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Objetivo. Evaluar el uso de aloinjertos arteriales criopreser-
vados como membranas de regeneracion 0sea guiada en de-
fectos de hueso largo.

Material y método. Estudio experimental, prospectivo, alea-
torizado y ciego. Se crearon defectos osteoperidsticos de
10 mm de longitud en el tercio medio de la diéfisis del radio
de conejos de raza blanca de Nueva Zelanda. En los casos
experimentales el defecto se aislé de los tejidos circundan-
tes con un aloinjerto adrtico criopreservado, conforme a las
técnicas de regeneracion tisular guiada. En los controles no
se coloco ningtin tipo de membrana.

Resultados. No se obtuvo curacién del defecto en ningiin
control. En 9 de los 10 defectos experimentales se observé
una regeneracion 6sea completa, con un patrén similar al
del hueso sano en los estudios con técnicas de diagndstico
por imagen, de cuantificacién morfodensitométrica y de mi-
croscopia dptica y electrénica. Ademads, los estudios morfo-
l16gicos y ultraestructurales han mostrado imigenes sugeren-
tes de que los propios aloinjertos adrticos criopreservados
pueden haber contribuido a la regeneracion dsea en el de-
fecto, por diferenciacion osteoblastica de las «células calci-
ficantes vasculares» de la pared arterial (una subpoblacién
de musculares lisas de la pared arterial que algunos autores
consideran células madre adultas) y/o por calcificacién u
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osificacién inducida por alteraciones en las proteinas de la
matriz extracelular arterial.

Conclusiones. Es posible utilizar aloinjertos arteriales crio-
preservados como membranas de osteopromocién para con-
seguir regeneracion 6sea completa en defectos diafisarios
de hueso largo, siendo una alternativa al uso de membranas
sintéticas.

Palabras clave: regeneracion dsea, regeneracion tisular
guiada, osteopromocion, calcificacion arterial.

Use of the calcification and ossification
capacity of arterial walls to achieve bone
regeneration in complete defects of long bones

Aim. To assess the use of cryopreserved arterial allograft
membranes in guided bone regeneration (GBR) in bone de-
fects of long bones.

Materials and methods. Prospective randomized blind
study using white New Zealand rabbits as an animal model.
Bone and periosteum defects 10 mm in length were created
in the middle third of the shaft of the radius of white New
Zealand rabbits.

In the rabbits in the study group the bone defect was isola-
ted from surrounding tissues with a membrane of cryopre-
served aortic allograft according to guided tissue regenera-
tion (GTR) techniques.

In the rabbits in the control group no membrane was used.
Results. The defect did not heal in any of the rabbits in the
control group. In 9 out of 10 of the rabbits in the study
group there was complete bone regeneration. The regenera-
ted bone had a similar pattern to that of healthy bone in
diagnostic images, in morpho-densitometric quantification
studies and when seen using light and electron microscopes.
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Morphological and microscopic images suggest that cryo-
preserved aortic allografts may have contributed to bone re-
generation in the defect area by osteoblastic differentiation
of calcifying vascular cells (CVC) of the arterial walls
and/or by calcification or ossification induced by alterations
of proteins of the arterial extracellular matrix.

Calcifying vascular cells are a sub-population of smooth
muscle cells of the arterial walls that are considered to be
adult stem cells by some authors.

Conclusions. It is possible to use cryopreserved arterial
allografts as membranes to promote bone growth and achie-
ve complete bone regeneration in long bone shaft defects.
These membranes can be used as an alternative to synthetic
membranes.

Key words: bone regeneration, guided tissue regeneration,
osteopromotion, arterial calcification.

En la diafisis de los huesos largos se pueden producir
defectos segmentarios como consecuencia de grandes trau-
matismos o de una reseccidn quirdrgica con fines terapéuti-
cos (tumores 6seos, quistes, osteomielitis, etc.) que, si no se
tratan convenientemente, suelen evolucionar hacia una
pseudoartrosis, con importantes consecuencias clinicas y
funcionales para el paciente. Se han desarrollado diferentes
técnicas para provocar la regeneracion dsea a su nivel como
la osteogénesis por distraccion, el aporte de injerto éseo y/o
materiales osteoconductores u osteoinductores, las terapias
celular y génica, y la regeneracion 6sea guiada.

Esta dltima técnica se basa en rodear un defecto 6seo
con una membrana estrechamente adaptada a sus limites y
aislandolo por completo, para evitar interferencias en el
proceso de osteogénesis por invasion de los tejidos conecti-
vos circundantes y facilitar la regeneracién ésea desde los
extremos del defecto. Aunque ha adquirido un gran desarro-
llo en el tratamiento de defectos de huesos del territorio cra-
neo-maxilo-facial, los estudios sobre su aplicacion en defec-
tos segmentarios de la didfisis de huesos largos son escasos
y con resultados variables. Probablemente esto se deba a
que el hueso largo es diferente del plano en su embriologia,
histologia y bioquimica', en su patrén de curacién (osifica-
cién endocondral frente a membranosa del plano) y en su
capacidad reparadora (por ser menos trabecular y con me-
nos células osteoprogenitoras susceptibles de participar en
el proceso de regeneracion Gsea que el plano)?.

