2. OBJETIVOS
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El potencial condrogénico de las células de la capa profunda del periostio y la posibilidad de
reparacion de defectos condrales articulares mediante injertos libres de periostio son hechos
ya demostrados. Sin embargo, no existen trabajos en la literatura acerca del comportamiento
mecanico a corto plazo de este tejido de reparacion. Los objetivos de este estudio son:

1. Analizar las propiedades viscoelasticas del tejido de reparacion obtenido a partir de injertos
libres de periostio invertido sobre defectos osteocondrales de espesor completo.

2. Determinar si la similitud de las caracteristicas histoldgicas del tejido de reparacién a partir de

los mencionados injertos con el cartilago sano se corresponde con una semejanza en el
comportamiento biomecanico.
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3. Determinar la influencia de la movilizacion continua pasiva sobre la naturaleza y propieda-
des mecanicas del tejido de reparacion.

4. Evaluar la durabilidad del tejido de reparacion a largo plazo.
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3.1 MATERIAL
3.1.1 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Se han empleado conejos albinos adolescentes machos de la raza New Zealand, de tres me-
ses de edad y con un peso comprendido entre los 2.3y 2.9 Kg.

Los animales fueron examinados en el momento de su recepcion registrandose el peso inicial,
estado general y arco de movilidad de ambas extremidades traseras, descartdndose procesos
infecciosos, rigideces articulares, posibles fracturas y luxaciones rotulianas.

Durante el periodo de estabulacion permanecieron en jaulas metalicas standard de dimensio-
nes 60cm x 60 cm x 50cm en grupos de dos separados por una lamina metalica donde reci-
bieron alimento y bebida ad libitum. La temperatura ambiental se mantuvo constante entre 22°
y 24°, con una humedad relativa del 40 - 50%. Tras la intervencion se procedio a revision dia-
ria de la herida quirtrgica y control semanal del peso, que también fue registrado en el momento
del sacrificio. Todos los animales experimentaron un incremento de peso cuyo valor medio fue
de 1529 gramos.

3.1.2 DISPOSITIVO DE MOVILIZACION CONTINUA PASIVA

El aparato de MCP es una modificacion del disefio de Salter®'? realizada por Cebamanos (Fi-
gura 14).
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Figura 14: Dispositivo de movilizacién continua pasiva
Consta de tres movilizadores que pueden hacerse funcionar de forma simultanea o indepen-

diente. Cada movilizador se compone de un motor-reductor Kelvin® que desarrolla un ciclo por
minuto. Este transmite el movimiento circular a una barra vertical transformandolo en un movi-
miento ascendente-descendente. A esta barra esta solidarizado un soporte tubular para intro-
ducir el pie del conejo. Mediante una biela es posible modificar el arco de movimiento impreso
a las rodillas del animal, habiéndose prefijado para esta experiencia unos limites de entre 40° y
1100, al igual que en los trabajos de Salter. Los conejos, en niumero de tres, permanecen sus-
pendidos del techo de la estructura mediante soportes de tela, pudiendo alcanzar facilmente su
comida y bebida. La pata derecha de cada animal es introducida en el soporte tubular fijando-
se a éste mediante esparadrapo. La pata izquierda se deja suspendida sin ninguna inmovili-
zacion (Figura 15).

Figura 15: Espécimen situado en el dispositivo de MCP
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3.1.3 DISPOSITIVO DE INDENTACION

El aparato para el estudio mecanico del cartilago, disefiado por Bader y Kempson™ es un sis-
tema de compresiéon monoaxial abierto. Consta de una barra horizontal que pivota sobre un
eje central a modo de balanza con un indentador semiesférico de metacrilato de 3 milimetros de
diametro dispuesto para deslizarse verticalmente en una camara de aire de baja friccion bajo la
cual se ha colocado la cubeta con el espécimen. El indentador esta conectado a un transductor
lineal (Schaevitz L.V.D.T. modelo 100 MS-LT) que es capaz de medir el desplazamiento verti-
cal del indentador y por tanto la compresion del cartilago. La barra horizontal incorpora dos
masas laterales m1 y m2, una en cada extremo de la misma, para aumentar el momento de
inercia de la masa y asegurar el balance del sistema mecéanico. La posicidn de las masas late-

rales mly m2 esta regulada de manera que el indentador esta balanceado con una masa cero
(Figuras 16y 17).
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Figura 16: Aparato de indentacion. Figura 17: Representacién esquematica. 1: Barra horizon-

tal balanceada; 2: Pivot central; 3: Camara de aire de baja
friccion; 4: Indentador semiesférico de 3 mm; 5: Cubeta y
espécimen; 6: Transductor lineal; 7: Masa m.
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3.2 METODO

