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RESUMEN

Las lesiones del cartilago de crecimiento han motivado una serie de investigaciones sobre la
posibilidad de trasplantar la fisis para el tratamiento de las lesiones parciales de la placa de
crecimiento.

Los resultados publicados son contradictorios y la posibilidad de trasplantar el cartilago de
crecimiento criopreservado no han sido reportadas en la literatura.

Se han estudiado la interposicién de diferentes materiales orgdnicos e inorgénicos al igual que el
autotrasplante. Pero presenta dificultades técnicas y de utilidad clinica.

El presente trabajo aplica una técnica de obtencién de la fisis sin hueso metafisiario y epifisiario
para asegurar la nutricién por difusién del cartilago una vez sea trasplantado; utilizamos el
microscopio de diseccién.

Reporta ademaés la viabilidad celular del cartilago de crecimiento del 82% una vez sometido a la
técnica de criopreservacién con DSMO al 10% en PBS y congelacién a —70 grados centigrados.
La Viabilidad ha sido evaluada mediante la tédcnica de exclusién de Azul de Trypano.

Estos resultados son superiores a los reportados para la criopreservacién del cartilago articular.

I. INTRODUCCION de crecimiento, estas serian: Primero: El autoinjerto

El auge de los bancos de tejidos ha despertado el (34); pero surge la pregunta: ;jexiste una fisis en el
interés por preservar hueso y cart“ago para el tra- cuerpo humano con las caracteristicas biomecani-
tamiento de diferentes entidades nosolégicas. cas que la hagan susceptible de sacrificarla para el
trasplante? La respuesta “es tal vez no”.
Las lesiones del cartilago de crecimiento han

motivado una serie de investigaciones sobre la Segundo: Utilizar métodos de interposicion en

posibilidad de trasplantar las fisis para su trata- €l lugar de la reseccion del puente fisiario de los
miento. Los resultados, sin embargo, son contradic- cuales el mas conocido es la interposicion de grasa,
torios y en ninguna publicacién de la literatura cien- sin obtener buenos resultados (26), (27), (28), (29),
tifica encontramos referencia a la utilizacién de (35).
aloinjertos de cartilago de crecimiento criopreserva-
do.

Cuando pensamos en las posibilidades de re- Pontificia Universidad Javeriana. Instituto Colombiano de Ortopedia

y Rehabilitacion Franklin Delano Roosevelt. Hos-

construccion quirargica de una lesiéon del cartilago pital Universitario de San Ignacio. Santafé de Bogota
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Tercero: el poder colocar un tejido similar en el
lugar de la lesién, que no necesite sacrificar la fun-
cién en otra area del mismo individuo, lo cual sélo
se lograria con un alloinjertos. Es una alternativa
muy atractiva, para una linea de investigacion que
ultimamente ha estado dormida (9).

El presente trabajo reporta el proceso inicial
pararealizar trasplantes de banco de cartilago fisia-
rio e incluye unarevisiéon de la historia, embriologia,
anatomia, histologia, fisiologia y comportamiento
biomecanico de la fisis, lesiones fisiarias y sus
métodos de tratamiento, los fundamentos de la pre-
servacién de tejidos y la experiencia mundial con
los trasplantes de fisis. En lo parte final reportamos
nuestra experiencia con la obtencién de fisis para
injerto y los resultados de viabilidad con la técnica
de criopreservacion utilizada por nosotros. Hace-
mos ademas, el estudio inmunolégico, para esta-
blecer si existe una respuestainmune contra el car-
tilago fisiario criopreservado trasplantado.

Todos estos estudios previos encaminados a
realizar un estudio experimental “in vivo”, en anima-
les, comparando tres métodos de tratamiento para
las lesiones fisiarias: interposicién de grasa, autoin-
jertos de fisis de cresta iliaca y aloinjertos de banco
criopreservados.

Il. MARCO TEORICO

1. Historia

En 1726 Stephen Hales describe el hecho de que los
huesos largos sélo crecen en sus extremos y que
estos extremos podrian crecer a velocidad y pro-
porciones diferentes sin que se conozca hasta la
fecha la razén por la cual esto ocurre. Sus observa-
ciones fueron confirmadas por Duhamel (1742) y
Haller (1766) (5).

En 1836 Miescher estudia el crecimiento endo-
condral de los huesos largos y en 1845 Todd y
Bowman publican el primer tratado sobre la fisis.
Casi simultaneamente Sharpey, Leidy, Tomes y De
Morgan hacen referencia a la fisis (5).

En 1798 Jhon Hunter presenta la teoria valida
hasta hoy en dia del mecanismo de crecimiento del
hueso, sosteniendo que ia deposicién y resorcion
ocurre simultaneamente y que el hueso cambia con-
tinuamente su materia.

En 1858 Muller publica su trabajo clasico del
mecanismo de calcificacion del cartilago epifisiario,
siendo el primero que trata sobre el proceso béasico
del crecimiento.
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En 1860 Foucher publica la primera clasifica-
cion de traumas fisiarios que incluye una extensa
revision de los mecanismos de produccion.

En 1867 Ollier publica sus primeros trabajos
experimentales sobre lesiones de la placa de creci-
miento y Bidder en 1873 prueba histolégicamente la
presencia de un puente dseo entre la metafisis y la
epifisis luego de la lesion de la fisis.

Nové-Joserrand en 1893 confirma las observa-
ciones anteriores y anota que la deformidad resul-
tante se relaciona con el tamafo de la lesion (5).

En 1898 John Poland publica su libro titulado
“Separacion Traumatica de la Epifisis” que incluye
una revision de los reportes sobre lesiones trauma-
ticas de la fisis de Columbus (1550), Paré (1614),
Sandifort (1768), Portal (1814), Champion (1817),
Gueretin (1837).

Desde entonces, en el presente siglo, muchos
autores han estudiado el crecimiento longitudinal
de los huesos a nivel de la placa epifisiaria (Haas
1917, Fell 1925, Harris 1926, Gatewood y Mullen
1927, Payton 1932, Policard 1941, Enlow 1962, Ham
1969).

Joseph Trueta en 1960 publica sus estudios
sobre la contribucién vascular a la osteogénesis,
siendo hoy en dia de referencia obligatoria para
estudios de la placa de crecimiento (53), (54), (55).
Publican también sobre la vascularizacion Yabsley
& Harris en 1965, y Spyra & Farin en 1967 (45).

Desde entonces las investigaciones sobre la
placa de crecimiento han recibido atencion para
mejorar los conocimientos sobre anatomia, su meta-
bolismo, su respuesta al trauma, biomecanica y por
supuesto la posibilidad de tratar sus lesiones que es
el tema de nuestro trabajo.

Anatomia

A. Embriologla

Durante la quinta semana de gestacion del primor-
dio de las extremidades es aparente en el embridn;
este muién de la extremidad contiene las células
primitivas, las cuales son capaces de diferenciarse
en toda la variedad de células mesenquimales. Una
condensacién de estas células ocurre en el centro
del munién, diferenciandose como precursores car-
tilaginosos del hueso tubular. A medida que crece,
la porcién central es invadida por un vaso sangui-
neo, el cual trae una concentracién elevada de oxi-



geno a las células, iniciandose el proceso de osifi-
cacion. Este vaso, que sera mas adelante la arteria
nutricia del hueso, envia ramas hacia los extremos
proximal y distal del modelo primario de la extremi-
dad, promoviendo la osificacion.

La reabsorcion de cartilago calcificado y la
deposicion de hueso en el segmento diafisiario del
modelo cartilaginoso, se conocen como el centro
de osificacion primario, y esta presente en todos los
huesos largos al momento del nacimiento.

Este modelo continua creciendo en el embrién
hasta que la cubierta cartilaginosa en ambos extre-
mos del modelo son invadidas por vasos sangui-
neos, para formar los centros de osificacién secun-
darios, denominados epifisis, las cuales a diferen-
ciade los nucleos primarios, pueden aparecer sélo
hasta después del nacimiento.

Estos dos centros separados de osificacion
contintan expandiéndose uno hacia el otro, pero
permanecen separados por una capa de remanente
cartilaginoso, conocido como la placa de creci-
miento o fisis. La integridad de esta capa hace que el
crecimiento en longitud y anchura del hueso esté
garantizado.