Las membranas utilizadas pueden ser de materiales sin-
téticos no reabsorbibles o reabsorbibles. Las primeras pre-
sentan el inconveniente de que se requiere una segunda in-
tervencion quirdrgica para retirarlas una vez conseguida la
regeneracion 6sea. Las de polimeros reabsorbibles tienen
la limitacién de que, ademds de que no se ha determinado
su cinética degradativa ideal, se han descrito fenémenos de

intensa reaccioén de cuerpo extraflo, con ostedlisis masiva y
destruccién del hueso que se habia regenerado’*.

Por otro lado, se ha visto que las arterias son suscepti-
bles de desarrollar calcificacion en el espesor de su pared
(incluso con hueso trabecular, médula 6sea y fendmenos de
remodelacién) en procesos como la arteriosclerosis, la es-
clerosis de Monckeberg de la diabetes y la insuficiencia
renal, y con el envejecimiento®®. Debido a esto, se ha consi-
derado la posibilidad de utilizar esta capacidad de calcifica-
cién y osificacién de las arterias para contribuir a la regene-
racién de hueso en defectos.

Al haberse observado que, salvo el desprendimiento de
algunas células del endotelio vascular, la integridad morfo-
l6gica y la estructura histolégica de las arterias criopreser-
vadas es comparable a la de arterias sanas en fresco®'4, cabe
suponer que los mecanismos implicados en la calcificacién
de arterias en fresco pueden desarrollarse en la pared de
aloinjertos arteriales criopreservados. Por ello, se ha disefia-
do un estudio para evaluar el uso de aloinjertos arteriales
criopreservados como membranas de regeneracion tisular
guiada en hueso largo: se crearon defectos segmentarios en
la diéfisis del radio de conejos y se rodearon de un aloinjer-
to adrtico criopreservado utilizado a modo de membrana de
regeneracion 0sea guiada (grupo experimental) o se dejaron
evolucionar espontdneamente (grupo control).

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron diez conejos machos de la raza blanca de
Nueva Zelanda, procedentes del mismo criadero de anima-
les de experimentacion, con un peso de 4,4 + 0,7 kg, y evi-
dencia radiogrifica de cierre de la placa fisaria. Los ensayos
se realizaron bajo supervision veterinaria, previa aprobacién
del proyecto de investigacién por la Comisién de Etica y
conforme a las disposiciones legales europeas (Directiva
86/609/CEE) y espaifiolas (Real Decreto 223/1988/BOE)
para el uso de animales de experimentacion. La interven-
cién se realizé en condiciones de asepsia, bajo anestesia in-
ducida por la administracién intramuscular de 5 mg/kg de
xilacina, 50 mg/kg de ketamina, 1 mg/kg de acepromacina y
1 mg/kg de diazepam. Se realiz6 profilaxis antibidtica con
cefazolina: 50 mg/kg en dosis tnica via intravenosa, 15 mi-
nutos antes del inicio de la intervencién, 50 mg/kg intrave-
nosos al final de la misma y 100 mg/kg via intramuscular en
dosis Unica diaria durante 48 horas més.

Mediante un abordaje anterolateral directo se cred un
defecto osteoperidstico de 10 mm en el tercio medio de la
diafisis del radio, mediante doble osteotomia con sierra me-
cénica oscilante de hojas paralelas, bajo irrigacién continua
con suero fisiolégico.

En el grupo experimental (10 radios) se colocaron 4
grapas de alambre de acero inoxidable (0,4 mm de didme-
tro) entre cuatro orificios realizados con broca en cada ex-
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tremo del defecto 6seo. De esta forma se creé un andamiaje
metdlico que evitase el colapso de un aloinjerto de aorta
criopreservada que se desliz sobre las grapas, entre los ex-
tremos del defecto y a modo de tubo. La arteria se fijo a los
extremos mediante suturas, para conseguir un sellado lo
mas perfecto posible del espacio del defecto 6seo, aislando-
lo por completo de los tejidos circundantes. En el grupo
control (10 radios) el defecto se cre6 de manera andloga,
pero no se roded de aloinjerto arterial u otro tipo de mem-
brana que aislase el defecto del tejido circundante. El cierre
se efectud por planos, la analgesia postoperatoria se realizé
con flunixina-meglumina 1,1 mg/kg/24 horas. No se utilizé
ningln tipo de inmovilizacién externa de la extremidad,
porque el cubito intacto actia como férula interna del radio
(ya que en estos animales la membrana interdsea esta calci-
ficada, determinando sindstosis entre cubito y radio) y se
permitié la libre deambulacién del animal.

Se utilizaron aloinjertos adrticos procedentes de cone-
jos donantes de la misma raza y del mismo criadero (para
conseguir la mayor identidad genética posible con el recep-
tor del aloinjerto). Se obtuvo su aorta, se fragmento en seg-
mentos de 20 mm de longitud, se sumergieron en una solu-
cion crioprotectora de RPMI 1640 con L-glutamina, suero
bovino fetal al 10% y dimetilsulféxido (DMSO) al 10%, se
congelaron y se conservaron en nitrégeno liquido a —180 °C
hasta el momento en que fueron descongelados para su im-
plantacién.

