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Introduccidn. Preliminar. 2

1.1 PRELIMINAR

Cuando un cirujano ortopédico se plantea la artrodesis vertebral como
tratamiento de un proceso patolégico a nivel de la columna, se esta planteando

una cirugia agresiva para el paciente a la vez que estresante para el cirujano.

El grado de agresividad y dificultad vendra dado por el tipo de artrodesis que
se practique y sobre todo por el lugar donde se realice el intento de fusion
vertebral, siendo mis importantes en las cirugias que abordan el disco

intervertebral y sobre todo las que lo hacen por via anterior.

En cualquier caso, sea cual sea la técnica utilizada, requerira una hospitalizacion
de varios dias antes de que el paciente pueda ser remitido a su domicilio;
probablemente se le habra realizado un injerto 4seo autdlogo y en algunos casos

incluso una transfusion sanguinea.

Sabemos que en los cuerpos vertebrales, cuando se les cruenta extirpando el
disco intervertebral y los platillos vertebrales y se coloca un injerto esponjoso
autblogo entre las superficies cruentas, se consigue en un porcentaje elevado de
casos la artrodesis intersomatica, que confiere una rigidez absoluta al segmento

intervenido.

Por otra parte existe el hecho de que una agresién importante (no quirirgica)
del disco intervertebral (discitis) produce en él una reaccién inflamatoria que
puede llevar a la fusién de los cuerpos vertebrales afectados. Claro estd que en
este caso la infeccién habrfa provocado lo que el cirujano provocaria en la

artrodesis quirdrgica, es decir, dejar unas superficies éseas cruentas en contacto.
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Introduccidén. Preliminar. 3

Parece ser pues, que una premisa fundamental para conseguir la artrodesis
. . , g .
intersomatica serfa la erosién de los platillos vertebrales, al menos en parte, para

dejar hueso subcondral al descubierto.

Esto puede realizarse actualmente sin necesidad de una gran cirugia, por medio

del abordaje percutaneo del disco.

Una vez conseguido el lecho 4seo adecuado para que pueda producirse la unién,
podemos proceder de dos formas: dejarlo sin mas, en espera de que el
hematoma que se formari entre las superficies cruentas se organice y
evolucione, como un callo de fractura, hacia la osificacién, o podemos inducir

esta osificacidon mediante un substrato inductor.

El substrato inductor éseo que actualmente parece tener mas vigencia es la
Proteina Morfogenética Osea (B.M.P.) y en menor intensidad la Matriz Osea

Desmineralizada (D.B.M.), obtenida de hueso cortical y de la que se obtiene la
B.M.P.

Existen otros substratos capaces de provocar osificacién alli donde son
colocados, entre los cuales cabe citar el periostio autélogo, sobre todo si ha sido

previamente estimulado.

De todo esto podria deducirse la posibilidad de una artrodesis intersomatica por
’ ’ . . .
via percutinea, mediante un proceso de induccién ésea, en un terreno

previamente preparado (cruentacién).
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Introduccién. Preliminar. 4

Pero a este proceso se le plantean algunas preguntas:
- ¢Hasta dénde debemos llegar con la agresién al disco?
- ¢Podria provocarse una induccion ésea en un disco al que se le ha

provocado una agresion minima?

Por otra parte, siempre que se plantea el problema de la induccion osea son
varias las preguntas que surgen al respecto:
1.-  ¢Qué substrato inductor utilizaremos?
2.- ¢Dénde vamos a provocar la induccion?
3.-  ¢Qué técnica utilizaremos para colocar el substrato inductor en el
lugar adecuado?

4.- ¢Con qué fin efectuaremos la induccidén dsea?

Estas preguntas tienen respuestas diferentes segun sea la situacidon en que
vayamos a desarrollar el problema. En nuestro caso, se trata del problema
tedrico de inducir la osificacién dentro de un disco intervertebral, con la
minima agresién posible, por lo que las respuestas a las preguntas serian

respectivamente, las siguientes:

1.-  Matriz 6sea desmineralizada (D.B.M.) y periostio
2.- En el disco intersomaitico de la columna vertebral
3.-  Abordaje percutineo

4.- Conseguir una fijacién del segmento vertebral

En las paginas siguientes haremos un repaso de la situacién actual de los

distintos elementos del problema expuestos en las respuestas a las preguntas

iniciales.
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Introduccidn. Induccidn dsea. 5

1.2 LA INDUCCION OSEA

Es un hecho conocido que puede provocarse la formacion de hueso nuevo, tras
la implantacién de diferentes tejidos organicos y sustancias organicas e
inorganicas en el mismo hueso (forma ORTOTOPICA) o fuera de él (forma
HETEROPTOPICA). Lo que ha suscitado verdaderas controversias ha sido
determinar si este hueso nuevo producido lo ha sido por elementos celulares
con potencial osteogénico preexistentes, lo que pareceria légico cuando el
implante es ortotdpico o si por el contrario el hueso nuevo ha sido formado
por células indiferenciadas derivadas del tejido conectivo debido a un proceso
de "induccion"; definiendo como "induccidon ésea” cuando las células en
crecimiento son diferenciadas a células formadoras de hueso por contacto con
la sustancia de un tejido trasplantado, lo que pareceria mas apropiado en el caso

de los implantes heterotdpicos.

Otro punto de discusion estaria en si las células inducidas serfan las del tejido

implantado o por el contrario lo serfan las del lecho receptor.
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1.2.1 RECUERDO HISTORICO

Martin Lagos (94), en la introduccién de su extenso trabajo sobre "Obtencién

experimental de hueso metaplasico” realizado en el Instituto de Medicina

Experimental de Madrid y publicado en 1946, hace una revisién histérica del

problema:

En ella nos dice que fue Bier en 1924 (15) quien ya intuyd que para la
formacién de tejido 6seo no era precisa la intervencién de la célula dsea
especifica u osteoblasto, sino que las células del tejido conjuntivo en su
fase embrionaria son pluripotentes, y por tanto capaces de dar origen a
diferentes tejidos procedentes de la misma hoja embrionaria, cuando son
inducidas por la accién de determinadas sustancias, si a ello se afiaden

ciertas condiciones del medio.

Estas ideas llevaron a varios investigadores a plantear trabajos tendentes
a demostrar la influencia de una "hormona" o inductor que encauce a la

4 e . .y
célula embrionaria a su transformacién en osteoblasto.

Asi Lewander y Annersten consiguen obtener un 22% y un 30%
respectivamente de resultados positivos, inyectando en el musculo recto

anterior del muslo de conejo un extracto alcohélico de hueso.

Lewander (1938) obtiene el 22% de resultados positivos sobre 70 casos en
conejos, repartidos entre la obtenciéon de cartilago si el tiempo de
observaci6n era de 10 dias y hueso si la observacién se prolongaba hasta
un mes. En los controles (80 casos) inyectados con solamente alcohol no

obtuvo ningin resultado positivo.
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Annersten (1941) (5), repitiendo las experiencias de Lewander, usa
extracto alcohdlico autblogo de tejido dseo, que inyecta en el musculo
recto anterior del muslo de conejo. Obtuvo el 30% de resultados
positivos sobre 13 animales. En los controles (14 animales) inyectados

s6lo con alcohol, no obtuvo resultados positivos.

Con extractos homdlogos obtuvo un 60% de resultados positivos,
mientras que con extractos heterélogos (de ternera) obtuvo el 28% de

resultados positivos.

Annersten sostuvo, en cuanto a la naturaleza del extracto, que era soluble
en los disolventes de las grasas y probablemente analogo a un esteroide.
Por otra parte, empleando extractos alcohdlicos de otras sustancias
(tendones, higado, misculo) o con mezclas de alcohol con Cay P y
orina dializada, obtuvo porcentajes de positividad muy por debajo de los
obtenidos con los extractos dseos. Esto hizo pensar que realmente existia
una positiva influencia de la llamada por Annersten "sustancia

inductiva".

Otros autores obtuvieron hueso en diferentes 4rganos de la economia
humana por diferentes medios. Sacerdotti y Fratin (1901) (139) en el
rifién, mediante la ligadura de la arteria renal o con presién intermitente
de la arteria renal. Neuhoff (1917) (113), trasplantando aponeurosis en
contacto con epitelio vesical o ureteral. Copher y Key (1934) (32) y
Leriche y Lycinesco (1935) (86), en el miisculo, implantando aponeurosis
y mucosa vesical. Jung y Sureyya Cemil (1935) (80), con la misma técnica
obtienen hueso en el bazo. Todos estos trabajos sefialarfan que si existiera

esta sustancia inductora, ésta no estarfa vinculada al hueso, y més bien
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tenderfan a demostrar que son los trastornos que se producen en el foco

de trasplante los que dan lugar a la osificacion.

Martin Lagos y Zarapico Romero, en su publicacién anteriormente mencionada,
describen extensos trabajos experimentales en los que tratan de conseguir los
resultados obtenidos por Annersten y Lewander, reproduciendo exactamente sus
experimentos, es decir, inyectando en sucesivas series extractos alcohélicos dseos
homélogos y heterdlogos, soluciones acuosas de alcohol al 40%, soluciones
acuosas de acido sulfirico, acético y lactico de un ph de 6,5 a 7. Obtienen
resultados positivos solamente con las soluciones acuosas de alcohol al 40%, en

un porcentaje del 8,04% cuando la inyeccidn se realizaba en el recto femoral.

De estas experiencias dedujeron que no era precisa la presencia de ningin
extracto Oseo para la formacion de hueso, llegando a afirmar en sus conclusiones
que "el hueso se forma a expensas de células mesenquimatosas con potencia
prospectiva 4sea, que permanecen indiferentes hasta que el medio en que

existen se modifica, en condiciones favorables a su desarrollo evolutivo".

En 1952 Urist y colaboradores (165) publican un trabajo, ya clasico, en el que
detallan las implantaciones de diferentes estructuras orgdnicas (médula 4sea,
hueso esponjoso, hueso cortical, cortical de fractura, periostio y otras) en el
interior de la cAmara anterior del ojo en ratas, llegando a unas conclusiones

entre las que podemos destacar las siguientes:

. o} . . . )
- Lainduccion de formacién de hueso nuevo se origina de las células del
, . : .
huésped, pero inducidas por contacto con el tejido trasplantado.
- Los implantes de cortical 6sea condujeron a escasos depésitos de hueso

nuevo en la superficie de los implantes.
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- Asi como el implante de periostio produce hueso compacto sin
médula ni tejido esponjoso, los implantes de médula désea, hueso
esponjoso, callo de fractura fibrocartilaginoso, cartilago epifisario y
cartilago articular, resultan en la formacién de osiculos completos, con

cértex y médula hematopoyética.

Fue en 1965 cuando Urist (161) publicé un trabajo en el que ya hizo referencia
clara a la formacién ésea por autoinduccién. Para sus experimentos utilizo la
matriz 4sea descalcificada (D.B.M.), en HCL 0,6 N, de diferentes animales y de
donantes humanos. La implant6 en el misculo de diferentes tipos de animales
de laboratorio y en una serie de implantes en seres humanos como tratamiento
de diferentes tipos de alteraciones dseas, tanto con injertos de D.B.M. homoéloga

como heterdloga (ternera), obteniendo buenos resultados.

Una serie de experiencias disefiadas para determinar el destino de la D.B.M. (en
HCL) colocada en un lecho 6seo, demostraron que esta matriz es un buen
sustituto del injerto 6seo. La D.B.M. fue invadida por vasos sanguineos nuevos
y reabsorbida rapidamente. Nuevo hueso fue depositado en cimaras excavadas
en la matriz y rellenas de células osteoprogenitoras proliferantes. De este trabajo

se deduce que:

Los implantes de D.B.M. estimulan los histiocitos circulantes, células
gigantes a cuerpo extrafio y células de tejido conectivo inflamatorio,
creciendo y repoblando el 4rea del implante. Los histiocitos intervienen
en la disolucién de la matriz, proceso que es seguido inmediatamente por
la formacién de nuevo hueso por autoinduccidn, en la cual tanto la célula
inductora como la inducida han derivado de células en crecimiento del

lecho del huésped. La célula inductora es un descendiente de un histiocito
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circulante, y la célula inducida es un histiocito fijo o célula joven del

tejido conectivo perivascular. La diferenciacion de la celula

osteoprogenitora, segun el autor, se realizaria por alteraciones locales en

los ciclos metabdlicos celulares, las cuales todavia no habian sido

caracterizadas.

En 1967,

Urist y colaboradores (167) publican un nuevo trabajo titulado "The

Bone Induction Principle" en el que ya, de una forma clara, hacen alusion a

una "sustancia" que seria la causante del mecanismo de induccidon 6sea y que

ellos llaman "Principio de Induccién Osea" (B.I.P.), describiendo el proceso de

induccién dsea de la siguiente forma:

"Cuando la diferenciacion celular se atribuye a los efectos fisico-
quimicos de un tejido sobre y en contacto con otro, el mecanismo se
conoce como "induccion". Cuando un tejido transmite el B.LP. (una
entidad compleja de caricter desconocido), produce diferenciacién a

osteoblastos y el proceso se llama "induccion bsea™.

El sistema de induccién ésea se compone de células inductoras y
células de respuesta. Una célula inductora es aquélla que ha tenido
contacto con el B.L.P. e induce a una célula de respuesta a diferenciarse
en osteoblasto. La célula de respuesta es habitualmente una célula
mesenquimal hipertrofiada perivascular y llega a ser una célula
inducida cuando se diferencia en osteoblasto, condroblasto o

hematocitoblasto.

Una vez un sistema de induccién 6sea esta establecido, una linea de
4 . . .
células inducidas pueden llegar a ser las células inductoras para una

4 . .
nueva linea de células de respuesta. La induccién ocurre en dos
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direcciones: centrifugamente, para producir hueso lamelar, y
centripetamente, para producir nuevas células de medula 6sea. El
proceso continda hasta que células indiferenciadas producen una gran
poblacién de células nuevas especializadas colocadas en forma de
14 4 M . ./ 4 .

6rgano. Asi, un sistema de induccion désea es un mecanismo de
organogénesis, esto es, de desarrollo de un osiculo relleno de médula

Osea.

Las células mesodérmicas de los mamiferos, en la vida postfetal, no
tienen especificaciones genéticas para desarrollar un hueso de otra
forma que no sea una simple esfera. El volumen de la esfera esta

determinado por el volumen del implante de material inductor."

De los trabajos realizados con matriz 4sea desmineralizada y liofilizada, se

desprenden dos conclusiones que son de interés para este trabajo:

El B.LP. persiste en la matriz organica de tejido 6seo que ha sido
desprovista totalmente de células vivas por los procesos de

descalcificacién.
El B.IP. no es una sustancia soluble y difusible.

En este trabajo, Urist todavia no habla de la "Proteina Morfogenética Osea",
elemento fundamental en el mecanismo de induccién ésea y que afios ms tarde
’ . .o . . .
seria identificado con el B.LP., pero que después de trabajar sobre induccién

4 4 vqqe
Osea a través de membranas de Millipore, establece que:

" ’ . .
Hoy en dia parece que el B.LP. no es una sustancia libremente
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difusible, y que normalmente se mueve a través de una sustancia de
base, solamente por cortas distancias a lo largo o entre membranas

celulares o de extensiones citoplasmaticas pseudopodales”.

Otro aspecto muy importante del trabajo de Urist es el marcaje con
radioisétopos (3H-timidina) inyectados a las cuatro semanas de la implantacién

de D.B.M. en el recto abdominal, apreciandose que:

- A las 72 horas de la inyeccién del radioisétopo, los nicleos de muchas
células del tejido conectivo perivascular estaban marcadas con
3H-timidina.

- 96 horas después de la inyeccidn, el marcador se encontrd, no sélo en
el tejido conectivo perivascular y en las células mesenquimales, sino
también en los osteoblastos alineados en las laminillas del nuevo tejido
6seo. También habian, ocasionalmente, osteocitos con el nicleo

marcado.

Estos resultados demuestran que las células de respuesta en el sistema inductor
para formacién de nuevo hueso, en el interior de un implante de D.B.M.

liofilizada, son células de tejido conectivo perivascular.
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1.2.2 CONDICIONES PRECISAS PARA LA
INDUCCION OSEA

Chalmers y colaboradores, en 1975 (24), realizaron una serie de observaciones
en la induccién dsea en tejidos blandos, trabajando con D.B.M. (en HCI) de
conejo e implantada homélogamente. Observaron que el musculo y la fascia
permitieron con regularidad la induccién dsea, mientras que el bazo, higado y
rifién suprimieron la induccién dsea. Si la matriz dsea que se implantaba en
bazo, higado o rifién se acompafiaba de un trasplante fresco y viable de fascia
autbloga (tejido fibroso), la osificacién en el interior de estos Organos se
producia en un 90% de los casos. Por otra parte la fascia autdloga sola,

implantada en estos 4rganos, no produjo osificacidn.

Otra observacidn interesante es el hecho de que si el injerto de matriz ésea
desmineralizada, antes de ser trasplantada en la musculatura estriada, ‘es
trasplantada durante un tiempo en el bazo del animal, esta matriz pierde su
capacidad para inducir la osificacién en el misculo, lo que indicarfa que la

matriz, al pasar por el bazo, habria sido modificada.

A partir de estas observaciones, Chalmers y colaboradores sugieren que para

que la induccién dsea en tejidos blandos se produzca han de darse tres

condiciones:

- La presencia de un agente inductor
- La presencia de precursores celulares osteogénicos

- Un terreno favorable, en el cual sea permitida la osteogénesis
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De la misma forma, defienden la existencia de inhibidores osteogénicos en el

bazo, higado y rifiones.

Urist, en 1990 (162), afirma que la formacién 6sea heterotépica inducida de
forma experimental sugiere que las células con capacidad de diferenciacion se
encuentran en cualquier lugar del tejido conectivo perivascular en la vida

postfetal.
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1.3 LA MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA
(D.B.M.) COMO SUBSTRATO INDUCTOR DE LA
OSIFICACION

1.3.1 RECUERDO HISTORICO

La primera noticia documentada de que se dispone sobre la utilizacién de la
D.B.M. se debe a los trabajos experimentales de Senn en 1889 (147), en los que
rellenaba defectos éseos con hueso heterélogo previamente tratado con 4cido
clorhidrico diluido. En ellos el autor aboga por la superioridad del hueso
descalcificado como el mejor sustituto de los injertos de hueso vivo en la

restauracién de las pérdidas de sustancia 6sea.

En 1890, Miller (102), siguiendo las técnicas de Senn, rellena una cavidad en la
metafisis proximal de la tibia, residual a una osteitis crénica previamente
desbridada, con hueso de costilla de buey descalcificado con 4cido clorhidrico

y reducido a virutas.

Ray y col. en 1957 (126), trabajando sobre defectos de calota craneal en ratas,
llega a la conclusién de que la matriz 4sea desmineralizada en 4cido etilén
diamino tetra acético (EDTA) rellena los defectos 6seos de forma mas completa

que el hueso homédlogo congelado y el hueso desproteinizado (estructura

inorganica).

Contrariamente, Young, en 1964 (181), trabajando en defectos craneales en

conejos, con hueso entero homélogo congelado, hueso descalcificado con EDTA
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o hueso desproteinizado, obtiene los mejores resultados con el hueso entero,
seguido del hueso desproteinizado y obteniendo el peor resultado con el hueso

descalcificado.

En 1965 Van de Putte y Urist (170) presentan su trabajo sobre osteogénesis en
el interior de implantes intramusculares de matriz dsea desmineralizada con
diferentes sustancias, observando que los implantes fueron infiltrados por células
de tejido conectivo inflamatorio con nuevos vasos sanguineos a las pocas
semanas de la intervencién, siendo absorbida la matriz ripidamente en un
periodo de 3 a 12 semanas. El tejido donante es completamente acelular, con las

lagunas osteociticas vacias.

Al parecer, el hueso se depositaba sobre la superficie de la vieja matriz, sobre
una interfase muy fina de sustancia cementante. La osteogénesis no se produce
en el exterior del implante, solamente en el interior del mismo y nunca en el
musculo de alrededor. En algunas partes del implante aparecieron areas de

nuevo cartilago.

El resultado final de todo este proceso de reabsorcién y reemplazamiento fue
la creacién de un "osiculo” completo, con hueso cortical en el exterior,
esponjosa y médula dsea en su interior, debido a un mecanismo de osificacién

endocondral en los nédulos de cartilago nuevo.

El 4cido que se empled en la descalcificacién del hueso tuvo una importancia
capital en la aparicién de hueso nuevo; asf las muestras descalcificadas con 4cido
nitrico no indujeron osificacién, provocando una reaccién inflamatoria intensa
que desintegraba ripidamente el implante. Las muestras descalcificadas con 4cido

. .
clorhidrico diluido formaron hueso en un 90% de los Casos.
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1.3.2 OBTENCION DEMATRIZ OSEA DESMINERALIZADA

(D.B.M.)

Existen multitud de compuestos orgénicos que implantados en un huésped

pueden desencadenar todo el proceso de la induccion Osea.

Urist y colaboradores, en 1968 (164), publican un trabajo en el que estudian

varios de estos compuestos organicos, llamados por ellos "substratos inductivos",

llegando a las siguientes conclusiones:

Pueden prepararse potentes substratos inductivos de matriz de tejidos

duros y materiales extracelulares de tejidos blandos por:

Descalcificacién de la matriz en HCI en frio, de forma que se
preserve la sustancia cementante y se minimice la desnaturalizacion
de las proteinas

Liofilizacion para preservar la matriz y prevenir la contaminacién
bacteriana

Irradiacion con Co® con 0,2 Mrads o menos, para reducir la

antigenicidad

Para obtener resultados reproducibles, es necesario evitar la exposicién

de la matriz a:

EDTA y otros agentes quelantes que extraen la sustancia
cementante, y sialoproteinas Gseas.

Sepsis y antigenos xenogénicos, los cuales envuelven al substrato
inductivo con una barrera reticuloplasmatica.

Alras concentraciones de hidrogeniones o soluciones acidificadas de
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alcohol que destruyen la estabilidad interna de las moléculas
proteicas y producen transformacién, desnaturalizacion o
e :
gelatinizacién de las proteinas.
- Agentes fisicos tales como las radiaciones Gamma cuando
sobrepasan los 0,2 Mrads o ultrasonidos con energia de alta

frecuencia.

Los substratos inductivos preparados de matrices autdlogas, homodlogas
y heterblogas, que son liofilizados antes de la implantacién, son
altamente activos, pero difieren en los intérvalos de tiempo para la
formacién de los depdsitos iniciales de hueso después de la

implantacion.

Los substratos irradiados con Co 60 con dosis menores de 0,2 Mrads,
tienen una respuesta inmune disminuida y una actividad inductiva mas

tempranamente manifiesta.

Los substratos inductivos preparados de material xenogénico producen
pequefios depositos dseos en menos del 5% de los implantes y estan
siempre asociados a reacciones citotéxicas y purulentas, las cuales

interfieren en la diferenciacién de nuevo hueso.

La obtencién de la matriz 6sea desmineralizada (D.B.M.) es bisicamente un

proceso de descalcificacién total de hueso cortical obtenido de di4fisis de huesos

largos, al que previamente se le ha extirpado todo resto de tejidos blandos y

limpiado el canal medular de todo resto de médula ésea. Este hueso cortical se

) : :
somete a la accién de una solucién dcida, que en la mayorfa de los casos es de

’ ’ . -
acido clorhidrico a una concentracién 0,6 N, en frio (4°C), durante 24 horas o
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mis dependiendo de la cantidad de hueso cortical a descalcificar, renovando
diariamente la solucién de HCL. Posteriormente los huesos son lavados y
conservados por cualquiera de las miltiples técnicas existentes (Nilson y col.

(115), Urist y col. (167)).

La composicién del hueso cortical es aproximadamente de un 70% de material
inorganico (sales calcicas fundamentalmente) y un 30% de materia organica; una
vez extraidas las sustancias solubles en agua y en cloroformometanol, el peso
seco de la matriz libre estd compuesto en un 80% de coligeno dseo, 10% de

proteinas no coligenas y un 2% de sustancias no determinadas.

La D.B.M. produce nuevo hueso en cantidades proporcionales a la cantidad de

tejido implantado (dosis-dependiente) (Urist y col. (164)).

Para evaluar la capacidad osteoinductiva de la D.B.M. y de compuestos de ella
y otras sustancias, Huang y col.(69) proponen un sistema basado en sus
experiencias con cultivos celulares in vitro. Los autores introducen polvo de
D.B.M. en un cultivo celular en el que se encuentran células de osteosarcoma
murino a diferentes concentraciones y fibroblastos periésticos, produciéndose
un aumento significativo de la proliferacién celular en comparacién con los
controles. El efecto pico fue en el segundo dia para las células de osteosarcoma
murino, y el cuarto dia para los fibroblastos. Estos aumentos en la proliferacién

celular pueden ser cuantificados y servir como referencia para otros preparados
de D.B.M.

Parece, pues, establecido que la matriz ésea desmineralizada es uno de los
mejores substratos inductores para la produccién de hueso, tanto en

implantes ortotdpicos como heterotépicos.
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1.3.3 TAMANO DEL IMPLANTE Y SU RELACION CON LA

RESPUESTA

Urist y col.(163), trabajando con matriz 6sea inviable, descalcificada en HCl al

0,6 N en frio a 2°C por periodos de menos de ocho dias, y empleando

diferentes tamafios de particulas, obtiene los siguientes resultados:

Muestras de varias formas y tamafios, de 1m/m o mayores en
volumen, producen nuevo hueso, en cantidad proporcional a la masa

de la matriz implantada.

Particulas de 420 micras, cuando son implantadas de forma dispersa,
solamente inducen la aparicién de macréfagos, células mononucleares
y células gigantes multinucleares, pero no la formacién de nuevo
hueso. En cambio cuando son implantadas agregadas en forma de
pastilla de 12m/m de didmetro y 3m/m de espesor, éstas son
repobladas por celulas mesenquimales que se diferencian en nuevo

hueso.

