamente identificado, se descubrié que el
uso del ranelato de estroncio podria suponer un mayor riesgo de infarto de
miocardio, aunque sin aumento de la mortalidad (256). Se ha descrito en
algunos estudios, un aumento del riesgo (1,3-1,9%) de sufrir eventos
miocardicos en pacientes a tratamiento con RE (256, 257), Retirando de los
estudios aquellos pacientes con algun factor de riesgo cardiovascular, este
riesgo disminuia, no volviendo a presentarse en estudios observacionales
posteriores (256, 257). Asi, en el estudio realizado por Audran et al (258),
tras la revision de un estudio de cohortes prospectivo con 12046 pacientes,
no se encontré asociacion estadisticamente significativa, si no se incluian
en el estudio pacientes con factores de riesgo cardiovascular.

Taubel et al (259) analizaron los efectos del RE a dosis supra-terapéuticas
(4g/dia) en 96 pacientes sin factores de riesgo cardiaco conocidos. Tras 15
dias de administracién del farmaco a la dosis mencionada, no aparecieron
alteraciones en el intervalo QT de los pacientes. Es importante destacar que
el tratamiento solamente se mantuvo durante 15 dias, tiempo necesario para
poder detectar el efecto de un farmaco sobre la repolarizacién cardiaca, sin
otras posibles iatrogenias (259)

Tras la alerta, se decidi6 limitar el uso del ranelato de estroncio a pacientes
con osteoporosis severa, que no pueden tomar otro farmaco, siempre y
cuando no presenten hipertension mal controlada, episodios isquémicos
cardiacos conocidos, enfermedad cerebro-vascular o arterial periférica y se
realice una revision del riesgo cardiovascular cada 6-12 semanas para
detectar nuevas complicaciones (257).
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Si bien es cierto que en el caso del tratamiento de la osteoporosis estas
indicaciones son validas, en el caso de plantearse la aplicacion de este
tratamiento a las fracturas y pseudoartrosis estas indicaciones no estan tan
claras.

Si analizamos las complicaciones quirdrgicas de los pacientes mayores en
fracturas que deben ser operadas (como las fracturas femorales) un 36% de
estos pacientes sufriran alguna complicacion cardiaca con una tasa de
mortalidad tras este evento que oscila entre el 25 y el 65% (260). Ademas
debemos tener en cuenta que las complicaciones generales hacen que la
mortalidad a 30 dias sea del 5%, ascendiendo hasta casi un 20% al afio,
siendo un 70% de estas muertes por complicaciones cardiorrespiratorias
(261). Todos estos datos hacen que nos planteemos una indicacion
personalizada y la valoracion de la utilizacion de este farmaco como
alternativa a la cirugia, pues el riesgo que supone la cirugia es claramente
mayor.

Ademas de lo anteriormente expuesto, el ultimo estudio realizado por
Fernandez et al (149) no so6lo determina la efectividad del farmaco para
aumentar la actividad de la ALP, con las consecuencias favorecedoras de la
consolidacién, sino que ademas encuentra que si se administra Zn®* el
efecto es sinérgico. Tanto es asi, que la presencia de Zn%" tras la
administracion de 0,05 mM de estroncio aumenta la actividad de la ALP
especifica del hueso en un 267% respecto al control (p < 0,001) (149).

Segun estudios realizados con anterioridad por Marie (149, 236) niveles de
0,1mM de RE en pacientes osteoporoticas a tratamiento durante largo
tiempo con este farmaco consiguen un incremento Optimo de la actividad y
funcién osteoblastica. Estos datos coinciden con los estudios experimentales
presentados por Fernandez (149) y explicados con anterioridad.

Si los estudios in vitro de Fernandez et al (149) demuestran ser
extrapolables a la clinica practica, con la mitad de dosis de farmaco
obtendriamos los mismos resultados con efectos secundarios menores,
limitando las complicaciones tras administracion del ranelato de estroncio.
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6. Conclusiones.