Las fisisse disponen perpendicularmente al eje
longitudinal del hueso y son sometidas normal-
mente a las cargas de compresion de las contradic-
ciones musculares o del apoyo del cuerpo. Se des-
criben dos grupos: de Presiény de Traccion.

A su vez las Epifisis de presiéon se dividen en:
Intrarticulares como las de fémur proximal y radio
proximal y extrarticulares como’las de fémur distal y
tibia proximal.

Las Epifisis de traccion, también conocidas
como apdfisis, estan localizadas generalmenteen la
base de prominencias 6seas, donde son sometidas
alatraccion delas fuerzas musculares. Lairrigacion
ocurre a través de vasos directos que ingresan por
los tejidos blandos adyacentes, nunca se encuen-
tran en ambiente intrarticular y su crecimiento en
cierto grado esta determinado por la magnitud de
las fuerzas musculares que la cruzan, mas que porel
crecimiento de la fisis misma. Sin embargo la canti-
dad de crecimiento de las epifisis de traccion nunca
se aproxima al crecimiento de las de presion (5),
(48), (57).

B. Geometria anatémica

La primera observacién que nos permite una sec-
cion longitudinal del hueso inmaduro es que la

placafisiaria tiene el doble de diametro de |la diafisis
lo cual parece reducir la fuerza por unidad de area
en la placa de crecimiento.

Segundo: La fisis no es simplemente una placa
plana de cartilago que se dispone transversalmente
al resto del hueso; sino que presenta pequefias
ondulaciones en la union metafisiofisiaria lo cual
representa niveles diferentes de invasiéon vascular y
osificacion y produce un aumento en la resistencia
al cizallamiento. Estas irregularidades se conocen
como los procesos mamilares.

Latercera observacion tiene que ver con engro-
samiento del reborde periférico de la placa fisiaria,
en donde forma un fibrocartilago que se denomina
el anillo pericondral, el cual se continta con el carti-
lago articular y a su vez recibe la insercion del
periostio por el otro lado (48).

C. Irrigacién

Lafisis anatomicamente serodea de tres fuentes de
irrigacion: los vasos epifisiarios que penetran al
hueso subcondral para dar irrigacion a la capa ger-
minal; el anillo pericondral que es una extension de
la vascularizacion periostica dando irrigacién y
aporte de oxigeno a las porciones periféricas de la
placa fisiaria y ayudando al crecimiento transverso
de la placa. La tercera fuente proviene del lado
metafisiario de la fisis a través de los sinusoides
terminales, que provienen de la arteria nutricia (45),
(53), (54), (55).

Sin embargo, no todas las capas de la fisis se
nutren directamente de los vasos sanguineos, pues
ademas los nutrientes son llevados por difusién a
través de la matriz extracelular a los condrocitos,
especialmente del lado epifisiario.

Los vasos metafisiarios sirven como fuente de
células osteoprogenitoras que depositan hueso en
la matriz del cartilago calcificado, para completar la
secuencia de osificacion encondral.

Al parecer la importancia de la irrigacion peri-
condral sélo tiene que ver con el crecimiento en
anchura del hueso y se le d4 menor valor para los
trasplantes (18), (32), (34), (41), (59).

3. Histologia de la fisis

El examen microscoépico de la fisis muestra distintas
capas o zonas.

Comenzando en el lado epifisiario de la fisis se
aprecia una capade hueso subcondral através de la
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cual pasan numerosos vasos que dan irrigaciénala
capade célulasmas proximal a la epifisis del hueso.
Estos vasos se disponen en asas y no entran al
cartilago.

El verdadero cartilago de crecimiento ha sido
dividido en tres grandes zonas denominadas: Zona
de Crecimiento, Zona de Transformacién del carti-
lago y Zona de Osificacion o Calcificacion Provi-
sional (15).

La Zona de Crecimiento tiene que ver con el
crecimiento enlongitud y transverso, es la capa mas
cercana a la epifisis y esta caracterizado por el cre-
cimiento intersticial del cartilago y la proliferacion
de condroblastos por adicién celular y mitosis. La
division celular en el eje longitudinal del hueso es
responsable de la disposicion en empalizada de las
células para el crecimiento longitudinal. Se divide
en varias capas:

a. Células en reposo, Capa germinal o Zonade
reserva: Las células en esta capa estan en intima
relaciéon con los vasos sanguineos epifisiarios. Esta
zona contiene material amorfo, principalmente mu-
copolisacaridos,como el &cido condroitin sulfarico
y algunas proteinas, encontrandose las primeras
células dispuestas solas o en parejas.

A medida que profundizamos se encuentra
mayor celularidad y comienzan a disponerse en
columnas.

Existen células en reposo que son elaboradas
en una zona especializada del pericondrio llamada
la zona de Ranvier.

Los estudios con radiois6topos demostraron la
intensa actividad metabodlica de esta zona por lo que
el nombre mas aceptado hoy dia es el capa germinal.

b. Capa de proliferacion: Caracterizada por
divisién celular activa, la cual ocurre en ambas
direcciones longitudinal y transversa, predominan-
temente longitudinal. Las células estan dispuestas
en un orden estricto y adosadas una contra la otra,
tienen poco citoplasma y los nucleos aparecen
excéntricos por la presion de las células adyacen-
tes. En una fisis activa esta capa puede formar la
mitad de la altura de ésta, siendo reflejado de la
actividad de crecimiento.

c. Capa en empalizada: Caracterizada porque
las fibras colagenas dispersas en las capas previas,
se disponen longitudinalmente entre las células las
cuales forman verdaderas columnas.
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Cada columna tiene entre 10 y 20 células, con
excepcion de las fisis de la columna vertebral con 6
a 8 células.

La Zona de transformacion del cartilago: se
caracteriza por el incremento en la formacion de
matriz intercelular, la cual llega a ser metacromatica
y calcificada. En esta capa se suceden cambios bio-
quimicos importantes que estan encaminados auna
eventual osificacion. Los condrocitos son hipertro-
ficos (reflejo de su actividad metabdlica) pero sin
embargo algunos autores piensan que ésto es mas
bien un signo de degeneracion celular y/o trans-
formacion en osteoblastos, por el influjo del cambio
en la tension del oxigeno dado por la invasién vas-
cular cercana a esta capa.

Puede ser subdividida en tres capas:

a. Capa Hipertrofica: Caracterizada por células
agrandadas (5 6 6 veces su tamafo normal) y por
esto llamadas células ‘“gigantes”. Esta capa es
netamente avascular, tiene una baja tension de oxi-
geno, por ende su metabolismo es anaerobio, con
consumo de glicégeno.

Trueta ha descrito que esta capa contienede4a
12 células de forma esférica o cuboide y nucleo
central y la textura de la matriz intercelular se hace
mas compacta delimitando claramente sus células
(54).

b. Capa de Calcificacion: En esta capa cul-
mina el proceso de evolucién de la célula como
ciclo vital; la célula nace en la capa de reposo, se
desarrolla en las capas intermedias y llega a esta
ultima capa de calcificacién para morir.

La expresion histoldégica de esta fase es ello
acumulo de calcio dentro de las mitocondrias.

c. Capa de Degeneracion: Las células comien-
zan un proceso de desintegracion caracterizado por
la deplesion de glicégeno intracelular, disgregacion
de los proteoglicanos, liberacion del calcio mito-
condrial y acumulo de vesiculas dentro de la matriz
con presencia de calcio y fésforo.

La Zona de Osificacién: es |la mas cercana a la
diafisis, encontrandose lagunas dejadas por aque-
llos condrocitos que murieron y una matriz de carti-
lago calcificada. Se observa la invasion de tejido
mesenquimal, vascular, osteogénico, proveniente
de la médula 6sea.



La microscopia electronica muestra como unos
vasos tienen un sistema cerrado, que invade las
columnas de células 6seas (Osteoblastos) capaces
de producir matriz osteoide que rapidamente seréa
mineralizada para crear la esponjosa primaria (53).

En el proceso de remodelacion desaparece este
hueso inicialmente depositado, siendo reemplazado
por una esponjosa secundaria madura que no con-
tiene remanentes cartilaginosos (9).

Matriz intercelular fisiaria

En cuanto alamatriz cabe anotar que el colagenoes
el principal componente; es del Tipo Il conformado
por tres cadenas idénticas Alfa 2, tiene menos
estriaciones comparado con el colageno tipo |
cuando se examina bajo microscopio electrénico.