3.2.1 TECNICA QUIRURGICA

Anestesia

Siguiendo las indicaciones dictadas por el Consejo Canadiense de Cuidados en animales

(Guia de uso y cuidados en animales de experimentacion), la anestesia se realiz6 mediante
inyeccion intramuscular de una mezcla de Ketamina (Ketolar®) (80 mg/Kg) y Xylacine (Rom-

pum®) (3 mg/Kg).

Acto quirdrgico

Una vez rasurada y preparada con alcohol yodado, la rodilla derecha de cada animal fue abor-
dada mediante una incisién pararrotuliana interna desde polo rotuliano proximal hasta tuberosi-
dad tibial anterior (Figura 18). La rétula fue luxada externamente accediéndose al surco patelar
femoral, en cuyo centro se creé un defecto osteocondral de 4 milimetros de didmetro y 4 mili-
metros de profundidad mediante la utilizacion de una trefina hueca dentada acoplada a un mo-
tor Stryker® (Figura 19). El defecto fue realizado en una zona de deslizamiento patelar que no
sufre la compresion directa y mantenida del cartilago rotuliano en la posicién de reposo de la
rodilla. A continuacién se procedié a eliminar con bisturi el cartilago y hueso cortical del cilindro
osteocondral obtenido. El cilindro 6seo resultante fue colocado de nuevo en el defecto invir-
tiéndolo, con objeto de evitar la presencia de restos cartilaginosos en la superficie del defecto.
Seguidamente, a través del mismo abordaje, se procedid a la obtencion de una lamina circular
de periostio de la cara interna de la metéfisis proximal de la tibia mediante cuidadosa diseccion
con periostotomo para asegurar la integridad de su capa profunda en el injerto. Esta lamina era
de un diametro superior al del defecto osteocondral en un 20% con el fin de que el injerto no
guedase hundido en la profundidad del defecto. Una vez resecado el periostio se implant6
sobre el defecto con su capa profunda dirigida hacia la superficie articular de modo que el in-
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jerto quedase a nivel del cartilago circundante, sin sobresalir por encima de él, para evitar su
desprendimiento, ni quedar enterrado en el fondo del defecto. (Figura 20) Una vez colocado el
injerto libre de periostio invertido se redujo la rétula, moviéndose pasivamente la rodilla a lo
largo de todo su arco de flexoextensidn para comprobar la permanencia del injerto sobre el
defecto. Tras lavar la articulacién con suero fisiolégico se procedi6 al cierre en dos planos de la
artrotomia y de la piel mediante sutura continua de Vicryl 5/0. Una vez limpia la piel con povi-
dona yodada se coloc6 un vendaje compresivo. Tras finalizar la intervencion se anotaron las

incidencias quirargicas en la hoja de recogida de datos y cada animal fue depositado en su
jaula.

Figura 18: Abordaje quirdrgico.
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Figura 19: Defecto creado en surco patelar. Figura 20: Relleno del defecto con el injer-

to de periostio invertido.
Postoperatorio

El vendaje compresivo fue retirado 24 horas después de la intervencion. Los animales perte-
necientes al grupo de movilidad activa intermitente se mantuvieron en su jaula hasta el mo-
mento del sacrificio. Los pertenecientes al grupo de movilidad continua pasiva fueron coloca-
dos en el dispositivo de MCP siguiendo un régimen de ocho horas diarias durante dos sema-
nas. A partir de este momento fueron depositados en las jaulas hasta el sacrificio.

Sacrificio

Se realiz6 a las 36 semanas en el grupo preliminar y a las ocho semanas en el grupo definiti-
vo, mediante inyeccion intracardiaca de una sobredosis de Ketamina.