Las pastillas formadas por particulas de D.B.M. de 125 micras no
producen hueso, no asi las de 250 micras que si producen la formacién

de hueso.

Otros autores también emplean la D.B.M. reducida a polvo, con particulas de

tamafio comprendidas entre 75 y 500 micras, obteniendo buenos resultados en

la osteoinduccidn (9,49,75,103,155).
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Esto vendria a demostrar la importancia del tamafio del fragmento de D.B.M.
empleado en el implante, en vistas a la cantidad de hueso o al tamafio del
osiculo al que dari lugar, y también a establecer el tamafio minimo que debe
tener el fragmento de D.B.M. para que de lugar a los fendémenos de induccion

Osea.

1.3.4 LA D.B.M. Y EL ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Muchos son los trabajos publicados en las dltimas dos décadas sobre el uso de
la D.B.M. en animales de experimentacidn, ya sea sola o en combinacién con
otros elementos, tanto orginicos como inorganicos, para la obtencién de hueso

en implantaciones ortotdpicas o heterotépicas (157).

Coulson, en 1983 (33), elabord una serie de indices de actividad metabdlica
(MAD), basados en el hecho de que el metabolismo es diferente segiin las
especies. Otorgo el indice de referencia "1" al hombre, siendo el del perro muy

similar al humano,"1,58", y el de la rata de "5,15".

Los implantes de D.B.M. homéloga dan lugar a baja produccién 6sea en ratones
adultos, alta produccién en ratas, muy baja produccién en cobayas, alta

) : : : .
produccién en conejos, baja produccién en perros y muy baja o nula en monos.

4 . . .
La mayoria de los trabajos que se efecttian con D.B.M., se realizan con animales

de laboratorio de pequefio tamafio; en general se utilizan las ratas y los conejos.

Cuando se han utilizado animales de mayor tamafio, las comunicaciones de

fracasos en la induccién dsea dUnicamente con D.B.M. aumentan de forma
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considerable, ya sean los animales usados monos, perros o corderos

(7,9,38,127,130,146,155).

1.3.5 DESCALCIFICACION PARCIAL DE LA D.B.M.

Evidentemente, el hueso descalcificado pierde todas sus propiedades de dureza,
por lo que no puede emplearse para rellenar pérdidas de sustancia en huesos que
deban soportar esfuerzos mecanicos sin un andamiaje que absorba estas fuerzas.
En un estudio experimental realizado en 1991 por Itoman y Nakamura se
demuestra que el hueso descalcificado en HCl diluido es extremadamente débil
para soportar fuerzas de compresion. Mucho menor que los demas especimenes

de hueso sin descalcificar (73).

En 1967 Dubuc y Urist (41) presentan un trabajo sobre descalcificacién parcial
superficial del hueso, obteniendo una matriz 4sea descalcificada parcialmente,
con un contenido del 90% del hueso mineral, que mantiene intactas las
propiedades osteoinductivas, pero que por otra parte aumenta
extraordinariamente su resistencia a las fuerzas de compresién. Otros autores
han realizado parecidas experiencias, variando la cantidad de mineral en la

D.B.M. resultante, con los mismos resultados (53,56).

1.3.6 D.B.M. Y METODOS DE ESTERILIZACION

4 TR .
Los métodos de esterilizacién empleados en la preparacién de los implantes de

D.B.M. tienen efectos mis o menos importantes sobre la actividad
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osteoinductiva del injerto.

Munting y col.(1988) (105) realizaron un estudio con D.B.M. previamente
sometida a esterilizacién con varios agentes quimicos y fisicos, llegando a las

siguientes conclusiones.

- El glutaraldehido en liquido, el formaldehido en gas y el 6xido de

etileno, destruyen totalmente la capacidad osteoinductiva del implante.

- El merthiolate no reduce la capacidad osteoinductiva del injerto, pero

no es esporicida.

Sigholm y col. (1992) (149), por su parte, rechazan los resultados del trabajo de
Munting sobre el éxido de etileno, afirmando que no tiene influencia sobre la

osteoinduccion.

Otros autores utilizan la esterilizacién en éxido de etileno en sus implantes,
sobre todo cuando éstos han sido liofilizados, sin destacar influencias negativas

sobre la osteoinduccién (84,155).

La irradiacion gamma con Co® produce un efecto de disminucién de la
osteoinductividad por debajo de ciertas dosis, alrededor de los 25 KGy. Por
encima de esta dosis la osteoactividad quedaria totalmente abolida y el implante
serfa absorbido sin producir hueso nuevo (42,105,144). No obstante, si la
irradiacién se produce a bajas temperaturas (-72°C) los efectos sobre la
osteoinduccién parecen minimizarse, de lo que se desprende que la temperatura

ST . .
durante la irradiacién juega un papel critico en la proteccion contra el dafio por
irradiacién (42).
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La D.B.M. permite la liofilizacién como forma mas cémoda de almacenamiento
y conservacién, sin que por ello queden afectadas sus propiedades

osteoinductivas (9,38,41,42,84,127,144,146,155,163).

1.3.7 D.B.M. Y EDAD DEL RECEPTOR

La edad del animal receptor tiene un papel fundamental en la respuesta
osteoinductora. Implantes uUnicamente de D.B.M. con células embrionarias
homélogas o con células de médula 4sea, producen una respuesta muy
disminuida o ausente de osteoinduccién cuando son implantadas en animales
viejos, con respecto a la misma implantacion realizada en animales més jovenes.
Por otra parte, la D.B.M. obtenida de animales viejos e implantada en animales
jovenes obtuvo una respuesta similar a los controles implantados con D.B.M.
de animales jévenes (75,116,154). Estas observaciones defenderian la teoria de
que las células de respuesta al estimulo inductor serfan aportadas por el receptor

del implante.

1.3.8 POTENCIACION DEL EFECTO OSTEOINDUCTOR DE
LA D.B.M.

Con el objeto de aumentar la capacidad para la osteoinduccién, en los dltimos
afios han aumentado considerablemente los trabajos en los que se utiliza la

D.B.M. mezclada con otros elementos potencialmente favorecedores de la

osificacién.
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Se ha comprobado que la préctica de perforaciones en el bloque de D.B.M.
implantado induce multiples centros de osteogénesis endocondral, con la
consiguiente reabsorcién de la matriz y su reemplazamiento por nuevo hueso

de forma mds acelerada (48,149).

Hult y col. (1988) utilizan la matriz descalcificada de callo de fractura de varios
dias de evolucidn, y la implanta en ratas de forma heterotépica. Como controles
utiliza D.B.M. de la misma rata. Los resultados demuestran un mayor poder
osteoinductivo de la matriz de callo de fractura especialmente de la que se

obtuvo a los ocho dias de la fractura (70).

1.3.8.1 D.B.M. y médula dsea autdloga

Uno de los elementos que se estdn utilizando en estos trabajos es la médula
Osea, la cual de por si, implantada sola, ya sea dentro de cimaras de difusién en

el musculo o en defectos éseos, produce hueso y tejido fibroso (14,153).

También se ha publicado dltimamente el uso de aspirado de médula ésea
, : : o :
autologa para solucionar pseudoartrosis en tibias de pacientes humanos,

inyectada percutineamente en el foco de pseudoartrosis (31).

M4
La unién de la D.B.M.,, generalmente homéloga, con médula ésea autdloga, ha
sido usada para solucionar pseudoartrosis experimentales en perros mediante

: .,
inyeccion percutdnea, con un buen resultado (155).

Cuando se implanta D.B.M. homéloga junto con médula dsea autdloga de
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forma heterotdpica, se obtienen mejores resultados que solamente con laD.B.M.

(62,108).

El empleo de D.B.M. heteréloga (humana y de cobaya) para reparar defectos
bseos en conejos, unida a médula ésea autdloga, también ha dado buenos

resultados (57).

1.3.8.2 D.B.M. y proteinas morfogenéticas Oseas (BMP)

Aspenberg y col.(1992) utilizan una proteina morfogenética 6sea recombinante
humana para mezclarla con D.B.M. homoéloga y conseguir asi osificaciones

heterotépicas en monos, donde la D.B.M. sola habia fracasado (9).

De la misma forma, Ripamonti y col. (1992) utilizan osteogenina (proteina
iniciadora de la osteoinduccién 6sea) para mezclarla con D.B.M. homéloga en

monos, consiguiendo la induccidn ésea heterotdpica (130).

Risto y col. (1991) utilizan un factor de crecimiento derivado de las plaquetas,
con el cual perfunden, de forma continua con bomba de infusién, durante dos
semanas, "in situ", un injerto de D.B.M. implantado heterotépicamente en la
rata, obteniendo un aumento del peso en seco de la osificacién producida en

comparacion con los injertos no perfundidos (131).
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1.3.8.3 D.B.M. y otros tejidos organicos

La adicién de fibrina a la D.B.M. implantada tanto ortotopica como
heterotépicamente, no influye de forma positiva ni negativa en la

osteoinduccion (145).

El colageno tipo I, implantado por si solo, solamente produce escasos depositos
de calcio (153); pero implantado juntamente con D.B.M. estimula la induccién

bsea producida por ésta (92,106).

1.3.8.4 D.B.M. y materiales inorganicos

Otros materiales no organicos han sido empleados juntamente con la D.B.M.

con fines diferentes.

Varlet y col.(1985) implantan en el animal de experimentacién D.B.M. incluida
en bolas de "platre de Paris" mezclada con antibidticos, comprobando que se

mantenian intactas las propiedades osteoinductoras de la D.B.M. (171).

Alper y col.(1989), en un trabajo muy interesante sobre implantaciones de
D.BM. y hidroxiapatita en pseudoartrosis de radio en ratas, llegan a la
conclusién de que cuando se une la hidroxiapatita a la D.B.M., la capacidad

osteoinductiva de ésta ultima se ve inhibida por la primera (3).

Lo mismo sucede cuando la D.B.M. se implanta junto a materiales plasticos
(Dacron, Goretex) (160).
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Solheim y col (1992) utilizan un compuesto de un polimero biodegradable con
D.B.M. en polvo para rellenar defectos éseos en ratas, obteniendo mejores
resultados que con la D.BM. sola. El polimero por si sélo no produjo

osificacién (151).

1.3.9 LA D.B.M. "IN VITRO"

Cuando se afiade la D.B.M. a cultivos de células de médula 4sea o de células con
propiedades osteoblasticas (fibroblastos peridsticos, células de osteosarcoma), ésta
produce un aumento de la proliferacién de las mismas en comparacién con los

controles (46,69).

1.3.10 LA D.B.M. Y LAS REACCIONES DE ANTIGENICIDAD

El uso de injertos heterdlogos de D.B.M. en la rata y el conejo produce una
reaccion inflamatoria intensa que evita o minimiza la osteoinductividad, es

decir, parece existir una relacidn especie-especifica en la osteoinduccién.

Para disminuir esta reaccién algunos autores han propuesto realizar una
purificacién parcial de la D.B.M. hasta conseguir un compuesto parcialmente
purificado de proteinas inductoras éseas, que combinado con un transportador
(hueso desmineralizado tripsinado inactivo) induce la respuesta de formacién

Osea obviando la reaccién de antigenicidad y comportindose como un injerto
homélogo (109).
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Para poder valorar las propiedades inductivas de la D.B.M. de diferentes especies
animales, Aspenberg y col.(1988) sugieren el empleo de ratas atimicas, en las

cuales las reacciones de inmunidad estin muy alteradas (8).

Otros autores abogan por la utilizacién de "Chemosterilized Antigen-Extracted
Autodigested Alloimplant" (A.A.A.), hueso tratado mediante un proceso de
extraccion de lipidos, autodigestién enzimitica de antigenos trasplantables,
respetando las proteinas morfogenéticas dseas y congelacion en seco, obteniendo
una matriz 4sea de baja antigenicidad que favoreceria la respuesta osteoinductora

(67,127,128,166).

1.3.11 LA D.B.M. EN PATOLOGIA HUMANA

El uso de la D.B.M. en patologia humana estd bien documentado y se reduce
casi siempre su empleo al relleno de cavidades 4seas, ya sea con D.B.M.
heteréloga (Senn y Miller) (147,102) ya sea con matriz 4sea homoléga
descalcificada parcialmente (Decalbon), en el tratamiento de quistes 4seos y
tumores benignos (53). También ha sido propuesto su empleo en cirugfa
maxilofacial para el tratamiento de defectos congénitos o adquiridos, mediante

D.B.M. homéloga de banco de huesos (52).

Aspenberg y Andolf (1989) usaron D.B.M. humana de donantes adultos y de
fetos, implanténdola en ratas atimicas, y obtuvieron la misma cantidad de hueso

independientemente de la procedencia del injerto (6).

Nolan y col (1992) demuestran la posibilidad de repoblar la D.B.M. humana

con osteoblastos procedentes de un cultivo de células obtenidas de hueso
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esponjoso, sugiriendo la posibilidad de realizar un implante de D.B.M. humana,
repoblado con osteoblastos aut6logos. Para ello seria preciso extraer con cuatro
semanas de antelacion un pequefio fragmento de hueso trabecular del futuro
receptor y cultivar los osteoblastos de él obtenidos en la D.B.M. que sera
implantada (117).
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1.4 PROTEINA MORFOGENETICA OSEA (B.M.P.)

1.4.1 RESUMEN HISTORICO, AISLAMIENTO Y
CARACTERISTICAS

La actividad osteogénica del hueso parece estar inducida por un componente
proteico de la matriz ésea, denominado por Urist "Bone Morphogenetic

Protein" (B.M.P.) (168).

Los esfuerzos para aislar este componente no dieron resultado hasta Hanamura
y col. (1980), que consiguieron aislarla con su actividad osteogénica intacta a
partir de osteosarcoma murino y de D.B.M. de rata. Posteriormente se
consiguié aislar B.M.P. de matriz 6sea bovina, porcina, humana y de varios

osteosarcomas (61).

El aislamiento de la B.M.P. se realiza a partir de hueso sélido (difisis de huesos
largos), que debe convertirse en matriz ésea, libre de agua, grasa y hueso
mineral. Para ello se reducen las piezas dseas (congeladas previa mente en
nitrégeno liquido) a pequefios fragmentos, que son desmineralizados,
desgrasados y secados en frio. A partir de esta matriz 6sea desmineralizada y por
complejos pasos de extraccién quimica y purificacién cromatogrifica se obtiene
la B.M.P., que dependiendo de los pasos seguidos tendré un mayor o menor

. .y . . ~ M
grado de purificacién, es decir, que ird acompafiada de mayor o menor cantidad

de proteinas no coldgenas.

El rendimiento del procedimiento es muy bajo, puesto que la B.M.P. es una
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proteina no coldgena de la matriz 6sea y sabemos que éstas entran en un 10%
en la composicién de la matriz. Asi por ejemplo, de un peso himedo de 2 kg
de hueso de ternera (cortical), al final del proceso se obtienen 270 mg de B.M.P.

poco purificada ( B.M.P. con proteinas no colagenas) (2,36,162).

La respuesta morfogenética ésea a la BM.P. va a ser del "todo o nada" y el

producto final serd un osiculo esférico relleno de médula 6sea (36,162).

La actividad osteogénica de la fraccién B.M.P. bovina, humana y porcina, ha
sido demostrada en ratas, por lo que se puede considerar que no es especie-
especifica (81,13) al menos en estos animales. En el perro, existen estudios que
contradicen esta afirmacion y parecen indicar que si existe una relacion especie-

especifica (64,77).

La B.M.P. de origen endocondral y la de origen membranoso no mostraron
diferencias significativas en la respuesta osteoinductiva ni en el desarrollo de

médula ésea (72).

En 1988 Wozny y col., clonan los genes de cuatro formas de B.M.P. humana
y producen una B.M.P. recombinante humana (rh B.M.P.) mediante sistemas

en mamiferos y células bacterianas (e. coli) (176).

Yasko y col. (1992), trabajando con rhB.M.P.2, inducen la formacién de hueso

en defectos femorales de ratas, en forma dosis-dependiente (179).

La B.M.P. es dificil de mantener en el lugar de la implantacién y sobre todo es
dificil que se produzca una liberacién lenta de la misma. Es por ello que

¢ 1 . - . . . .
Gltimamente se publican muchos trabajos sobre investigacién en sustancias
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transportadoras-liberadoras que unidas a la B.M.P. favorezcan su accion, ya sea
colageno (92), proteinas no colagenas (77), hueso esponjoso autélogo (77,76) o

hidroxiapatita (51,68,129,159,177).

La B.M.P. humana ha sido usada con éxito en pacientes con amplios defectos

bseos, generalmente asociada a hueso autdlogo esponjoso (162,76).

En la literatura reciente, los nombres de proteina osteoinductiva, osteogenina

y osteopoyetina, han sido sustituidos por B.M.P. (162).
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1.5 EL PERIOSTIO COMO INJERTO CON POTENCIAL
INDUCTOR DE LA OSIFICACION

HETEROTOPICA

1.5.1 RECUERDO HISTORICO

La historia del trasplante peridstico se inicia en los trabajos de Ollier (1867).
Este autor no alcanzé la formacién ésea en todos sus experimentos. Sospecho
que habfa fallado al no incluir la capa profunda del periostio (cambium) en

aquellos casos en que no ocurri6 la formacién 6sea (119).

Leriche y Policard (1928) creyeron que Ollier, en su gran inquietud por
producir hueso, incluyé fragmentos del mismo ‘arrastrados al extraer -el

periostio. Ellos no creyeron en la capacidad osteogénica del periostio (85).

Brown y Brown (1913) fueron incapaces de reproducir hueso con periostio libre

trasplantado en tejido subcitaneo y misculo en perros (19).

McWilliams (1914) sefiala que el periostio trasplantado puede producir hueso

vivo, sustentando esta afirmacién con experimentos en animales (100).

En el mismo afio (1914) Phemister publicé sus trabajos sobre el estudio del

hueso, afirmando que "el trasplante de periostio no produce formacién de hueso

nuevo o lo hace en pequefia cantidad" (123).
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Davis y Hunnicutt (1915) realizaron estudios experimentales con 16 perros y
5 conejos, pero sus trasplantes de periostio libre no produjeron hueso en la gran
mayoria de los experimentos. Tampoco ninguno de sus injertos pediculados

consiguié producir hueso (37).

Klinkerfuss (1924) realizé un estudio con periostio de callo de fractura, en el
cual establecié que el injerto de callo éseo forma hueso mas rapidamente y en

mayor cantidad que los trasplantes de hueso sélido (82).

Rohde (1925), en su estudio sobre metaplasia, probd el poder de regeneracion

vigorosa del periostio obtenido del callo de fractura (135).

Burman y Umansky (1930) extirparon injertos libres de periostio de la tibia de
conejos jovenes e insertaron el injerto alrededor del tendén del misculo tibial
anterior. Sus resultados mostraron que no habia formacién 4sea si el "cambium"
estaba ausente. Con esta capa profunda del periostio presente se producia nuevo

y tipico hueso parostal (21).

Fell (1932) consigui osificacién con periostio de huesos de embriones de pollo

"in vitro" (44).

Haldeman (1933) estudié diferentes injertos éseos e injertos de periostio libre
en conejos. El periostio le pareci6 ser la parte més importante del injerto éseo

con respecto a la unién del hueso fracturado y la supervivencia del injerto (60).

Kiintscher (1949), en su libro sobre el enclavado endomedular, defiende la
capacidad formadora de hueso del periostio previamente estimulado mediante

el enclavado intramedular (proceso inflamatorio), llegando a afirmar que "el



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Introduccion. Periostio. 36

futuro de todo injerto 4seo estd en manos de la capacidad inductora del

periostio” (83).

En 1952, Urist y McLean, trabajando con implantes en la cimara anterior del
ojo de la rata, llegan a la conclusién de que el periostio contiene células con
potencial osteogénico y que este potencial es especifico para la formacién de
tejido 6seo compacto sin la correspondiente produccion de cartilago y meédula

hematopoyética.

En otra parte del trabajo realizaron trasplantes de periostio de foco de fractura,
de forma autdgena, observando que se obtiene el mejor resultado con el
periostio de fractura de 72 horas de evolucién, y que a las 92 horas después de
la fractura ya se habia iniciado la osificacién alrededor de la fractura, por lo que

el trasplante de periostio ya no era valorable (165).

Cohen y Lacroix (1955), trabajando con conejos sobre el potencial osteogénico
del periostio, observaron diferencias considerables en la osteogénesis
dependiendo de la edad del animal y del caricter del lecho receptor utilizado.
Asi observaron que el trasplante sobre hueso fue el mas productivo, seguido del

trasplante en cipsula renal y, del trasplante en cimara anterior del ojo (29).

Mucho mas recientemente, J. Domingo Pech (1972) realizé un admirable trabajo
experimental con perros, en los cuales producia un defecto éseo localizado en
el fémur, realizando una sintesis estable de los fragmentos seos y trasplantando
periostio previamente hipertrofiado (estimulado), mediante el enclavado
endomedular de otro hueso con un clavo de azufre en el lugar del defecto 6seo.
Llegé a la conclusién de que es posible hipertrofiar el periostio en un hueso a

4 4 ’ . . . . .
través de métodos quimicos y que también es posible trasplantar este periostio
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hipertrofiado a otro lugar del organismo y que en su nuevo lecho produzca

hueso (39,40).

Ritsili v col. (1972), trasplantan periostio de tibia y de crineo en conejos,
implantindolos heterotépica y ortotépicamente. Comunican la formacién de
hueso nuevo en todas las series. La mejor respuesta la obtuvieron en los
trasplantes ortotépicos. En los heterotdpicos el mejor resultado lo obtuvieron
en musculo. El periostio de crineo formé menos hueso y estructuralmente

diferente al periostio de tibia (134).

Ritsild y Alhopuro (1973) consiguen, en conejos jOvenes, la formacion de hueso
mediante el trasplante de periostio autélogo en defectos creados en la triquea.
El hueso asi obtenido se asemejaba mas a hueso membranoso que a hueso

tubular, de donde procedia el periostio (132).

Uddstrémer y Ritsild, (1978) trabajando con conejos, injertan periostio de tibia
en defectos craneales y periostio de calota craneal en defectos de
tibia,obteniendo en ambos casos el relleno de los defectos, pero a diferente
velocidad. Llegaron a la conclusién de que existen diferencias entre el periostio
de hueso largo y el de hueso membranoso con relacién a la cantidad de hueso
formado, y que las demandas funcionales parecen influir en el tipo de

formacion ésea y la estructura final del nuevo hueso (158).

Poussa y Ritsild (1979), interponiendo en el arco posterior de una vértebra de
conejo joven, a ambos lados de la apéfisis espinosa y entre ésta y la apofisis
mamilar, a un lado periostio libre y al otro injerto osteoperidstico, obtenidos
de la tibia, comprueban que el injerto de periostio libre presenta una respuesta

4 L b . .
osteoformadora mas ripida que el injerto osteoperiéstico. En ambos casos el
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nuevo hueso ha sido formado por las células osteogénicas del "cambium" (124).

Padilla y col. (1981), trasplantando periostio a la serosa intestinal de un
segmento de intestino delgado desfuncionalizado y con doble enterostomia
cutinea, obtienen la formacién de hueso joven con gran actividad osteoblastica
a partir del primer mes. Posteriormente constataron la presencia de tejido 6seo

adulto bien conformado (121).

Jaroma y Ritsild (1988), trabajando con periostio introducido en cimaras de
difusién con diferente tamafio de poro e implantadas en la musculatura
paraespinal del conejo, llegaron a la conclusién de que el tamafio de los poros
del filtro influye significativamente en la condrogénesis y osteogénesis inducida
por el periostio. No observaron en ningin caso crecimiento Gseo ni

cartilaginoso fuera de las cimaras (74).

Por otra parte existen trabajos que demuestran que el periostio trasplantado en
un defecto osteocartilaginoso, dentro de una articulacién, responde formando
nuevo tejido 6seo que rellena el defecto con una cubierta de tejido cartilaginoso,
que a la larga es muy dificil de diferenciar del cartilago normal. Este resultado
se justifica por el hecho de que las células del periostio, en presencia de una
tensién de oxigeno alta (hueso esponjoso epifisario), producen hueso, mientras
que en un ambiente con baja tensién de oxigeno (interior de la articulacién),

producirian cartilago.(Niedermann y col) (1985) (114).

Guijarro Jorge y col. (1989) demuestran que es posible estimular la osteogénesis
mediante la bioestimulacién con ldser infrarrojo de 904 Nm, en injertos de

periostio para cubrir defectos traqueales en animales de experimentacién (55).
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Li y col. (1989) implantaron periostio tibial en la pared abdominal de conejos,
en un lado solamente el injerto y en el otro afiadiendo al injerto un "coagulo”.
Obtuvieron la formacién de hueso, observando que la osteogénesis era mayor
con periostio de animal joven que de adulto, y que el periostio al que se le

afiadié un codgulo formd mas hueso, especialmente en el adulto (91).

Que el periostio es la estructura que conduce el crecimiento 6seo en espesor, es
: Y :

algo que no se discute. Su extirpacién en un hueso largo, en un animal en

crecimiento, produce un progresivo adelgazamiento de su didmetro con respecto

al hueso largo contralateral (Garcés y Hernandez 1991) (47).