El segundo componente esla sustancia interce-
lular amorfa la cual estd compuesta por un grupo
heterogéneo de macromoléculas denominados mu-
coproteinas, glucoproteinas y proteoglicanos. Esta
sustancia es gelatinosa y actia como cemento
intercelular flexible que permite la difusion de la
nutriciéon a las células (6), (9).

4. Fisiologia de la fisis

Es sorprendente que a pesar de las numerosas
publicaciones al respecto, muchos conceptos fun-
damentales sobre la fisiologia del cartilago de cre-
cimiento permanecen aun sin entenderse.

A través de los afios muchas observaciones se
han hecho en cuanto a la contribucioén de la fisis al
crecimiento longitudinal.

Primero: Se reconocen cambios fisiolégicos
normales en la rata de crecimiento que ocurren
desde el nacimiento hasta el cierre de la placa de
crecimiento. El modulador exacto de estos “brotes
de crecimiento” no ha sido definido. Se atribuia la
regulacion a la hormona de crecimiento pero los
estudios han demostrado que la produccioén de esta
hormona se mantiene constante a través de la vida
(39). Otros factores serian entonces los responsa-
bles de esta respuesta.

El mecanismo sugerido actualmente es una
variabilidad en cuanto a sensibilidad de los recepto-
res celulares de lafisisala hormona de crecimiento

(5).

Igualmente llama la atencién el crecimiento
relativamente simétrico de las extremidades a pesar
de tratarse de unidades individuales y es llamativo

como las extremidades que cuentan con huesos
pares tienen crecimiento balanceado de sus com-
ponentes. Debe existir entonces un mecanismo
local desconocido que monitoriza y regula las res-
puestas de la fisis.

El indice de crecimiento diferente en cada
hueso se ha atribuido al grosor de la placa de creci-
miento, lo cual parece ser determinado genética-
mente y controlado por algun factor que regule la
proliferacion celular en la fisis para determinar el
crecimiento final de cada una de ellas.

Parece ser que el grosor de la fisis determina
ademas su susceptibilidad al trauma, ya que la
mayor celularidad disminuira su resistencia al trau-
ma, sin embargo los reportes de lesiones de la placa
de crecimiento muestran un patrén de mayor fre-
cuencia en radio, peroné, tibia y humero distales
cuyas fisis son menos gruesas que las proximales
de los huesos mencionados (5).

Otro aspecto reconocido es que cada fisis tiene
indices de crecimiento diferentes. Ejemplo de esto
es el genu varo fisiolégico en donde la carga ciclica
excéntrica estimularia el sobrecrecimiento del lado
de la fisis que soporta la mayor compresion autoco-
rrigiendo el varo inicial y llevandolo al genu valgo,
observado hacia los tres afios y la alineacién final
obtenida hacialos 5 a7 afios. Este mismo fendmeno
ocurre cuando las lesiones fisiarias en la rodilla
desarrollan puentes parciales,en donde la lesién es
seguida de angulacion, se desplazalalineade carga
y la fisis del lado opuesto comienza a sobrecrecer.
La naturaleza trata de mantener la fisis perpendicu-
lar al eje de la di4fisis o al eje de compresion axial y
por este mecanismo las extremidades tratan de
realinearse (1).

A. Factores sistémicos que aumentan el
crecimiento

El factor genético influye en el tamaro final de un
individuo pero se desconoce el mecanismo de
accion o lamaneracomo los reguladores genéticos
actuan en la placa de crecimiento.

El siguiente factor a analizar es el hormonal:
En los casos de gigantismo secundario a ade-
noma hipofisiario el sobrecrecimiento se ha docu-

mentado.

El exceso de hormonas tirodeas aumenta la
velocidad de crecimiento pero igualmente acelera
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el proceso de envejecimiento por lo que al final del
crecimiento no aumenté el tamafio del individuo.

Las hormonas sexuales son factores que influ-
yen, pues esta demostrada la diferencia de estatura
entre sexos.

Sin embargo, no estan claras las vias de accion
de los mecanismos hormonales a pesar de que no se
puede negar su importancia.

El otro factor que puede influir es el nutricional,
ya que la estatura de los habitantes actuales de
paises civilizados es mayor, lo cual coincide con la
mejoria en la dieta.

Otros factores que influyen son:

— Infeccion: Que estimularia la irrigacion san-
guinea de las fisis vecinas.

— La Neurofibromatosis: es reconocida como
factor de hipercrecimiento al parecer secunda-
ria a cambios vasculares.

— LaHemihipertrofia produce mayor crecimiento
del lado afectado, el factor parece ser de origen
nervioso central sin embargo, no se ha identifi-
cado (5).

Finalmente la influencia mecéanica sobre la fisis
por cargas compresiva ciclicas y estaticas mantiene
un equilibrio extremo:

La compresién excesiva puede disminuir el
crecimiento pero la compresion moderada puede
aumentarlo (1).

Las fuerzas musculares parecen ser el modula-
dor mas importante en el proceso de crecimiento;
los pacientes con polio presentan acortamiento de
sus extremidades flacidas a pesar de que realicen
apoyo de la extremidad, en el polo opuesto estan los
pacientes confinados a cama quienes pueden pre-
sentar crecimiento a pesar de no realizar carga
compresiva de sus extremidades pero que realizan
contraccion intermitente de su musculatura lo cual
seria el factor que determinaria su crecimiento.

B. Factores sistémicos que disminuyen el
crecimiento

Son méas reconocidos y aun prevenibles. Lainfluen-
ciade unaadecuadadietaenel nifio en crecimiento
indudablemente resulta en un normal desarrollo
constitucional y mental.
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Los cambios hormonales que pueden retardar
el crecimiento estan bien reconocidos:

La deficiencia de hormona de crecimiento pro-
duce enanismo; a causa de que las células fisiarias
se encuentran con menor nimero de mitosis, la
zona proliferativa esta disminuida y la placa es muy
delgada. Llamala atencion el hecho de que en estos
pacientes, las fisis permanecen abiertas por mayor
tiempo incluso hasta la mitad de la vida adulta.

La deficiencia de hormona tiroidea produce
cretinismo y alteracion en el metabolismo de los
mucopolisacaridos, las placas de crecimiento nunca
se cierran, el crecimiento longitudinal se disminuye
y los nucleos de osificiacidn secundarios aparecen
tardiamente.

La administracion de estr6genos puede produ-
cir un “brote de crecimiento” inicial pero ocurre un
cierre de la fisis tempranamente disminuyendo asi
el crecimiento final. La testosterona parece tener el
mismo efecto inicial aumentando la proliferacion de
las columnas de células dentro de la fisis pero simul-
tdneamente aumenta la deposicion de hueso y pro-
duce el cierre de la fisis masculina.

La hormona ACTH indirectamente a través de
la cortisona tiene efecto supresivo en la produccion
de hormona de crecimiento reduciendo asi la acti-
vidad de la placa de crecimiento.

Adicionalmente las deficiencias o excesos de
ciertas vitaminas producen alteracién del creci-
miento longitudinal del hueso.

Como se menciond anteriormente las enferme-
dades neuromusculares como el polio, el trauma
raquimedular, etc., tienen efecto deletereo en el
crecimiento local de la fisis del individuo. Esto es
mas evidente cuando el compromiso no es generali-
zado.

C. Factores locales que aumentan el crecimiento
fisiario

El primer factor reconocido es la presencia de una

fractura en las cercanias de la fisis, es por esto que

se permite el cabalgamiento de los extremos frac-

tuarios en las fracturas diafisiarias de fémur.

Se han estudiado mecanismos para tratar de
estimular localmente el crecimiento fisiario lo cual .
incluye: Fistulas arteriovenosas, diatermia de onda
corta, simpatectomia lumbar, colocacién de cuer-
pos extrafios y aparatos metalicos en el hueso ade-
mas maceracion del peridstio metafisiario (5).



Se han publicado ademas estudios “in vitro”
buscando la estimulacién del crecimiento, estos
incluyen:

Uso de corriente, el cual es critico ya que cier-
tos voltajes pueden producir el efecto contrario (6).

La concentracion de Oxigeno al 21% puede
estimular el crecimiento, pero concentraciones su-
periores e inferiores pueden incluso ser téxicas y
producir el cierre fisiario (6).