1. Hemos establecido un modelo experimental de pseudoartrosis de fémur
basado en la creacion de un defecto 6seo de 2 mm, condesperiostizacién de los
bordes fracturarios y estabilizacion mecanica mediante un tornillo endomedular.

2. El tornillo endomedular empleado en este modelo ha demostrado la
capacidad de contrarrestar las fuerzas de rotacion y compresion que atraviesan el
foco de pseudoartrosis, al menos durante las 12 semanas que dur6 el estudio.

3. Desde el punto de vista histologico y radiolégico, las diferencias entre el
grupo control y el grupo osteotomia de sustraccidon presentaron diferencias
estadisticamente significativas, demostrando la eficacia del método como un
nuevo modelo experimental de retraso de la consolidacion.

4. Desde el punto de vista radioldgico, el tratamiento con ranelato de
estroncio influyo significativamente en la consolidacion éseamejorando los indices
tanto a las seis como a las doce semanas de tratamiento.

5. El tratamiento con ranelato de estroncio también se asocio a una mejoria
de la consolidacion desde el punto de vista histologico.

6. Los resultados de los estudios biomecanicos demostraron que el
tratamiento indujo un aumento de la dureza en los ensayos de microindentacion y
una tendencia a mejorar la resistencia en los ensayos de flexion.

7. El tratamiento con ranelato se asocid a una menor expresiénde DKK1, un
inhibidor de la via Wnt.

8. El tratamiento fue bien tolerado y no provocO efectos secundarios
evidentes en los animales.

9. Globalmente, los resultados de este estudio sugieren que el ranelato de
estroncio podria ser un tratamiento util en la pseudoartrosis. Su efectividad real
deberia ser analizada en ensayos clinicos controlados.
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7. Anexo 1: Autorizacion del Comité de Bioética de la Universidad de

Cantabria.

Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria
Facultad de Medicina

Cardenal Herrera Oria s/n

UNIVERSIDAD
PRI 390/ ] Santander

INFORME DEL COMITE DE BIOETICA

N° de registro: 2009/18
Datos de la solicitud

Investigador principal: M* ISABEL PEREZ NUNEZ, Profesora Asociada en el
Departamento de Ciencias Médicas y Quirtrgicas, Facultad de Medicina, Universidad
de Cantabria.

Titulo del proyecto de investigacion: “ESTUDIO COMPARATIVO DE LA
EFECTIVIDAD DE LA PTH Y EL RANELATO DE ESTRONCIO EN LA
FORMACION  OSEA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE
PSEUDOARTROSIS.” presentado al IFIMAV (convocatoria de la Fundacion Marqués
de Valdecilla, BOC niim.23, de 5 de noviembre 2009).

Duracién y lugar de realizacion del proyecto: desde abril del 2010 a abril del 2013.
Servicio de Estabulacion y Experimentacion Animal de la Universidad de Cantabria,
Facultad de Medicina.

Informe:

El Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria, reunido el dia 23 de noviembre
de 2009, una vez analizada toda la documentacién aportada por el investigador principal
en la solicitud de referencia, manifiesta que todos los procedimientos de
experimentacion animal a realizar dentro del proyecto de investigacion se ajustan a los
principios de Bioética y Bienestar Animal de la legislacion vigente (Real Decreto
1201/2005). Por ello, y en virtud de lo dispuesto en el reglamento interno del Comité de
Bioética de la Universidad de Cantabria, el citado Comité ha resuelto emitir el
INFORME FAVORABLE para la realizacion del procedimiento de experimentacion
animal resefiado en el proyecto de referencia.

En Santander, a 23 de noviembre de 2009

Presidente del Comité de Bioética Secretario del Comité

Prof. Miguel Lafarga Coscojuela Prof. Alvaro DigZMartinez

/
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INFORME DEL COMITE DE BIOETICA

N° de registro: 2011/15

Investigador principal: M* ISABEL PEREZ NUNEZ, Profesora Asociada en el
Departamento de Ciencias Médicas y Quirtrgicas, Facultad de Medicina, Universidad
de Cantabria.