1.5.2 PROPIEDADES COMO SUBSTRATO INDUCTOR DE
LA OSIFICACION

De toda esta revision histérica podemos extraer las siguientes conclusiones, que
avalan la utilizacidn del periostio como injerto con capacidad osteogénica, a
pesar de que no todos los trabajos consultados llegaran a las mismas
conclusiones y siendo conscientes también de que las condiciones en que se
efectiie la experiencia influirdn decisivamente en los resultados finales:

- el periostio es capaz de formar hueso cuando se trasplanta como

injerto libre
- el periostio obtenido de animal joven parece tener mayor capacidad

osteoformadora

" M
el "cambium" es fundamental en la respuesta osteogénica del periostio

trasplantado

el hueso final, producido por el periostio trasplantado, esti
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influenciado en su estructura por las demandas funcionales a las que
estd sometido

- el lugar dador del injerto influye en la estructura final del hueso. Y
parece influir también en la velocidad de produccién ésea

- el periostio puede ser "estimulado” previamente a su extraccién
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1.6 EL DISCO INTERVERTEBRAL HUMANO

1.6.1 CONSIDERACIONES ANATOMICAS GENERALES

La columna vertebral es una estructura mecanica muy compleja constituida por
segmentos seos rigidos: los cuerpos vertebrales. Con la excepcion del axis y el
atlas, los cuerpos vertebrales estin conectados mediante una serie de
articulaciones segmentarias compuestas, consistente cada una de ellas en un disco

intervertebral y dos articulaciones interapofisarias (cigoapofisarias) posteriores.

1.6.2 ESTRUCTURA MACROSCOPICA DEL DISCO

El disco intervertebral estd formado por un anillo fibroso envolvente,

compuesto de fibrocartilago hialino, que encierra el nucleo pulposo.

Cada una de las dos placas terminales del cuerpo vertebral estd cubierta por una
ldmina de cartilago hialino de aproximadamente 1 mm de espesor. Estas laminas

fijan el disco a los cuerpos vertebrales.

El anillo fibroso est4 formado por hojas de fibrillas coligenas alineadas. Estas
se disponen oblicuamente en las distintas capas, formando unas con otras
/ .

angulos que oscilan entre 40 y 85 grados, segtin su localizacién. La mayoria de

capas estdn dispuestas en 4ngulos de 60 grados. (110).

Las fibras se insertan profundamente en la placa terminal cartilaginosa del
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cuerpo vertebral, en su periferia, y en una banda que se extiende a unos 3 mm
del margen vertebral. La parte anterior del anillo es mds gruesa que la posterior,
pero la delimitacién entre el anillo y el nucleo, mis acentuada en personas
jbvenes, no est4 claramente definida y existe un cambio estructural gradual

desde el nicleo gelatinoso hasta el anillo fibroso.

El ntcleo pulposo esta formado por una red laxa de fibrillas coldgenas que
encierran unas pocas células y gran cantidad de sustancia fundamental. El ntcleo

posee un elevado contenido en agua, que disminuye con la edad (120).

1.6.3 INERVACION DEL DISCO

Los amplios estudios efectuados sobre la inervacién de los discos y sobre otras
estructuras espinales no han logrado detectar terminaciones nerviosas en el
anillo, pero se han descubierto fibras nerviosas plexiformes libres, incluidas en
el tejido fibroadiposo que une el ligamento longitudinal posterior a la superficie
posterior del anillo (Wyke, 1976). Asi, el sistema nociceptor no estd en el

propio disco, sino en el conectivo que lo rodea (178).

1.6.4 IRRIGACION SANGUINEA DISCAL

En el feto y durante la infancia penetran en el disco vasos sanguineos que pasan
desde los cuerpos vertebrales, atravesando las placas terminales cartilaginosas de
éstos, hasta los nicleos pulposos, a los que irrigan. Durante el primer afio de

: . I :
vida, el nlimero de estos vasos disminuye ripidamente. Hacia los 8 afios de edad
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quedan pocos, y en el adulto no hay ninguno. La placa terminal ésea del cuerpo
vertebral adulto muestra numerosas muescas y perforaciones en los lugares

donde se localizan estos vasos ya obliterados.

Durante toda la vida, los vasos penetran en el anillo fibroso desde su periferia,
pero en el adulto esta penetracién es muy escasa, y sélo algunos llegan hasta los

confines del nicleo pulposo.

Justo por debajo de la placa terminal, se observan conductos venosos que corren
en sentido paralelo a ésta. Estos vasos drenan en las venas verticales del centro

del cuerpo y, desde aqui, en el plexo venoso extravertebral (Crock, 1973) (35).

1.6.5 NUTRICION DISCAL

Los pequefios defectos de la placa terminal ésea permiten la comunicacién entre

los espacios medulares del cuerpo vertebral y del disco.(Nachemson, Lewin,

Marroudad, Freeman) (1970) (107).

Es probable que la nutricién normal del disco dependa de la imbibicién de
liquido por la matriz proteinpolisacirida, y de la expulsion de éste por la

presion hidrostatica cuando el disco es sometido a una fuerza.
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1.6.6 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL DISCO
INTERVERTEBRAL

El disco intervertebral no es fibrocartilago ni cartilago hialino, aunque tiene las
caracteristicas quimicas de ambos. Los constituyentes principales de la matriz
del anillo y del nticleo son coligeno (tipos I y II), proteoglicanos y agua,
dispersos dentro de la matriz del disco en concentraciones variables. El anillo
contiene fundamentalmente coligeno tipo I con algo de colageno tipo II,
mientras que el nicleo contiene sobre todo colageno tipo II. También dentro

del nicleo hay abundantes moléculas de proteoglicanos no agregados.

En cuestiones de soportar carga, el componente mis importante del disco
intervertebral es el agua. En el recién nacido, el contenido hidrico discal es de
un 88% de su peso total, mientras que a la edad de 12 afios ha descendido
aproximadamente un 12% y a la edad de 72 afios hacia el 70%. Normalmente
el contenido de agua del anillo es un 10% menor que el del nicleo, aunque esta

diferencia disminuye al aumentar la edad.

, : . : . .
Ademas de la pérdida de agua, otros cambios en la matriz del disco relacionados

con la edad incluyen la pérdida de sulfato de condroitina (proteoglucanos) yla

elaboraci6n de proteinas no coldgenas (20).
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1.6.7 CELULAS

En las células del anillo, los nicleos son picndticos con frecuencia o faltan del
todo, y el citoplasma contiene fibrillas delgadas, muchas de las cuales poseen la

estructura estriada caracteristica del colageno.

Las células del nicleo pulposo se parecen a las del anillo, pero su forma es mas
globulosa y poseen grinulos esparcidos por la periferia del citoplasma,
correspondientes a la orientacién al azar del coldgeno extracelular de esta parte

del disco (120).

1.6.8 FUNCION DEL DISCO

La estabilidad intrinseca de la columna vertebral depende de la integridad y de
la funcién normal de sus discos intervertebrales y de los ligamentos y
articulaciones interapofisarias asociados a ellos. La estabilidad extrinseca de la
columna se debe a los misculos paraespinales y del tronco. La interpretacién
del comportamiento mecénico del disco normal y patolégico requiere cierto

conocimiento de las caracteristicas de fuerza-deformacidén de sus distintos

componentes.

.y .

La recuperacién de la deformacién es mucho mis lenta que el proceso que la
produce. El disco se comporta como un cuerpo viscoso-elastico. La posibilidad
de soportar cierta fuerza sin producir deformacién proporciona una pequefia

histéresis, es decir, que la eficiencia mecénica de la columna vertebral mejora

con el uso y la carga iniciales.
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El grado de deformacién, segn se mide por el abombamiento del anillo,
depende no sélo de la magnitud de la fuerza, sino de lo que dura su aplicacion.
La adaptacién de la fuerza tiene lugar con rapidez y la mayor parte de la
deformacién ocurre en los primeros treinta segundos. No obstante, la
deformacién sigue aumentando mientras se aplica la fuerza, y no se logra el

equilibrio absoluto ni siquiera cuando la fuerza actfia durante varias horas (120).

Para finalizar y como resumen se podria decir que el disco intervertebral
constituye un complejo fibrocartilaginoso que forma la articulacién entre las
vértebras. Contribuye a la movilidad y estabilidad de la columna y a través de

él se transmite la carga.

Radiogrificamente, la altura del espacio discal de la regién lumbar del recién
nacido es aproximadamente igual a la altura de los centros de osificacién de los
cuerpos vertebrales lumbares, mientras que, en un nifio, la altura del espacio
discal mide aproximadamente un 40% de la altura del cuerpo vertebral y, en un
adulto joven y sano, es aproximadamente un 25% de la del cuerpo vertebral.
Esta disminucién de altura es en parte resultado de la progresiva osificacién de

los cuerpos vertebrales, pero también puede reflejar una disminucién en la

hidratacién del tejido discal (20).

En general, conviene destacar que la altura del disco no es la misma en todos
los segmentos de la columna, y que los discos cervicales y dorsales son menos

gruesos que los de la regién lumbar. La altura varfa también de delante hacia

, )
atras en relacién a la curvatura de la columna.,
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1.7 NUCLEOTOMIA PERCUTANEA

El abordaje del disco intervertebral, de forma percutanea, posiblemente tiene sus

origenes en las técnicas para biopsia del cuerpo y del disco intervertebral.

Fueron Valls, Ottolenghi y Schajowicz, los que en 1948 ultimaron un sistema
para el abordaje percutineo (por puncién) de los cuerpos vertebrales lumbares,
con el objeto de obtener muestras para biopsia. Este sistema compuesto de guia,
agujas v una grilla metilica, permitia el abordaje con seguridad de las lesiones
a biopsiar, con una aguja de 2m/m de didmetro, por una via postero-lateral

(169).

En 1956, Craig presenta un sistema de canulas para la obtenciéon de biopsias
percutaneas de lesiones vertebrales que podria considerarse como el paso previo

a la nucleotomia percutinea (34).

En 1963 Lyman Smith, utilizando este abordaje percutineo del disco
intervertebral, trata las hernias discales con la inyeccién en el interior del disco

de quimopapaina (quimonucledlisis) (150).

Esta misma via de abordaje percutineo del disco intervertebral fue utilizada para

practicar discografias por McCulloch en 1972 (99).

Hijikata, en 1975, describe una técnica para la extirpacion del nucleo del disco

intervertebral, consistente en un abordaje percutineo posterolateral, con un

instrumental especificamente disefiado a tal efecto.
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Bisicamente, el instrumental consistfa en un sistema de canulas concéntricas,
que iban aumentando de tamafio hasta conseguir colocar una cinula de un
didmetro de 5m/m en el interior del 4nulus y a través de ella introducir en el
nicleo instrumentos que permitieran la extirpacién del mismo (pinzas,

cucharillas)(66).

La extirpacion del niicleo pulposo del disco intervertebral, hecha mediante esta
técnica, no deja de ser algo incierta en cuanto a la cantidad de nicleo extirpado,
puesto que el control se efectda de forma radiolégica por el posicionamiento del

instrumental dentro del disco.

Con el objetivo de mejorar esta parte de la técnica, Schreiber y Suezewa, en
1982, iniciaron la introduccion en el disco, y de forma contralateral a la cinula
de extirpacién, de un sistema dptico que les permitiese visualizar la técnica; de

esta forma, mejoraron el resultado. Nacia asi la discoscopia o nucleoscopia discal
(143).

Hoy en dia, el abordaje percutdneo del disco intervertebral constituye una
;. : . .
tecnica habitual en cualquier centro que se ocupe del tratamiento de los

problemas de la columna lumbar.

En los Gltimos afios, algunos autores como Shepperd (148), Schreiber (141) y
Monteiro (104), han iniciado intentos de artrodesis, o al menos de
espondilodesis, introduciendo a través de la cdnula de artroscopia tejido dseo

esponjoso, con resultados todavia inciertos.

Ultimamente Leu y col. (1993) publican un articulo sobre 33 artrodesis

» 7 4
latersomaticas percutaneas. Estos autores parece que han estandarizado un
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método para realizar la artrodesis intersomatica por via percutinea con
resultados esperanzadores. Mencionar que, en su técnica y de forma sistematica,
emplean un fijador externo transpedicular para efectuar una distraccion del

espacio discal, manteniéndolo durante tres meses (87).

La fusion vertebral la consiguen mediante hueso esponjoso fresco autélogo,

obtenido de cresta iliaca en el momento de la intervencidn.
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1.8 LA ARTRODESIS VERTEBRAL

La unidn entre dos segmentos &seos o més de la columna vertebral, saltando los
discos intervertebrales o mejor dicho los espacios intervertebrales, es algo que

se practica desde hace muchos afios, en el tratamiento de distintas patologfas.

Los primeros intentos de fijacién vertebral, se remontan ya al siglo pasado,
~ cuando Hadra (1891), y Chipault (1900), intentaron fijaciones interespinosas con

alambre (59,25).

Mis adelante, se realizaron las fijaciones posteriores mediante injertos 4seos

rigidos, Albee (1911) (1) o usando las apdfisis espinosas como injerto Hibbs
(1911) (65).

Las técnicas de fijacidon vertebral posterior han sido muchas, intentando siempre
conseguir la maxima estabilidad posible, ya sea sin instrumentacién Vilardell
(173), McBride (98), Bosworth (18), o con instrumentacién con diferentes

elementos, Judet (78), Attenborough (10), Wilson (174), Cabot (22), Roy
Camille (138).

Cleverland y Bosworth (27), para el tratamiento de los fracasos de las artrodesis
posteriores, introducen la artrodesis intertransversa, con muy buenos resultados.

Su ventaja consiste en acercar el injerto en un plano frontal al centro de

movimiento de flexo-extensién del segmento mévil vertebral.

Otro tipo de artrodesis vertebral es la intersomatica, que consiste en colocar un

i . ’ 4 . - . . R
njerto Oseo entre dos vértebras, previa extirpacion del disco intervertebral y
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cruentacién de los platillos vertebrales. Este tipo de artrodesis puede realizarse
basicamente, de dos formas: por via anterior, abordando el cuerpo vertebral
directamente, Mercer (101), Freebody (45), o por via posterior, en que se aborda
el espacio intervertebral a través del arco posterior y del canal medular, Barnes

(11), Cloward (28).

En 1981, Blaimont y Alameh (17) publican un estudio de las condiciones
mecanicas que tebricamente estin presentes en la realizacién de una artrodesis
lumbar. De este estudio se deduce que las condiciones de estabilidad de una
columna artrodesada dependen de factores intrinsecos, es decir, de la cantidad,
calidad y disposicién de los injertos, ademas de factores musculares o

extrinsecos.

Segin estos autores, en el movimiento de flexo-extensiéon de un segmento moévil
vertebral, el eje neutro de movimiento (punto en el que el movimiento serfa de
menor amplitud o incluso nulo) estaria situado en un punto del disco
intervertebral, proximo al ligamento vertebral comin posterior (para el
segmento lumbar), y a partir de alli, la deformidad que experimenta el sistema
va en aumento a medida que nos separamos de dicho punto, siendo esta

deformidad méxima en la cara anterior del disco y a nivel interespinoso (fig. 1).

Es por ello que el injerto debe estar lo mds préximo al eje neutro de
movimiento, ya que es la localizacién donde estard sometido a menores fuerzas

y donde sus posibilidades de incorporacién serdn mayores.

Rolander, en 1966 (136), demostré que un segmento moévil vertebral artrodesado
posteriormente y sometido a una fuerza flexora, acusa una deformacién del

C - . .
uerpo vertebral, que es maxima en su cara anterior. También demostré que en
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cualquier tipo de artrodesis vertebral, sea anterior o posterior, queda
profundamente modificada la mecénica del segmento mévil vertebral,
desplazdndose el centro de movimiento al mismo seno del injerto. Esto modifica
los brazos de palanca, y en un diagrama de fuerzas, con el individuo en
bipedestacién, resultarfa que la artrodesis anterior exigiria menor esfuerzo de la

musculatura posterior para equilibrar el sistema. Blaimont y Alameh (17) (fig.2).

Esto nos llevaria a pensar que es la artrodesis anterior la que mas conseguiria
el efecto que se pretende con la técnica, que no es otro que la fijacién de dos

segmentos vertebrales eliminando la movilidad entre ellos.

Las artrodesis intersomaticas, tanto por via anterior como por via posterior,
presentan una serie de inconvenientes quirargicos, sobre todo de abordaje, y no
estain exentas de complicaciones peroperatorias y postoperatorias
(30,50,71,79,89,90,). No obstante, los porcentajes de éxitos que muchos autores
refieren superan el 85% (30,50,71,89,90).
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Fig.d- Una fuerza que tienda a flexionar el segmento vertebral provoca unas deformaciones en traccién y compresion que van
creciendo linealmente a partir de un punto cerca del ligamento vertebral comin posterior, para alcanzar su maxima en
la cara anterior del disco y a nivel interespinoso (Tomado de Blaimont y Alameh (17))

Fig2- Las artrodesis, sean anteriores o posteriores,

; so introducen modificaciones considerables en el sistema de brazos de palanca,
deslizando el centro de movimiento al mis

mo seno del injerto. (Rolander (136)). Tomado de Balimont y Alameh (17).
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2.1 IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

Los problemas de "dolor de espalda”, sean por las causas que sean, generan un
ndmero de tratamientos quirdrgicos muy elevado, y entre éstos, las artrodesis

vertebrales ocupan un lugar destacado.

Actualmente la artrodesis vertebral es una técnica quirirgica que no ha perdido

interés; muy al contrario, cada dia se practica mas y con técnicas mas agresivas.

Una de las técnicas més utilizadas actualmente, por la solidez que confiere al
segmento movil vertebral, es la artrodesis intersomatica, por via posterior o por

via anterior, ambas no exentas de riesgos quirirgicos y de dificultades técnicas.

Otra de las técnicas de artrodesis que no ha perdido vigencia es la artrodesis
postero-lateral. Esta, que parece ser la que situarfa el injerto 6seo mas cerca del
eje de movimiento de flexo-extensién del segmento mévil con el objeto de
aumentar los buenos resultados, parece que no garantiza una estabilidad
absoluta. Y que en los movimientos de flexo-extensién se producen pequeiias
inflexiones a nivel de los cuerpos vertebrales, por deformacién de los mismos,

siendo maxima a nivel de la cara anterior de éstos (Rolander) (136).

4 . . . . .
Esto podria ser causa de persistencia de las molestias en pacientes con artrodesis

posterolaterales conseguidas.

Ante esta perspectiva, n0s preguntamos: ¢serfa posible conseguir una artrodesis

Intersomatica estable, con una agresividad quirdrgica minima, sin utilizar para

.. , , . .
ello injerto éseo autdlogo que pudiera servir para completar la artrodesis
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. . o . 3K J3R)
posterolateral y en algun caso, substituir a la artrodesis intersomatica clasica?

2.2 PREMISAS PARA EL DESARROLLO DEL TRABAJO

Esta claro que es posible el abordaje percutdneo del disco intervertebral y que

contamos actualmente con un instrumental adecuado para realizar un intento

de artrodesis intersomatica sin necesidad de cirugia abierta.

Para ello nos basamos en:

a-

Posibilidad de abordaje percutineo del disco intervertebral.

El abordaje percutineo con el instrumental actual, que es
perfectamente realizable en el hombre, no es posible utilizarlo en
animales de experimentacion de pequefio tamafio, por lo que, en este

estudio, utilizaremos la cirugia abierta.

Posibilidad de inducir la diferenciacién a cartilago y a hueso, de las

estructuras fibrocartilaginosas del disco, mediante la "induccién dsea”.

La diferenciacién ésea es posible inducirla con proteina morfo-genética
Osea, complejo proteico de dificil obtencién, que no esta al alcance de
nuestras posibilidades, por lo que utilizaremos para el estudio la
matriz &sea desmineralizada , en la cual esti presente la proteina

J ’ ~ . .
morfogenética dsea en muy pequeiias cantidades y de la cual se obtiene

por extraccién quimica y cromatografica,
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El periostio es otra de las estructuras organicas, capaz de producir hueso. Lo
que no parece tan claro, es si ello es debido al fenémeno de "induccién dsea”
propiamente dicho, o a un proceso simple de trasplantacion de células con
capacidad osteogénica. No obstante, el hecho de que pueda desarrollar hueso en
el lugar trasplantado, y su facilidad de obtencién, nos ha hecho utilizarlo en la

experiencia.

2.3 OBJETIVOS

Con estas premisas, hemos disefiado un trabajo experimental con el que

pretendemos los siguientes objetivos:

1- Averiguar la respuesta del disco intervertebral a la introduccién en

su interior de sustancias con poder osteoinductor.

2-  Averiguar las posibilidades de provocar una fijacién intersomadtica

mediante este proceso.

3- Comprobar los potenciales osteoinductores de la matriz dsea

desmineralizada (D.B.M.) homéloga y del periostio autologo.
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El estudio experimental se ha realizado en el laboratorio de experimentacion
animal de la Unitat de Cirurgia de la Facultat de Medicina de Reus, Universitat

Rovira i Virgili.

El estudio radiolégico de los especimenes se ha efectuado en el mismo
laboratorio y el revelado de las placas radiograficas se ha llevado a cabo en el

Servicio de Radiodiagnédstico del Hospital Sant Joan de Reus.

El estudio anatomopatoldgico ha sido realizado en el servicio de Anatomia

Patologica del Hospital Sant Joan de Reus, tanto en el apartado de técnicas

como de interpretacién de los resultados.
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3.1 MATERIAL

. . M4
En este apartado describiremos solamente el animal de experimentacion
utilizado y los substratos orgénicos y materiales inorganicos implantados en el

animal.

o : . .
Dejamos el resto para describir en el apartado correspondiente a cada técnica o

método.

3.1.1 EL ANIMAL DE EXPERIMENTACION

3.1.1.1 Tipo de animal

Para este trabajo se han utilizado ratas albinas del tipo Sprague Dawley.

La rata Sprague Dawley ha sido escogida como animal mas idoneo para este

trabajo, por presentar las siguientes caracteristicas:

- tamafio reducido, que permite adaptarse a las capacidades y
caracteristicas de los estabularios del centro

gran resistencia a las infecciones y a las intervenciones quirtrgicas, no
siendo estrictamente necesaria la practica de éstas en condiciones de
esterilidad

- similitud anatémica entre el disco intervertebral de la rata y del

hombre, aunque no en cuanto a su biomecanica
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buena respuesta a la induccién 6sea por matriz ésea desmineralizada,
en implantes ortotdpicos y heterotépicos

animal empleado por otros muchos autores en trabajos sobre
induccién dsea

animales de ciclo vital corto, con un indice de actividad metabolica
cinco veces superior al del hombre, con la consiguiente reduccién de
tiempo para obtener resultados (33)

facilidad para la obtencién de huesos largos, procedentes de congéneres
utilizados en otras experiencias por otros equipos de investigadores,
sin que esto influya en el resultado final, con el consiguiente ahorro
de animales

facilidad para su ubicacién posterior, que permite mantenerlos en
grupos de cuatro a cinco animales por jaula

su coste relativamente bajo, tanto de adquisicibn como de

manutencion.

En nuestro caso se han utilizado ratas de ambos sexos indistintamente, puesto

que los cambios hormonales de la rata hembra no consideramos que alteren

significativamente los resultados, mixime cuando no se preveen determinaciones

analiticas.

3.1.1.2 Nutricidon y cuidados

La rata de laboratorio est4 alimentada con unos piensos especificos, de los que

. oy .« . .
se conoce su compaosicion, tanto cuahtatlva como cuantitativamente. El pienso

se presenta en forma de cilindros, siendo del tipo PANLAB A.04 (122).
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El animal dispone de agua corriente, contenida en unos "biberones" especiales.

La rata de laboratorio, antes y después de la cirugia, se mantiene ubicada en un
estabulario, en jaulas de cuatro o cinco individuos del mismo sexo por unidad,
lo que les permite cierta libertad de movimientos. Se mantienen unas
condiciones ideales de temperatura (20-22°C), de humedad (60-70%) y de
luminosidad (12 horas al dia).

La alimentacién es "ad libitum", es decir, dejando que el animal disponga
libremente del alimento segin sus necesidades, las cuales dependeran de las fases

de crecimiento, gestacion o lactancia.

Es importante que la alimentacidn se efectiie con estos preparados especiales
pues sino los animales desarrollan ripidamente deficiencias que los predisponen

a infecciones y neoplasias (4).

3.1.1.3 Anatomia de la columna vertebral de la rata

La rata posee de 57 a 60 vértebras, divididas en cinco grupos: cervical, torcico,

lumbar, sacro y caudal.

Para nuestro trabajo, inicialmente pensamos en las vértebras del segmento

lumbar, que por ser las de mayor tamafio parecfan ofrecer mejores posibilidades.

Pronto nos dimos cuenta de las dificultades que entrafiaba el abordaje del disco

intervertebral a este nivel, debido sobre todo al nimero elevado de apéfisis que

poseen las vértebras de estos animales.
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. 4
Por otra parte, estos animales poseen un grupo de vértebras caudales
desprovistas en su mayoria de apéfisis, con discos intervertebrales tan
voluminosos como los lumbares, lo que unido a la facilidad del abordaje

quirtirgico, nos decidié a escoger esta zona para el trabajo experimental.

: e
Las vértebras lumbares en nimero de seis, poseen anapofisis junto con

i 5fisis bien d 1lad bfisis transversas v apofisis espinosas
cigoapdfisis bien desarrolladas, apd y ap p )

Las vértebras caudales libres pueden ser de 27 a 30. Su forma varia
progresivamente, desde la morfologia de la vértebra lumbar, con todas sus
apOfisis, excepto las anapdfisis, hasta el simple cuerpo vertebral que ha perdido

todas sus prominencias.

Segiin M.A. Rowett (137) esta pérdida de apdfisis se efectuaria de la siguiente
forma:
7
- vértebras completas ... ... . o Lo, 1y2
- completas con excepcion de las apéfisis espinosas ... ..... 3y 4
- con precigoapofisis funcionales, pero poscigoapéfisis
no funcionales y sin apéfisis espinosas . ................. .5

- con pre y poscigoapofisis no funcionales, sin apéfisis

espinosas; pero con apOfisis transversas diferenciadas . . . ... 6-8
- con cigoapofisis y apdfisis transversas reducidas a

pequefias prominencias y sin apofisis espinosas . .. .. ... .. 8-20
- Unicamente con cuerpo .......... e 21-27 0 30

El disco intervertebral estd muy desarrollado en este animal, y en la regién de
la cola estin encajados entre los cuerpos vertebrales mediante seis depresiones

dispuestas radialmente que encajan en las prominencias de los cuerpos
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vertebrales.