Mas recientemente se han intentado las dis-
tracciones fisiarias; las cuales no sélo, no estimulan
el crecimiento sino que pueden producir el cierre
prematuro de la fisis, por lo que su utilidad esta
reservada para pacientes cercanos a la madurez
esquelética (11), (12), (13), (14), (16).

D. Factores locales que disminuyen el crecimiento
fisiario

El principal factor estudiado es el trauma, a partir de
esta observacion se han realizado tratamientos con
cerclajes de alambre y grapados a las fisis para
alterar su crecimiento y mas recientemente se han
realizado lesiones selectivas con rayo laser para
producir efecto de epifisiodesis (5).

Otro factor estudiado es el referente a las lesio-
nes vasculares, encontrado en la osteomielitis y la
enfermedad de Legg-Calve-Perthes que producen
destruccion de la placa de crecimiento bien por
efecto directo o por lesién de la circulacién local y
que crea un defecto central de crecimiento y la
lesion en “cono” o “tienda” descrita en asociacion a
estas entidades (4), (45). Este factor vascular ha
recibido atencién por el grupo de investigaciones
en microcirugia para tratar de transplantar fisis
microvascularizadas (3), (32).

E. Crecimiento latitudinal de la fisis

Se ha creado controversia acerca de la manera
como ocurre el crecimiento en el eje transverso de
lafisis. Para algunos el crecimiento ocurre por proli-
feracion aposicional de células cartilaginosas cir-
cunferencialmente en la periferia, mientras otros
creen que el crecimiento intersticial ocurre en el
centro de la placa de crecimiento (23).

Es importante reconocer que la mayoria de los
anatomistas estan de acuerdo en que el anillo peri-
condral de Lacroix y el surco de Ranvier estan inti-
mamente involucrados en el aporte de células a la
capa germinal, una vez esta capa se ha expandido

en latitud, es capaz de aportar células por debajo
para ayudar a la expansion en longitud (23), (44).

F. Detencidn del crecimiento de la fisis

Se reconoce que la fisis va siempre al cierre en los
humanos, este proceso fisiolégico es conocido
como la “epifisiodesis fisioldgica”.

El proceso comienza con la formacién de pe-
quefios puentes 0seos entre el centro de osificacion
de la epifisis y la metéfisis y termina con el reem-
plazo completo de la fisis cartilaginosa por tejido
oseo.

Cada fisis parece tener su propio patron de
cierre. Muchos cambios ocurren en el proceso y lo
que esta claro, es que se trata del mismo proceso
que ocurre en las fisis lesionadas focalmente.

Histolégicamente se aprecia primero un engro-
samiento de la placa 6sea cribiforme del lado epifi-
siario de la fisis, a continuacién se aprecia el mismo
proceso en el hueso metafisiario vecino con la for-
macioén de septum 6seos transversos en lugar de las
trabéculas 6seas longitudinales.

La disposicidon de las células de la fisis no cam-
bia mientras este proceso esté iniciando, sin embar-
go cesa la proliferacion celular alterandose la bio-
quimica de la matriz celular con calcificacién y
mineralizacion progresivas que se extienden a la
capa germinal y de reposo formando frentes de
calcificacion.

Las columnas de células son reemplazadas
rapidamente a medida que se van calcificando.

La extension de la osificacion desde ambos
lados lleva a la perforacion de la fisis por multiples
puentes 6seos pequefios. La osificacion progresa
entonces, desde estos puentes, termina por reem-
plazar el cartilago y deja una cicatriz o fantasma
fisiario consistente en una capa densa a los Rx (6),

(9).

Generalmente el proceso comienza en el centro
de la fisis y se extiende hacia la periferia en forma
centrifuga. Sinembargo, en algunas fisis el proceso
puede ser diferente como en la tibia distal en donde
ocurre primero en las porciones interna y central y
luego en la parte externa y la hace susceptible a
cierto tipo de lesion durante esta época de la vida.
(La fractura de Tillaux).

La epifisiodesis fisiologica inicia mas temprano
en las mujeres que en los hombres pero en ambos
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sigue mas o menos el mismo patron de hueso a
hueso. El cierre mas temprano en las mujeres
parece deberse al efecto de los estrogenos que ace-
leran el reemplazo del cartilago y la maduracion
Osea.

5. Biomecaénica de la fisis

La fisis esta constituida por material no homogéneo
cuyo lado epifisiario contiene una matriz intercelu-
lar con escasas células en la capa germinal, mien-
tras su matriz es escasa con células hipertréficas en
el lado metafisiario de la placa, por lo cual su com-
portamiento biomecanico debe ser analizado como
una estructura “bifasica” o anisotrépica (5), (6).

Se entiende asi, la fisis se comporta como un
material visconelastica, es decir un material que
responde a una carga constante en forma variable
dependiendo del tiempo. Si el material es cargado,
éste se deforma inicialmente mediante la salida de
liquidos intersticiales hasta alcanzar una meseta en
la cual la deformacion ocurre en menor grado hasta
alcanzar el punto de equilibrio en el cual se sus-
pende la salida de liquidos intersticiales ya que las
cargas dentro de la matriz igualan a la carga apli-
cada. Interviene un factor que no esta aun estudiado
para la fisis que se conoce como la permeabilidad la
cual depende de la viscosidad del liquido intersticial
y el tamafio de los poros de la matriz.

Estos factores analizados anteriormente serian
de diferente comportamiento en cada capa, con lo
cual lafisis se torna muy compleja para el analisis de
su biomecanica.

La fisis se ve sometida a fuerzas de: tension,
comprensiony cizallamiento. Estas fuerzas serepar-
ten dentro del material de la fisis de una manera que
depende de la magnitud de la carga. Asi, al aplicar
tensién la fisis estaria en tension en el plazo hori-
zontal mientras recibiria compresion en el plano
vertical, ademas recibiria fuerzas de cizallamiento
en un plano a 45 grados del eje de aplicacion de la
carga.

En un estudio experimental realizado por Harris
en 1950 en el que estudia los efectos de las hormo-
nas en el deslizamiento epifisiario, utilizando fisis
proximal de tibia, se demuestra que las fisis de los
animales tratados con hormona de crecimiento
eran mas susceptibles a las cargas transversales
mientras que los animales tratados con estrégenos
resistian cargas mayores, lo cual se relaciond con la
anchura de la fisis (18).

238

En 1968 Bright demostrd en un estudio experi-
mental como la fisis requeria de altas cargas en
tension para producir el deslizamiento, las fuerzas
de “doblamiento” tenian que ser un poco menores
para producir la falla y como las fuerzas de torsion
necesitaban la menor magnitud para producir el
efecto de deslizamiento de la fisis (5).

Los examenes histolégicos de la fisis mostra-
ban cémo las fisis sometidas a tension se deslizaban
por la capa germinal mientras en los otros dos gru-
pos la falla iniciaba a través de la capa de células
hipertroficas en la superficie de tensién y luego
tomaba una direccion variable a través de la placa
de crecimiento para alcanzar nuevamente la capa
hipertréfica antes de completar la lesion. Estas
observaciones estaban en contra de los reportes
previos, segun los cuales el deslizamiento ocurria
siempre a través de la capa de células hipertroficas
(5).

6. Lesiones trauméticas del cartilago de
crecimiento

Se han realizado numerosos estudios experimenta-
les sobre el mecanismo de la lesion fisiaria. Ollier en
1867, utilizando modelos animales (conejos y gatos)
hizo incisioneslineales a través de la fisis sin produ-
cirlesién de las capas mas profundas. Volt fueinca-
paz de producir un dafo al separar la epifisis de la
metafisis a través de la linea de clivaje en la fisis (48).

Se explica la debilidad de la placa fisiaria por la
cantidad de matriz intersticial que favorece la adhe-
sividad, por ende la capa de células hipertroficas es
la mas débil en el sistema y es en este sitio donde se
producen la mayoria de las lesiones traumatica
agudas de la fisis (33).

Lafisis soportamal las cargas de cizallamiento,
angulacién y tensiéon pero no las de compresion.

La zona de calcificacion se ve reforzada en su
fortaleza por la aparicion de la matriz osteoide y por
las trabéculas primarias; que se adhieren fuerte-
mente a la metéafisis.