Se realizaron controles radiograficos de todos los ani-
males en el postoperatorio inmediato, mensuales hasta los 6
meses, a los 9, 12, 24 y 30 meses (segtn el seguimiento de
cada animal) y antes y después de la eutanasia, para valorar
el grado de regeneracion de hueso en el defecto, conforme a
la siguiente escala cualitativa ordinal: regeneracién comple-
ta (radiodensidad calcio homogénea y continua entre los ex-
tremos del defecto), parcial (zonas con radiodensidad calcio
pero sin continuidad entre los extremos del defecto) y no-
regeneracion (ausencia de radiodensidad calcio en el defec-
to). Ademads, en aquellos casos en los que se obtuvo regene-
racién 6sea completa se realizaron estudios con ecograffa,
tomograffa computarizada (TC) y resonancia magnética
(RM) tras la eutanasia del animal.

Sobre imdgenes radiograficas digitalizadas se realizaron
estudios de cuantificacion morfométrica y densitométrica
mediante software especifico para procesamiento de imdge-
nes (Leica Quantimet Q500 MCP® y DS 2000 4.0°) valoran-
do: porcentaje de hueso regenerado en el defecto, densidad
del tejido que rellena el defecto, indice medulocortical (gro-
sor cortical/grosor medular) del hueso regenerado y del radio
sano, porcentaje de recuperacion del grosor de la cortical del
hueso regenerado (grosor cortical regenerada X 100/grosor
cortical radio sano), porcentaje de recuperacion de la densi-
dad de la cortical del hueso regenerado (densidad cortical re-
generada X 100/densidad cortical ctbito sano), y porcentaje
de recuperacion de la densidad de la medular del hueso rege-

nerado (densidad medular regenerada x 100/densidad medu-
lar cibito sano). También se realizaron estudios de cuantifi-
cacion densitométrica mediante TC (en unidades Houns-
field), valorando el porcentaje de recuperaciéon de la
densidad de la cortical y de la medular del hueso regenerado.

Tras la eutanasia de los animales (sobredosis de pento-
barbital sédico intravenoso) se obtuvieron muestras de aorta
fresca, aorta criopreservada y del defecto dseo. Se incluye-
ron en metacrilato (sin descalcificar) y/o en parafina (tras
descalcificar con acido etilén-diamino-tetra-acético) y se es-
tudiaron con microscopio dptico (tinciones de hematoxilina-
eosina, Von Kossa, tricromico de Masson, azul de toluidina,
y orceina), inmunohistoquimica (factor VIII) y microscopio
electrénico de transmision.

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se rea-
liz6 con el programa SPSS 10.0: estudio descriptivo, andli-
sis de regresion, pruebas U de Mann-Whitney y T para
muestras independientes (cuando se comparé el grupo expe-
rimental con el grupo control) y andlisis de la variancia
(ANOVA) de medidas repetidas (cuando se compararon las
medidas de una misma variable en un mismo grupo en dife-
rentes momentos temporales). El grado de significacion uti-
lizado fue del 95% (p < 0,05).

RESULTADOS

Estudio con técnicas de diagnostico por la imagen

En el estudio radiogréfico, en el defecto rodeado de
aloinjerto adrtico criopreservado (grupo experimental) se
observé un progresivo aumento de densidad en la zona del
defecto, llegando a restablecerse por completo la continui-
dad radiogréfica del radio en 9 de 10 casos, con un patrén
radiogréfico corticomedular similar al del hueso sano
(fig. 1). Ademas, se observaron imdgenes de sindstosis en-
tre el cubito y el radio, al nivel de la membrana interésea.
Sin embargo, en el grupo en el que el defecto no se roded de
ningtn tipo de membrana y se dejé evolucionar de forma
espontdnea (control), en ningin caso se restablecié la conti-
nuidad radiolégica entre los extremos del defecto, y tan sélo
se observaron imdgenes de capuchones redondeados densi-
dad «calcio» en los extremos del defecto y de sindstosis en-
tre cubito y radio (figs. 2C y D).

Comparando el porcentaje de casos con ausencia de re-
generacién en el defecto con los de regeneracion parcial y
regeneracién completa a los 6 meses, se observaron diferen-
cias estadisticamente significativas (p < 0,0005, chi cuadra-
do) entre el grupo experimental y el control (tabla 1).

En las extremidades con defecto rodeado de aloinjerto
arterial criopreservado, en el estudio ecogrifico, TC y RM
también se observo regeneracion 6sea completa en el defec-
to, con un patrén corticomedular similar al del hueso sano
(figs. 2A y B).
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Figura 1. Radiografias en el grupo experimental en el postoperatorio inmediato (A), 2 meses (B), 6 meses (C) y 30 meses (D) con regeneracion dsea

completa.

Estudios de cuantificacion morfométrica
y densitométrica

Al comparar el porcentaje de hueso regenerado y la
densidad del defecto en el grupo experimental y en el con-
trol (tabla 2) se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en todos los momentos temporales (p < 0,05; U
de Mann-Whitney y T para muestras independientes) ex-
cepto a los 0 meses (por ser el postoperatorio inmediato) y a
los 30 meses (porque en ese momento se comparaban sélo
dos casos experimentales frente a dos controles y las prue-
bas estadisticas utilizadas no poseen potencia suficiente pa-
ra detectar diferencias significativas con muestras de tama-
flo tan pequefio). Ademds, en el grupo experimental se
observd un progresivo incremento mensual del porcentaje
de hueso regenerado y de la densidad del defecto hasta el
tercer y cuarto mes, respectivamente (p < 0,05; ANOVA de
medidas repetidas), para a partir de entonces estabilizarse
en el tiempo (tabla 3). Sin embargo, en el grupo control no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en-
tre los valores de cada mes y el inmediatamente siguiente (p
> (0,05; ANOVA de medidas repetidas).