En la cola existen huesos cabriales asociados a las vértebras caudales, en niimero

de dos por cada espacio discal y colocados ventralmente.

En todas las ratas utilizadas las vértebras mantienen unas fisis o cartilagos de
crecimiento en ambos extremos del cuerpo vertebral, con una epifisis dsea en

cada extremo del mismo, donde se encaja el disco intervertebral.

Los cartilagos de crecimiento o fisis permiten a la vértebra crecer hasta mis o
menos los 18 meses de edad, mas alla de la edad en que alcanzan el miximo

peso, que es aproximadamente sobre los 10 meses (Neufeld y col. 1990) (112).

La curva de edad-peso de estos animales serfa la siguiente (95):
- alosdosmeses ....................... pesan 235-gramos
- alostresmeses ....................... pesan 420-gramos

- aloscuatromeses ..................... pesan 510-gramos
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3
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Foto 1

apofisis espinosa

precigoapdfisis

anapofisis

arco neural

Fig.3-

7 . s s
Veértebra lumbar - visién cefilica
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Foto 2

apofisis espinosa

recigo i
P goapdfisis poscigoapofisis

anapofisis

apéfisis transversa

disco intervertebral cuerpo

Fig.4-

Vértebra lumbar - visién lateral
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precigoapéfisis
conducto neural

depresion en el
disco intervertebral
disco intervertebral

apofigis transversa

Fig.5- Vértebra caudal proximal- Visién cefalica

precigoapdfisis . .
___,‘ poscigoapéfisis

escotadura intervertebral

cuerpo
disco intervertebral

g

apétisis transversa

Fig.6- Vértebra caudal proximal - Visién lateral

disco intervertebral cuerpo

Fig.7- Vértebra caudal media



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Material y método. 69

Foto 3- Detalle del espacio discal
1. Hueso cabrial 2. Disco intervertebral
3. Fisis (cola macerada)
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Foto 4- 1. Hueso cabrial en visién oblicua
2. Epifisis vertebral (cola macerada)
3. Fisis
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Foto 5- Rx: Huesos cabriales - Visién frontal

Foto 6- Rx: Huesos cabriales - Visién lateral
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3.1.1.4 Descripcion microscopica del espacio intervertebral

Las vértebras caudales de la rata terminan en sus extremos con unas placas de

cartilago fisario que asienta sobre hueso esponjoso.

El cartilago fisario aparece en los cortes longitudinales de las vértebras (tincién
hematoxilina-eosina) como una banda azulada y en disposicién ondulada,
viéndose en el microscopio con la distribucidén clasica en columnas de los

condrocitos.

Entre el cartilago fisario y el disco intervertebral, existe una placa Osea,
verdadera epifisis, que aparece en otros mamiferos pero no en el hombre (23),
y que se muestra al corte como hueso esponjoso maduro. Es una placa de
diferente grosor, segin la zona que ocupe sobre la linea ondulada de la fisis,
puesto que si por un lado estd en contacto con la fisis (zona ondulada), por el
otro forma el platillo vertebral, que es regular en toda su extension, ofreciendo

una concavidad en el centro.

Por encima de la placa epifisaria existe una zona muy delgada de cartilago
hialino bien diferenciado, en el que se introducen las fibras de coligeno del
disco intervertebral. Este cartilago tendria la estructura del cartilago articular

tipico (172).

Pon encima de él, el disco intervertebral esta formado por capas concéntricas
de fibrocartilago, que constituyen el anillo fibroso, rodeando al nucleo pulposo
central. El nicleo pulposo estd compuesto por una matriz extracelular formada
Unicamente por sustancia fundamental, que engloba grupos de células,

denominadas "células fisaliforas," dispuestos de forma muy irregular (172).
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En los bordes laterales de la placa epifisaria, y en contacto con ella, aparecen en
todas las preparaciones, pero no en todos los bordes epifisarios, unas estructuras
cartilaginosas, en forma de cufia, cuyas células se distribuyen en columnas que
siguen una direccion inversa a la fisis, es decir, que la capa germinativa se
encuentra en la periferia, mientras que la zona de maduracidn se encuentra casi
en contacto con la zona germinal de la placa fisaria. En otras preparaciones,
estas estructuras se hallan osificadas totalmente o en parte, iniciando la

osificacién por el centro de la misma.

Estas estructuras corresponderian posiblemente a una emergencia, en los cortes,
de algunos de los procesos articulares, que a este nivel son rudimentarios y no

se articulan con la vértebra contigua.

También pueden distinguirse en algunas preparaciones unas estructuras que
delimitan los cartilagos de crecimiento lateralmente y que se corresponderian

con lo que en el hombre se denomina "anillo pericondral de Lacroix" (111,140).

Igualmente aparece en algunos cortes y de forma siempre unilateral, una
estructura dsea que no esta en contacto con los cuerpos vertebrales ni con las
placas fisarias, de forma redondeada, en algunos casos, compuesta por hueso
cortical que rodea a hueso esponjoso con médula 6sea. En otros casos, aparece
como un nucleo de cartilago muy celular. Las células cartilaginosas se
distribuyen de forma irregular, no reconociéndose agrupaciones en columnas,
siendo mas pequefias las de la periferia y mas gruesas las del centro de la
estructura. En la periferia las células quedan englobadas en un tejido fibroso

muy denso (tendén).

Esta estructura esta en el centro de una franja tendinosa que se inserta en parte
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en lo que seria un proceso articular de una de las vértebras adyacentes, pero que

no parece insertarse en la siguiente.

En un mismo corte que abarcase varios espacios discales, podemos encontrar
esta estructura totalmente cartilaginosa en un espacio y totalmente osificada en

el espacio siguiente.

Creemos que se corresponderia con los huesos cabriales (137), que aparecen en
las radiografias en nimero de dos por cada espacio intervertebral y en posicion

ventral, a modo de huesos sesamoideos.
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Foto 7- Corte sagital del espacio discal
1. Metafisis 2. Fisis 3. Epifisis 4. Anulus
5. Nucleo pulposo 6. Hueso cabrial
(tincién H-E 2,5x)
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Foto 8- Corte transversal del disco (H-E 2,5x)
Foto 9- Corte sagital del disco
1. Nucleo 2. Anulus 3. Cartilago hialino 4. Epifisis (H-E 4x)
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3.1.2 LA MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA (D.B.M.)

3.1.2.1 Obtencidon de la D.B.M.

Para la obtencién de la D.B.M., se han utilizado animales del mismo tipo
(homologa) procedentes de estudios preliminares y de otros trabajos realizados

en el laboratorio por otros investigadores.

Se obtienen los fémures y tibias de los animales y se mantienen congelados
(-30°C) hasta su procesamiento, limpiados previamente y de forma exhaustiva

de tejidos blandos adheridos.

En el momento de su procesamiento, son descongelados e introducidos en una
solucién 0,6 N de HCI (acido clorhidrico), durante 24 horas, a razén de 100cc
de solucién 4acida por cada cuatro elementos 6seos. Todo el proceso de

descalcificacidon se hace a temperatura de 4°C.

A las 24 horas se comprueba la descalcificacién obtenida, de forma

macroscépica, debiendo aparecer los huesos translucidos y blandos al tacto.

Si no se ha conseguido la total descalcificacion, se repite el proceso durante 24
horas mis, renovando la solucién de HCI y en las mismas condiciones de

temperatura.

Una vez conseguida la descalcificacion, se procede a un lavado meticuloso con

agua corriente.
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Se desprecian las metéfisis y epifisis y se limpian bien las diafisis de médula ésea.

Se introducen las diéfisis limpias en una solucién de cloroformo-metanol (1:1)

durante una hora, también a 4°C.

Finalmente se procede a un nuevo lavado de las piezas con agua corriente,

secado de las mismas y congelado en seco hasta su utilizacién (115).

3.1.2.2 Descripcidon macroscopica de 1a D.B.M.

El resultado del proceso de descalcificacién es una estructura tubular, translicida

de color marfilefio y con una consistencia blanda (como tubo de goma).

Se secciona en rodajas de un grosor aproximado de 1,5 m/m, para su

introduccién en el disco intervertebral y en la pared abdominal.

Los fragmentos, en forma de anillo, tienen un peso aproximado de 5 mg.

3.1.2.3 Descripcion microscopica de la D.B.M.

En observacién microscépica, se aprecia la D.B.M. como una estructura
homogénea, que se tifie de rosa palido con la hematoxilina-eosina y de verde
palido con el tricrémico de Masson. La estructura esta perforada por multitud
de agujeros que corresponderian a los conductos de Havers (los mas grandes) y
a las celdas de los osteocitos (los mas pequefios), que se encuentran en una

mayoria de los casos vacios debido al proceso de descalcificacién, o con células



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén
DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Material y método. 79

en su interior retraidas.

Al observarla con luz polarizada, las fibras de colageno mantienen la estructura

en osteonas, tipica del hueso compacto maduro.
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Foto 11- Una diafisis femoral después del proceso de descalcificacién
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Foto 13- Matriz 4sea desmineralizada - Fragmento a implantar
(lupa 5 aumentos)
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3.1.3 EL PERIOSTIO

3.1.3.1 Obtencion del periostio

Obtenemos el periostio de forma autéloga, en el mismo acto quirdrgico.

Se incinde la piel de la cara anterior de la tibia y se separa la musculatura del

periostio, de una forma casi circunferencial.

Se practica una incision del periostio, transversal a nivel de la metéfisis proximal
y longitudinal en la cara interna de la tibia, inicidindose el despegamiento del
mismo de proximal a distal y de interno a externo, consiguiendo la maxima

cantidad posible.
Se obtiene un fragmento de periostio de aproximadamente 0,5 x 0,2 cm.

Se repite la operacidn en la tibia contralateral con objeto de obtener un segundo
fragmento de periostio (uno destinado a la implantacién discal y otro para ser

implantado en un lecho muscular).

Entre la extraccién y su implantacidén, el periostio se mantendri en una
solucién salina (suero fisioldgico) para evitar su desecacidén, y a temperatura

ambiente.
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3.1.3.2 Descripcion microscopica del periostio

Con tinciones con hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson, se aprecian dos
zonas bien diferenciadas de tejido fibroso (se tifie de verde con el tricrémico de

Masson).

Existe una zona mas externa, en contacto con musculo y grasa, constituida por
un tejido fibroso denso, poco celular y con presencia de capilares. Las células

tienen las caracteristicas de fibroblastos.

Una zona mds interna, que estaria en contacto con el hueso, que estd formada
por un tejido fibroso menos denso y mas celular. Las células tienen los nucleos

mis poliédricos que en la capa anterior. Es la capa llamada "cambium".

3.1.4 MATERIAL INERTE

Como uno de los controles que se utilizarin durante el trabajo experimental,
se ha escogido un material que no sea orginico y que produzca la menor

interaccién posible con los tejidos circundantes.

Para este fin utilizamos acero quirtirgico, en forma de fragmentos de un tamafio

de 1 m/m, obtenidos de una aguja de Kirschner de 1 m/m de didmetro.
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Foto 15- Imagen microscopica del periostio obtenido
1. Capa celular interna 2. Capa fibrosa externa
(tricrémico de Masson 20x)



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS

INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Material y método. 85

3.2 METODO

3.2.1 ANESTESIA Y SACRIFICIO

3.2.1.1 Anestesia

Como anestésico se ha utilizado el éter etilico, por las siguientes razones:

es facil de conservar

es facil de manipular

se elimina rapidamente, lo que hace que el animal se recupere en poco
tiempo

tiene un coste relativamente econémico

Los inconvenientes vienen dados, a parte de sus caracteristicas fisico-quimicas

(volatil e inflamable) por el riesgo de sobredosificacién inhalatoria, que lleva al

animal al paro respiratorio, que si no se recupera inmediatamente, acabara con

la muerte del animal por paro cardiaco (16,26).

Material

Eter etilico

Campana de vidrio de 25 a 30 cm de didmetro.
Gasa o algodén hidrofilo

Jeringas de 5 y de 20 cc

Método anestésico

La anestesia se realiza en dos fases:

La primera fase o de induccidn, consiste en que el animal, después de
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haber sido pesado (bascula digital SARTORIUS GMBH-Géttingen), se
introduce en la campana de vidrio, en cuyo interior se coloca una gasa
o algodon empapado en éter, quedando el animal dentro de una

atmosfera con un alto porcentaje de anestésico.

Después de un espacio de tiempo de 3 a 5 minutos, el animal inicia una
fase de agitacién e hipermotilidad que suele durar de 15 a 30 segundos,
pasando a una fase de hipotonia con respiracion lenta y profunda, en

que consideramos que el animal ya estd dormido.

La segunda fase consiste en mantener, durante toda la intervencién, la
anestesia conseguida en la campana; para ello se coloca el animal sobre
una placa de corcho, donde sera intervenido. A partir de aqui, se habra
de mantener la anestesia utilizando un tubo de plastico (jeringa de
20cc), dentro de la cual hay una gasa impregnada en éter y que se

coloca delante del hocico de la rata.

Se ha de procurar que no se evapore totalmente el éter de la gasa, con
lo que el animal despertaria a media intervencién. Para que esto no
suceda, conectamos el extremo de la jeringa a un tubo de polietileno,
el cual esta conectado a su vez a otra jeringa de 5 cc llena de éter

liquido, lo que permite inyectar éter a la gasa a medida que sea preciso.

La complicacién mids frecuente es el paro respiratorio, que
normalmente va precedido de bradipnea y cianosis. Si esto ocurre,
retiraremos la jeringa con éter del hocico del animal y si no se recupera,
iniciaremos las maniobras de insuflacién de aire por el hocico, mediante

un tubo semirrigido de polietileno, soplando a través de él. Puede ser
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incluso necesario el masaje cardiaco externo bidigital.

Otra de las complicaciones posibles y que se presenta con menos
frecuencia es la hipersecrecion traqueobronquial, para la que algunos

autores recomiendan la administracién de atropina (93,175).

Después de la intervencion se retira al animal el sistema de inhalacién
de éter y se le coloca de nuevo en la jaula correspondiente, dejandole
en libertad de movimientos y con alimentacién de pienso y agua "ad

libitum".

3.2.1.2 Sacrificio

El sacrificio tiene como objetivo la obtencidén de las muestras para el estudio

anatomopatolégico de los resultados.

El animal es colocado dentro de la campana de vidrio, en una atmésfera de éter,

hasta el fallecimiento del mismo.

Después de la muerte del animal, se controla el peso y se efectda un estudio
radiogrifico del mismo. Por dltimo se extraen las muestras para anatomia

patoldgica.

Los animales se sacrifican en grupos de cinco, tal como fueron intervenidos y

correspondientes a la misma jaula, a las ocho semanas de la intervencién.
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Foto 16- Detalle de la técnica anestésica
(mantenimiento de la anestesia)
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3.2.2 BUSQUEDA DEL MODELO EXPERIMENTAL

3.2.2.1 Preliminares

Inicio del trabajo experimental en el laboratorio de cirugia experimental de la

Facultad de Medicina de Reus.

Utilizacién de dos ratas albinas de unos 300 gr de peso, en un intento de

encontrar una via de abordaje valida a la columna lumbar.

Rata N° 1

Anestesia con éter (inhalatoria)

Abordaje anterior, a través de la cavidad abdominal, debido a que no se
encuentra un plano de despegamiento entre el peritoneo y la pared abdominal
para realizar una via al espacio retroperitoneal de forma extraperitoneal.
Separacién de las asas intestinales, cayendo sobre los grandes vasos abdominales,
que se rebaten hacia la derecha del animal (abordaje por la izquierda, para evitar
la vena cava inferior). Dificultad con la arteria renal izquierda, que esta
constantemente dentro del campo quirirgico. Las masas musculares
prevertebrales dificultan la localizacién de los cuerpos vertebrales y sobre todo
de los espacios discales. Durante estas maniobras se produce accidentalmente un
desgarro de un vaso grande, que provoca un sangrado excesivo del animal,

llevandole al éxitus.
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Una vez el animal muerto, se realiza una ampliacién de la via de forma
transversal hacia la izquierda, hasta llegar a la linea de las espinosas, apreciando

que podria existir una via de abordaje mas sencilla por via pdstero-lateral.

Comentario a la via

La via de abordaje abdominal es una via muy dificultosa que requiere tiempo

y mucha minuciosidad en su realizacién.

Rata N° 2

Anestesia con éter (inhalatoria). Durante la realizacion de la misma ,la rata sufre

un paro cardiorrespiratorio que no se consigue remontar.

Animal en posicién de declbito lateral derecho, incisién pdstero-lateral
izquierda, transversal, por encima de la cresta iliaca correspondiente. Abordaje
del plano muscular paravertebral izquierdo y localizacién del plano 6seo a
través del mismo. Dificultad para identificar el espacio discal, debido a la
posicidn de la apéfisis transversa. Finalmente se consigue el abordaje del espacio
discal, introduciendo la punta de la tijera por encima de la apéfisis transversa
a nivel del agujero de conjuncidn, y con un movimiento de apertura de la
misma se consigue abrir el espacio. De esta forma se abren tres espacios discales
consecutivos, correspondientes al primer espacio por encima del sacro y a los
dos precedentes. Se observa el pequefio tamaiio de los platillos vertebrales, que

puede ser una dificultad afiadida para llevar a cabo la experiencia.
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Comentario a la via

Esta via postero-lateral puede ser una via de acceso ala columna 1til para este

estudio.

Este caso no es valorable, debido a que el animal murié antes del acto

quirtrgico.

Se constata el pequefio tamafio de los platillos vertebrales y la dificultad para

introducir dentro de ellos cualquier tipo de estructura.

Se realiza un estudio radiografico del animal (proyeccién lateral), en el que se

aprecia la apertura de los discos vertebrales sefialados.
Llama la atencidn la estructura de la cola de la rata, en que los segmentos dseos

son de considerable mayor tamaifio que los segmentos lumbares, y sobre todo

que su abordaje puede ser mucho mas sencillo.

Comentario a esta fase previa

La via de abordaje abdominal no resulta atil para el trabajo.

La via de abordaje postero-lateral, sin embargo, puede ser una buena alternativa.
Los platillos vertebrales, a nivel lumbar, son muy pequefios, lo que dificultara

mucho el trabajo (las vértebras lumbares son las de mayor tamafio, por encima

de la pelvis).
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Posibilidad de utilizar los segmentos dseos de la cola de la rata, que son de

mayor tamaiio y tedricamente de mas ficil acceso.

3.2.2.2 Estudio de una via de abordaje a los cuerpos vertebrales de la

cola de la rata

Anestesia inhalatoria con éter y colocacion del animal en decibito supino.

Incisién longitudinal de unos dos cms a nivel de la cara ventral de la raiz de la
cola, alli donde se inicia la diferenciacion entre cuerpo y cola. Se aprecia un
conjunto de fibras blanquecinas nacaradas que rodean el esqueleto de la cola y
que son los tendones que gobiernan los movimientos de la misma. En la linea
media de este plano anatémico se encuentra un paquete vascular que sera dificil
de respetar en el curso de las experiencias. Se identifican con facilidad relativa

los espacios discales, que son de mayor tamafio que a nivel lumbar.

Una vez terminada la via de abordaje, se sacrifica al animal y se obtiene un
segmento de cola con varios cuerpos vertebrales y sus discos correspondientes

con el objeto de iniciar los estudios anatomopatoldgicos
Comentario

La cola de la rata cumple todos los requisitos necesarios para que se pueda llevar
a cabo este trabajo y supera con creces a la regién lumbar, ya que a la sencillez
del abordaje de los espacios discales se unen unas caracteristicas anatémicas mas

favorables, sobre todo en el tamafio de los platillos vertebrales.
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3.2.2.3 Estudio radioldgico de la circulacién a nivel de la cola de la rata

Anestesia inhalatoria con éter y colocacion del animal en dectibito supino.

Laparotomia media, abordando los grandes vasos y canalizando la arteria aorta

y la vena cava inferior.

3.2.2.3.1 Método

Se ha utilizado el método de perfusion elaborado por Del Castillo y Trias (156),
basado en los métodos de Nylander(118), Guth (58) y Hase (63), con bario

micronizado.

En un soporte adecuado, se colocan dos recipientes para perfusion a la altura
de un metro, para conseguir una presién de llenado suficiente. En un primer
recipiente se coloca una solucién de glicerina al 10%, que se utiliza para limpiar
de sangre el territorio a perfundir, se pasa esta solucion a 37°C hasta conseguir

que fluya liquido de perfusion limpio por el catéter de la vena cava.
Previamente se ha inyectado al animal 1cc de heparina al 5% subcutinea.

Después de la solucién de glicerina, se perfunde con una solucién de bario
micronizado que se ha preparado con 85,5 gr de Bario Dif (R), 17 gr de citrato
sddico, 0,5 cc de etanol y agua destilada hasta 500 cc, colocado el frasco de
perfusién a un metro de altura bajo agitacion continua, perfundiendo hasta que
por el catéter de la vena cava sdlo se recoja solucién de bario. En este momento

se retiran los catéteres y se ligan los vasos, sacrificando al animal.
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Comentario

Se trata de una técnica delicada y precisa que requiere varios intentos antes de

que puedan conseguirse los resultados apetecidos.

3.2.2.3.2 Estudio a RX de la cola perfundida

Se aprecia:

Un vaso ventral de grueso calibre que recorre toda la cola en una
posicidn central.

Dos vasos simétricos, de menor calibre que el anterior, en posicién
lateral, uno a cada lado de los cuerpos vertebrales y en posicidn algo
posterior con respecto a ellos.

Un vaso dorsal, de calibre mucho més pequefio que los anteriores, en
posicién media y simétrica al ventral.

A nivel de cada cuerpo vertebral y en la zona estrictamente central,
todos estos vasos emiten o reciben colaterales, una por cada vaso,
formando una especie de entramado vascular en el plano coronal y a
nivel de la zona media del cuerpo vertebral, de forma que a partir del
cuerpo vertebral situado en el centro emergerian cuatro radios
vasculares en las cuatro direcciones del espacio.

También existe una fina y tupida malla vascular que rodea a los cuerpos

vertebrales y que esta distribuida por toda la cola.
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Foto 17- Cola perfundida. Foto 18- Cola perfundida.
Rx en proyeccién 4ntero-posterior. Rx en proyeccién lateral.
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Foto 19- Corte sagital de la cola perfundida y diafanizada
1. Disco 2. Vasos

et h oy RN |

« f RN \l”)"“ e >
y \‘_*‘,--;\"'\"
e\ ‘&_,‘..‘_--_/‘

F N\
.f“r"\“
e 2

n‘j L PN

R A &

o A e

TN LAY & o
P T
N

a3

“l N "w

S LT AT e
LtV

vl B .
FE Y -

r
»
-
S

""\/,.'\)

"u wi®n

ST A R
e
« TN 'SY 2%
SN L TATAN.
Tl ""\'

rad N

Foto 20- Corte transversal de la cola perfundida y diafanizada
a nivel del tercio medio de la vértebra
1. Vértebra 2. Vasos
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3.2.3 JUSTIFICACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

El estudio se disefio en base a la hipétesis de trabajo con vistas a intentar una
artrodesis intersomatica mediante una teodrica induccidén dsea en el disco

intervertebral.

Para ello, el grupo de estudio inicial se basa en una agresién minima del disco,
la misma agresidén que se produciria al realizar una nucleotomia percutinea en
la clinica humana, en la que solamente se extraeria el nicleo pulposo,

introduciendo en su interior las sustancias organicas con poder osteoinductor.

Para confirmar la actividad osteoinductora de los substratos organicos
empleados, se disefi6 un control con el mismo animal, implantindole

intramuscularmente (pared abdominal) los mismos substratos.

Los resultados preliminares de esta primera experiencia nos llevaron a disefiar
dos experiencias més, con un grado creciente de agresion en el disco, utilizando

solamente uno de los substratos como elemento inductor.

En la segunda experiencia, la agresion quirirgica del disco intervertebral fue

maxima, realizando una extirpacién en bloque del disco con sus placas
L , . : .

epifisarias y cartilagos fisarios para dejar superficies seas cruentas enfrentadas.

El substrato organico que se introdujo fue la D.B.M., puesto que el periostio fue

desechado en estas dos experiencias.

Este tipo de agresién del espacio intervertebral no podria darse en teoria en la
clinica humana sin realizar un abordaje abierto del espacio intervertebral, por

lo que no podria efectuarse por via percutanea.
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La tercera experiencia se disefié en base a una agresién moderada del espacio
intervertebral, es decir, se trata de un planteo intermedio entre las dos
experiencias anteriores. En esta experiencia solamente se realiza el legrado de las
superficies cartilaginosas de los platillos vertebrales, introduciendo entre ellas el

elemento inductor de la osificacidn.

En este tercer caso, creemos que el legrado de la placa cartilaginosa si podria
efectuarse mediante técnica percutdnea, pero probablemente utilizando
instrumentos especializados (¢curetas sonicas? Lin 1985)(89), o el instrumental

disefiado por el grupo de A. Schreiber (Leu y col. 1993) (87).

3.2.4 TECNICA QUIRURGICA

3.2.4.1 Primera serie

En esta primera serie se pretende valorar la respuesta del disco intervertebral al
que se le ha extirpado el nicleo pulposo a la introduccién en su interior de

D.B.M. y de un fragmento de periostio autdlogo.

También se utiliza el mismo animal para valorar la respuesta osteoinductora de

la D.B.M. y del periostio, implantados en el misculo del abdomen.