Haas y Harris (18), (48) demostraron que des-
pués de retirar el pericondrio la fisis se deslizaba
constantemente a través de la capa de células hiper-
tréficas (36).

Dependiendo del nivel de la fractura en la fisis
se describen tres patrones de reparacion (4):

1. Cuando la lesion es proximal a la capa de
células hipertroficas, la reparacion se da por un



incremento rapido y continuo del niumero de células
en la capa de células columnares causando un
aumento en la altura de la fisis. La cercania de los
vasos epifisiarios a la lesién causa resorcion del
cartilago proximal y debridamiento de la fractura,
demorando asi la osificacion endocondral resul-
tando en una apariencia normal de la fisis. La dura-
cion de este proceso es de aproximadamente 3
semanas.

2. Silafractura es mas distal o mas profunda a
través de la transicion entre las células hipertréficas
y la esponjosa primaria (la mas frecuente de las
lesiones) generalmente se produce una marcada
separacion que es llenada por tejido hemorragico y
fibroblastico, en ocasiones resultando la formacion
de un callo cartilaginoso desorganizado hacia el
lado diafisiario mientras que el proceso de diferen-
ciacion celular hacia el lado de la epifisis continua
sin ninguna alteracion.

Este callo cartilaginoso se ve invadido por
vasos metafisiarios con la consecuente deposicién
de hueso y varia de grosor dependiendo de qué
tanto desplazamiento longitudinal lateral haya ocu-
rrido.

El callo en la region subperiostica contribuye a
la estabilidad temprana; esta region consolida por
invasién vascular para formar hueso trabecular
entre la corteza metafisiaria original y la membrana
subperiostica.

Estas regiones progresivamente limitan y remo-
delan el callo haciéndolo cada vez mas fuerte
biomecanicamente.

Este proceso toma de 3 a 6 semanas, sin
embargo la remodelacion podria tomar meses o
inclusive afos, de aqui la posibilidad siempre espe-
rada de correccion espontanea en el tratamiento de
las lesiones traumaticas del cartilago de crecimien-
to.

3. Sise compromete todo el espesor de la fisis,
el proceso de reparacién difiere ligeramente. El
tejido fibroso inicialmente llena los espacios entre
la epifisis metafisis, alterandose de esta manera la
arquitectura normal de la fisis; entonces el proceso
de reparacion se hace incompleto. El tamafio del
defecto y la cantidad de tejido fibroso es muy impor-
tante en la fisiopatogenia de un puente éseo y el
cierre fusiario prematuro.

Si el tejido fibroso es pequeio y se ha formado
cercade laedadde la madurez esquelética la posibi-

lidad de que este tejido sea invadido por neovascu-
latura es poco probable. Por el contrario si el
defecto es grande y se produjo lejos, en tiempo del
cierre fisiario, la posibilidad de ser invadido por
tejido vascular esmuy alta; con la consecuente alte-
racién de la tension de oxigeno y el depésito de
sales de calcio en el tejido fibroso; de esta manera
se produce un puente 6seo que llevaria a un arresto
fisiario y los consecuentes desastres en el creci-
miento.

Campbell, Grisola y Zanconato (8) estudiaron
las consecuencias sobre el crecimiento en las lesio-
nes producidas deliberadamente a las fisis de mode-
los animales, concluyendo que:

a. Lalesiénesdirectamente proporcional alacan-
tidad de destruccion fisiaria.

b. Si el defecto fisiario es muy grande éste es lle-
nado por tejido fibroso o indiferenciado.

c. El hueso puede continuar su crecimiento en
longitud si el puente 6seo formado es muy
pequefo.

d. Los clavos lisos y los de bajo calibre no produ-
cen un dafio mayor de la fisis.

e. Los clavos roscados y los tornillos si producen
un arresto epifisiario.

7. Tratamiento de los arrestos epifisiarios

De toda la gama de lesiones al cartilago de creci-
miento, sélo nos referiremos al cierre parcial o total
de éste: por ser el interés del presente trabajo.

La mas temida complicacién de las lesiones
fisiarias, es la alteracién o cesacion permanente del
crecimiento iongitudinal.

Si el arresto fisiario es completo resulta en una
discrepancia de longitud de la extremidad afectada
(21). Pero si el arresto del crecimiento es parcial, se
desarrolla una deformidad angular progresiva, si el
puente 6seo es periférico. Por el contrario, si el
puente es central un acortamiento progresivo puede
ocurrir.

Los cierres parciales han sido clasificados en
tres tipos (5):

Tipo |: Periférico.

Tipo Il: Central.
Tipo Ill: Lesiébn combinada.
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El tipo |, compromete el anillo pericondral. El
tipo I1, en el cual todo el anillo pericondral. El tipo I,
en el cual todo el anillo pericondral esta intacto
ademads de algunas porciones de la placa fisiaria
periférica especialmente en el borde que rodea la
metéfisis. El tipo Ill, corresponde a las secuelas de
lesiones tipo Salter-Harris |l y IV.

La incidencia es: Tipo |I: 60%; Tipo Il: 21%; Tipo
11: 19%.

Decidir una intervencioén quirargica para arres-
tos epifisarios es dificil, y deben ser tenidos en
cuenta estos criterios (5):

1. Radiolégico: No es posible predecir las con-
secuencias de una lesién aguda y si causara o no
un arresto fisiario. Se recomienda el estudio pre-
quirudrgico con tomografia lineal.

2. Tamario de lalesion:Las lesiones mayores al
50% son técnicamente dificiles de resecar.

3. Historia de Infeccion: La reseccion del puen-
te debe hacerse cuando se esté seguro de que no
hay infeccién (6 meses).

4. Cubrimiento de piel: En caso de lesiones por
trauma de alta energia o velocidad con pérdida de la
piel, se recomienda practicar primero un buen
cubrimiento cutaneo sobre la fisis antes de laresec-
cion del puente.

5. Crecimiento esperado: Preferiblemente se
deben operar pacientes con edad cerca al cierre
fisiario o cuando el remanente de crecimiento espe-
rado no sea mayor de dos afios.

Con destreza y una técnica depuradas en la
reseccién del puente 6seo fisiario, se han obtenido
buenos resultados iniciales. Pero el puente puede
volverse a formar en especial cuando se esté lejos
de la madurez esquelética (5).

Se han seleccionado varios materiales para
interponerlos en el sitio de la reseccion para evitar la
formacién del puente oseo (5), (7), (9), (19), (21),
(24), (26), (27), (28), (29) ,(35), (58). Entre los mas
usados estan: la grasa autdgena, silicona con metil-
metacrilato (MMA) y el xenoinjerto de cerdo.

Osterman (53) en 1972, obtuvo buenos resulta-

dos con injerto de cartilago de cerdo 75%, con grasa
65% y 50% con cera Osea.
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El precursor delatécnicade lainterposicion del
autoinjerto de grasa de la region glutea fue Lan-
genskiold (26) en 1967.

En 1979 se unieron los experimentos en huma-
nos de Osterman y Langenskiold (28) con autoinjer-
tos de grasa y se obtuvo 54% de buenos resultados;
18% regulares y pobres en 28% de los pacientes.

Langenskiold (29), observé que la cavidad que
queda después de resecado el puente y luego injer-
tado con grasa, aumentaba de tamafio, dejando un
gran espacio en la region metafisiaria del hueso
durante el crecimiento. Esto ha sido en trabajos
experimentales (Langenskiold (29) 1986), que de-
mostraron revascularizacion dela grasay su conse-
cuente crecimiento intraéseo.

Bright con la utilizacién de silicona con MMA
(Elastometer N2 382), obtuvo en 250 casos 70% de
buenos a excelentes resultados, 12% de regulares y
18% pobres. Estos pacientes tenian puentes que
comprometian s6lo hasta el 30% de la fisis y faltaba
un afio para el cierre fisiario (5).

En los altimos afios se han utilizado técnicas de
distraccién fisiaria con o sin osteotomia redireccio-
nal, pero este método hace que la fisis se cierre mas
rapido, llevando a una discrepancia de longitud de
las extremidades al término del tratamiento (9),
(11), (12), (13), (14), (16).

Por esto los procedimientos de distraccion
fisiaria no son recomendaciones sino en pacientes
con fisis cerradas o muy cerca de la madurez esque-
lética, debido a que se retarda el crecimiento en un
40%—70%, después de terminada la distraccion (9),
(14), (16), (60).