De cada uno de los conejos se obtuvieron mediante seccidn con sierra mecanica dos especi-
menes, experimental y control, constituidos por los dos tercios distales del femur derecho inter-
venido y del izquierdo no operado respectivamente.

Almacenamiento

Cada espécimen fue depositado en un recipiente estéril y almacenado en un congelador a -20°
centigrados, temperatura a la cual las propiedades fisicas no se afectan®. Una vez recolecta-
das todas las muestras fueron enviadas en un contenedor de polispan con nieve carbénica
para su estudio mecénico.

3.2.2 DISENO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL
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En un estudio preliminar para evaluar la factibilidad del estudio mecénico, fueron intervenidos
siete conejos, que fueron sacrificados, debido a un retraso por problemas técnicos, a las treinta
y seis semanas. En el grupo de estudio definitivo, un total de cincuenta conejos fueron inter-
venidos. Se cred un defecto osteocondral cilindrico en el surco patelar femoral, en una zona
donde la rétula no estuviese en contacto con el fémur en situacion de reposo. Este defecto fue
rellenado con el fragmento esponjoso del cilindro osteocondral y recubierto por un injerto libre
de periostio invertido colocado directamente sobre el lecho cruento sin adhesivo ni sutura. El
sacrificio de los animales se realiz6 a las ocho semanas.

El total de la muestra fue dividida aleatoriamente en dos grupos atendiendo al tipo de moviliza-
cion postoperatoria. En cada uno de ellos se intervino la rodilla derecha, utilizandose la izquier-
da, no operada, como control.

Grupo MCP

Al dia siguiente de la intervencidn quirdrgica fueron sometidos a movilizaciéon continua pasi-
va ocho horas diarias durante dos semanas. Tras este periodo fueron mantenidos dentro de
sus jaulas en régimen de movilidad activa intermitente hasta el momento del sacrificio.

Grupo MAI

Desde la intervencién hasta el sacrificio se mantuvieron estabulados permitiéndose movilidad
libre dentro de la jaula (movilidad activa intermitente).

Siete de los conejos fueron desechados para el estudio. Dos por muerte, a los dos dias y a
las siete semanas del postoperatorio respectivamente, uno por pardlisis ciatica del miembro
intervenido y fractura del femur contralateral, dos por rigidez articular completa, uno por artritis
séptica y uno por malposicion del defecto en el surco rotuliano. Cuarenta y tres conejos (86
patas) fueron considerados aptos para el estudio definitivo, de los cuales 22 correspondian al
grupo de MAIl y 21 al de MCP. Dentro del grupo preliminar, empleado finalmente para evaluar
los resultados a largo plazo (36 semanas), los siete conejos fueron considerados aptos, per-
teneciendo cuatro al grupo MAI y tres al grupo MCP.

3.2.3 METODO DE ESTUDIO MECANICO

Una vez en el laboratorio de biomecanica, las piezas fueron descongeladas a temperatura
ambiente y humidificadas mediante suero fisiolégico. Cada espécimen se coloc6 en una cubeta
soporte a la que se fij6 mediante cemento acrilico CMV® (polimetilmetacrilato) (Figura 21). Dicha
cubeta fue depositada a su vez sobre la plataforma base del aparato de indentacion para el
examen mecanico.
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Figura 21: Especimenes colocados sobre la cubeta del aparato de indentacion.
Método de indentacidon

Cada uno de los fémures fue colocado en la cubeta en posicion vertical, con la superficie arti-
cular hacia arriba. La cubeta presentaba una proyeccién esférica en su base que fue colocada
en el orificio de la plataforma universal del aparato. El montaje fue ajustado verticalmente hasta
gue el indentador hiciese contacto con la superficie articular. Se colocé una masa m sobre el
extremo de la barra mas proximo al indentador permitiendo que la barra pivotase entrando el
indentador en contacto con la superficie del cartilago perpendicularmente a ésta. En este punto
se bloqued la barra y se liberd repentinamente de modo que el peso de la masa m se aplicaba
rapida y perpendicularmente sobre la superficie del cartilago a través del indentador, dando
lugar a una respuesta oscilatoria transitoria inicial caracteristica de un material viscoelastico,
seguida de un periodo no oscilatorio de compresion o creep que aumentaba con el tiempo
hacia un valor de equilibrio. Ambas respuestas eran transferidas mediante un conversor ana-
I6gico - digital a un ordenador y registradas mediante programa especifico (DATS signal pro-
cessing software, Prosig Ltd., Fareham, Hampshire) en unas graficas amplitud de oscila-
cién/tiempo. Durante este proceso, las muestras fueron bafiadas con solucién de Ringer a
temperatura ambiente.