Por lo que respecta al grosor y la densidad del hueso re-
generado en el defecto (tabla 4), se observé una progresiva
recuperacion desde el postoperatorio inmediato hasta el se-
gundo mes para la densidad de la medular, hasta el cuarto
mes para la densidad de la cortical y hasta el duodécimo
mes para el grosor de la cortical (p < 0,05; ANOVA de me-
didas repetidas), estabilizdndose a partir de entonces en
valores cercanos a los del hueso sano. Sin embargo, en el
estudio de densidades mediante TC no se observaron dife-
rencias porque, al realizarse una vez sacrificado el animal,
tan sélo habia 2-3 casos en cada grupo de comparacioén y las
pruebas estadisticas utilizadas no poseian potencia suficien-

Tabla 1. Regeneracion en el defecto en el grupo experimental y en el
grupo control a los 6 meses y comparacién entre ambos

Niimero No Regeneracion | Regeneracién

de casos | regeneracion parcial completa
Experimental 10 0% 10% 90%
Control 10 40% 60% 0%

Prueba de Chi cuadrado (correccién de Pearson): p < 0,0005.
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Figura 2. Imdgenes de tomografia axial con regeneracion ésea completa en el grupo experimental (A) y reconstruccion tridimensional del radio y la
membrana interdsea calcificada (B). Radiografias en el grupo control en el postoperatorio inmediato (C) y a los 24 meses (D) con ausencia de rege-
neracion osea.

Tabla 2. Comparacién entre el grupo experimental y el grupo control en cada momento temporal (prueba T para muestras independientes)
e intervalo de confianza (IC) del 95% de la diferencia

Porcentaje de hueso regenerado Densidad del defecto
Significacion IC 95% diferencia Significacion IC 95% diferencia
Valor de p Limite inferior Limite superior Valor de p Limite inferior Limite superior

0 meses 0,433 -3,3 7.4
1 mes < 0,0005 32,4 51,2 < 0,0005 12,3 31,8
2 meses < 0,0005 52,2 73,04 < 0,0005 22,8 55,9
3 meses < 0,0005 65,8 87,8 < 0,0005 37,1 75,8
4 meses < 0,0005 62,6 89,6 < 0,0005 439 84,3
5 meses < 0,0005 62,1 90,03 < 0,0005 46,5 86,3
6 meses < 0,0005 58,7 89,6 < 0,0005 44,4 83,5
9 meses < 0,0005 57,2 92,4 < 0,0005 49,1 88,9
12 meses < 0,0005 59,2 93,7 < 0,0005 47,5 87,8
24 meses < 0,0005 62,6 87,2 0,002 41,4 92,2
30 meses 0,085 -54,1 207,4 0,097 —42,5 176,29
te para detectar diferencias significativas con muestras de dular) hasta el noveno mes (p < 0,05; ANOVA de medidas
tamafio tan pequefio. repetidas) para, a partir de entonces, estabilizarse en el

El indice medulocortical del hueso regenerado disminu- tiempo (tabla 4) en valores cercanos a los del hueso sano,
y6 progresivamente desde el cuarto mes (momento en el aunque tampoco llegan a alcanzarse por completo a los 24
que comienzan a delimitarse claramente la cortical y la me- meses, persistiendo diferencias estadisticamente significati-
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Tabla 3. Prueba ANOVA de medidas repetidas: comparacion entre
cada momento temporal y el inmediatamente siguiente en el grupo

experimental
Porcentaje Densidad

de hueso regenerado del defecto
0-1 mes < 0,0005 < 0,0005
1-2 meses < 0,0005 0,074
2-3 meses 0,001 0,057
3-4 meses 0,823 0,034
4-5 meses 1
5-6 meses 1 1
6-9 meses 1 1
9-12 meses 1 1
12-24 meses 1 1
24-30 meses 1 1

vas (p < 0,05; U de Mann-Whitney y T para muestras inde-
pendientes) entre el hueso regenerado y el sano (tabla 5).

A pesar de que en el experimento se produjo un defecto
segmentario en la diéfisis del radio, no se observaron varia-
ciones en la densidad, ni en el grosor, ni en el indice medu-
locortical del cubito o del radio de los extremos del defecto
a lo largo del tiempo (p > 0,05; ANOVA medidas repeti-
das). El andlisis de regresion de los resultados obtenidos en
el grupo experimental determind el modelo curvilineo al
que mejor se ajustaba la curva de evolucién temporal de ca-
da variable, asi como la férmula con la que mejor se calcu-
laba el valor de cada variable en cada momento temporal, el
coeficiente de correlacién y la predecibilidad de la misma
(tabla 6).