Titulo del proyecto de investigacién: “ESTUDIO COMPARATIVO DE LA
EFECTIVIDAD DE LA PTH Y EL RANELATO DE ESTRONCIO EN LA FORMACION
OSEA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE PSEUDOARTROSIS” presentado a la VIII
Convocatoria de Ayudas a la Investigacion Médica de la Fundacion Mutua Madrilefia
(febrero 2011).

Duracion y lugar de realizacion del proyecto: durante los afios 2011 a 2013. Servicio
de Estabulacion y Experimentacion Animal de la Universidad de Cantabria, Facultad de
Medicina.

Informe:

El Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria, reunido el dia 8 de febrero de
2011, una vez analizada toda la documentacion aportada por el investigador principal en
la solicitud de referencia, manifiesta que todos los procedimientos de experimentacion a
realizar dentro del proyecto de investigacion se ajustan a establecido en el Real Decreto
sobre los principios de Bioética y Bienestar Animal de la legislacion vigente (Real
Decreto 1201/2005). Por ello, y en virtud de lo dispuesto en el reglamento interno del
Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria, el citado Comité ha resuelto emitir
el INFORME FAVORABLE para la realizacion del procedimiento de
experimentacion animal resefiado en el proyecto de referencia.

En Santander, a 8 de febrero de 2011

Secretario del Comité
)

J;l/’

‘;LI;QMartinez

Prof. Alvaro
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8. Anexo 2: Graficas del peso de los animales incluidos en el estudio.
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9. Anexo 3: Resultados de los ensayos de microindentacién realizados.

Animal Dureza_hueso Dureza hueso
cortical trabecular
71,0 72,1
78,8 60,0
80,5 66,1
73,9 69,8
69,4 59,2
80,9 71,6
73,5 67,2
79,8 55,2
75,3 62,1
74,2 65,3
74,0 67,6
74,4 54,8
81,6 58,4
65,4 60,0
70,9 49,3
63,3 53,8
56,6 47,9
60,6 47,2
61,4 57,2
54,9 42,4
62,6 45,4
56,8 58,2
52,7 50,9
44,7 61,8
46,2 42,7

75,3

82,2 65,6
79,9 55,6
67,9 67,0
57,6 63,7
58,7 63,0
63,6 52,4
75,2 64,2
72,0 59,2
70,1 57,4
69,2 52,4
66,9 60,4
53,9 51,8
52,5
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Animal Dureza_hueso Dureza hueso
cortical trabecular
58,2 58,6
48,5 56,1
53,3 53,5
52,1 48,6
57,6 52,4
59,0 59,6
63,8 49,7
59,0 60,6
53,1 56,2
65,5 60,4
62,0 67,8
51,3 54,5

60,4

52,9

36,1 52,9
37,8 56,2
41,7 48,6
42,2 59,1
44,1 56,2
52,6 66,7
55,5 59,9
45,0 64,2
49,0 56,6
40,5 59,4
40,5 56,9
52,1 59,7
61,1 63,7
66,4 62,9
71,1 58,7
68,7 69,4
75,3 72,4
59,0 58,3
75,8 57,7
73,1 58,4
74,3 70,7
80,5 58,4
79,2 61,8
80,9 50,7
83,5 57,6
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Animal Dureza h. cort. Dureza h. trab

74,2 56,7
65,2 50,2
79,0 51,9
66,5 58,6
64,8 60,6
70,7 69,1
75,4 49,2
70,2 63,7
73,8 67,2
72,9 58,5
74,6 54,0
76,8 51,3
73,9 56,3
71,6 55,2
57,7 61,5
56,8 65,1
54,2 70,7
57,8 63,3
51,0 59,1
56,9 63,1
54,2 61,5
51,6 70,0
46,6 59,8
58,7 62,3
63,3 62,8
54,2 55,1
57,6 67,4
45,7 60,3
62,6 49,9
63,4 54,7
57,5 56,4
57,6 63,5
53,5 63,7
60,6 63,3
57,9 53,9
59,7 55,8
59,6 57,6
60,1 54,4
64,9 63,9
64,5 54,1
58,9 61,1
57,1 64,1
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