8. Transplantes fisiarios

La posibilidad de restaurar o de aumentar la longi-
tud de un hueso mediante el uso de un trasplante de
la fisis ha motivado la investigacién en los ultimos
noventa afios.

Helferch en Alemania (1899) trasplanta la tota-
lidad de la epifisis distal del radio junto con un
fragmento de metéafisis enun perroy a pesar de que
reporta crecimiento luego del transplante, no repor-
ta un estudio histolégico que lo sustente (59).

Rehn y Wakabayasi, en un trabajo en conejos
en 1912, concluyen que la fisis trasplantada, man-
tiene su potencial de crecimiento (59).



Heller en 1914 encuentra que al reimplantar la
placa epifisiaria distal del cubito, ésta fallaba si el
implante contenia algan fragmento de hueso adya-
cente, y que por el contrario los resultados mejora-
ban cuando se resecaba todo ese hueso. Sugiere
que el hueso adyacente interfiere con la nutricion
de la fisis transplantada (18), (41).

En 1929 Straub reporta la primera aplicacion
clinica de un trasplante de fisis en un nifio de 6 afios
quien dos afnos antes habia presentado una lesion
fisiaria por osteomielitis en la tibia distal y presen-
taba un acortamiento de 4.5 cms. El injerto fue
tomado del maléolo tibial opuesto y colocado en el
defecto. A los 20 afios de edad el acortamiento era
de5cmsy se interpretdé como un trasplante exitoso.
Sin embargo, el resultado pudo deberse o bien a
que lalesion eraincompleta o a hipercrecimiento de
la placa proximal (59).

En 1939 Bisgard coloca una epifisis femoral en
la diafisis de una tibia de cabra encontrando que la
epifisis no produjo crecimiento (18).

La supervivencia del cartilago fisiario trasplan-
tado fue valorado en otro tipo de estudios por
Lacroixen 1951 (23) y Urist y MacLean (56) quienes
trasplantaron fisis a la camara anterior del ojo y
capsula renal. Los hallazgos fueron similares: Los
fragmentos crecian durante las primeras tres sema-
nas al cabo de los cuales cesaba el crecimiento y la
razén dada para que esto ocurriera, fue de tipo
inmunolégico.

En 1955 Ring (41) conduce un estudio experi-
mental en conejos aportando consideraciones inte-
resantes: La placa fisiaria tiene polaridad y siempre
debe colocarse en forma anatoémica para asegurar
el éxito del transplante, segundo: los trasplantes
pueden tener reaccion inmunoldgica que explicaria
los fracasos y tercero: La clave de la supervivencia
delinjerto puede estar en la vascularidad. Sus resul-
tados son pobres y se le critica el hecho de dejar una
pequefa capa de hueso adyacente en el fragmento
para el trasplante.

En 1959 Freeman reporta un caso de injerto
pediculado compuesto de epifisis para la recons-
truccion de pulgar con resultado excelente a los
seis afios de seguimiento (59).

En 1965 Harris, Martiny Tile presentan un estu-
dio experimental en conejos transplantando fisis de
cubito distal y obteniendo resultados satisfactorios
en el 50% de los autoinjertos a las doce semanas de

seguimiento; los homoinjertos fueron rechazados
hacia la cuarta semana en todos sus casos. El anéli-
sis del fracaso incluye: Falla en incluir la capa ger-
minal en el fragmento trasplantado, irrigacién ina-
decuada parael injerto y aflojamiento del mismo en
el lecho; todos estos errores son corregibles con
mejoria de la técnica quirurgica.

Los injertos en este estudio son tomados sin
dejar ningun tejido diferente a la fisis y es el que
mejores resultados reporta (18).

En 1984 Olin, Creasman y Shapiro publican un
trabajo en el que transplantan injertos libres de fisis
de cresta iliaca a defectos focales en la fisis del
fémur distal en conejos con resultados excelentes
enun 70% de los casos en cuanto aprevencién de la
formacion de puentes, retardo de crecimiento y
deformidades angulares. Los injertos fueron toma-
dos con énfasis en retirar el anillo pericondral y la
capa mas externa de fibrocartilago incluyendo sola-
mente una delgada capa de cartilago epifisiario con
disecciones bajo microscopio, para evitar que la
nutricion por difusion del injerto sufriera interferen-
cia (34).

A partir de entonces los estudios se han enfo-
cado hacia el trasplante de condrocitos aislados y el
auge de los injertos microvascularizados sin que se
vuelva a hacer referencia en la literatura al trans-
plante libre.

Mencionamos las publicaciones de Bowen y
O’Brien (1988) con investigaciones en injertos mi-
crovascularizados con buenos resultados cuando
se preservaban tanto la circulaciébn metafisiaria
como los vasos epifisiarios (3).

En 1990 Lalanandham publica un trabajo expe-
rimental sobrela viabilidad y metabolismo del carti-
lago fisiario transplantado como injerto libre, de-
mostrando que contintan sintetizando proteoglica-
nos pero no logra demostrar que continien crecien-
do a la velocidad normal (24).

Toda la evolucién histérica antes referida nos
permite sacar en claro los siguientes: Los injertos de
fisis requieren una técnica quirurgica muy cuida-
dosa para asegurar la nutricién por difusién cuando
se transplantan como injertos libres, ya que los
fragmentos de hueso epifisiario y metafisiario deja-
dos con el injerto explicarian los malos resultados
en las primeras publicaciones al respecio.

Los injertos microvascularizados, a pesar de
reportar buenos resultados en el campo experimen-
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tal, no tienen aplicabilidad en la clinica por la impli-
cacién de sacrificar una fisis sana.

Resulta entonces muy atractivo combinar la
técnica quirurgica estricta de obtencion de la fisis
descrita por Olin con injertos de banco, tema sobre
el cual no encontramos publicado nada en la litera-
tura. Con esto se obviarian varios problemas del
trasplante de fisis: No sacrificaria fisis sana, no
implicaria cambios mecanicos y acortaria tiempo
quirurgico.

9. Criopreservacion del cartilago fisiario

Se han disefiado multiples estudios experimentales
tratando de conservar las células cartilaginosas de
cartilago articular especialmente, con resultados
contradictorios.

Sin embargo, avances en la criopreservacionse
han obtenido con aprotocolos que utilizan Dimethyl
Sulfoxido (DSMO) de 7.5% a 10% como crioprotec-
tor, congelacién lenta hasta menos 70 grados centi-
grados y descongelacion rapida (42), (43), (50),
(51), (52). No obstante, los estudios dirigidos direc-
tamente sobre la fisis o células del cartilago de cre-
cimiento son escasas; en especial porque en este
tejido es importante conservar la arquitectura nor-
mal y esto hace dificil la penetracion de sustancias
crioprotectantes dentro de la matriz cartilaginosa.

Resultados alentadores han sido publicados
para el cultivo de condrocitos aislados tanto de car-
tilago epifisiario como de la placa de crecimiento.

Cuando se contempla la posibilidad de tras-
plante alogénico de fisis se hace imperioso el tras-
plante completo y total de un segmento fisiario sin
alteraciéon de su micronatomia.

Pensamos que los protocolos de criopreserva-
cion cartilago articular son extrapolables a la fisis.
En especial sientendemos las bases de la criopreser-
vacion.

Se han utilizado como crioprotectores al glice-
rol y posteriormente al DSMO (42), (43). La mayoria
de los estudios de criopreservacion nacieron de
observaciones empiricas y de ensayo y error. El
hecho de que el cartilago sea un tejido muy rico en
agua hace que se comporte de manera especial a
muy bajas temperaturas.

Los estudios con glicerol por Polge (37) (1949)
y Chesterman (10) y Smith, quienes compararon
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diferentes técnicas de crioproteccién obtuvieron
una minima viabilidad celular.

Durante el proceso de congelacion el problema
se plantea por la diferencia de osmolaridad intra y
extracelular, cuando los puntos de congelacion del
agua difiere del de las soluciones ricas en solutos.
Se pretende explicar de una manera simplista pero
clara el proceso de la criopreservacion: Cuando se
congela el agua los solutos que estan libres aumen-
tan la concentracién osmolar extracelularmente
exponiendo de estamanera a la célulaauna posible
deshidratacion. Méas tarde en el proceso contrario
de descongelacion la célula se encontraria con una
concentracion de solutos mayor que el agua extra-
celular que comienza primero a descongelarse y
porende la célula se hidrataria hasta estallarse (42),
(43).