Tabla 4. Prueba ANOVA de medidas repetidas: comparacién entre cada momento temporal y el inmediatamente siguiente en el grupo experimental

0-2 meses
2-4 meses
4-6 meses
6-9 meses
9-12 meses
12-24 meses
24-30 meses

Recuperacién Recuperacién Recuperacién Indice
densidad medular densidad cortical grosor cortical medulocortical
< 0,0005 — —
1 < 0,0005 < 0,0005 —
1 0,591 0,071 0,023
1 1 0,001 0,006
1 1 0,011 0,151
1 1 1 1
1 1 1 1

Tabla 5. Comparacion entre el hueso regenerado en el grupo experimental y el hueso sano (prueba T para muestras independientes) e intervalo
de confianza del 95% de la diferencia

Indice medulocortical

Significacién Intervalo de confianza del 95% diferencia
Valor de p Limite inferior Limite superior
4 meses < 0,0005 6,32 13,29
6 meses < 0,0005 4,08 7,95
9 meses < 0,0005 2,34 5,08
12 meses < 0,0005 1,51 4,02
24 meses 0,002 1,17 3,65
30 meses 0,236 9,30 14,65

Tabla 6. Andlisis de regresién: férmula para calcular el valor de cada variable en cada mes en el grupo experimental, predecibilidad y coeficiente
de correlacion

Célculo del valor en cada mes Predecibilidad Correlacion
% hueso regenerado 21,9 4+ 21,9 meses — 1,6 meses®>+ 0,03 meses’ 61,1% 0,78
Densidad defecto 70,7 + 20,5 meses — 1,4 meses?+ 0,02 meses? 45,1% 0,67
ndice medulocortical 1,2 + 4,4/meses 35,6% 0,59
% recuperacion grosor cortical —1,6 + 9,9 meses — 0,4 meses®+ 0,005 meses? 72,9% 0,85
% recuperacion densidad cortical 5,5 + 17,8 meses — 1,1 meses?+ 0,02 meses? 79,5% 0,89
% recuperacion densidad medular 19,5 + 15,7 meses — 1,1 meses>+ 0,02 meses® 42,7% 0,65
% recuperacion densidad cortical (valoracién TC) 0,8 + 16,9 meses — 0,9 meses®+ 0,01 meses? 89,4% 0,94
% recuperacion densidad medular (valoracién TC) 1,1 + 17,4 meses — 1,01 meses?+ 0,01 meses? 88,1% 0,93
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Estudio con microscopio 6ptico y electronico

En el espesor de la pared del aloinjerto adrtico criopre-
servado (una vez descongelado y antes de ser implantado) se
observaron imdgenes histoldgicas similares a las de las arte-
rias sanas en fresco, con células endoteliales en la capa inti-
ma (fig. 3A) y musculares lisas en la capa media (fig. 3B),
ambas de aspecto viable.

En los defectos «control» se observd ausencia de rege-
neracion 6sea completa, con tan s6lo una pequefia cantidad
de hueso cortical obliterando la cavidad medular en los ex-
tremos del defecto, mientras que la zona central del defecto
se encontraba ocupada por tejido fibroso y misculo que pe-
netraban desde el tejido circundante.

En los defectos «experimentales» se observo regeneracion
completa de hueso entre los extremos del defecto (fig. 4A),
dentro de los limites de la arteria (figs. 4B, Cy Dy 5A) y
con imdgenes sugerentes de un proceso de osificacién endo-
condral (fig. 4B), con una capa cortical homogénea y pro-
gresivamente mas gruesa segun el tiempo transcurrido des-

de la intervencion (figs. 4A y 5A), y que se adaptaba estre-
chamente a los limites y contornos de la pared arterial (figs.
4B, Cy D y 5A) y un espacio medular ocupado por tejido
hematopoyético (fig. 4A).

Llama la atencién la intima relacién entre la cortical del
hueso regenerado y la pared del aloinjerto adrtico criopre-
servado, con unién directa, sin ninguna capa de tejido co-
nectivo de interposicion (figs. 4C y D y 5A). Ademads, se
observéd la formacion de hueso entre las ldminas eldsticas
de la pared arterial (figs. 5A y C), incluso con fragmentos de
ldminas eldsticas completamente osteointegradas y rodeadas
de hueso regenerado (figs. SA y D).

También se puso de manifiesto la presencia de «zonas
de transicién» entre la pared arterial y el hueso regenerado,
en las que la matriz extracelular de la capa media arterial
presentaba aspecto cartilaginoso (figs. 6C y D) o estaba cal-
cificada (fig. 5B), con imdgenes de progresiva transforma-
cion hacia hueso regenerado (figs. 6B, C y D).

En el espesor de la pared arterial y con microscopia
electrénica, incluso se observaron células con fenotipo de

Figura 3. Imdgenes ultraestructurales de la intima (A) y la capa media (B) de un aloinjerto adrtico criopreservado antes de ser implantado y del
[frente de osificacion que se desarrolla en el espesor de su pared una vez implantado (C'y D). LE: ldmina eldstica; MO: matriz 6sea; C: célula; CC:
canaliculo calcdforo; LC: laguna celular; PA: pared arterial.
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células musculares lisas vasculares, en estrecha relacion con
distintas cantidades de sustancia osteoide que parecen estar
produciendo (fig. 3C), asf como de imdgenes de osteocitos
y matriz 6sea en intima relacién con las ldminas eldsticas de
la capa media (fig. 3D). No se hizo evidente la presencia
de ningtin tipo de infiltrado inflamatorio o células gigantes de
cuerpo extrafio que pudiesen sugerir un proceso de respues-
ta inmune de rechazo al aloinjerto adrtico criopreservado.