Para esta experiencia se utilizaron 32 animales, con un peso medio al inicio de

la experiencia de 290,37 gr y sin tener en cuenta el sexo de los mismos.
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La técnica operatoria ha consistido en:

a- Obtencidn del periostio autdlogo de la tibia, de forma bilateral,
obteniendo dos fragmentos que se mantienen en suero fisiolégico, a
temperatura ambiente, hasta su implantacién.

b- Abordaje de los tres espacios discales de la cola de la rata, consecutivos,

previa identificacién de los mismos por puncién percutinea, mediante

incisiones transversales separadas.

En un principio, se realizaba una incisiéon ventral longitudinal que
abarcaba los tres espacios, pero luego se pasdé a las incisiones
transversales discontinuas, debido a su mayor rapidez y sencillez de

realizacién y a que cumplian los mismos objetivos.

Una vez abierto el espacio discal, se extrae el nicleo pulposo con la

punta del bisturi.

Colocacién en los espacios discales expuestos y de proximal a distal:
- En el mis proximal, un fragmento metalico, con la doble funcion
de:

- Identificar los espacios abordados al realizar las rx.

- Control de la respuesta del disco a la agresion quirtirgica, pero
sin introducir en su interior substancias organicas sino un
material inerte.

- En el siguiente espacio en el sentido caudal, se introduce un
fragmento de D.B.M. de un peso aproximado de 5 mg

- En el tercer y dltimo espacio abordado, el mis caudal, se
introduce uno de los fragmentos de periostio autdlogo obtenido

previamente.
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c- Como control, se realiza la implantacién en la pared abdominal de la
D.B.M. y del periostio. Para ello realizamos una incisién en la piel del
abdomen, longitudinal y media, de unos 3 cm., para poner al
descubierto la pared muscular del abdomen, en la cual se realizan dos
bolsillos intramusculares, uno proximal y otro distal, siempre en el lado

derecho del animal (por protocolo).

- Enel bolsillo mas proximal se introduce un fragmento de D.B.M.
del mismo peso y tamafio que el introducido en el disco
intervertebral.

- En el bolsillo mas distal, se coloca un fragmento de periostio

autdlogo, del mismo tamafio que en el disco.

Esto se lleva a cabo con la intencién de que sea el mismo animal el que
sirva como control de la actividad osteoinductiva de las sustancias

organicas introducidas en los discos intervertebrales.
d- Por dultimo se suturan todas las heridas, cerrando los bolsillos
musculares con un punto de material irreabsorbible, para su posterior

identificacion en el momento del sacrificio del animal.

Los animales son devueltos a sus jaulas, dejandolos a su libre evolucion.
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Foto 21- Incisiones transversales a nivel de la cola para
el abordaje del disco intervertebral

Foto 22- Practica de los bolsillos en la pared abdominal



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Material y método. 102

Foto 23- 12 Serie: Disco intervertebral abierto
Foto 24- 22 Serie: Disco intervertebral extirpado completamente y abierto
1. Nicleo 2. Anulus (lupa 5 aumentos)
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3.2.4.2 Segunda serie

En esta serie se pretende valorar la respuesta obtenida al implantar D.B.M. en
un segmento vertebral al que previamente se le ha extirpado completamente el
disco vertebral y ambas plataformas (epifisis) vertebrales adyacentes, dejando dos
superficies Oseas cruentas, separadas por un espacio vacio en el que se implanta

la D.B.M.

Para esta experiencia, utilizamos 32 animales de la misma clase que en la serie

anterior, con un peso medio de 204,8 gr y con las mismas caracteristicas.

La técnica operatoria ha consistido en el abordaje de dos espacios vertebrales
consecutivos en la cola de la rata, previa identificacién de los mismos por

puncién percutanea, con incisiones transversales.

Una vez abordado el espacio, se procedi6 a la extirpacidn del disco, con sus
platillos vertebrales adyacentes, procurando hacerlo en un sélo bloque,
intentando dejar la menor cantidad de cartilago fisario posible. Esta operacion

se efectua de la misma forma en los dos espacios abordados.

Seguidamente se introdujo un fragmento de D.B.M. del mismo tamafio y peso
que en la experiencia anterior, en el espacio mas proximal. Se deja el espacio

mds distal sin introducir nada en su interior, para que sirva de control.

El cierre de los espacios se efectué con puntos sueltos de seda, devolviendo

posteriormente los animales a su jaula y dejandolos a su libre evolucién.
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3.2.4.3 Tercera serie

En esta serie se pretende valorar la respuesta obtenida a la introduccién en el
interior del espacio intervertebral de un fragmento de D.B.M., habiendo
previamente extirpado el disco intervertebral de una forma subtotal, con
denudacion de los platillos vertebrales hasta hueso escleroso, mediante legrado

del cartilago epifisario.

Para esta experiencia empleamos 32 animales, de un peso medio de 411,3 gr, de

la misma clase y caracteristicas que en las series anteriores.

La técnica operatoria ha consistido en el abordaje de dos espacios vertebrales
contiguos, en la raiz de la cola, mediante incisiones transversales, previa

identificacién del espacio por puncién percutanea.

Una vez abierto el espacio intervertebral, se extirpa el nicleo pulposo del disco
y se procede al rascado mediante la hoja del tenotomo de las superficies
cartilaginosas de los platillos vertebrales, hasta llegar a hueso escleroso. La

misma operacidn se lleva a cabo en el siguiente espacio discal.

Una vez preparados ambos espacios vertebrales de la misma forma, se procede
a la introduccién en el interior del espacio mas proximal de un fragmento de
D.B.M. de igual forma y peso que en las experiencias anteriores.

El espacio distal se deja como control, no introduciendo nada en su interior.

Las incisiones se cierran con puntos sueltos de seda, devolviendo posteriormente

los animales a sus jaulas y dejandolos a su libre evolucion.
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3.2.5 ESTUDIO RADIOGRAFICO

A las ocho semanas de la implantacion, se sacrifican los animales y se efectda
un estudio radiografico. Los animales son radiografiados por grupos de cuatro

o cinco, segun fueron intervenidos.

Se utiliza un aparato de Rx portdtil (Transportix 25) y placas radiogréficas

convencionales.

Las caracteristicas empleadas a un metro de distancia entre el foco y la placa

fueron 40 Kw, 15 mA y un segundo de exposicion.

3.2.6 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Una vez el animal fallecido, se procede a la obtencién de las muestras para el
estudio anatomopatoldgico de los resultados, de la siguiente forma:

- en la primera serie, se obtiene un fragmento de cola que comprenda los
tres discos intervenidos. Dos fragmentos de pared abdominal, cada uno
de los cuales comprende uno de los bolsillos realizados en la cirugia.

- en la segunda y tercera series, se extirpa un fragmento de cola que

incluya los dos discos intervertebrales intervenidos.

Inmediatamente, los fragmentos de cola son desprovistos de la gruesa piel que
los envuelve al objeto de facilitar los cortes y se introducen en una solucién de

formaldehido al 10%, hasta su procesamiento.
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Los fragmentos de pared muscular son introducidos sin mas en formaldehido

al 10%.

3.2.7 PROCESAMIENTO ANATOMOPATOLOGICO

Una vez las muestras han sido fijadas por el formol, se inicia el proceso de
descalcificacion de los fragmentos de cola por inmersién en acido nitrico hasta

que ésta se ha completado.
Los fragmentos de pared muscular no son sometidos a descalcificacién.
Posteriormente, todas las muestras son incluidas en parafina, cortadas con un

microtomo tipo Minot (Leinz) y tefiidas mediante el método de la

Hematoxilina-Eosina y el Tricromico de Masson.
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3.2.8 METODOS DE ESTUDIO

La valoracién y estudio de los resultados se ha realizado en las tres series

siguiendo la metodologia siguiente para la obtencion de datos:

3.2.8.1 Mortalidad y morbilidad

En este apartado se ha hecho un analisis de:

3.2.8.1.1 -La mortalidad

En este caso dividiremos la mortalidad en dos apartados:
a- Mortalidad asociada a la anestesia y técnica operatoria propiamente
dicha. Es decir, que ocurra durante el acto quirtrgico o en el

postoperatorio inmediato. -
b- Mortalidad debida a situaciones postoperatorias no inmediatas, que se
consideren secundarias al modelo experimental.,
3.2.8.1.2 -La morbilidad
Bisicamente representada por la aparicién de infecciones a nivel de la herida

operatoria, o cualquier otro problema que pudiera haber interferido en el

proceso y que hubiera sido consecuencia del modelo experimental.
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La cirugia se efectud siempre sin normas estrictas de asepsia, por lo que a pesar
de que estos animales se defienden muy bien contra las infecciones, en algunos

casos éstas pueden aparecer, ya sean superficiales o profundas.

Algunas infecciones profundas sélo seran detectadas en el analisis
anatomopatolégico como microabscesos, pero otras pueden provocar la

presencia de fistulas al exterior.

De esta forma, dentro de este apartado nos interesaremos por la presencia de:
- microabscesos

- fistulas y otras alteraciones cutaneas

3.2.8.2 Variaciones morfoldgicas

En este apartado valoramos varios parametros, todos ellos de dificil

cuantificacién, por lo que solamente se valorara su presencia o no.

3.2.8.2.1 -Aspecto

Toda cirugia provoca un cierto proceso inflamatorio reaccional, que se
manifiesta por un aumento de volumen del drea intervenida, méxime si la
M4 s /2 . ’ . .
agresion quirdrgica ha afectado estructuras dseas o directamente relacionadas

con el hueso.

En este caso valoramos la presencia o no de un aumento de volumen del 4rea

intervenida en el momento del sacrificio del animal.
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También se valora la presencia de otras alteraciones morfoldgicas como puede
ser la presencia de una angulacién anormal de la cola en el segmento

intervenido.

3.2.8.2.2 -Movilidad

Un aspecto clinico muy dificil de cuantificar se refiere a la movilidad residual
del segmento de cola intervenido, que podria servirnos para valorar de alguna

forma la estabilidad conseguida.

Optamos por efectuar la comprobacion mediante flexién manual de la cola,
sujetindola por encima y por debajo del segmento intervenido (conjunto de

espacios vertebrales intervenidos).

Conscientes de la dificultad de obtener resultados objetivables y de la
subjetividad del método, se optd por efectuar la valoracién de la siguiente
forma:
- no existe movilidad en el segmento intervenido
- existe movilidad en el segmento intervenido
- movilidad normal

- movilidad disminuida

Ragni y Lindholm (1991) (125), efectian la medicién en conejos mediante
proyecciones radiogrificas laterales de los segmentos de columna en posicién
neutra y en maxima flexién, valorando después los dngulos que forman los ejes
longitudinales de las vértebras adyacentes. Su trabajo fue realizado sobre 26

animales.
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Fotos 25 y 26- Valoracién de la movilidad residual del segmento intervenido
A. Flexién ventral B. Flexién dorsal
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3.2.8.3 Peso

Se valorara también el peso de los especimenes antes de la cirugia y la variacién
en el mismo después de la experiencia, en vistas a una correlacién entre estos
’ . . 7 . .
parametros y las alteraciones observadas radiolégicamente en los espacios

intervenidos.

La determinacion de las variaciones en el peso de los animales entre antes y
después de la experiencia, se ha hecho de una forma absoluta y en porcentajes
(aumento relativo de peso), intentando de esta forma minimizar las diferencias

de peso entre los animales al inicio de la experiencia.

El peso de los animales es una forma indirecta de valorar la edad de los
individuos(95) y poder relacionar la maduracion de los mismos con la respuesta

del disco intervertebral.

3.2.8.4 Estudio radiologico

El estudio se ha hecho por interpretacién visual de las radiografias obtenidas

inmediatamente después del sacrificio de los animales.

En estas radiografias valoramos:
A- En el primer grupo de estudio, en el que se introdujo metal,
valoramos la presencia de éste en el lugar de la implantacién, o su
ausencia, lo cual seria indicativo de un posible rechazo por parte del

organismo del animal.
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Ademis valoramos su situacion dentro o fuera del espacio discal, lo

que nos puede dar una idea de la incontinencia del disco intervenido.

B- El resto de las valoraciones han sido iguales para los tres grupos
experimentales, efectuando:

1- Valoracién de la pérdida de paralelismo entre los platillos

vertebrales intervenidos, lo que podria interpretarse como signo

indirecto de inestabilidad postquirtrgica.

2- Valoracién de alteraciones macroscopicas en los discos
intervenidos:

a- erosion de los platillos vertebrales

b- ensanchamiento de los platillos vertebrales

c- pérdida de altura de los discos intervertebrales

d- presencia de calcificaciones extradiscales pero en contacto con
el disco, lo que indicaria la presencia de osificacion
heterotdpica, a valorar si dependiente o no de la sustancia
introducida en el disco intervertebral, en el caso de que éste

no sea continente.

3- Osificacién en el interior del disco, ya sea:
a- total, la totalidad del disco se halla osificado y existe paso de
trabéculas éseas de un cuerpo vertebral al otro
b- parcial, solamente existe paso de trabéculas 6seas de un cuerpo
vertebral al otro en parte del disco, pudiendo ser: |
- central

- lateral
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3.2.8.5 Estudio estadistico de los datos obtenidos

El analisis de los datos obtenidos mediante la observacién de los parimetros

previamente establecidos se ha efectuado de una forma porcentual para cada

parametro por separado y para cada grupo de estudio.

Dentro de cada grupo se han relacionado mediante tablas cruzadas los siguientes

parametros:

1-

El peso del animal con la aparicién de calcificaciones extradiscales y
de osificaciones intradiscales, lo cual nos indicara si los resultados han
estado muy influenciados por el diferente peso de los individuos al

inicio de la experiencia.

La presencia de calcificaciones extradiscales con la presencia de
erosiones en los platillos vertebrales al mismo nivel. Esto nos servira
para valorar si la aparicion de calcificaciones es dependiente del mismo
proceso inflamatorio que ha provocado la erosion o, por el contrario,
se puede considerar producto directamente relacionado con el tipo de

implante utilizado.

La aparicidn de osificaciones con el nivel intervenido, con lo que se
valorari si existe o no una dependencia de la osificacién discal (total

o parcial) con el material introducido en el interior del disco.

Por dltimo se han comparado los resultados de las series, relacionando

solamente el nivel en el que se introdujo la D.B.M.
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Los parametros que hemos valorado han sido:

- la aparicién de calcificaciones extradiscales

- la erosion de los platillos vertebrales

- el ensanchamiento de los platillos vertebrales

- la pérdida de altura de los discos

La valoracién se ha hecho seleccionando el numero total de

apariciones del parametro estudiado en las series, con las apariciones
en cada serie por separado. Esto nos dard una valoracién de la
influencia de la técnica quirirgica empleada en la aparicién de los

pardmetros valorados.

3.2.8.5.1 Técnicas estadisticas utilizadas en el analisis de datos

Para el tratamiento estadistico de los datos se han usado las siguientes técnicas:

a-

Prueba de Chi Cuadrado para analizar tablas de contingencia como
método para el contraste de la hipétesis de independencia entre dos

variables categdricas (43,96).

Prueba de anilisis de la varianza para comparar las medias de variables
cuantitativas entre categorias o grupos de datos independientes, y
analizar, por tanto, la relacién de la variable categérica que crea los
grupos con la variable cuantitativa considerada (96). Los grupos han
sido comparados entre si por el método de Sheffé cuando el analisis de
la varianza detecta globalmente diferencias estadisticamente

significativas.
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El nivel de riesgo alfa aceptado para todos los contrastes de hipétesis ha sido del
0,05 y los contrastes se han planteado a nivel bilateral, lo cual equivale a
identificar la hipotesis nula con la igualdad de medias y porcentajes, y la

hipétesis alternativa con la desigualdad.

3.2.8.5.2 Material

Para el almacenamiento de los datos se ha utilizado una base de datos creada
mediante el paquete integrado OPEN ACCESS II PLUS (54) con un ordenador

compatible 80386.

Los calculos se han realizado en la Facultad de Medicina de Reus de la
Universitat Rovira 1 Virgili mediante un ordenador IBM 80386 y el paquete
estadistico SPSS/PC+ (152).

3.2.8.6 Estudio anatomopatoldgico

El estudio de las preparaciones microscdpicas se ha realizado en el Servicio de

Anatomia Patolégica del Hospital Sant Joan de Reus.

3.2.8.6.1 Material

Se ha utilizado un microscopio 6ptico binocular de ensefianza con triple cabezal
(Olimpus BH2) y un microscopio 6ptico binocular (Olimpus CHS). Para la

. - , - : :
reproduccion fotografica de las preparaciones se ha utilizado un microscopio
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optico con accesorio para fotografia (Olimpus BHS) y una cimara fotografica

Olimpus PM-10ADS.

3.2.8.6.2 Método

Se ha llevado a cabo una observacion visual de las preparaciones, intentando
valorar:
- En el disco intervertebral intervenido (en las tres series)
- reaccién de la estructura del hueso metafisario
- afectacion del cartilago fisario
- afectacion de la placa 6sea epifisaria
- afectacidn del disco intervertebral, tanto en su estructura tisular
como en su disposicion
- tejido que aparece "de novo" en el disco intervertebral y
estructuras adyacentes
- presencia 0 no del material introducido en su interior y
reacciones que ha provocado y de que ha sido objeto
- presencia de calcificaciones heterotépicas
- presencia de osificaciones en el disco

- presencia de procesos patolégicos intercurrentes (microabscesos)

- En las implantaciones intramusculares (solamente en la primera serie)
- presencia o no del tejido implantado
- reaccion en el tejido muscular provocada porel tejido implantado
- presencia de osificaciones heterotdpicas inducidas y descripcion
de las mismas

- presencia de procesos patoldgicos intercurrentes (microabscesos)
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El resultado de las observaciones se expondra de forma puramente descriptiva,

debido a la dificultad de aplicar los métodos estadisticos.
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4.1 RESULTADOS DE LA OBSERVACION CLINICA

Para la obtencion de los resultados se ha aplicado la metodologia expuesta en
el apartado correspondiente. Realizaremos la exposicidén siguiendo el mismo

orden.

4.1.1 PESO, MORTALIDAD Y MORBILIDAD

4.1.1.1 Peso

En la primera serie:

antes de la cirugia el peso medio fue de 290,37 gr con una desviacién

tipica de 40,48 gr.

- después de la cirugia el peso medio fue de 411,28 gr con una desviacién
tipica de 54,07 gr.

- la diferencia de peso entre antes y después de la cirugia fue de un
aumento medio de 120,90 gr con una desviacion tipica de 44,25 gr.

- el porcentaje de la diferencia de peso (aumento de peso relativo) fue de

una media de 42,6% con una desviacién tipica de 17,2%

En la segunda serie:
- antes de la cirugia el peso fue de una media de 204,8 gr con una
desviacién tipica de 44,0 gr.
- después de la cirugia el peso medio fue de 289,7 gr, con una desviacién
tipica de 30,2 gr.
- la diferencia de peso entre antes y después de la experiencia fue de una

media de 84,8 gr con una desviacion tipica de 37,8 gr.
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- el porcentaje de diferencia de peso antes y después de la experiencia
(aumento de peso relativo) fue de una media de 45,7%, con una

desviacion tipica de 24,6%

En la tercera serie:

- el peso medio antes de la experiencia fue de 411,3 gr con una desviacién
tipica de 88,6 gr.

- el peso medio al final del proceso fue de 538,9 gr, con una desviacién
tipica de 109,2 gr.

- la diferencia de peso entre el inicio y el final de la experiencia
(variacidén absoluta de peso) fue de una media de 127.6 gr con una
desviacion tipica de 52,7 gr.

- el porcentaje de diferencia de peso (variacidén de peso relativa) ha sido

de una media de 31,7% con una desviacion tipica de 15,0%.

4.1.1.2 Mortalidad

En ninguna de las tres series han habido casos de éxitus después de que el

animal haya sido devuelto al estabulario.

En cambio, la mortalidad durante la cirugia (siempre debido a causas anestésicas)
e inmediatamente después de la misma (antes de la recuperacién del animal de
la anestesia), ha sido de un 8,3% del total de animales, sumando las tres series,
y segun la distribucion siguiente:

- en la primera serie no hubo ningun éxitus en estas circunstancias

- en la segunda serie fallecieron dos animales (6,2%) por esta causa

- en la tercera serie, fueron seis los animales fallecidos (18,7%)
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4.1.1.3 Morbilidad

En este apartado se han valorado por separado las observaciones microscopicas

(microabscesos) y los hallazgos macroscépicos (fistulas, tlceras,etc.), con el

siguiente resultado:

- Observaciones microscopicas

- En la primera serie:

en el primer disco intervenido (metal), no se encontrd ningtin
absceso en las observaciones

en el disco intermedio (D.B.M) observamos la presencia de dos
microabscesos (6,2%)

en el nivel mas distal (periostio), solamente en un caso se ha
observado un microabsceso

en el bolsillo de la pared abdominal, en el que se introdujo la
D.B.M., observamos la presencia de microabscesos en cuatro
ocasiones (12,5%)

en el bolsillo en el que se introdujo periostio se observaron

microabscesos en tres ocasiones (9,3%)

- En la segunda serie:

en el disco con D.B.M. se han observado tres microabscesos
(10%)

en el disco control encontramos dos microabscesos (6,6%)

- En la tercera serie:

en el disco proximal observamos la presencia de cuatro
microabscesos (15,3%)

en el distal encontramos cinco (19,2%)



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Resultados. 122

- Observaciones macroscépicas:
- Enla primera serie no se ha observado ninguna alteracién cutinea

evidente.

- En la segunda serie hemos encontrado:
- una fistula productiva al exterior

- una dehiscencia de herida cicatrizada por segunda intencién

- En la tercera serie se han observado:
- cuatro fistulas al exterior
- tres ulceras en la zona intervenida
- dos amputaciones espontaneas de la cola, varios segmentos por
debajo de la zona intervenida

- una necrosis dérmica a nivel de la zona de la cirugia

4.1.2 ASPECTO MACROSCOPICO DE LA COLA

En todos los elementos de las tres series hemos observado un aumento del
volumen residual del segmento de cola intervenido en forma de huso. En

ningin caso hemos observado signos inflamatorios macroscépicos.

En dos casos se ha observado una angulacién irreductible de la cola a nivel de

uno de los segmentos intervenidos. Ambos casos pertenecen a la segunda serie.
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4.1.3 MOVILIDAD

La movilidad del segmento de cola intervenido fue afectada de forma diferente

segun las series:

- En la primera serie la movilidad se conservé en todos los casos, con una

cierta disminucion de la misma de forma global. Podriamos decir que
la movilidad en esta serie se ha conservado normal.

En la segunda serie, la afectacion de la movilidad fue muy importante,
consiguiéndose en todos los casos una artrodesis clinica. Podriamos
catalogar la serie como de pérdida de la movilidad a nivel del segmento
intervenido.

En la tercera serie, la afectacién de la movilidad ha sido de una forma
intermedia con respecto a las anteriores. Se ha observado una
disminucién importante de la misma en la mayoria de los casos, pero
solamente en un caso se llegd a la artrodesis clinica y en unos pocos
casos (cinco), la movilidad fue mayor que en la globalidad de la serie.
Podriamos catalogar esta serie como de una movilidad claramente

disminuida de forma global.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANIC
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén
DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Resultados. 124

Foto 27- Amputacion espontinea de la cola en una rata de la 32 Serie (Rx)

Foto 28- Demostracién radioldgica de la pérdida de movilidad del segmento intervenido
Rata de la 3* Serie (Rx) A. Flexi6n ventral B. Flexién dorsal
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4.2 RESULTADO DEL ESTUDIO RADIOLOGICO

4.2.1 RESULTADO DEL ESTUDIO RADIOLOGICO DE LA
PRIMERA SERIE

En este primer grupo de animales, se ha valorado la presencia o no del metal

en el disco intervertebral y su situacion en él.

Se ha visto que de las 32 ratas de que consta el grupo, en 31 casos el metal
permanecia presente y solamente en un caso éste habia desaparecido (posible

migracidn al exterior).

En cambio, la posicién del metal en relaciéon al disco sufrié variaciones
importantes, ya que en 24 casos éste se encontraba fuera del mismo y solamente

en 7 casos 22,5%, permanecia en su interior.

En cuanto al paralelismo residual entre los platillos vertebrales que forman el
espacio discal en los discos intervenidos, nos hemos encontrado con que:

- en 23 casos no ha habido ninguna pérdida del mismo (71,9%)

- en 6 casos la pérdida se ha producido en un sélo nivel (18,8%)

- en un caso la pérdida se ha producido a dos niveles (3,1%)

- en dos casos la pérdida se ha producido en los tres niveles intervenidos

(6,3%)

La erosion de los platilllos vertebrales la hemos encontrado:
- en 11 ocasiones (34,4%) en el nivel proximal (metal)

- en 8 ocasiones (25%) en el nivel medio (D.B.M.)
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- en 7 ocasiones (21,9%) en el nivel distal (periostio)
no existiendo diferencia significativa entre la erosién y el disco intervenido

(p=0,5037).

El ensanchamiento de los platillos vertebrales se constaté:
- en 9 ocasiones en el nivel proximal (38,2%)
- en 7 ocasiones en el nivel medio (21,9%)
- en 4 ocasiones en el nivel distal (12,5%)

tampoco existe diferencia significativa (p=0,3011).

La pérdida de altura del disco se produjo:

en 26 ocasiones (81,3%) en los tres discos a la vez

en 3 casos (9,4%) en dos discos a la vez

en 2 casos (6,3%) en solamente un disco

en un caso (3,1%) no se produjo pérdida de altura en ningin disco.

En cuanto a los niveles en que se distribuyeron estas pérdidas de altura, se han
distribuido de la manera siguiente:

- en 28 casos en el nivel proximal (87,5%)

- en 29 ocasiones en el nivel medio (90,6%)

- en 29 casos en el nivel distal (90,6%)

no existiendo tampoco diferencia significativa (p=0,8943).