Las observaciones sobre las soluciones sali-
nas, congelaciones y descongelaciones répidas y
lentas han permitido observar que la congelacién
lenta y la descongelacién rapida dan la mayor
sobrevida.

La funcién de los crioprotectantes no esté
clara, pero parece que estabiliza la membrana
celular al paso de solutos y evita la congelacion o
cristalizacién del citoplasma.

Los estudios de toxicidad del DMSO y glicerol
sobre la célula arrojan resultados a favor de la in-
cubacién a 4 grados centigrados con concentra-
ciones de DSMO entre 7.5% y 10% por tiempos de
5 a 105 minutos y congelados a ratas de 5 grados
centigrados por minuto y congelacién rapida (42),
(43).

Sin embargo, el hecho de que los condrocitos
estén dentro de una matriz cartilaginosa hace més
lenta la difusién del DMSO y por ende el tiempo de
exposicion debe ser mayor (31). Tomfort demostré
que el cartilago intacto soportaba hasta 24 horas
de incubacién con DMSO sin alteraciones téxicas
para las células (50), (51), (52).

El efecto del DMSO sobre el cartilago fisiario
intacto, condrocitos fisiarios aislados y resultados
de viabilidad después de criopreservacién no han
sido publicados en la literatura inglesa hasta el
momento del presente trabajo.

En nuestro medio Jiménez, Gutiérrez, Soto y
Carrillo (17) publican un estudio de técnicas de
criopreservacion de cartilago articular intacto con
un 25% de recuperabilidad de condrocitos; mas
estudios de viabilidad funcional no han sido reali-



zados sobre los condrocitos aislados de cartilago
articular intacto criopreservado.

Los estudios en condrocitos aislados criopre-
servados muestran una recuperabilidad del 86%
confirmada por el test de exclusion celular de azul
de trypano (Tavakol y cols, datos no publicados,
citado por Friedlaender y Goldberg en Bone and
Cartilage Allograft). Tomford y Mankin (50), (51),
(562) reportan 70% al 80% de viabilidad. La recupera-
bilidad de condrocitos de cartilago criopreservado
intacto congelado y descongelado, se observo una
viabilidad de 38.7% y funcional del 94.5% (Tavakol y
cols) (49).

Los analisis de transplantes criopreservados de
cartilago articular en modelos animales “in vivo”,
parecen mostrar una respuesta inmune que va en
deterioro del éxito del cartilago trasplantado (25),
(30), (42), (43).

10. Inmunologia del trasplante fisiario

Los avances en el conocimiento del comporta-
miento inmunolégico de las células trasplantadas,
logrado mediante cultivos celulares, ha dirigido la
atencion de los investigadores como la explicacion
de los malos resultados a largo plazo en la practica
clinica de los aloinjertos osteocondrales (61).

Se acepta que el cartilago intacto no produce
inmunogenicidad, debido a que la matriz en que se
encuentran embebidos enmascara los antigenos
celulares (46), (47).

Se ha demostrado que el condrocito porta los
mismos antigenos de histocompatibilidad Clase | a
los cuales el organismo receptor desarrolla anti-
cuerpos al entrar en contacto con las células 6seas
o de la médula 6sea (20), (22),(25), (30).

Ademas el condrocito articular de conejo porta
antigenos Clase |l de Histocompatibilidad y pueden
actuar como “presentadoras” de antigenos in vitro
(25), (30).

Los aloinjertos osteocondrales congelados, son
inmunogénicos en humanos, desarrollando anticuer-
pos contra antigenos de histocompatibilidad segun
lo demuestran los trabajos de Mankin, Rodrigo, Lee
y Vriesendorp (40), (46).

Evans demostré como, una vez desarrollada la
respuesta inmune, el cartilago se hace vulnerable a
la lesion directa por anticuerpos citotoxicos, por

linfocitos o por mediadores de la inflamacion (40),
(46).

La congelacion disminuye la respuesta inmu-
nolégica. No se ha logrado probar el mecanismo
porel cual se logra pero se propone que la congela-
cion altera las propiedades de los antigenos dismi-
nuyendo su poder. Por otra parte, aparece el pro-
blema de la viabilidad celular que se ha discutido
anteriormente (50), (51), (52).

Igualmente estudios “in vitro” han probado que
el DMSO tiene efecto directo en los procesos inmu-
nolégicos (42), (43).

Recientemente se ha sugerido que la matriz y
sus componentes desarrollan inmunogenicidad, lo
cual seria de tanta o mas importancia que la inmu-
nogenicidad celular (30).

Los trabajos han conducido al uso de inhibido-
res de la respuesta inmune en estudios “in vitro” y
esto disminuye la respuesta inmune y mejora la
supervivencia de los trasplantes pero las implica-
ciones toxicas en un modelo “in vivo” limita la apli-
cacion de los alotrasplantes (30).

Nuestra intencion alconcluir la primera fase de
este trabajo es profundizar en el estudio inmunolo-
gico del cartilago fisiario y el comportamiento de
segmentos en bloque en su matriz como pensamos
que deben trasplantarse.

ll. JUSTIFICACION

Los buenos resultados obtenidos por Tomford y
Mankin con la utilizaciéon de Dimetilsulféoxido
(DMSO) con crioprotectivo con métodos de conge-
lacion lenta y descongelacion rapida en aloinjertos
osteocondrales, nos da pie para extrapolar esto al
cartilago fisiario.

Por esto quisimos realizar un trabajo que permi-
tiera demostrar que el cartilago de crecimiento es
susceptible de ser preservado y trasplantado con
éxito, buscando indicacion terapéutica en las lesio-
nes de la placa fisiaria para corregir o prevenir
deformidades angulares y acortamientos.

Como parte inicial del estudio quisimos realizar
una valoracion de la viabilidad “in vitro-' del carti-
lago de crecimiento previo al trabajo “in vivo” en
modelos animales. Simultdneamente se estanda-
rizé unatécnicade obtencion de las fisis para trans-
plante de facil utilizaciéon en nuestro medio.
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La segunda fase incluira un estudio del com-
portamiento inmunolégico del cartilago fisiario del
injerto en bloque criopreservado.

En la fase final se realizara un estudio compara-
tivo con autoinjertos frescos, aloinjertos de banco e
interposicion de grasa para el tratamiento de las
lesiones fisiarias.

IV. HIPOTESIS

“La placa de crecimiento puede ser sometida a pro-
cedimientos de criopreservacion con Dimetilsulfo-
xido con resultados de viabilidad iguales a los
reportados por la literatura para cartilago articular”.

V. PROPOSITOS

Demostrar el efecto de la criopreservacion celular
en el cartilago fisiario para utilizarlo en un modelo
experimental “in vivo” en animales a la manera de
aloinjertos.

Vi. OBJETIVOS

1. Utilizar la técnica de criopreservacion con DMSO
y congelacion lenta en cartilago fisiario.

2. Demostrar el porcentaje de viabilidad celular
de la fisis con la técnica de criopreservacion, utili-
zando coloraciones especificas para este propodsito.

3. Estandarizar una técnica de obtencion de la
fisis que permitala criopreservacion y almacenamien-

to.

VIl. POBLACION BLANCO
Conejos blancos Nueva Zelanda.

VIil. POBLACION A ESTUDIO

Conejos blancos Nueva Zelanda en edades com-
prendidas entre los 45 y 90 dias.

IX. VARIABLES DEPENDIENTES
1. Técnicade obtencion de la fisis para transplante.

2. Técnica de criopreservacion con DMSO.

3. Proceso de congelacion lenta de las fisis hasta
-70 grados centigrados.

4. Descongelacion rapida de las fisis.

X. VARIABLES INDEPENDIENTES

1. Edad
2. Sexo
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3. Peso
4. Raza de los conejos

XI. MATERIALES Y METODOS

Se trata de un trabajo experimental “in vitro” para
reproducir, comprobary estandarizar la técnica de obten-
ciéon de injertos de fisis para ser sometidos a crio-
preservacion mediante congelacion lenta y com-
probar su viabilidad antes de proceder a la aplica-
cion “in vivo” en un modelo animal experimental
comparativo.