Para este experimento se emplearon los siguientes parametros:

m,= 0.9 Kg m,= 1.25 Kg L,=103.0 mm
m=167.5¢ L,=193.8 mm

Determinacion de larigidez elastica

El valor de la rigidez elastica de cada espécimen, k, viene dado por la expresion matematica™:
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k=4p21 /T2L2

DondeI es el momento de inercia de la balanza, T es el periodo de oscilacién y L es la dis-
tancia entre el pivot de la balanza y la vertical al indentador.

A partir de las masas empleadas (m, m, y m,) y de la disposicion de éstas y del indentador en
la barra (L,, L) se obtiene un momento de inercial = 0.06 N m s*. Conociendo los valores de 1
y de L, podemos obtener, a partir del periodo de oscilacién resultante en cada espécimen, el
valor de k.

El coeficiente de rigidez elastica fue obtenido en cada uno de los especimenes sobre el area
del defecto en fémures intervenidos y sobre el area correspondiente topograficamente en fé-
mures control.

Un total de 5 medidas fueron realizadas en cada uno de los puntos descritos para cada espé-
cimen.

3.2.4 METODO HISTOLOGICO

Una vez realizado el estudio mecénico, cada espécimen fue sometido al siguiente proceso:

1. Fijacion en formol tamponal al 37% durante un minimo de 48 horas.

2. Decalcificacién en acido nitrico al 5% durante aproximadamente 72 horas hasta obtener una

consistencia blanda.

3. Seccion del espécimen en la porcién central del surco patelar siguiendo el plano sagital, ob-
teniéndose asi dos mitades, ay b.

4. Deshidratacion en concentraciones crecientes de alcohol.

5. Aclarado con Xilol.

6. Inclusion en bloques de parafina.

7. Cada bloque de parafina fue cortado con un microtomo de rotacion Reichert-Jung modelo
2040 en secciones de 3 micras. Se obtuvieron siete secciones de la faceta interna de la mitad
a de cada espécimen (porcion central del defecto en los operados y del surco patelar en los
controles) y otras siete de la faceta externa de la mitad b (porcion lateral del defecto en los
operados y del surco patelar en los controles).

8. Estas secciones se tifieron con Hematoxilina - Eosina (una de cada mitad del espécimen),

Tricrémico de Masson (una de cada mitad) y Azul alcian (cinco de cada mitad), destinando-
se al estudio histolégico e histomorfométrico.
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Tincién de hematoxilina - eosina de Harris

El método de preparacion de esta tincion requiere los siguientes pasos:

. Desparafinar e hidratar.

. Lavado con agua corriente durante 10 minutos.

. Tincion con Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.

. Lavado con agua corriente durante 2 minutos.

. Diferenciacion mediante dos inmersiones rapidas en alcohol acido de 80° al 1%.
. Lavado con agua corriente durante 5 minutos.

. Virado en agua amoniacal al 0.4% dos veces.

. Lavado con agua corriente durante 10 minutos.

. Contraste con Eosina - Flosina durante 30 segundos.

10. Deshidratacion, aclarado y montaje en DPX o DEPEX.

© 0 N O O~ WODN P

La elaboracion de la solucion de Hematoxilina de Harris requiere los siguientes pasos:
1. Preparacion de soluciones:

Solucién A

Sl (=100 F= 10 (] = PR 5grs
- Etanol @DSOIULO ........ooviiieeeee 50 ml
Solucion B

- Sulfato aluminiCO POTASICO ......coiuveiieiiiiie et 100 grs
- AQUA AESHIAdA ......eeeiiiiee e 100 ml

Otros reactivos

- Oxido amarillo de MEICUNIO .....eeeeeeiiiiieie e e 2.59rs
= ACIHO BCETICO ...vveeiueiiie ittt ettt nnb e e nees 20 ml

2. Mezcla de soluciones:

Se retira la solucién B de la placa calefactora y se agrega la solucién A, colocando la mezcla en
un agitador frio. Una vez agitada, la mezcla resultante se lleva a ebullicién rapida agitando de
forma intermitente.