La aparicién de calcificaciones laterales (extradiscales, pero en su vecindad), se
ha distribuido de la siguiente forma:
- en el disco proximal (metal) han aparecido calcificaciones en 5 ocasiones
(15,6%)

- en el disco medio (D.B.M.) han aparecido calcificaciones en 24
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ocasiones (75%)
- en el disco distal (periostio) en solamente dos ocasiones (6,3%)
en este caso si existe una diferencia muy significativa entre la aparicién de

calcificaciones y el nivel intervenido (p <0,0001).

Se ha relacionado el peso de los animales con la aparicién de calcificaciones.

RELACION ENTRE EL PESO Y LA APARICION DE CALCIFICACIONES

ninguna calcificacién calcificacién
calcificacién en un disco en dos discos P

n=256 n=21 n=>5

peso antes #2735 297,9 279,0 0,3503
+ (22,3) (45,6) (28,1)

diferencia 122,0 121,3 117,9 0,9859
de peso 42.4) (42,8) (61,2

% diferencia 45,5 42,0 41,3 0,9024
de peso (17,9 (17,0) 20,8)

n = n° individuos * = media + = (desviacidn tipica)
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La presencia de calcificaciones también se ha relacionado con la existencia de
erosiones en los platillos vertebrales de cada nivel intervenido, ofreciéndonos los
siguientes datos:

- En el disco proximal existe una relacion significativa entre las variables,

siendo mds frecuente la aparicién de calcificaciones en presencia de
erosién (p=0,0193).

RELACION ENTRE CALCIFICACIONES Y EROSIONES
DISCO PROXIMAL

n° de casos no calcificacidn si calcificacién total
% lineas lineas
no erosion 20 1 21
95,2 4,8 65,6
si erosiéon 7 4 11
63,6 36,4 344
total 27 5 32
columnas 84,4 15,6 100,0

(p= 0,0193)
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- En el disco medio, no existe ninguna relacidén significativa entre las
variables (p=1,0000).

RELACION ENTRE CALCIFICACIONES Y EROSIONES

DISCO MEDIO

n® de casos no calcificacidon si calcificacién total
% lineas lineas
no erosién 6 18 24
25,0 75,0 75,0
si erosiéon 2 6 8
25,0 75,0 25,0
total 8 24 32
columnas 25,0 75,0 100,0

(p= 1,0000)
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- Enel disco distal tampoco existe relacién significativa entre las variables

(p=0,3203)

RELACION ENTRE CALCIFICACIONES Y EROSIONES

DISCO DISTAL

n° casos no calcificacién st calcificacién total
% linea lineas

no erosiéon 24 1 25
96,0 4,0 78,1

si erosiéon 6 1 7
85,7 14,3 21,9

total 30 2 32
columnas 93,8 50,0 100,0

(p= 0,3203)

Tampoco existe relacidén entre el ensanchamiento de los platillos vertebrales y

la aparicién de calcificaciones extradiscales en ninguno de los tres niveles.

En cuanto a osificaciones radioldgicas en el interior del disco intervertebral, no

se ha apreciado en ninglin caso ningiin tipo de osificacidn, ya sea central, lateral

o total, es decir, 100% de resultados negativos.
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Foto 29- Rata 12 Serie Foto 30- Rata 1? Serie
Se observa un osiculo bien definido - erosion del platillo vertebral en el

en el espacio intervertebral medio y disco proximal
una disminucion de altura a nivel de - calcificacién extradiscal en el disco

este espacio y del espacio mas distal medio
- pérdida de paralelismo del disco distal
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4.2.2 RESULTADO DEL ESTUDIO RADIOLOGICO DE LA
SEGUNDA SERIE

Este grupo esta constituido por 30 ratas y sélo se han intervenido dos discos

por individuo.

En cuanto a la pérdida o no del paralelismo de los platillos vertebrales en los
niveles intervenidos, se observé que en el 100% de los casos no ha habido

pérdida del mismo.

La erosién en los platillos vertebrales intervenidos solamente se ha dado en un

caso, a nivel de un platillo distal en el disco proximal (D.B.M.).

El ensanchamiento de los platillos aparece en el 100% de los casos, en todos los

discos intervenidos y tanto en el platillo proximal como en el distal.

La pérdida de altura del disco se ha producido en el 100% de los casos e

igualmente en todos los discos intervenidos.

La aparicion de calcificaciones extradiscales laterales ha sido la siguiente:
- en el disco proximal (D.B.M.) han aparecido 4 calcificaciones (13,3%)
- en el disco distal (control) igualmente han aparecido 4 calcificaciones
13,3%)
- solamente en dos casos ha coincidido la presencia de calcificaciones en

los dos discos simultineamente (6,6%).
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Las osificaciones en el interior del disco se han distribuido de la forma siguiente:
- En el disco proximal (D.B.M.)
- osificacion total en 13 casos (43,3%)
- osificacion central en 9 casos (30,0%)
- En el disco distal (control)
- osificacion total en 12 casos (40,0%)

- osificacién central en 6 casos (20,0%).
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Si relacionamos los niveles intervenidos con la aparicién de osificaciones
mediante una tabla cruzada, obtenemos el siguiente resultado, en el cual no se
aprecia ninguna relacion significativa entre la presencia de osificacién discal (del

tipo que sea) y el disco intervenido (p=0,8661).

RELACION ENTRE EL NIVEL DE INTERVENCION Y LA PRESENCIA DE

OSIFICACIONES
n° casos no osificacién st osificacidon
% lineas nivel distal nivel distal total lineas
% columnas
no osificacidén 3 5 8
nivel proximal 37,5 62,5 26,7
25,0 27,8
si osificacién 9 13. 22
nivel proximal 40,9 59,1 73,3
75,0 72,2
total 12 18 30
columnas 40,0 60,0 100,0

(p= 0,8661)
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Se ha relacionado también el peso de los animales con la aparicién de

osificaciones, no apreciandose relacion significativa entre el ndimero de

osificaciones (totales) presentadas y el peso del animal.

RELACION ENTRE EL PESO Y LA APARICION DE OSIFICACIONES

ninguna osificacién en un | osificacidn en
osificacidén disco dos discos P
n=23 n =14 n =13
peso antes * 239,6 203 198,0 0,3460
+ (58,5) (51,2) (30,2)
diferencia de 54,0 79,0 98,2 0,1378
peso (31,0 (40,6) (32,1)
% diferencia 25,9 44,0 52,0 0,2475
de peso (21,3) (27,5) (20,6)
n = n° de individuos * = media + = (desviacidn tipica)
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Foto 31- Rata 22 Serie Foto 32- Rata 22 Serie
Artrodesis 6sea en ambos espacios intervenidos - Artrodesis 6sea en el espacio control (distal)

- Unidn rigida en el espacio con D.B.M. pero
sin llegar a la unién 6sea
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4.2.3 RESULTADO DEL ESTUDIO RADIOLOGICO DE LA
TERCERA SERIE

En este grupo se han podido valorar 26 individuos, y al igual que en el grupo

anterior solamente se han intervenido dos espacios discales.

La pérdida de paralelismo entre los platillos vertebrales de los discos
intervenidos ha estado presente en una sola ocasién y en los dos niveles a la

VeEZ.

La erosion en los platillos vertebrales se ha distribuido de la forma siguiente:
- a nivel proximal, en 12 ocasiones (D.B.M.) (46,1%)
- a nivel distal, en 17 ocasiones (control) (65,4%)

sin distinguir entre platillo proximal y distal, no existiendo diferencia

significativa entre la presencia de erosion y el nivel intervenido (p=0,1626).

Se ha producido ensanchamiento de los platillos:
- en el disco proximal, en 10 ocasiones (38,4%)
- en el disco distal, en 16 ocasiones (61,6%)
sin distinguir entre platillo proximal y distal no existiendo tampoco diferencia

significativa (p=0,0960).

La pérdida de altura del disco intervenido se ha presentado como sigue:
- en § casos no ha habido pérdida de altura (30,8%)
- en 6 casos se ha presentado en un sélo nivel (23,1%)
- en 12 casos se ha presentado en dos niveles (46,2%)

- en el disco proximal se ha presentado en 13 ocasiones (50,0%)
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- en el disco distal se ha presentado en 17 ocasiones (65,4%)

no existiendo diferencia significativa (p=0,2615).

La aparicidn de calcificaciones laterales, se ha producido de la siguiente forma:

- en el disco proximal han aparecido calcificaciones en 15 ocasiones
(57,7%)

- en el disco distal han aparecido calcificaciones en 4 ocasiones (15,4%)

existiendo una clara diferencia significativa entre los niveles intervenidos
(p=0,0001).
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Se ha relacionado el peso del animal con la aparicién de calcificaciones con el

siguiente resultado:

RELACION ENTRE EL PESO Y LA APARICION DE CALCIFICACIONES

ninguna calcificacion calcificacién
calcificacién en un disco en dos discos P

n=9 n =15 n=2

peso antes * 414,5 402,9 460,0 0,7045
+ (123,1) (68,5) (56,5)

diferencia 131,5 127,7 109,0 0,8707
de peso (69,7) (45,7) (21,2)

% diferencia 33,7 31,5 24,1 0,7323
de peso (21,3) (11,2) 7,5)

n = n° individuos * = media + = (desviacidn tipica)

No existe ninguna relacién significativa entre el peso del animal y la aparicion

de calcificaciones.
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Se ha relacionado la presencia de calcificaciones con la existencia de erosiones,

con los siguientes resultados:

RELACION ENTRE CALCIFICACIONES Y EROSIONES

DISCO PROXIMAL

n®° de casos no calcificacidn si calcificacidén total
% lineas lineas
no erosidén 4 10 14
28,6 71,4 53,8
si erosién 7 5 12
58,3 41,7 46,2
total 11 15 26
columnas 42,3 57,7 100,0

(p= 0,1257)
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RELACION ENTRE CALCIFICACIONES Y EROSIONES

DISCO DISTAL

n° de casos no calcificacién st calcificacidon total
% lineas lineas

no erosiéon 9 9
100,0 34,6

si erosidn 13 4 17
76,5 23,5 65,4

total 22 4 26
columnas 84,6 15,4 100,0

(p=0,1136)

No se observa ningun tipo de relacién entre la presencia de erosiones y la

aparicion de calcificaciones en ninguno de los dos niveles.

En cuanto a la osificacién del disco, solamente en un caso se produjo la

osificacidn total de los dos niveles.
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Foto 33- Rata 3* Serie Foto 34- Rata 32 Serie
- Osificacién en espacio con D.B.M. - Desestructuracion 6sea del disco proximal por
infeccion
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4.2.4 COMPARACION ENTRE SERIES

Al intentar comparar las tres series entre si, nos damos cuenta de que los
resultados de la segunda serie son tan diferentes a los de las otras dos (primera
y tercera), que no precisan ningun tipo de comparacidn estadistica para su

valoracidn.

Por otra parte, de los niveles intervenidos en todas las series, el nivel que
realmente nos interesa de cara a las conclusiones finales es aquél en el que se

introdujo la D.B.M.

Por todo esto, solamente hemos realizado el estudio comparativo entre la

primera y tercera series y solamente para el disco en que se introdujo la D.B.M.

De todos los parimetros valorados, el mas significativo en este estudio es la
aparicién de calcificaciones extradiscales (en ninguno de los dos grupos se

obtuvo osificaciones en el interior del disco).
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Al relacionar el nimero de calcificaciones totales (de los dos grupos) con las
aparecidas en cada grupo por separado, tendremos una valoracién de la
importancia de la técnica quirirgica en la aparicién de las mismas. De esta
L] . . . . .
comparacién obtenemos la siguiente tabla cruzada en la que no existe diferencia

significativa entre los dos grupos de estudio (p= 0,1625).

RELACION ENTRE LA TECNICA QUIRURGICA Y LA APARICION DE

CALCIFICACIONES
n° de casos Primera Serie Tercera Serie Total
% lineas lineas
% columnas
8 11 19
no calcificaciones 42,1 57,9 32,8
25,0 42,3
24 15 39
si calcificaciones 61,5 38,5 67,2
75,0 57,7
total 32 26 58
columnas 55,2 44,8 100,0

En la segunda serie la aparicion de calcificaciones es despreciable.
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De todos los demas parametros valorados y en las mismas condiciones, la
valoracién de las tablas cruzadas ha arrojado los siguientes resultados:

- en cuanto a las erosiones de los platillos vertebrales, no existe diferencia
significativa (p=0,0918)

- en cuanto al ensanchamiento de los platillos vertebrales tampoco existe
diferencia significativa (p=0,1675)

- en cuanto a la pérdida de altura de los discos, existe una diferencia muy
significativa entre los resultados con una técnica o con otra. Mientras
que en la primera serie el 90,6% de los casos presentaron pérdida de
altura en el disco con D.B.M., solamente lo hicieron el 50% en la

tercera serie (p=0,0005).
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4.3 RESULTADO DEL ESTUDIO
ANATOMOPATOLOGICO

4.3.1 RESULTADOS DE LA PRIMERA SERIE

4.3.1.1 Implantes en la pared abdominal

43.1.1.1 -D.B.M.

En todas las preparaciones aparece sistematicamente una formacién calcificada
de diferentes tamafios, aproximadamente comprendidos entre 0,5mm? y 1,5mm?
de superficie y con la siguiente estructura habitual:

- Un centro de médula désea, madura, poco productiva, en la que
predomina el tejido adiposo sobre las células hematopoyéticas.

- Una capa externa, mis 0 menos gruesa, de tejido dseo con apariencia
de inmadurez, pero que creemos es debido a las dificultades del corte,
ya que se trata de un hueso sin descalcificar que rodea a la médula 6sea,
en el que se pueden apreciar células (osteocitos) en su interior, con
cierta dificultad por ser el corte superior a las 5 micras de grosor. Este
tejido Gseo no se observa estructurado en laminas alrededor de los vasos
sanguineos, y a la tincién con hematoxilina-eosina adquiere una
coloracién rosicea con zonas oscuras azuladas, debido a los depésitos
de calcio. En alguna preparacién se han podido observar zonas de hueso
lamelar dentro de esta masa calcificada. A la tincién con tricrémico de
Masson, esta estructura adquiere una coloracién verde intenso, debido
a la gran cantidad de colageno que contiene, aprecidndose mucho mejor

en esta tincion las células en el interior de las celdas seas (osteocitos).
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- Rodeando a la estructura en anillo irregular que representa lo descrito

hasta ahora, se encuentra en muchas preparaciones y no siempre de
forma completa otro anillo, mas irregular en su grosor, de tejido 4seo
desmineralizado, con estructura lamelar y con celdas éseas vacias que
corresponderia a los restos de la D.B.M. que se implant6. Generalmente
esta estructura se encuentra invadida, de forma irregular, por un tejido
fibroso mas o menos denso, muy celular y con vasos sanguineos, que
en ocasiones casi la sustituyen por completo, dejandola reducida a

pequefios fragmentos dentro de un anillo de tejido fibroso muy celular.

Habitualmente esta estructura estd rodeada de un tejido fibroso laxo

con zonas de tejido adiposo y todo ello dentro de la masa muscular.

La estructura de hueso neoformado acostumbra a estar tapizada
internamente por una capa de células poligonales, dispuestas en linea,
que podemos identificar como osteoblastos, y externamente por una
linea méis oscura que la separa del resto de la D.B.M. y del tejido
fibroso celular. Esta linea externa esti compuesta por una capa de
osteoblastos y en algunas zonas se han visualizado osteoclastos. Esto

representaria el frente de mineralizacién del nuevo hueso.

4.3.1.1.2 Periostio

En estas preparaciones se observa siempre la estructura tipica del musculo

estriado, agrupado en fasciculos, entre los cuales aparecen tractos fibrosos mas

o menos densos y con zonas de tejido adiposo por donde circulan los vasos

sanguineos.
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En algunas zonas estos tractos fibrosos aparecen mas amplios y mas celulares.

El fragmento de musculo esta limitado por un lado por una fina capa de tejido
fibroso denso, y por otro lado por una capa de tejido fibroso mas laxo y mas

amplio, con muchos vasos.

En ningln caso se ha observado ninguna estructura que pudiera compararse con
un osiculo de los encontrados cuando se ha implantado la D.B.M., aunque en
tres ocasiones se han observado pequefias calcificaciones de caricter
microscopico de nueva formaciéon rodeadas de un tejido fibroso, pero sin

14 ? . .
médula dsea en su interior.
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Fotos 35 y 36- Osiculo en musculo, por implantacién de D.B.M.
1. Médula 6sea 2. Hueso nuevo 3. D.B.M. 4. Misculo (H-E 10x)
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Foto 37- Osiculo en musculo por implantacién de D.B.M.
1. Hueso nuevo 2. D.B.M. 3. Osteoblastos en la linea de cementacién
(tricrémico de Masson 20x)

Foto 38- Osiculo en musculo por implante de D.B.M.
1. Hueso nuevo 2. D.B.M. 3. Linea de osificacién con osteoblastos
(Tricrémico de Masson 40x)
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Foto 39- Osiculo en misculo por implante de D.B.M.
1. Hueso nuevo 2. D.B.M. 3. Médula 6sea
4. Linea de osificacién (H-E 10x)

Foto 40- Osiculo en musculo por implante de D.B.M.
1. Hueso nuevo 2. Osteoclasto y osteoblastos
3. Linea de osificacién con osteoblastos (H-E 40x)
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4.3.1.2 Implantes en disco intervertebral

4.3.1.2.1 Disco proximal (metal)

En la gran mayoria de los casos nos encontramos con las siguientes alteraciones

microscopicas:

El hueso metafisario esta conservado con trabéculas normales y espacios
intertrabeculares rellenos de médula ésea muy poco celular y con

mucho tejido adiposo.

El cartilago fisario mantiene una situacion y estructura normal, con la
distribucidn tipica en banda ondulada que separa la metafisis de la

epifisis y con las columnas de condrocitos de aspecto normal.

La epifisis Osea estd conservada en la mayoria de los casos con
trabeculacién 4sea normal y médula dsea semejante al hueso
metafisario. En algunos casos el hueso parece mds reaccional, con
trabéculas Oseas mis engrosadas, lo que disminuye los espacios

intertrabeculares que se encuentran rellenos de médula 6sea mas celular.

La capa de cartilago hialino que cubre el hueso epifisario tiene
tendencia a perder la estructura de capa uniforme y la encontramos
generalmente desestructurada, con las células cartilaginosas en grupos

inconexos. En ocasiones no existen restos de ella.

El 4nulus lo encontramos sistematicamente en todas las preparaciones
engrosado y desestructurado. Existe una irregularidad en la

estratificaciéon de las capas de tejido fibrocartilaginoso normal, que
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pierden su disposicién concéntrica.

Las células del anulus (condrocitos), que normalmente destacan poco en
las preparaciones microscopicas y que estan dispuestas entre las capas
de fibras coligenas y a lo largo de ellas, aparecen muy destacadas, lo

que confiere a los restos del dnulus un aspecto de hipercelularidad.

Normalmente el dnulus se encuentra mds integro en uno de los dngulos
(en la preparacion), mientras que en el contrario aparece siempre
sustituido por un tejido fibroso denso muy celular, con muchos vasos
y sin estructura de anulus, y que muchas veces presenta en su seno
zonas de cartilago bien diferenciadas, generalmente dispuestas en forma

de ndédulos de condrocitos.

En muy pocos casos hemos encontrado el disco completamente
sustituido por un tejido fibrocartilaginoso muy denso y muy
condrificado, muy celular y con abundantes vasos, que destruye en
parte las placas epifisarias sustituyéndolas, e incluso rompe el cartilago
fisario penetrando en el hueso metafisario. En estos casos, el hueso
metafisario adyacente se encuentra con trabéculas engrosadas y con los
espacios intertrabeculares rellenos de un tejido muy celular que sugiere
la presencia de médula 6sea muy proliferativa, estando las trabéculas

tapizadas por bandas de osteoblastos.

En ningln caso se ha apreciado la formacién de hueso nuevo ni dentro

ni fuera del disco intervertebral.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS

INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Resultados. 154

4.3.1.2.2 Disco con D.B.M.

A este nivel las preparaciones microscopicas muestran, en principio, las mismas

alteraciones que hemos descrito en el disco anterior y que en sintesis se pueden

resumir de la manera siguiente:

No afectacién del hueso metafisario.
Cartilago fisario de caracteristicas y situacién normal.

Al igual que en el disco anterior, las epifisis permanecen en la mayor
parte de los casos con trabeculacion dsea normal y médula ésea poco
activa, pero también hemos observado algunos casos en que la epifisis
4 . 4 4 4 / 4
aparece mads reactiva, con trabéculas dseas mas engrosadas y médula dsea

mds activa en espacios intertrabeculares mas pequefios.

La capa de cartilago hialino sufre las mismas alteraciones que en el disco

anterior.

En cuanto al anulus, las alteraciones que presenta son superponibles a
las del disco precedente, y al igual que en el caso anterior permanece
mids integro en uno de sus bordes, el correspondiente al lado contrario
de la zona de acceso al disco. La mitad del disco correspondiente a la
zona de abordaje se encuentra ocupado normalmente por un tejido
fibrocartilaginoso muy celular, muy denso y vascularizado, con zonas
de condrificacion y nddulos de células cartilaginosas bien diferenciadas,

que ocupa todo este espacio de forma uniforme.

En el 60% de los casos aparece en la zona de acceso quirdrgico al disco,
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y siempre fuera del mismo, algin fragmento de D.B.M. de la que se

utiliz6 como implante, la cual presenta una serie de alteraciones

consistentes en:

Siempre aparece envuelta en un tejido fibroso mas o menos denso,
que varia segiin la zona y que acostumbra a ser mas denso cuanto
14 . 4 4 .
mas cerca del disco se encuentra y mas laxo cuanto mas hacia la
periferia. Este tejido fibroso presenta areas de condrificacién que en
ocasiones estan en contacto intimo con el bloque de D.B.M. y en

ocasiones penetran dentro del mismo.

La D.B.M. aparece penetrada por vasos de nueva aparicién y
colonizada por células cartilaginosas distribuidas anarquicamente

por toda su extensidn, ya sea de manera aislada o en grupos.

Presenta zonas que sugieren una reabsorcion de la misma y

sustitucién por tejido conjuntivo que en parte se esta condrificando.

En la mayoria de las muestras, la D.B.M. esta revitalizada en parte,
en algunos casos hasta en un 50% de la superficie visible en la
preparacién, apareciendo zonas de hueso nuevo con células vivas y
e ey : , .
reosificacién de la matriz. En algunos casos incluso se aprecia la

presencia de zonas con médula dsea activa.
Hay zonas donde el hueso nuevo esta totalmente rodeado por
cartilago bien diferenciado, sugiriendo un proceso de osificacién

endocondral.

Normalmente las areas de hueso nuevo las encontramos en los
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bordes periféricos del bloque de D.B.M.

- Existe algin caso en que un fragmento de D.B.M. permanece
absolutamente aislado por una envoltura de tejido conectivo denso,
sin que haya sufrido ninguna de las transformaciones hasta ahora

sefialadas, quedando a modo de secuestro.

En dos casos, a nivel de este disco, han aparecido microabscesos que han
destruido la parte de disco afectada, incluyendo los platillos epifisarios y los
cartilagos fisarios, llegando a infiltrar hueso metafisario. En ambos casos se
encuentran secuestros 0seos en su interior que parecen pertenecer a las epifisis

desaparecidas.
En un caso, el tejido fibroso que rellena el disco intervertebral infiltré el hueso
epifisario, reabsorviéndolo y penetrando a través del cartilago fisario en el hueso

metafisario.

Al igual que en el disco anterior, en ningin caso se ha observado osificacion en

el interior del disco intervertebral.

4.3.1.2.3 Disco con periostio
En este tercer disco, las alteraciones encontradas también son basicamente las
mismas que en el primero de los discos, con las mismas variaciones en la

afectacidn de los diferentes elementos.

Como particularidad diremos que en ningin caso hemos observado osificacién
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ni intradiscal ni extradiscal inducida por el periostio, es mas, no hemos
observado ninguna estructura que nos hiciera reconocer el periostio introducido

en el disco.

Al igual que en el disco anterior, en éste hemos observado la presencia de un
microabsceso con un secuestro 4seo en su interior, perteneciente a un mismo

ejemplar que ya presentaba un microabsceso en el disco con D.B.M.

También en este disco hemos visto algunos casos en que ha habido reabsorcién
del hueso epifisario, y sustitucién por el tejido fibrocartilaginoso que ocupa el
disco, con rotura de la placa fisaria e invasion del hueso metafisario por el tejido

conectivo.
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4.3.2 RESULTADOS DE LA SEGUNDA SERIE

4.3.2.1 Di

sco con D.B.M.

A este nivel hemos encontrado dos tipos de respuesta en el espacio

intervertebral:

a-

Osificacion del espacio
En este tipo de respuesta nos encontramos con un espacio totalmente
osificado, con paso de trabéculas 0seas de hueso esponjoso maduro

de una metafisis a otra.

El hueso metafisario es normal, estando habitualmente algo
engrosado a nivel de la osificaciéon intervertebral, con espacios
intertrabeculares mis o menos amplios y con médula ésea normal,

aunque en algun caso se aprecia algo mas celular.

En casi todas las preparaciones se aprecian pequefios restos de

cartilago fisario en alguno de los bordes de la preparacion.

Algunas preparaciones muestran restos de cartilago hialino que

sefialan la zona donde estuvo el espacio intervertebral.

No osificacion del espacio

En estos casos aparece el espacio relleno de un tejido
fibrocartilaginoso muy denso y celular, con vasos sanguineos (tejido
de cicatrizacion), con focos evidentes de cartilago hialino que

acostumbran a estar en el centro del espacio, siendo mas fibroso y

X}
]
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SN -
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menos cartilaginoso a medida que nos acercamos a los bordes del

disco.

Este tejido forma una union muy intima entre ambas metifisis e

incluso las invade en algunos casos.