DISCUSION

Clasicamente se atribuye la regeneracion dsea guiada a
la capacidad de la membrana para aislar el defecto, aceptin-
dose que el hueso que se forma en el espacio delimitado por
la membrana se regenera a expensas de células osteoproge-
nitoras y factores de crecimiento de la médula dsea, del en-
dostio, de los restos de periostio de los extremos de la oste-
otomia y de los sistemas de Havers y de Volkman de los
extremos Gseos'> 1.

C

Se especula con que las células tendrian diferente velo-
cidad de migracién para rellenar un defecto éseo, de tal for-
ma que las células del tejido conectivo circundante invadiri-
an el defecto, interfiriendo con la regeneracion Osea, al te-
ner una velocidad de migracién superior a la de las células
capaces de diferenciarse hacia osteoblastos>?*2!. Por tanto,
la membrana facilitaria la osteogénesis, porque aislaria el
defecto del tejido blando circundante, evitarfa su invasion
por células que competirian con las células osteoprogenito-
ras por ocupar el espacio vacio y que podrian interferir en la
diferenciacion celular hacia lineas osteoprogenitoras, y
aumentaria la concentracion de factores osteoinducto-
reslS,Zl,ZZ.

Algunos autores han sugerido que la propia estructura
de la membrana también podria influir, sobre todo en las de
polimeros sintéticos, al comportarse como un material oste-
oconductor que guiaria las células osteogénicas y facilitaria
el crecimiento 6seo?. Incluso se ha llegado a afirmar que la
composicién quimica de la membrana podria facilitar la os-
teogénesis per se y/o por generar una cierta reaccion infla-

D

Figura 4. Imdgenes histolégicas de tinciones de Von Kossa (A 'y B), azul de toluidina (C) y hematoxilina-eosina (D) del hueso regenerado en el de-
fecto y de la zona de union con la pared del aloinjerto arterial. HR: hueso regenerado; PA: pared arterial; LE: ldmina eldstica; OC: osteocito.
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c i

D

Figura 5. Imdgenes histoldgicas de tinciones de orceina (A, Cy D)y Von Kossa (B) y tricrémico de Masson (D) de la pared del aloinjerto arterial y
de su union con el hueso regenerado. HR: hueso regenerado; PA: pared arterial; LE: ldmina eldstica; OC: osteocito; MC: matriz calcificada.

matoria local, ya que las células inflamatorias son capaces
de producir citocinas que podrian estimular a las células de
linaje osteobléstico por un mecanismo paracrino®.

Al revisar la literatura, los resultados publicados con
diferentes membranas de regeneracién 6sea guiada en de-
fectos segmentarios de hueso largo varfan desde poco sa-
tisfactorios®® a muy buenos'®1%222 a pesar de tener dise-
flos experimentales bastante homogéneos. Coincidimos
con Giardino et al'® en que esta aparente disparidad de re-
sultados puede ser debida a que la evaluacién de los mis-
mos se realiza con diferentes tiempos de seguimiento, y a
que se han utilizado membranas de diferentes materiales,
con distintas caracteristicas fisico-quimicas y, por tanto,
diferente cinética degradativa y porosidad, habiéndose
constatado que la regeneracion ésea se ve influida por to-
das ellas.

En los defectos «control» nuestros hallazgos coinciden
con los de otros autores que emplean modelos experimenta-
les similares en defectos de 10 mm de radio de cone-
jos215:16.18.2223: augencia de unién completa, regeneracion
Osea limitada a una pequefia cantidad neoformada en los ex-

tremos de la osteotomia (en forma de capuchén y obliteran-
do la cavidad medular) y zona central del defecto ocupada
por tejido fibroso y muscular que penetran desde el tejido
circundante (al no existir ningtn tipo de barrera de membra-
na que lo impida).

Sin embargo, en los defectos rodeados de aloinjerto ar-
terial criopreservado se ha observado regeneracién ésea
completa en el 90% de los casos, con un patrén corticome-
dular establecido y en continuidad con los extremos del
defecto. Estos resultados son comparables a los mejores de
disefios experimentales similares con otros tipos de mem-
branas'®!*222, Tan s6lo se present6 un caso de ausencia de
unién 6sea completa, con calcificacion parcial en el defecto,
y coincidimos con la opinién de Meining et al'® en que po-
drfa atribuirse no a un fracaso de la técnica de membrana
como tal, sino a una mal unién entre el hueso y la membra-
na en la zona en que ésta sobrepasa los extremos de la oste-
otomia. Si el sellado a este nivel es deficiente se produciria
la invasién por tejido fibroso que se interpondria entre el
hueso que crece desde los extremos, interfiriendo con la re-
generacion 6sea y evitando la unidén ésea completa. Ade-
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C

Figura 6. Imdgenes histologicas de tinciones de hematoxilina-eosina (A y B), Von Kossa (C) y tricromico de Masson (D) de la union entre el hueso
regenerado y la pared del aloinjerto arterial. HR: hueso regenerado; PA: pared arterial; LE: ldmina eldstica; OC: osteocito.

mds, podria influir el hecho de que la estabilidad mecanica
en el defecto 6seo durante la regeneracion estd determinada
s6lo por la sindstosis entre radio y cubito, sin que se hayan
utilizados sistemas de fijacién interna o externa. Tal vez es-
ta estabilidad no sea suficiente en situaciones de importante
demanda funcional en algin animal, lo que podria haber
contribuido a la ausencia de unién ésea completa observada
en un caso experimental.