Cuando el liquido comienza a hervir, se coloca en el agitador frio, afiadiendo lentamente 6xido
amarillo de mercurio y agitando durante 3 minutos.

La solucién se enfria rdpidamente introduciendo el recipiente cerrado herméticamente en agua
fria que es renovada continuamente.

Una vez frio el preparado, se afiaden 20 ml de acido acético, quedando la hematoxilina lista
para su uso.
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Antes de cada tincion se debe filtrar la solucion para evitar precipitados.

Tincién de tricrémico de Masson

La preparacion de esta solucidn requiere los siguientes pasos:

. Desparafinar e hidratar.

. Mantener durante una hora en bafio maria a 54° en liquido de Carmin.
. Lavado con agua corriente durante 5 minutos.

. Tincién con Hematoxilina de Weigert durante 20 minutos.

. Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

. Inmersion dos veces en alcohol acido.

. Lavado con agua corriente durante 5 minutos.

. Inmersién en Ponceau - Fucsina durante 2 minutos.

© 00 N O OB~ WDN P

. Acido acético al 0.5%, dos cambios de pocos segundos.
10. Mordiente (acido fosfotingstico) durante 12 minutos.

11. Verde luz durante 5 minutos.

12. Acido acético al 0.5%, dos cambios de pocos segundos.
13. Deshidratar, aclarar y montar en DPX.

La elaboracioén de la tincion de tricromico de Masson requiere las siguientes soluciones:

Hematoxilina de Weigert

Solucién A

= AICONOI B 96O ... e e 100 mi
e (=10 0= o) d] 1o - USSP 10 grs

Solucién B

= AQUA ESLIlATA ....cccco i 990 mi
oy 2Yox o (o [0 1 o o | o RS 10 mi
= ClOTUIO FEITICO ittt 12 grs

SOLUCION DE TRABAJO
Yo ] (1131014 1 NPT 80 ml
1] [0 To3 10 o 1 = TR 40 ml

Ponceau de Xilidina al 1%

- Ponceau de XilidiNa .....ooevviviiieic i 10 grs
- ACIdO ACELICO gIACal ......oeveeiiiiiiee e 10 ml
= AQUA ESLIlATA ..o 990 mli
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Fucsina acida al 1%

= FUCSINA ACIHA ... s 10 grs
- ACIdO ACELICO GIACIAl .......vvveeee et 10 ml
- AQUA AESHIATA ......vvvieiiee e ————— 990 m

SOLUCION DE TRABAJO

- Solucion Ponceau de XilidiNa ........ccueeeiiiireiiiiie e e e 80 ml
- SOIUCION FUCSINA ACIHA .....veeeeiiiee e e 40 mi
Verde luz

-Verde luz 0 azul de amiliNa .........ccooiiiieiiiiiie e e 20 grs
- ACIHO ACELICO GIACIAL .....coveiiiiieii e e 10 ml
- AQUA AESHIATA ... ..eeeiiiiee e 990 ml

Acido fosfotungstico
- ACidO fOSTOtUNQGSHICO ....evvviiiiiec e 50 grs
- AQUA AESHIATA ... 1000 ml

Con esta tincién se obtiene:

Nucleos: Azul Citoplasma: Rosa o rojo
Hematies: Rojo vivo Osteoide: Rojo

Hueso: Rojo o verde Matriz cartilaginosa: Verde
Colageno: Verde Fibras elasticas: Rosa