El grosor de la banda fibrocartilaginosa varia de una preparacién a
otra, yendo desde una amplitud de 1mm hasta una banda
cartilaginosa testimonial de algunas micras de espesor que separa

ambas metafisis.

Al igual que en el disco anterior existen restos de cartilago fisario en

algunas preparaciones.

El hueso metafisario puede estar mas o menos engrosado, con
espacios intertrabeculares con médula 4sea poco celular, pero que en

algunos casos se observa mas celular.

En un 16% de los casos, hemos observado la presencia de restos de
la D.B.M. que se implantd, y que en todos estos casos se encuentra
en el centro del espacio intervertebral. Esta D.B.M. se halla invadida
periféricamente por tejido fibroso, con algunas zonas de cartilago
nuevo, y colonizada en su interior por algunas células cartilaginosas

aisladas.

El fragmento de D.B.M. no da la sensacion de estar secuestrado, sino
L e .
mas bien unido intimamente en algunas zonas al hueso metafisario

a través de zonas de cartilago y de tejido fibroso muy celular.
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En este espacio discal hemos encontrado abscesos microscépicos en un 10% de

los casos.

4.3.2.2 Disco control

A este nivel, seria de aplicacién la misma descripcion que hemos efectuado para
el nivel anterior, excepto en la presencia de D.B.M. que légicamente en este
espacio no existe, tanto para los espacios osificados como para los que no lo

estan.

En cuanto a la presencia de microabscesos, los hemos observado en un 6,6% de

las casos.

4.3.2.3 Resultados de la serie

Globalmente podriamos expresar los resultados en esta serie de la forma
sigulente:
- A nivel del disco con D.B.M. se han obtenido 15 osificaciones del
mismo, lo que representa un 50% de los casos.
- A nivel del disco control se han obtenido 16 osificaciones, lo que
alcanza un 53,3% de los casos.
- En 10 ocasiones 33,3% no se ha obtenido la osificacién en ningin
espacio.
- En 13 ocasiones se ha obtenido la osificacién de los dos espacios a la
vez, lo que supone el 43,3% de los casos.

- En 4 ocasiones se ha obtenido la osificacién del espacio control, y no
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la del disco con D.B.M., constituyendo el 13,3%.
- En 3 ocasiones se ha obtenido la osificacién del espacio con D.B.M.

y no del espacio control, es decir en el 10% de los casos.
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4.3.3 RESULTADOS DE LA TERCERA SERIE

4.3.3.1 Disco con D.B.M.

En la mayoria de los casos nos encontramos con las siguientes alteraciones

microscopicas:

El hueso metafisario estd conservado con trabeculacién normal y los espacios

intertrabeculares rellenos de médula 4sea muy adiposa y poco celular.

El cartilago fisario se encuentra en situacién y con estructura normal, con

aspecto de banda ondulada entre metifisis y epifisis.

La epifisis 4sea acostumbra a estar bastante afectada, en todos los casos existe
un aumento de grosor de las trabéculas 6seas, con disminucion de los espacios
intertrabeculares que en ocasiones casi han desaparecido (en zonas). Estos

espacios estdn rellenos de una médula 4sea muy activa (muy celular).

En muchas ocasiones existen zonas del hueso epifisario que han sido sustituidas

por tejido fibrocartilaginoso, e incluso en algin caso por tejido cartilaginoso

hialino bién diferenciado, pero siempre de forma parcial ocas veces
P P y P

coincidiendo en las dos epifisis del mismo disco.

Normalmente la capa de cartilago hialino que cubre las epifisis no se aprecia en
estas preparaciones al haber sido sustituida por el tejido que invade el espacio

intervertebral.
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El disco intervertebral acostumbra a estar sustituido en casi su totalidad por un
tejido fibrocartilaginoso muy denso y celular, con vasos y con zonas de

cartilago hialino en su interior.

Este tejido conjuntivo que ha rellenado el disco siempre se prolonga hacia el
exterior por uno de los bordes del mismo (zona de abordaje quirtirgico). Es en
esta zona donde aproximadamente en un 20% de los casos, y siempre fuera del
disco, hemos encontrado un fragmento de D.B.M. que ha sufrido las mismas
alteraciones que el de la primera experiencia, es decir:

- se encuentra envuelta siempre en tejido fibroso de caracteristicas
semejantes al de la primera serie y que de igual forma presenta 4reas de
condrificacién que parecen invadir la D.B.M.

- se halla penetrada por vasos sanguineos neoformados

- existe colonizacién por células cartilaginosas, ya sea de manera aislada
0 en grupos

- se hallan zonas de reabsorcién de la D.B.M. y sustitucidn por tejido
fibrocartilaginoso en ocasiones condrificado

- aparece revitalizacién en parte de la D.B.M. con zonas de hueso nuevo

y en algunos casos con médula osea activa.

En cinco casos hemos observado un microabsceso que destruia en parte o en su
totalidad el disco intervertebral, incluyendo epifisis y fisis, llegando hasta hueso

metafisario, con secuestros dseos en su interior que parecen pertenecer a la fisis.

En dos casos la zona operatoria sufrié una ulceracién que puso en contacto el
hueso con el exterior. En estos casos se aprecia una epitelizacion de la zona

expuesta.
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En el lado contrario a la zona de acceso quirirgico del disco, aparecen en la
mayoria de los casos restos del anulus primitivo, pero generalmente

desestructurado en cuanto a su distribucion en capas concéntricas.

En ningln caso se ha observado osificacion del espacio intervertebral, ni ningtin

puente 6seo que uniera una vértebra con otra.

En algunos casos, el tejido fibrocartilaginoso que ocupa el disco intervertebral
sustituye al hueso epifisario, generalmente en la zona central del platillo y
habitualmente de forma unilateral rompe la linea de cartilago fisario penetrando
a modo de hongo en el tejido dseo metafisario, invadiendo en parte y

rellenando los espacios intertrabeculares vacios.

4.3.3.2 Disco control

En este espacio las alteraciones que encontramos son absolutamente

superponibles a las del disco anterior, tanto a lo que se refiere al estado de la
e g e s . , . :

metafisis, fisis y epifisis, como a las alteraciones mas caracteristicas sufridas por

estas estructuras.

El disco a su vez, presenta igualmente las mismas caracteristicas que el disco
anterior, tanto en el tipo de tejido que lo ocupa como en su distribucién dentro

de él, y con las mismas alteraciones a nivel de las epifisis.

Igualmente se han observado eclosiones de este tejido fibrocartilaginoso en el

hueso metafisario a través del cartilago fisario.
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De la misma forma que en el disco anterior, en éste también hemos encontrado
cinco microabscesos, de los cuales solo en un caso coincide con un absceso en
el disco anterior. Las caracteristicas son las mismas que en los abscesos del disco

precedente.

Los dos casos con ulceracién en la zona intervenida también encuentran su

repercusion a nivel anatomopatoldgico en este disco.

Al igual que en el disco anterior, en ningan caso se ha observado osificacién del

espacio intervertebral, ni total ni parcialmente.
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Foto 41- Disco con D.B.M. en la 12 Serie
1. D.BM. 2. Restos del anulus 3. Tejido fibroso (H-E 4x)

Foto 42- Fragmento de D.B.M. implantado en disco (1* Serie)
1. D.B.M. 2. Hueso nuevo (H-E 10x)
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Foto 43- Detalle de fragmento de D.B.M. implantado en disco
1. D.BM. 2. Hueso nuevo 3. Espacio con médula ésea (H-E 10x)

Foto 44- Detalle de fragmento de D.B.M. implantado en disco
1. D.B.M. 2. Tejido fibroso que penetra en la D.B.M.
3. Metaplasia del tejido fibroso a cartilago
4. Espacio con médula ésea
5. Células cartilaginosas que colonizan la D.B.M. (H-E 10x)
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Foto 45- 32 Serie - Disco tipico
1. Restos del anulus 2. Tejido fibrocartilaginoso que invade el disco
3. Epifisis con trabéculas engrosadas y médula ésea celular
4. Fisis conservadas (H-E-Azul alcian 2,5x)

Foto 46- 3* Serie - Disco tipico
1. Restos del anulus 2. Tejido fibroso denso que invade el disco
3. Epifisis con trabéculas engrosadas y médula ésea celular
4. Fisis conservada (H-E 2,5x)
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Foto 47- Disco de la 22 Serie
Capa fibrosa interpuesta entre las dos metafisis 6seas (H-E 4x)

Foto 48- Disco de la 22 Serie
Osificacién total del disco con paso de trabéculas éseas maduras
1. Restos de fisis (H-E 4x)
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Foto 49- Disco de la 22 Serie
Disco osificado parcialmente (zona central) (H-E 2,5x)

Foto 50- Disco de la 22 Serie
Disco osificado parcialmente (zona central) (H-E 4x)
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Foto 51- Cola de la 22 Serie (macerada)
Artrodesis 6sea conseguida (lupa 6 aumentos)

Foto 52- Cola de la 22 Serie (macerada)
Artrodesis conseguida en los dos niveles (lupa 3 aumentos)
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En toda la bibliografia consultada, ya sea a través de las aplicaciones de la
D.BM,, de la BMP. o del periostio, y de los trabajos sobre artrodesis
experimental, no hemos encontrado ninguno que utilice el disco intervertebral
de la cola de la rata y mucho menos en el que se introduzcan substratos

osteoinductores en el disco intervertebral de este animal.

Esto hace que la discusién no pueda establecerse en parametros comparativos
con experiencias similares, sino que tendremos que llevarla a cabo a partir de
otras experiencias con los mismos elementos osteoinductores realizadas en otros

animales o en otros lugares de la anatomia.

Esta discusidn la llevaremos a cabo de acuerdo al siguiente orden:

Discusién de peso, mortalidad y morbilidad

Discusién de los aspectos clinicos macroscopicos

Discusién de los resultados radiolégicos

Discusion de las observaciones anatomopatolégicas

5.1 PESO, MORTALIDAD Y MORBILIDAD

5.1.1 Peso de los animales de las series

En este apartado cabe consignar la existencia de unas diferencias importantes
entre el peso medio de los animales de la primera y segunda series con los
animales de la tercera serie al inicio de las experiencias. Mientras que en las dos

primeras series los animales se encontrarian entre los dos y tres meses de edad,
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segin la grafica edad-peso utilizada como referencia (95), en la tercera serie

estarian entre los tres y cuatro meses de edad.

Esto puede tener su importancia en cuanto a la aparicién de problemas
intercurrentes en los animales durante los dos meses que duré la experiencia, ya
que al final de la misma la edad de los animales de la tercera serie estaria entre
cinco y seis meses y muy cerca del limite maximo de peso corporal medio para
esta especie (Sprague-Dawley) que Neufeld y col.(1990) (112) establecen en su
trabajo entre 500 y 600gr, y que se alcanzaria sobre los diez meses de edad. No
obstante hay que tener en cuenta que segun la curva edad-peso utilizada, a los
cuatro meses las ratas ya han alcanzado un peso medio entre 450 y 500gm y que
a los ocho meses ya se considera a los animales no aptos para la reproduccién

(Jergensen y col. 1991) (75).

5.1.2 Mortalidad

Existe una clara diferencia entre la mortalidad de las dos primeras series y la
mortalidad en la tercera serie, de forma que si tenemos en cuenta que la cirugia
a la que fueron sometidos los animales fue superponible, excepto en la primera
serie en que fue mas agresiva en conjunto (extraccién de periostio autdlogo, tres
niveles discales, implantes en pared abdominal), que la anestesia fue idéntica en
todos los casos, y que la Unica diferencia apreciable estd en el peso de los
animales (mayor edad), se puede presuponer que la mayor mortalidad en la

tercera serie podria estar relacionada con la mayor edad de los animales.
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PESO MEDIO MORTALIDAD
primera serie 290,37 + 40,48 0
segunda serie 204,8 + 44,0 2 (6,2%)
tercera serie 411,3 + 88,6 6 (18,7%)
p < 0,05

Existe una diferencia significativa en la frecuencia de mortalidad entre las

diferentes series (p < 0,05).
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5.1.3 Morbilidad

La aparicion de microabscesos seguramente tiene mucho que ver con la préctica
de una cirugia sin condiciones meticulosas de asepsia, aunque sabemos que estos
animales se defienden bien de las infecciones cuando su alimentacién es correcta

y no han entrado en la senectud (Altman y col 1979) (4).

En este apartado consignamos también un predominio de abscesos en la tercera
serie con respecto a las otras dos, a pesar de que las condiciones de asepsia

fueron las mismas para las tres series.

En cambio no se ha apreciado una diferencia importante, dentro de las mismas

series, entre un nivel intervenido y otro.

En cuanto a la aparicién de alteraciones cutaneas (fistulas y dlceras), éstas tienen
una relacién directa con la presencia de infecciones, por lo tanto existe un

predominio claro de la tercera serie en relacion a las dos anteriores.

También en esta tercera serie se presentaron dos amputaciones distales de la

cola, cosa que no ocurri6 en las series anteriores.

Quizds también seria posible establecer una relacion directa entre el grado de
agresividad, a nivel de la cola, y la aparicién de infecciones profundas y
problemas cutineos, pero si observamos su presencia en conjunto, vemos que

éstas no se distribuyen segin la agresividad del método,

serie 1... solo apertura del disco ... ...... PP 3 alteraciones
serie 2... extirpacidn del disco y platillos vertebrales ... 7 alteraciones
serie 3... legrado del platillo ................ ... 19 alteraciones
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sino que parecen obedecer a otras causas, la mas aparente de las cuales contintia

siendo la edad del animal.

PESO MEDIO ALTERACIONES
primera serie 290,37 + 40,48 3
segunda serie 204,8 + 44,0 7
tercera serie 411,3 + 88,6 19
p < 0,01

Existe una diferencia significativa en la aparicién de alteraciones entre las

diferentes series (p < 0,01).
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5.2 ASPECTOS CLINICO MACROSCOPICOS

En todas las series observamos que todos los animales presentan un
engrosamiento fusiforme residual de la zona intervenida, cosa por otra parte

logica como respuesta a la agresién quirtirgica.

La angulacién residual que se presentd en dos casos de la segunda serie puede
justificarse perfectamente por el grado de agresividad quirdrgica a que se

sometid a los animales de esta serie.

En cuanto a la movilidad final de los segmentos intervenidos nos encontramos
con que es éste un parametro dificil de evaluar por la subjetividad de cualquier
método que pueda usarse para tal fin; es por ello que se opté por el mas
sencillo, que es la valoracién manual de la misma. Se aprecié que la afectacién
de la movilidad inicial estd en funcién del grado de agresividad de la cirugia

practicada.

De forma clara se apreci6 una abolicién de la movilidad (artrodesis clinica) en
todos los elementos de la segunda serie, apareciendo los dos espacios

intervenidos como un bloque rigido.

En las otras dos series los resultados fueron menos homogéneos, pero
observindose de una forma global una movilidad que podriamos considerar
normal en los discos en los que solamente se realizd la apertura de los mismos
(primera serie), mientras que en la tercera serie, en la que se realiz6 un legrado
de los platillos vertebrales, se aprecié una disminucién global de la movilidad

sin llegar a la fijacién completa de los segmentos intervenidos. Esto, como
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veremos mas adelante, tiene su traduccion en la anatomia patolégica.

McAfee y col. (1992) (97), usando perros, a los que provocaban una
desestabilizacién de un segmento lumbar (extirpacién del ligamento longitudinal
anterior, disco intervertebral, laminas, espinosas y articulares), en el grupo
control en el que no utilizd ningin tipo de injerto también consiguidé una
rigidez importante del segmento vertebral, aunque menor que en la que

interponia hueso esponjoso.

Schreiber Y Leu (1989) (142), en una serie de intentos de estabilizacién
intersomatica en pacientes con inestabilidad vertebral sintomatica, consiguen
una estabilizacién del segmento, sin llegar a la fusién 4sea, mediante una
discectomia percutanea y eliminacion del cartilago que cubre al platillo vertebral
sin lesionar el hueso cortical y la introduccion en el interior del espacio creado

en el disco de injerto esponjoso autélogo de cresta iliaca.

Parece ser, pues, que el hecho de realizar una agresion quirtrgica importante en
un espacio intervertebral es suficiente para crear una cierta rigidez de este

espaclo.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén

DL:T-1559-2009 /ISBN: 978-84-692-4519-4

Discusién 180

5.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS
RADIOGRAFICOS

5.3.1 Sobre el implante metalico

Al observar el resultado radiolégico de las tres series, nos llama la atencién en
primer lugar el hecho de que en la primera serie el metal introducido en el
disco proximal se hallara fuera del disco en un 77,5% de los casos. Esto nos
lleva a pensar que el disco, una vez abierto, es insuficiente para mantener el
metal introducido en su interior, teniendo éste tendencia a salir de su

alojamiento por un proceso puramente mecanico.

Otros autores, trabajando con animales de mayor tamafio, realizan plastias con
el ligamento vertebral comin anterior para evitar estas expulsiones del material

implantado. Ragni y Lindholm (1991) (125), Ylinen y col. (1991) (180).

En nuestro caso, debido al pequefio tamafio de los animales, este gesto

quirtrgico es poco factible.

5.3.2 Pérdida de paralelismo entre las vértebras

Observamos que ésta ha sido minima. Solamente en la primera serie esta
circunstancia se ha presentado de forma apreciable, mientras que en la segunda
serie ha estado ausente y en la tercera solamente se ha presentado en una

ocasion.
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La explicacion de la presencia de esta alteracién en la primera serie la
encontrariamos en que en los primeros casos que se intervinieron el abordaje
al disco se hacia de forma amplia y generosa, con lo que se crearon
inestabilidades importantes. A medida que la experiencia fue avanzando, la
incision del disco se fue reduciendo en amplitud. De hecho, estas inestabilidades

coinciden con los primeros casos intervenidos.

5.3.3 Erosion de los platillos vertebrales

Esta pérdida de regularidad de los platillos vertebrales, que interpretamos como
una reabsorcidn 4sea a nivel de los mismos, con sustitucién por tejidos blandos,
la hemos encontrado con mas frecuencia en la tercera serie, cosa por otra parte
16gica ya que es en esta serie donde se provocaba la erosién mecdnica (legrado)

de los platillos vertebrales.

Llama la atencidn la presencia minima (un caso) de erosion en la segunda serie,
en la cual la agresividad quirtrgica fue muy importante. Es posible que esta
misma agresividad (extirpacidn de las epifisis), dejando hueso esponjoso al

descubierto, sea la causa de la falta de reabsorcién.

5.3.4 Ensanchamiento de los platillos vertebrales

Interpretamos el ensanchamiento de los extremos dseos de las vértebras a nivel
de los espacios intervenidos como una reaccién a la agresién quirdrgica

realizada, y asi se confirma con las observaciones, en las que se ve que en la
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segunda serie el 100% de los espacios intervenidos presentan esta alteracién,
mientras que no se ha podido demostrar su relacién con el substrato inductor

introducido en el disco en ninguna de las tres series.

5.3.5 Pérdida de altura del espacio intervenido

También en este caso parece que la presencia de esta alteracion residual viene
marcada por el tipo de cirugia practicada (agresividad), ya que en la segunda

serie se ha presentado en el 100% de los espacios intervenidos.

En las otras dos series, en que se ha presentado esta alteracion de una forma
menos uniforme, no se ha demostrado ninguna relacién entre la presencia de

la pérdida de altura y el nivel intervenido (substrato inductor).

En la clinica humana, actualmente, Leu y col. (1993) (87) en su publicacién
sobre artrodesis intersomatica por via percutinea, para mantener la altura del
espacio intervertebral colocan un fijador externo, previamente a la cirugia, y lo

mantienen durante 12 semanas.

5.3.6 Aparicion de calcificaciones extradiscales

En este caso, intentamos relacionar la presencia de este tipo de calcificacién con
la presencia de la D.B.M. en el exterior del espacio discal, ya que es de suponer
que ha sucedido lo mismo que con el metal, es decir, que ha sido expulsada

fuera del disco por incontinencia del mismo.
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En la primera y tercera series, se confirma que existe una clara diferencia
significativa entre el disco en que se interpuso la D.B.M. y el disco con metal
o periostio en la primera serie y el disco control en la tercera serie,
confirmando la impresion inicial. Este aspecto también se confirma con la
observacién anatomopatoldgica, en que se aprecia la D.B.M. siempre en el

exterior del disco, tanto en la primera como en la tercera serie.

En cambio en la segunda serie aparecen muy pocas calcificaciones extradiscales,
y las que aparecen lo hacen en igual niimero en el disco con D.B.M. que en el
disco control. Esto también concordaria con lo observado en la anatomia
patoldgica, en la que la D.B.M. se encuentra siempre en el interior del espacio
intervertebral, y en ningln caso en los que se ha observado la D.B.M. ésta

estaba fuera del disco.

Parece claro, pues, que la D.B.M. si esta directamente relacionada en la
aparicién de las calcificaciones extradiscales aparecidas en la primera y tercera

series.

En implantaciones extradseas de D.B.M., publicadas en multiples trabajos, ésta
induce la formacion de un osiculo que es visible radiolégicamente
(163,164,166,170) cuyo volumen esta en dependencia directa con el tamafio del

fragmento de D.B.M. implantado. (163).

5.3.7 Relacion entre calcificaciones y peso de los animales

En las series primera y tercera no se demuestra ninguna relacién significativa

entre el peso de los animales y la aparicién de calcificaciones, lo que refuerza
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la hipétesis de que la aparicién de éstas depende, casi exclusivamente, de la

presencia o no de D.B.M. en el nivel observado.

En la segunda serie, el nimero de calcificaciones extradiscales es minimo.

5.3.8 Relacion entre calcificaciones y ensanchamiento de los

platillos vertebrales

Parece légico pensar que la reaccién dsea que produce el ensanchamiento de los
extremos &seos de las vértebras pudiera ser responsable también de la aparicién

de calcificaciones.

Este aspecto no se confirma al no existir una diferencia significativa entre las

dos series estudiadas (primera y tercera).

5.3.9 Relacion entre calcificaciones y erosiones en los platillos

vertebrales

En esta relacién solamente hemos encontrado una diferencia significativa en el
disco mds proximal de la primera serie, donde se introdujo el metal, en el cual
4 4 (4 .. . . .
si parece ser mas frecuente la aparicion de calcificaciones en presencia de erosion
en los platillos. Posiblemente esto es debido al bajo niimero de calcificaciones
encontradas en este disco, y el mayor nimero de erosiones con respecto a los

otros dos discos de la serie.
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En el resto de discos de la primera serie y en los de la tercera serie, no se
encuentra ninguna diferencia significativa, lo que también parece apoyar la
hipétesis de la relacion directa entre la aparicién de calcificaciones y la presencia

de D.B.M. en el disco observado.

5.3.10 Osificacion del espacio discal

Solamente han aparecido osificaciones del espacio discal en la segunda serie (un
s6lo caso en la tercera serie que creemos no es demostrativo), precisamente en
el que las calcificaciones extradiscales han sido minimas. Esto podria
interpretarse como que la D.B.M. en esta serie si se mantuvo en el interior del

espacio discal y dio origen a un mayor nimero de osificaciones en este espacio.

Esta teoria podria ser apoyada por las observaciones anatomopatoldgicas, en las
que no se aprecian restos de D.B.M. en los espacios osificados, y cuando se
observan restos de ésta, se encuentran dentro del espacio intervertebral no

osificado.

Pero todo esto queda rebatido con la simple observacién de los resultados
radiograficos, en que la diferencia en el niimero de osificaciones entre el espacio
con D.B.M. y el espacio control es minima, no existiendo relacién entre el
espacio intervenido (presencia o no de D.B.M.) y la observacién de osificacion

del espacio.

Leu y col.(1993) (87), consiguen artrodesis percutdneas intersomaticas mediante
injertos de hueso esponjoso autdlogo, siempre y cuando realicen un legrado del

disco, eliminando la cortical ésea hasta dejar hueso esponjoso sangrante.
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Previamente en otros trabajos realizados por los mismos autores (Schreiber y
Leu en 1989) (142), en que no eliminaban la cortical ésea, solamente

consiguieron la estabilizacién del segmento vertebral, sin llegar a la artrodesis.

Ragni y Lindholm (1991) (125), realizando intentos de artrodesis intersomatica
en conejos mediante la interposicién de sustancias osteoinductoras, entre ellas
la D.B.M. y previo labrado de una trinchera en el hueso cortical de los platillos
vertebrales, encuentran una diferencia muy clara en la osificacién entre los

espacios con D.B.M. y los espacios control.

5.3.11 Relacidn entre osificacion y peso de los animales

En este caso el peso de los animales no parece tener una relacion significativa
con la aparicién o no de osificaciones, aunque en la tabla cruzada existe una
tendencia clara a la observacién de osificaciones en los espacios discales en los
animales de menor peso al inicio de la experiencia, los mismos en los que se ha
observado una mayor diferencia de peso entre antes y después de la cirugia y
cuyo porcentaje de diferencia de peso (aumento de peso relativo) también ha

sido mayor.

5.3.12 Comparacion entre series

Al comparar la primera y tercera series, ya que en la segunda los resultados son
tan diferentes que no precisan ningtn tipo de comparacién, escogemos el disco

con D.B.M. para valorar la importancia de la técnica quinirgica en la aparicién
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de los distintos parametros radiolégicos.

De todas estas comparaciones, observamos que la aparicién de calcificaciones
laterales no tiene relacidn significativa con la técnica quirirgica, lo que apoya
la hipétesis de que es la D.B.M. el factor mas determinante en la aparicién de

las calcificaciones.

Tanto la presencia de erosiones como la de ensanchamientos a nivel de los
extremos Oseos de las vértebras adyacentes al disco vertebral, no parecen tener

una relacion significativa con el tipo de cirugia empleado.