El estudio con técnicas de cuantificacion ha puesto de
manifiesto que, cuando el defecto se rodea de aloinjerto ar-
terial criopreservado, tanto el porcentaje de hueso regenera-
do, como la densidad del defecto aumentan progresivamen-
te desde el postoperatorio inmediato hasta el tercer y cuarto
mes, respectivamente. A partir de ese momento los incre-
mentos dejan de ser estadisticamente significativos, y sus
valores se estabilizan a lo largo del tiempo. Coincidimos
con otros autores'®! en que estos hallazgos se podrian ex-
plicar sobre la base de la posible secuencia de formacién de
hueso en el defecto: la luz del tubo que forma la aorta se re-
llenaria de un hematoma de fractura, progresivamente se or-
ganizarfa, sufrirfa invasion celular y, a partir de los extre-

mos de la osteotomia y de forma centripeta, se rellenaria
de hueso inmaduro continuo. Posteriormente tendrfan lugar
procesos de remodelacién 6sea, con lo que el tejido lami-
nar se orientaria y el hueso adquirirfa un patrén corticome-
dular claramente identificable en torno al cuarto mes. Sin
embargo, en los casos en los que el defecto no se rodea de
aloinjerto arterial criopreservado y se deja evolucionar es-
pontdneamente (control), el hematoma se reemplazaria rapi-
damente por tejido conectivo y muscular que invaden el de-
fecto desde los tejidos circundantes, lo que interferiria en la
regeneracion 6sea que, de esta forma, se veria limitada a los
extremos de la osteotomia y al borde del cibito!®!,

En el hueso regenerado en el defecto, mientras que la
medular alcanza valores de densidad cercanos a los del
hueso sano en el segundo mes postoperatorio, merced a
procesos de remodelacién la cortical continda aumentando
su densidad hasta el cuarto mes y su grosor hasta el duodé-
cimo. A partir de entonces, se estabiliza en valores cerca-
nos a los del hueso sano, aunque sin llegar a alcanzarlos
por completo. Estos hallazgos coinciden con los de otros
autores>'® que, con 12 meses de seguimiento, obtienen hue-
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so regenerado con un grosor cortical en torno al 75% del
hueso sano. Tal vez la sindstosis radio-cubital que se forma
por calcificacién de la membrana interésea condicione el
que se deriven tensiones de carga desde el cubito hacia el
radio, con lo que el hueso regenerado podria verse privado
del estimulo mecdnico necesario para remodelar y adquirir
la morfologia, grosor cortical y densidad propias del hueso
sano.

El hallazgo mds caracteristico de nuestro estudio lo
constituye el hecho de que, en defectos de hueso largo,
mientras que con membranas de poliuretano®, poli-tetra-
fluoro-etileno expandido®'®, dcido poli-L-ldctico'®", poli-
DL-l4ctico'®?!, poli-D-léctico y poli-L/D-lactico? se presen-
t6 una capa de tejido conectivo entre el hueso regenerado y
la membrana, en nuestro trabajo se observé una union direc-
ta entre el hueso regenerado y la pared del aloinjerto adrtico
criopreservado, sin ninguna capa de tejido de interposicion,
lo que, coincidiendo con la opinién de otros autores®>** se-
ria una sefial de su excelente biocompatibilidad. Sélo se ha-
bia observado unién directa entre la membrana y el hueso
regenerado al utilizar membranas de 4cido poli-L/DL-14cti-
co, y s6lo en algunas zonas, lo que se podria explicar por fe-
némenos de erosién no homogénea de la superficie de la
membrana: en esas zonas se expondrian grupos quimicos
con una afinidad proteica tal que permitiria el anclaje y cre-
cimiento de células osteogénicas en contacto directo con la
membrana,

En todo caso, las imdgenes mas impactantes se han ob-
tenido en el espesor de la pared arterial: se han observado
células con una morfologia similar a la de las células mus-
culares lisas vasculares rodeadas de matriz 6sea que ellas
mismas parecen estar produciendo, asi como imégenes su-
gerentes de progresiva transformacién de la matriz extrace-
lular arterial, primero hacia la matriz calcificada y poste-
riormente hacia el hueso de aspecto sano, con tejido dseo
entre las laminas eldsticas de la pared arterial y fragmentos
de ldminas eldsticas completamente osteointegradas y rodea-
das de hueso.

Todo ello hace suponer que al usar aloinjertos arteriales
criopreservados como membranas de regeneracidon dsea
guiada, se pueden desencadenar procesos de calcificacion y
osificacion adicionales a los que se presentan con las mem-
branas sintéticas, a expensas de la diferenciacion de células
de la pared arterial hacia células osteoblasticas capaces de
producir hueso y a la osificacién inducida por alteraciones
en las proteinas de la matriz extracelular arterial.