Se tomaran conejos blancos Nueva Zelanda en
edades entre 45 y 90 dias a quienes se les extraeran
las fisis de cresta iliaca posterior, radio y cubito
distales y fémur distal. j

XIl. PROCEDIMIENTO

A. Técnica de obtencién de las fisis

Se extrajeron las fisis de cadaver fresco de conejo
(menor de 1 horade muerto), con técnica estrictade
asepsia y antisepsia.

Para la cresta iliaca se practicé un abordaje
posterior siguiendo el reborde de la cresta iliaca
posterior, se liberan las inserciones musculares,
preservando el periostio. Con cizalla se extrae la
cresta con la fisis, la epifisis y un fragmento 6seo
metafisiario.

Para el cubito y radio distal se hizo un abordaje
lateral en el extremo distal del antebrazo y sereseca
el extremo distal de ambos huesos.

El fémur distal es extraido mediante abordaje
lateral, liberacion de los ligamentos de la articula-
cion de la rodilla y de los musculos insertos; final-
mente con cizalla se extrae el extremo distal del
fémur.

B. Técnica de preservacion

Los fragmentos son mantenidos en suero fisiolo-
gico con altas concentraciones de antibiotico (Cefa-
lotina).

Mediante el uso de microscopio de diseccion se
comprueba la extraccion de laplaca de crecimiento.
Deslizando porlaunién de la capa de células hiper-
troficas y la capa de cartilago calcificado; y reti-
rando el total del hueso epifisiario o modelo cartila-
ginoso en el caso de conejos muy inmaduros oen la
cresta iliaca.



Estas placas de crecimiento son fragmentadas
en 2-3 mm cuadrados y colocadas en DMSO al 10%
en PBS previamente llevado a 4 grados centigrados;
y son mantenidas en nevera corriente durante 12
horas, a continuaciéon son congeladas embebidas
en el DMSO al 10% lentamente en nevera vertical a
rata de 1 grado centigrado por minuto; para este fin
se colocan las muestras en una caja de icopor den-
tro del congelador vertical (17).

La descongelacion debe ser rapida, con PBS
calentado a 37 grados centigrados.

A las 4 semanas se toma una muestra de la fisis
para evaluar viabilidad y recuento celular.

Para este fin adoptamos un modelo modificado
de Aston, Jiménez, Gutiérrez (2), (17), (38) para
digerir la matriz cartilaginosa y obtener una sus-
pension celular que se colorea con Azul de Trypano.

El método utilizado para la digestion de la
matriz celular consiste en lavar los fragmentos de
fisis en PBS precalentado a 37 grados centigrados,
centrifugando en 2 ocasiones con cada lavado con
el fin de extraer el DMSO que a temperatura ambien-
te es toxico para célula.

A continuacién son mantenidas en medio de
cultivo celular (MEM) enriquecido con suero fetal
bovinoy antibiético, durante 5 minutos, para ayudar
al bienestar celular que se ha visto alterado con el
anterior procedimiento.

Seincuban a 37 grados centigrados con Trypsi-
na al 0.25% por treinta minutos.

Se centrifuga, se retira el sobrenadante y se
lavan con el medio enriquecido nuevamente.

Se incuban con Colagenasa de Clostridium al
0.2% en MEM enriquecido a 37 grados centigrados
durante 3 horas, y dado el caso que la matriz no se
haya digerido, se aumenta el tiempo de incubacion
que segun nuestra observacion puede ser hasta de
12 horas sin alterar significativamente la viabilidad
celular.

Se centrifuga a 1200 RPM por 10 min y el sedi-
mento obtenido se suspende en MEM con antibio-
tico. Se centrifuga nuevamente y se hace una sus-
pension celular en 0.5 ml de MEM.

Se toman 12 microlambdas de suspension celu-
lar y de azul de trypano (1:1), se mezclan y se mon-
tan en la camara de recuento celular.

Se hace el recuento celular expresandolo en
porcentaje de células viables.

XIll. RESULTADOS

1. Obtencién de la fisis

El primero de nuestros objetivos era, el poder obte-
ner la placa de crecimiento mediante una técnica
sencilla y reproducible en nuestro medio.

La extraccion de la fisis en el cadaver fresco de
conejo, mediante la ayuda del microscopio de dis-
eccion, nos permitié obtener un cartilago fisiario,
libre de hueso metafisiario y/o epifisiario: asi como
libre del cartilago hialino epifisiario.

Para comprobar ésto realizamos cortes histo-
Iogicos al material obtenido, demostrado en el
microscopio de luz que no existian en las muestras,
remanentes de hueso o cartilago diferentes a la
placa de crecimiento.

Nuestra experiencia nos permitié lograr estas
fisis y la destreza adquirida nos permite afirmar que
es posible obtenerlas en la practica clinica sin
dificultad.

2. Preservacion de la fisis

Siguiendo estrictamente los pasos del protocolo de
criopreservacion disenado. Encontramos que era
posible llevar las fisis a congelaciones de -70 grados
centigrados, descongelarlas y recuperar un porcen-
taje de células vivas del 82% en promedio, variables
interobservador entre el 75% a 85% (recuentos
realizados por los autores y la colaboraciéon de 2
personas entrenadas en cultivos celulares).

XIV. ANALISIS Y CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos nos sentimos
muy alentados a continuar nuestro plan de trabajo
ya que los objetivos planteados para esta fase fue-
ron cumplidos en su totalidad.

Primero: Hemos logrado aplicar una técnica de
obtencion de las fisis utilizando el microscopio de
diseccion, con éxito y pensamos que el entrena-
miento en latoma de la fisis mejorara aun mas y nos
permitira asegurar que estos injertos reciban la
nutricion por difusion de la circulacion metafisiaria
y epifisiaria necesaria para que continuen creciendo
a una rata muy cercana a la normal una vez sean
transplantados al modelo “in vivo”.

Segundo: Conseguimos aplicar la técnica de
criopreservacion al cartilago de crecimiento agre-
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gando algunas pequenas variaciones a la tecnica:
Dejamos los fragmentos embebidos en el DMSO
10% durante la congelacion para asegurar que las
células estén protegidas dentro de su matriz, de esta
manera estandisponibies en fragmentos para trans-
plante inmediato sin que sea necesario agregar nin-
gun tratamiento adicional.

Tercero: Los excelentes resultados encontra-
dos en cuanto a viabilidad de las células una vez
fueron descongeladas y aisladas para valoracion
82% en promedio, los cuales son superiores a los
reportados previamente para cartilago articular;
hasta la fecha no se han publicado estudios simila-
res sobre criopreservacion de cartilago de creci-
miento.

Consideramos que estos resultados se deben a
una estricta técnica de asepsiapara la manipulacion
de los injertos, el uso de medios enriquecidos (gra-
cias al conocimiento en aumento de las tecnicas de
cultivo celulares), la utilizacion racional de las sus-
tancias para degradar la matriz cartilaginosa y la
posible bondad del cartilago de crecimiento ya que
adiferenciadel cartilago articular sus células tienen
un potencial en cuanto a crecimiento, actividad
metabolica y adaptabilidad segun lo revisado en el
marco teorico.

La viabilidad encontrada si bien nos tranquiliza
en cuanto alaaplicacion en elmodelo “in vivo™”, nos
despierta gran inquietud en cuanto al comporta-
miento inmunolégico de estos injertos, ya que la
gran viabilidad celular iria de la mano con una gran
respuesta inmunologica.

En ese momento se encuentra en curso la fase
de estudio del comportamiento inmunologico de
estos transplantes, para lo cual estamos utilizando
un modelo de cultivo mixto de cartilago de creci-
miento criopreservado en bloque, con linfocitos de
los animales receptores del injerto; resultados que
presentaremos en un proximo reporte preliminar de
este estudio.

Por ahora nos sentimos satisfechos con lo
obtenido y recordando lo anotado por J. Canadel en
su obra “Lesiones del cartilago de crecimiento”,
cuando se refiere a transplantes fisiarios: "Quere-
mos destacar el camino que ofrece como modalidad
terapéuticaenun futuro, una vez se hayan ampliado
y profundizando los conocimientos actuales”. Pen-
samos que el futuro es ahoraylo que intentamos es
contribuir al conocimiento para tratar las lesiones
fisiarias de la forma mas racional posible.
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