3.2.5 METODO HISTOQUIMICO

Tincién de azul alcian

Esta tincién es un método histoquimico para los mucopolisacaridos acidos del cartilago. Las
mucinas son polisacaridos que contienen hexosamina y que estan unidos de forma covalente
a variable cantidad de proteina. Los grupos hexosa libres estan unidos a algunas moléculas
acidas que le confieren la reactividad histoquimica. Las mucinas del cartilago son mucopolisa-
caridos que contienen acido glucurénico fuertemente sulfatado (condroitin sulfato de tipos A
y C). Son labiles frente a la enzima hialuronidasa y poseen un fuerte caracter acido. Reaccio-
nan con el Azul Alcian a pH 0'5. Los colorantes Alcian forman parte del grupo de las cuprof-
talocianinas, sustancias hidrosolubles de color azul que posen cobre en su composicion mo-
lecular .Tienen una gran afinidad por los mucopolisacaridos acidos, uniéndose a los grupos

carboxilo a pH 2'5 y los grupos sulfato a pH 0'5 y 1 (caracteristica para diferenciar las muci-
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nas). Esta unién transforma el colorante en un pigmento insoluble, el azul Monastral, de color
azul turquesa brillante.
Su preparacion se realiza en los siguientes pasos:

1- Desparafinar y llevar hasta agua.

2- Solucién tampén de acido acético al 3%, 2-3 min.
3
4
5
6

Solucion de Azul alcian , 20-30 min.

Solucién tampdn de acido acético al 3%, lavar.

Lavar con agua destilada abundantemente.

Deshidratar pasando por los alcoholes, sustitutivo de xilol y montar.
Reactivos:

a- Azul Alcian a pH 0'5

b- Acido acético al 3%

Resultados:

Los mucopolisacaridos acidos sulfatados se tifien de color azul-turquesa

3.2.6 METODO HISTOMORFOMETRICO

Concepto

La histomorfometria es el analisis histoldégico cuantitativo de los diferentes elementos que
constituyen un tejido.

Las mediciones de las estructuras de un tejido pueden realizarse de forma manual, semiauto-
matica y automatica. Los procedimientos manuales y semiautomaticos requieren la identifica-
cion visual y el seguimiento manual de las diferentes estructuras por el observador. Con el fin
de evitar la subjetividad y los errores causados por la fatiga del observador se disefiaron los
métodos automaticos basados en técnicas de analisis de la imagen. Estos métodos automati-
cos son poco aplicables por la tendencia de las preparaciones a presentar pequefas lineas
de rotura que falsearian los contajes, motivo por el cual se eligié un método semiautomatico
para este trabajo.

Histomorfometria semiautomatica

Requiere de los siguientes elementos:

- Microscopio optico.
- Camara lacida o dispositivo para dibujo.
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- Cursor, en el que el punto activo esté indicado por un diodo luminoso.

- Tablero digitalizador.

- Ordenador con programa de histomorfometria e impresora de datos.

Para la realizacion del estudio se empled una camara ltcida con zoom, un microscopio Reichert
Polyvar y un morfometro Zeiss modelo Videoplan (Figura 22).

Figura 22: Histomorfémetro

Funcionamiento del sistema

La camara lacida o dispositivo para dibujo consiste en una serie de espejos o prismas inter-
calados entre los objetivos y el cabezal del microscopio que permite proyectar como un punto
luminoso dentro del campo de vision del microscopio la imagen del cursor que se desplaza
sobre el tablero digitalizador. Moviendo el cursor, el observador puede visualizar éste en el
campo del microscopio y delimitar con él las distintas estructuras histoldgicas en estudio. Al
realizar esta operacién, aparece en la pantalla del ordenador una imagen o dibujo de estas
estructuras.

El tablero digitalizador esta constituido por una malla o cuadricula electrénica dividida en cua-
drados de 0.1 milimetros de diametro. A cada punto de interseccion de esta malla le correspon-
de en la memoria del ordenador una coordenada en el eje de abscisas (x) y otra en el de orde-
nadas (y). Al desplazar el cursor sobre el tablero la malla informa al ordenador sobre los pun-
tos por donde pasa, transformandose de esta forma la imagen o informacion analégica en in-
formacion digital. Mediante un programa especifico el ordenador procesa los datos obtenidos y
proporciona las areas, perimetros y longitudes de la imagen analizada.

Sistematica de trabajo

Para realizar las mediciones de las estructuras histolégicas en estudio se deben seguir los
siguientes pasos:

1. Definicion de los parametros a medir:

Es necesario definir en el programa de histomorfometria las magnitudes que van a ser mesura-
das (Area de cartilago normal, area de tejido regenerado, grosor de cartilago normal, grosor de
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cartilago regenerado, area de hueso bajo el cartilago normal y area de hueso bajo el tejido re-
generado).