De hecho, se ha visto que las arterias son susceptibles
de desarrollar calcificacion y osificacion en el espesor de su
pared (incluso con hueso trabecular, médula sea y fendme-
nos de remodelacién) en procesos como la arteriosclerosis,
la esclerosis de Monckeberg de la diabetes y la insuficiencia
renal y con el envejecimiento>®,

Este proceso de calcificacion y osificacion arterial se
considera que se debe a la diferenciacion osteobldstica de

una subpoblacién de las células musculares lisas de la capa
media denominadas células calcificantes vasculares (CVC)
y que se han identificado en cultivos de células musculares
lisas de la pared arterial, porque crecen en forma de agre-
gados celulares formando nédulos capaces de calcificar’.
Su estirpe muscular lisa vascular se ha comprobado porque
expresan marcadores propios de éstas, como son la alfa-ac-
tina muscular lisa, la vimentina y la calponina® y su fenoti-
po osteoblastico mediante un marcador de funcién tan pro-
pio de los osteoblastos como es la fosfatasa alcalina®.
Incluso se ha demostrado que expresan marcadores propios
de las células madre como son el 3G5 y el CD44, por lo
que algunos trabajos recientes sugieren que se trata de cé-
lulas madre adultas de la pared arterial que, ante determi-
nados estimulos, son capaces de diferenciarse hacia osteo-
blastos’.

También se ha sugerido la posible implicacién de alte-
raciones de proteinas de la matriz extracelular arterial que,
en condiciones normales, actdan inhibiendo la mineraliza-
cion de la misma (osteopontina, osteonectina, osteoglicina,
fibrilina-1, péptido relacionado con la parathormona, protei-
na Gla de matriz, proteoglicanos), la formacién de particu-
las de membrana (por dafio, apoptosis o muerte de células
de la pared arterial) que se comportarian como «vesiculas de
matriz» para servir de lugar de inicio de la calcificacion
de la matriz extracelular arterial y que, ademads de las célu-
las musculares lisas, las células del endotelio vascular serian
capaces de «trans-diferenciarse» y adquirir un fenotipo os-
teoblastico ante ciertos estimulos®*.

Coincidiendo con otros autores®'* hemos observado que,
salvo el desprendimiento de algunas células del endotelio
vascular, la integridad morfoldgica y la estructura histoldgi-
ca de los aloinjertos arteriales criopreservados es comparable
a la de arterias sanas en fresco. Por ello que cabe suponer
que los mismos mecanismos implicados en la calcificacion
de arterias en fresco, también pueden determinar calcifica-
cion y osificacion de aloinjertos arteriales criopreservados
utilizados como membranas de regeneracion dsea guiada. De
hecho, ya se habia observado calcificacién y osificacién en
la pared de aloinjertos arteriales criopreservados trasplanta-
dos en intervenciones de cirugia vascular®!!2>-27,

Por tanto, cuando se utilizan aloinjertos adrticos crio-
preservados como membranas de regeneracion ésea guiada
en defectos de hueso largo, como consecuencia de la crio-
preservacion, de la localizacion ectdpica del aloinjerto o de
un posible mecanismo de respuesta inmune de rechazo, es
posible que se produzca diferenciacién osteobldstica de cé-
lulas vasculares y alteracién de proteinas de la matriz extra-
celular, que podrian determinar calcificacion y osificacion
de la pared arterial y, por tanto, influir y participar en el
proceso de regeneracion dsea guiada, contribuyendo a la
formacién de hueso en el defecto. De esta forma, y por pri-
mera vez en la literatura cientifica, se establece la posibili-
dad de que un proceso bioldgico no deseable por sus efectos
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perjudiciales para la salud (la calcificacion y osificacion de
la pared arterial) pueda utilizarse para contribuir a imple-
mentar la regeneracion en defectos 6seos.

Los inconvenientes potenciales del uso de aloinjertos
adrticos criopreservados como membranas de regeneracion
Osea guiada estarian relacionados con una posible respuesta
inmune de rechazo al aloinjerto, la posibilidad de transmitir
enfermedades infecciosas, asi como las dificultades propias
de la obtencidn, procesamiento y almacenaje de aloinjertos
criopreservados. Sin embargo, segin la experiencia clinica
con el uso de aloinjertos musculoesqueléticos, a los actuales
protocolos de funcionamiento de los bancos de tejidos y a
las modernas pruebas seroldgicas, se puede considerar que
el riesgo de transmitir enfermedades infecciosas virtualmen-
te se ha eliminado®%.

Por lo que respecta a una posible respuesta inmune de
rechazo al aloinjerto adrtico criopreservado, en nuestro es-
tudio no se han observado imdgenes histoldgicas de infil-
trados inflamatorios o células gigantes de cuerpo extrafio
que pudiesen sugerirla, tal vez porque la criopreservacion
hace que disminuya la antigenicidad del aloinjerto arte-
rial>!3% y/o porque el conejo donante y el receptor proce-
dian del mismo criadero de animales de experimentacion
y, por tanto, tendrian un grado de identidad genética bas-
tante alto.

En conclusién, sobre la base de los resultados obteni-
dos, conforme a la hipétesis de trabajo y en el contexto de
nuestro modelo experimental, se puede afirmar que, utili-
zando aloinjertos adrticos criopreservados como membra-
nas de regeneracion 6sea guiada en defectos segmentarios
en la diafisis de huesos largos se puede obtener regenera-
cion 6sea completa del defecto, con hueso similar al sano, y
con imdgenes morfolégicas y ultraestructurales que sugie-
ren la posibilidad de que células vasculares viables del
aloinjerto se diferencien hacia células productoras de hueso
para, junto con alteraciones en proteinas de la matriz extra-
celular de la pared arterial, contribuir a la calcificacién y
osificacién de la misma y a la regeneracion 6sea en el de-
fecto.
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