En cambio, en la pérdida de altura de los discos intervenidos si que existe una
diferencia muy significativa entre las dos series en relacién a la técnica
quirtrgica empleada. Paraddjicamente, es en la primera serie donde la cirugia
fue menos agresiva (en la cola) en la que encontramos un mayor nimero de

pérdidas de altura del espacio intervertebral.

Quizis se podria explicar el proceso por la menor afectacién microscopica que
se produce en el disco intervenido en la primera serie con respecto a la tercera,
lo que produce una menor proliferacién de tejido cicatricial en el interior del

disco y consiguientemente una mayor pérdida de altura.
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5.4 DISCUSION DEL ESTUDIO
ANATOMOPATOLOGICO DE LAS SERIES

Observando los resultados obtenidos en la lectura de las preparaciones
microscopicas, podemos agrupar la primera y tercera series en una sola
discusidn, puesto que los resultados son superponibles en cuanto a uniformidad
de los mismos, mientras que en la segunda serie, en que la agresion quirtrgica
fue mucho més importante (a nivel de la cola), estos resultados pierden la

uniformidad, por lo que la discusion de esta serie la efectuaremos aparte.

También efectuaremos aparte, por ser una experiencia paralela pero no
directamente relacionada con el problema, la discusidén de los resultados de los

implantes en musculo estriado.

5.4.1 Respuesta del disco intervertebral en la primera y tercera

series

A nivel de los discos intervertebrales, la respuesta de los mismos a la agresion
es mayor a nivel del dnulus, y va decreciendo a medida que nos vamos alejando

del centro del disco.

Esta respuesta es basicamente una reaccién de cicatrizacidn, con tejido fibroso
muy celular con vasos, que posteriormente evoluciona a cartilago en alguna de

sus zonas.

Evidentemente la intensidad de la respuesta va en relacién directa con la

importancia de la agresion efectuada en el disco. Podemos realizar esta
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afirmacion puesto que no hemos encontrado una diferencia clara entre la
reaccion en los discos en los que se introdujo la D.B.M. con los discos control

de su serie.

Asi observamos que mientras en la primera serie, en la que la agresion
quirtrgica (a nivel de la cola) puede considerarse minima, la afectacién mas
importante la encontramos casi exclusivamente en el anulus y solamente en la
mitad del mismo que corresponde a la zona de penetracién en el disco. En esta
zona encontramos un tejido de cicatrizacidn, con mds o menos dreas de
, : , : : , -
cartilago, mientras que en la otra mitad del disco las alteraciones son minimas,

conservando en parte la estructuracion primitiva en bandas concéntricas.

Ragni y Lindholm (1991) (125), implantando D.B.M. en disco intervertebral de
conejo, observan a los dos meses que el espacio discal se encuentra ocupado
principalmente por restos del disco, tejido fibroso y pequefios grupos de células
cartilaginosas. Esta descripcidn es absolutamente superponible a la que nosotros

hemos hecho de las observaciones anatomopatolégicas de nuestros resultados.

Vemos que en la tercera serie, en la que la agresion es algo mas importante, el
anulus primitivo acostumbra a encontrarse sustituido casi en su totalidad por
un tejido de cicatrizacion, igualmente con zonas de cartilago en su interior, y
solamente queda alguna estructura que recuerda al anulus primitivo en el borde

contrario a la zona de abordaje del disco.

La capa de cartilago que cubre el platillo epifisario aparece algo alterada en la
primera serie y desaparece en la tercera, como corresponde a una cirugia en la

que se ha erosionado esta capa para dejar al descubierto el hueso epifisario.
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El hueso epifisario que es normal en la primera serie y en pocas ocasiones esta
afectado, si lo est3, por el contrario, en la mayoria de los casos de la tercera
serie, en que se ha producido una estimulacién del mismo engrosindose y
disminuyendo los espacios intertrabeculares con aumento de la celularidad de
la médula 6sea, e incluso en muchos casos ha sido sustituido en parte por tejido

cicatricial.

Las demis estructuras que delimitan el espacio intervertebral (cartilago fisario

y hueso metafisario) estin por lo general conservadas en las dos series.

5.4.2 Respuesta del espacio intervertebral en la segunda serie

En esta serie no podemos hablar de respuesta del disco, puesto que éste no
existe al haber sido extirpado junto a la placa epifisaria y junto a parte del

, .
cartilago fisario.

Al igual que en las otras series, la respuesta del espacio con D.B.M. es
superponible a la del espacio control, pero a diferencia de las otras series, en
ésta las respuestas no son uniformes, sino que pueden dividirse en dos grupos
bien delimitados:
a- espacios intervertebrales en que se ha producido la fusién dsea entre las
vértebras (=50%)
b- aquéllos en que no se ha producido la fusién 4sea entre las vértebras

(=50%)

En el primer grupo, el hueso metafisario de las vértebras adyacentes se ha unido

mediante hueso esponjoso bien estructurado de forma que no hay solucién de
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continuidad.

En el segundo grupo, se mantiene la separacion de ambas metéfisis dseas por

una banda de tejido de cicatrizacién mas o menos condrificado.

Si repasamos las cifras dadas en los resultados para esta serie, vemos con claridad
que la respuesta esta en relacidn con la agresion quirirgica y no con la presencia
o ausencia de D.B.M. en el disco, ya que los porcentajes de osificacién en uno

u otro disco no difieren entre si.

Podemos, pues, afirmar después de los resultados obtenidos, que es la agresién
quirdrgica efectuada y no el elemento osteoinductor introducido en el interior
del disco la causante de la respuesta del mismo, respuesta que no parece estar
modificada por la presencia del elemento osteoinductor, puesto que no existe
diferencia, en ninguna de las tres series, entre las preparaciones de los discos en

que se introdujo la D.B.M. y las preparaciones de los discos control.

Ragni y Lindholm (1991) (125), en su trabajo ya mencionado anteriormente,
realizan implantes de D.B.M. en el espacio intervertebral de conejo previa
extirpaciéon del disco y labrado de una trinchera 6sea en ambos platillos

vertebrales.

Estos autores describen la respuesta microscopica del disco a los dos meses de
la implantacidn, que como ya hemos indicado anteriormente se superponia a

lo observado en las preparaciones de la primera y tercera series.

A los seis meses del implante, y segiin describen los autores, las vértebras

adyacentes fueron unidas por algunos puentes dseos que cruzaban bandas
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fibrosas situadas transversalmente. Los puentes 4seos eran principalmente de

hueso lamelar maduro.

Esta descripcidn podriamos identificarla con lo que observamos en los animales
de la segunda serie de nuestro trabajo, en los que se ha producido la unién désea

de las vértebras.

5.4.3 Alteraciones en los implantes utilizados

También en este apartado hemos de diferenciar entre la primera y tercera series
y la segunda serie, debido al distinto comportamiento de la D.B.M. introducida

en el disco intervertebral.

5.4.3.1 En la primera y tercera series

La identificacién de la D.B.M. ha sido posible en un 60% de los casos en la

primera serie y en un 20 % en la tercera serie.

Creemos que el hecho de haberla identificado en unas preparaciones y no en
otras, responde mds a un problema de orientaciéon del corte de la pieza
anatomopatoldgica, puesto que los cortes que se procesaron fueron siempre los
mas centrales, condicion indispensable para poder valorar lo que ocurre en el
interior del disco intervertebral, entendiendo que éstos eran siempre
longitudinales en el sentido del eje mayor de la cola. Esto unido al hecho de que

por otra parte el fragmento de D.B.M. siempre se encontré fuera del disco, hace
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que sea absolutamente aleatorio el hecho de que aparezca o no en las
preparaciones y que en una serie el porcentaje de observacion sea mucho mis

elevado que en la otra.

Aclarado este punto, diremos que en todos los casos en que se identificé la
D.B.M,, ésta se encontraba dentro del tejido cicatricial que rellena mas o menos
el disco intervertebral y siempre fuera del disco, pero en su vecindad, a nivel de

la entrada en el mismo.

Las alteraciones que presentaba la D.B.M., descritas en el apartado de resultados,
las interpretamos como una invasién-reabsorciéon de la D.B.M. por tejido de
granulacién muy celular y con vasos, el cual evoluciona a cartilago y éste en

algunas zonas a hueso que incluso contiene médula dsea.

Urist (1965) (161), colocando D.B.M. en lecho éseo, observa que ésta es
invadida por vasos sanguineos neoformados y reabsorbida ripidamente. Por su
parte, el hueso nuevo fue depositado en cimaras excavadas en la matriz rellenas
de células osteoprogenitoras proliferantes. Esta descripcion, podriamos adaptarla

perfectamente a los resultados observados en nuestras experiencias.

Estas alteraciones en la D.B.M., podrian superponerse a las que encontramos en

ésta cuando la implantamos en musculo, pero a un ritmo mas lento.

Aqui, siempre se observa un gran fragmento de D.B.M. con zonas sustituidas
T .. g ,

por hueso y otras invadidas por tejido conectivo fibroso mds o menos

condrificado, mientras que en la D.B.M. que se implant6 en el musculo, apenas

se aprecia restos de la antigua D.B.M., siendo casi todo hueso nuevo.
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El punto en comun en ambas implantaciones seria el hecho constatado de que
la osificacion nueva siempre se produce en el interior de la D.B.M. y nunca en
los tejidos de alrededor, cosa por otra parte ya enunciada por Van de Putte y

Urist en 1965 (170).

Seglin esta afirmacion, podriamos deducir que dificilmente la D.B.M. implantada
en el disco, inducira la osificacion del tejido fibrocartilaginoso del anulus, con
mucho, se conseguir una fibrosis (tejido cicatricial) entre las dos vértebras, pero
que creemos seria mas consecuencia de la agresién quirirgica que de la

induccién provocada por la D.B.M.

El hecho de que los restos de D.B.M. siempre los hayamos encontrado fuera del
disco, unido a los resultados del examen radiogrifico en que aprecidbamos el
metal también fuera de él, nos hace pensar que el espacio dejado por la
extirpacién del nucleo pulposo (en la primera experiencia) a pesar de ser
agrandado mediante curetaje (en la tercera experiencia), es del todo insuficiente
para albergar el fragmento de D.B.M. introducido y que ésta y no otra es la

causa de que siempre se encuentre en el exterior del disco.

Seguin estos resultados, del todo negativos para nuestra hipétesis de trabajo, la
D.B.M. introducida en el interior del disco intervertebral, previa extirpacion
simple del nucleo pulposo o afiadiendo un curetaje del anulus, no induce la
osificacién del espacio intervertebral, ni consigue una unién 4sea de las

vértebras, a lo sumo provoca una unién fibrosa.

Ya hemos apuntado antes que Schreiber y Leu en 1989 (141), al realizar
percutineamente intentos de artrodesis intersomadticas, con hueso esponjoso

autblogo, sin eliminar el hueso cortical del platillo vertebral, solamente
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consiguieron estabilizaciones del segmento vertebral (se supone que por tejido

fibrocartilaginoso) sin llegar a la artrodesis sea.

El periostio utilizado en la primera experiencia, como elemento potencialmente
generador de la osificacion e introducido dentro del disco en las mismas
condiciones de agresion quirurgica que la D.B.M., tampoco provocé en ningun
caso vestigios de osificacion en el interior del disco; es mas, en este caso ni
siquiera fuera del mismo. En ningin caso pudimos identificar ninguna
estructura que pudiéramos relacionar con el periostio introducido, ni fuera ni

dentro del disco.

Todo esto nos lleva a pensar que el periostio no parece ser un buen elemento

inductor de la osificacién, al menos cuando no ha sido previamente estimulado
: e

y que por lo tanto no es factible su utilizacién en este estado para la

consecucién de artrodesis intersomaticas por osificacién del anulus discal.

Como era de esperar, el metal que se utiliz6 en la primera experiencia y que
nos sirvié como control, no apareci6 en ninguna de las preparaciones, ya que
al procesar la muestra, éste era expulsado. De todas formas, cabe resefiar que la

respuesta del disco fue exactamente la misma que con la M.O.D. y el periostio.

Lindholm y col. (1982) (88), implantan periostio entre las espinosas de ratas,
observando la presencia de células cartilaginosas y osteoblastos, pero no
observaron la presencia de puentes dseos durante el periodo de experimentacion

(mdximo de 4 semanas).

Pousa y Ritsild (1979) (124), interponen periostio libre en un lado del arco

posterior de la vértebra e injerto osteoperidstico en el otro lado, llegando a la
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conclusién de que el injerto de periostio libre forma hueso mas rapidamente.

Ritsild y Alhopuro (1975) (133), de 57 trasplantes de periostio libre, en arco
posterior de la vértebra de conejos jévenes, previa desperiostizacién del lecho

/ . 3 ’
bseo, consiguen 47 fusiones Oseas.

Parece ser, por lo tanto, que el periostio cuando se implanta en contacto con
hueso, tiene tendencia a producir osificaciéon (60,158), especialmente si con

anterioridad se ha producido la estimulacién del mismo (39,40,83).

5.4.3.2 En la segunda serie

En lo que a esta serie se refiere, en las pocas ocasiones en que identificamos la
D.B.M.,, esta aparecia siempre en el interior del espacio intervertebral, y siempre

en los casos en que no habia habido osificacidén de este espacio.

El hecho de encontrar la D.B.M. dentro del espacio intervertebral es debido, en
mi opinidn, a que éste es mucho mas amplio que en las series anteriores, ya que
aqui hemos extirpado disco y placas epifisarias, con lo que el fragmento de

D.B.M. quedaba alojado perfectamente dentro del espacio creado.

La baja incidencia de observaciones de D.B.M. (16,6%) en esta serie no puede
ser atribuida a la orientacién de los cortes, ya que si hemos escogido los mas
centrales, al estar la D.B.M. en el interior del espacio intervertebral, deberia
haberse observado de haber estado presente (en ningln caso se observaron
fragmentos de D.B.M. fuera del disco, ni estructuras que pudieran confundirse

con ella). Hemos de admitir pues que en esta serie la reabsorcién de la D.B.M.
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ha sido mas importante que en las otras series, sobre todo en los casos en los
que se ha producido la osificacién (50%), y que sin embargo, ésta no puede
atribuirse a efectos inductores de la D.B.M., puesto que en el espacio control se

ha observado un porcentaje de osificaciones superponible (53,3%).

Una explicacidn légica de este proceso podria ser el hecho de que al exponer el
hueso esponjoso, dejamos un espacio mas vascularizado que en las otras series,
con lo que el proceso de reabsorcion de la D.B.M. pudiera estar acelerado,
quedando incorporada una vez reosificada al hueso esponjoso que une las dos

vértebras, de una forma mas bien pasiva.

Ragni y Lindholm (1991) (125), interponiendo D.B.M. en el espacio
intervertebral previamente cruentado, obtienen unos resultados diametralmente
opuestos a los nuestros, ya que ellos comunican unos resultados absolutamente
contrarios entre los discos en que interponen D.B.M., en los cuales consiguen

la unién dsea, y los discos control en los que no la consiguen.

5.4.4 Implantes en musculo estriado

La D.B.M. implantada en musculo estriado de pared abdominal ocasiona como
. 3 " / " 1

respuesta y de forma sistematica, un verdadero "osiculo", en el que apreciamos

un centro con médula ésea madura y una corteza con hueso denso que la

envuelve.

Son muchos los autores que describen este osiculo en sus implantes de D.B.M.
en musculo. Asi Urist y col (1967) (168), trabajando sobre el principio de

induccién 6sea (posteriormente asimilado a la B.M.P.), afirman que los
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substratos inductivos provocan la diferenciacién de las células mesenquimales
en condroblastos, osteoblastos y mieloblastos, los cuales desarrollan tejidos
especializados para formar un Organo u osiculo relleno de médula 6sea

funcionante.

De la misma forma Chalmers Y col. (1975) (24), en una serie de implantes de
D.B.M. en distintos érganos, describen el resultado del implante de la siguiente
forma: "el hueso nuevo junto con el implante, formd un osiculo en el que se

desarrollé médula 4sea".

Este osiculo se encuentra generalmente dentro de los restos de la D.B.M.,, lo
cual confirma que la induccidn dsea se produce en el interior del implante y no
en el tejido de alrededor (misculo), que en este caso reacciona englobando todo

el conjunto en un tejido fibroso muy celular.

Van de Putte y Urist (1965) (170), trabajando sobre osteogénesis en el interior
de implantes intramusculares de D.B.M., describen la osteogénesis y
condrogénesis a partir de una diferenciacién de células osteoprogenitoras
pluripotenciales que tiene lugar en el interior de la matriz descalcificada, alli
donde ésta ha sido invadida por tejido conectivo joven. Afirman también que
el hecho de la formacién dsea ocurre solamente en el interior de la matriz

descalcificada y nunca en el tejido de alrededor.

Bernick y col. (1989) (12), por su parte, describen paso a paso los cambios
sufridos por un fragmento de hueso desmineralizado implantado en musculo.
Segin sus experiencias, el fragmento de hueso es primeramente recubierto de
tejido conectivo, a modo de envoltorio, rellenando también los agujeros

existentes en el fragmento 6seo. Este tejido conectivo estd muy vascularizado.
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Posteriormente aparecen acimulos de condrocitos, tanto en la periferia como
en el interior del fragmento de hueso descalcificado. Mis tarde se produce una
osificacion de todas estas zonas, a medida que se va reabsorviendo la matriz
descalcificada, siendo por ultimo sustituida totalmente por hueso nuevo a las

cuatro semanas.

Todas estas experiencias y descripciones concuerdan absolutamente con los
resultados obtenidos en nuestros implantes de D.B.M. en musculo estriado,
tanto en lo que se refiere a la descripcidén del proceso de osificacién, que en
nuestro caso siempre ha estado muy avanzado y con el fragmento de D.B.M.
casi completamente reabsorbido y sustituido por hueso nuevo (nuestras lecturas
se hicieron a las ocho semanas del implante), como en el hecho de que la

osificacién nueva solamente se produce en el seno de la D.B.M.

Por esta razén pensamos que de la implantacién de D.B.M. en el disco
intervertebral tedricamente podriamos esperar, como minimo la formacién de
un osiculo. Esto no lo hemos observado completamente ya que sélo hemos
obtenido osificaciones parcelares en el interior de los fragmentos de D.B.M,,
que, no obstante podria considerarse como una fase mas atrasada de la
formacién del osiculo completo y se corresponderia perfectamente con lo que

describen Bernick y col. (12) en una fase intermedia de la formacién del osiculo.

Se podria interpretar este retraso en la evolucién de la D.B.M. hacia el osiculo
como una consecuencia de la diferente vascularizacion que ofrece el lecho
receptor, ya que a nivel del disco intervertebral y su periferia existe una

perfusién sanguinea menor que a nivel del musculo estriado.

El tamafio de los osiculos obtenidos, que en nuestro caso oscilan entre 0,5 y
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1,5mm? de superficie, estaria condicionado por el tamafio del implante de

D.B.M. utilizado en la experiencia.

Esta relacidén entre el tamafio del implante y la del osiculo inducido ha sido

establecida por varios autores (9,49,75,103,155,163).

En cuanto al periostio, queda claro que no ha sido un buen elemento inductor
de la osificacidén. En ninguno de los implantes musculares hemos observado una
induccidén 6sea (formacién de un osiculo) y solamente en tres casos se han
observado pequefias osificaciones, pero sin estructura de osiculo, que podrian
muy bien explicarse como implantes de células dseas unidas al periostio y que

se transportaron junto a él.

De todas formas, el periostio ha demostrado no ser un buen substrato inductor
de la osificacién y no podemos esperar ningun resultado favorable con él, como

de hecho asi ha sucedido.

Ya Ollier en 1867 (119), obtuvo unos resultados irregulares en la formacién de

hueso con trasplante de periostio.

Otros autores también han fracasado en sus intentos de obtener hueso mediante

implantes de periostio (19,37,85,123).

Sin embargo han sido muchos los autores que han conseguido la produccién de

hueso mediante el trasplante de periostio (21,29,60,132,134,165).

En un trabajo semejante al nuestro, Li y col. (1989) (91), implantan periostio

tibial en pared abdominal de conejos, obteniendo la formacién de hueso, con
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la caracteristica de que esta formacién era mayor cuando el periostio provenia

de animales jovenes.
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5.5 Reflexion final

Después de todo lo expuesto, estamos en condiciones de dar una respuesta a los

tres puntos que sefialabamos en los objetivos de nuestra hipétesis de trabajo.

Respecto al primer punto, en que nos plantedbamos la intencién de averiguar
la respuesta del disco intervertebral a la introduccion en su interior de sustancias
con poder osteoinductor, creemos haber cumplido sobradamente con nuestro
objetivo, y podemos decir, segun nuestra experiencia, que la respuesta del disco
intervertebral no estd en relacién con el substrato inductor empleado por
nosotros ( D.B.M. y periostio), sino mas bien con la agresién quirtrgica a que
ha sido sometido el disco. Esto queda demostrado por el hecho de que la misma
respuesta se obtiene en los discos con diferente substrato inductor o sin él,

siempre y cuando la agresion quirtrgica haya sido la misma.

Por otra parte también parece claro que la intensidad de la respuesta esti en

relacidn directa con la intensidad de la agresién.

Esta respuesta siempre fue mediatizada por la aparicién de un tejido de
granulacidn rico en células y vasos, que presenta en su seno acimulos de células
cartilaginosas. Este tejido sustituye en parte al anillo fibrocartilaginoso del disco
cuando la agresién es minima, o totalmente cuando la agresién es mas
importante, pero solamente se ha conseguido una unién 4sea entre ambos
’ .y .
extremos Oseos vertebrales en los casos en que la agresién fue mdxima,
extirpando el disco completamente y los platillos vertebrales, dejando hueso

esponjoso expuesto.
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En el segundo punto, nos propusimos averiguar las posibilidades de provocar
una fijacién intersomatica mediante este proceso, y referente a ello podemos
decir que estas posibilidades existen, siempre y cuando se produzca una lesiéon
de los platillos vertebrales, eliminando el disco, cartilago y hueso cortical (al
menos en parte) para dejar hueso esponjoso expuesto, y que en este caso, el

substrato inductor que se coloque puede tener una importancia secundaria.

Lo que si parece claro es que no podemos conseguir una artrodesis Osea
intersomatica mediante la introduccion de D.B.M. o periostio si antes no hemos

realizado una cruentacién del lecho 4seo.

Esto vendria también apoyado por el hecho de que la D.B.M. induce la
osificacion en su interior y siempre se rodea de un tejido fibroso no induciendo
la osificacidén en los tejidos que la envuelven, con lo que dificilmente podra

inducir la osificacidn del anulus discal.

En cuanto al tercer punto, pretendiamos comprobar los potenciales
osteoinductores de la matriz dsea desmineralizada homologa y del periostio
autblogo, y podemos decir que también hemos llegado a unas conclusiones que
en parte coinciden plenamente con lo que otros autores han publicado
anteriormente (en implantaciones en musculo). Segin nuestras experiencias, la
D.B.M. implantada en musculo induce de una forma clara la osificacién en su
interior y en unos plazos de tiempo semejantes a lo que han publicado otros
autores, con el resultado final de una estructura désea rellena de médula 4sea
activa que como maximo alcanzari el tamafio del fragmento de matriz

implantado.

Este mismo substrato, cuando es implantado en el disco intervertebral, sufre las
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mismas transformaciones, pero de forma mais lenta, habiendo observado

solamente osificaciones parciales de la D.B.M. implantada.

En cuanto al periostio, hemos de admitir que no hemos conseguido en ningtin
momento osificaciones valorables en el lugar del implante, tanto en el musculo
como en el disco intervertebral, por lo que no lo podemos considerar como un

elemento osteoinductor.
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Es la agresion quirurgica efectuada y no el elemento osteoinductor
introducido en el interior del disco, el causante de la respuesta del mismo,
respuesta que no parece estar modificada por la presencia del elemento

osteoinductor.

La intensidad de la agresion quirdrgica es directamente responsable del

grado de respuesta en el disco intervenido.

Para que se produzca la unién dsea entre las vértebras (artrodesis), parece
ser fundamental que previamente se haya realizado una cruentacién del

lecho 6seo hasta hueso esponjoso.

La D.B.M. implantada es reabsorbida en parte e invadida por tejido de

granulacién que posteriormente se condrifica y finalmente se osifica.

La osificacidén inducida por la D.B.M. siempre se produce en su interior

y nunca en los tejidos de su alrededor.

La D.B.M. introducida en el interior del disco intervertebral, previa
extirpacién simple del nicleo pulposo o afiadiendo un curetaje del dnulus,
no induce la osificacién del espacio intervertebral ni consigue una unién

Osea de las vértebras, todo lo mis consigue una unién fibrosa.

La D.B.M. implantada, tanto en la pared abdominal como en el disco
intervertebral, da lugar a un proceso de induccion dsea cuya meta final es
la produccion de un osiculo con médula 4sea en su interior, pero esto se
desarrolla a mayor velocidad en el musculo que en la zona del disco

intervertebral.

Xl



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RESPUESTA DEL DISCO INTERVERTEBRAL DE LA RATA A LA INTRODUCCION EN SU INTERIOR DE SUBSTRATOS ORGANICOS
INDUCTORES DE LA OSIFICACION

Antonio Ruiz Guillén
DL:T-1559-2009 /ISBN:

978-84-692-4519-4

Conclusidon 207

10.

11.

El método utilizado para la obtencién de la D.B.M. ha demostrado su
efectividad, pues la D.B.M. obtenida ha cumplido el objetivo de inducir

la formacién 6sea en los implantes efectuados.

El periostio, en estado de reposo, no produce ningin tipo de induccion a
la osificacién, tanto en los implantes musculares como en los implantes

discales.

El espacio discal de la cola de la rata es insuficiente para albergar cualquier
elemento que se introduzca en su interior, teniendo tendencia a la

expulsién del mismo y quedando éste alojado en el tejido peridiscal.

En nuestras series, la edad del animal parece influir en la mortalidad

anestésica y en la aparicién de problemas intercurrentes (morbilidad).
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