2. Calibracion del aparato:

Mediante la calibracion se informa al ordenador de la escala de trabajo empleada (relacion entre
la distancia en el campo microscopico y el desplazamiento del cursor sobre el tablero digitali-
zador)

Se realiza mediante un portaobjetos que incorpora una escala milimetrada sobre la cual se
marca la distancia entre dos puntos correspondiente a 1 milimetro.

El aumento utilizado para realizar las mediciones es de 40 x.

3. Colocacion de la preparacion del corte en estudio en el microscopio y medida de los paréa-
metros previamente definidos:

Estos pardmetros quedan almacenados en archivos definidos en la memoria del ordenador y
pueden ser imprimidos o exportados a programas de célculo para realizar determinaciones
estadisticas.

3.2.7 VALORACION MACROSCOPICA, MICROSCOPICA E HISTOMORFOME-
TRICA DEL TEJIDO NEOFORMADO Y DEL CARTILAGO CONTROL

Fue disefiada una base de datos para el registro de las observaciones macro, microscopicas e
histomorfométricas de cada espécimen. En ella se anotaron las fechas de intervencion y sacri-
ficio, peso inicial y final de cada conejo, tiempo quirdrgico, incidencias técnicas y complicacio-
nes postoperatorias.

Para la evaluacion de los aspectos macro y microscépicos del tejido neoformado se empled

una modificacion de la escala propuesta por O’Driscoll en 19862%2,

Valoracién macroscopica

En este campo se calificé el aspecto macroscépico de cada espécimen tras el sacrificio,
valorandose las caracteristicas del tejido regenerado, cartilago circundante, presencia

de adherencias, derrame y estado de la sinovial.

Se asignaron 2 puntos (bien) a aquellos especimenes en los que el tejido regenerado era de
coloracion blanco perlada, la coloracion del cartilago circundante y de la sinovial era normal y
no presentaban adherencias ni derrame; 1 punto (regular) cuando se reunian tres de estas
cinco cualidades y 0 puntos (mal) cuando reunian dos o menos (figura 23).
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Figura 23: Aspecto macroscoépico

Movilidad

Fue considerada como buena (2 puntos) cuando el arco de movilidad de la rodilla era compa-
rable al de un conejo sano no operado, regular (1 punto) cuando presentaba una limitacion
moderada del mismo (pérdida de la movilidad hasta un 25%) y mala (O puntos) cuando existia
una rigidez.

Valoracién microscopica - histologia descriptiva

En la valoracion histolégica de los especimenes se contemplaron los siguientes aspectos:
a. Tipo de tejido predominante
b. Caracteristicas estructurales del tejido regenerado

c. Celularidad del cartilago circundante

a. Tipo de tejido predominante (méaximo 4 puntos, minimo O puntos)

Se consider6 como tal el que aparecia en una proporcién mayor del 50% del tejido neoforma-
do.
Se asignaron 4 puntos cuando el tejido neoformado era predominantemente de caracteristicas




Figura 24 : Tejido con caracteristicas hialinas (Azul Figura 25: Fibrocartilago. (Azul alcian 40x)
alcian 100x)

Figura 26: Tejido fibroso. (Azul alcian 100x)

Figura 27: Tejido con caracteristicas hialinas (T.M. 40x) Figura 28: Tejido fibroso. (T.M.40x)

b. Caracteristicas estructurales del tejido neoformado (maximo 10 puntos, minimo 0 puntos)

Se evaluaron cualitativamente cinco aspectos:

1. Regularidad de la superficie: Se asignaron 2 puntos cuando la superficie era lisa e intacta
(Figura 29),1 punto cuando existia laminacion superficial (Figura 30), y O puntos en caso de
disrupcion completa o fibrilacion del tejido (Figura 31).




Figura 29: Superficie lisa e intacta (Azul alcian 100x) Figura 30: Laminacion superficial (Azul alcian 100x)

Figura 31: Disrupciéon completa (Azul alcian 100x)

2. Nivel del tejido neoformado con respecto al cartilago circundante: Se considerd nivelado (2
puntos) (Figura 32), sobreelevado (1 punto) (Figura 33) o deprimido (0 puntos) (Figura 34).

Figura 32: Tejido nivelado (Hematoxilina-eosina 40x)

Figura 33: Tejido sobreelevado (Azul alcian 40x)

Figura 34: Tejido deprimido (Azul alcian 40x)
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Figura 35: Unién completa (Hematoxilina-eosina 100x)  Figura 36: Union parcial (Azul alcian 100x)

4. Integridad estructural: Fue considerada como normal (2 puntos) (Figura 37), ligera disrupcion
(1 punto) (Figura 38) o disrupcion severa (0 puntos) (Figura 39)

L™ &
Figura 37: Integridad normal (Azul alcian 100x Figura 38: Ligera disrupcion (Azul alcian 100x)

Figura 39: Disrupcién severa (Hematoxilina-eosina 100x)

5. Presencia de proteoglicanos: Se evalué cualitativamente la intensidad del color azul del teji-
do neoformado en la tincion de azul alcian, considerandose como +++ (2 puntos) (Figura 40)
cuando ésta era semejante a la del cartilago normal, ++ (1 punto) (Figura 41) cuando era me-
nor, y + (0 puntos) cuando estaba ausente (Figura 42).

Figura 40: Proteoglicanos +++ (Azul alcian 100x) Figura 41: Proteoglicanos ++ (Azul alcian 200x)
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Figura 42: Proteoglicanos + (Azul alcian 100x)

c. Celularidad del cartilago circundante

Fue considerada como normal (2 puntos) (Figura 43), hipocelularidad moderada (1 punto)
cuando ésta era menor del 50% (Figura 44), y severa hipocelularidad (0 puntos) cuando era
mayor del 50% (Figura 45).

Figura 43: Celularidad normal (Azul alcian 100x) Figura 44: Hipocelularidad moderada (Azul alcian
100x)

Figura 45: Severa hipocelularidad (Azul alcian 100x)
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El total de la puntuacion otorgada al estudio histolégico microscopico fue de un méaximo de 16
puntos y de un minimo de 0 puntos.

Valoraciéon histomorfométrica

Los parametros definidos para el estudio fueron los siguientes:

1. Area de tejido regenerado en el defecto osteocondral. Medida exclusivamente en los fémures
intervenidos.

2. Grosor del tejido regenerado. Medido exclusivamente en los fémures intervenidos.

3. Area de hueso regenerado. Correspondiente al area de hueso trabecular situado debajo del
tejido neoformado en el defecto osteocondral. Medido Unicamente en los especimenes interve-
nidos.

4. Area de cartilago normal. Medido tanto en los especimenes intervenidos como en los fému-
res control. En los fémures experimentales, la medicion del area de cartilago normal se realizo
en el cartilago adyacente al defecto osteocondral.

5. Grosor del cartilago normal. Medido tanto en los especimenes intervenidos como en los fé-
mures control. En los fémures experimentales, esta medicidn se realiz6 en el cartilago adya-
cente al defecto osteocondral.

6. Area de hueso normal. Correspondiente al &rea de hueso trabecular situado debajo del teji-
do neoformado en el defecto osteocondral en los especimenes operados y a la obtenida en el
mismo punto de los fémures control.

Los resultados de los grosores y de las areas se expresaron en valores absolutos en mmy
mnY respectivamente.

3.2.8 METODO ESTADISTICO

Para la comparacion de medias entre dos variables continuas se ha utilizado un test t de Stu-
dent. Previamente se comparo la igualdad de varianzas de ambas muestras mediante un test
F. Si se apreciaban diferencias significativas, se estimaba cada varianza por separado y se
utilizaba la correccion de Welch para los grados de libertad.

Para comparar tres 0 mas variables (rigidez elastica segun tipo de tejido regenerado) se ha
empleado un analisis de la varianza clasico.

Cuando las variables eran discretas (tipo de tejido-movilidad), se comparé la independencia
de los factores mediante un test chi-cuadrado.

Para el andlisis exploratorio de los datos se empleé el programa Data Desk, para el resto de
los andlisis y gréaficos se emple6 el programa S-Plus.
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