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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Palabras clave: Introduccién: La investigacién preclinica sobre la artrofibrosis postraumética se ha centrado principalmente en

Artrofibrosis postraumatica modelos experimentales de conejo. No obstante, existe un creciente interés por desarrollar y validar modelos en
Biomecénica animales de menor tamaiio, lo que permitiria una investigacién mas coste-efectiva. El objetivo de este estudio es
Histologia validar el modelo en rata descrito recientemente por Owen et al.

Modelo en rata Material y métodos: Se utilizaron 20 ratas hembra Sprague Dawley de 14 semanas de edad: 10 se emplearon para

el analisis de la rigidez biomecanica, mediante la medicién del &ngulo de extension pasiva (passive extension angle
[PEA]) a diferentes pares de torsiéon (PEA-2, PEA-4, PEA-8) y en el momento de rotura capsular, y 10 se emplearon
para el andlisis de la fibrosis histolégica, mediante la medicién del area y el grosor de la cdpsula posterior. La
rodilla izquierda se utiliz6 como control. La cirugfa inicial se realiz6 sobre la rodilla derecha (rodilla operada)
segtn la técnica descrita por Owen et al.: lesién intraarticular, rotura de la capsula posterior e inmovilizacién en
flexién mediante una sutura percutanea. Tras 4 semanas de inmovilizacidn, se retiré la sutura y se permitié la
libre movilidad durante otras 4 semanas antes del sacrificio.

Resultados: Las rodillas operadas presentaron un menor PEA-4 (-40,6°; p = 0,011), PEA-8 (-45,6°; p = 0,044)
y PEA en la rotura capsular (-66,5°; p = 0,043 en comparacién con las rodillas control. Los valores medios
obtenidos en nuestra serie para PEA-2, PEA-4 y PEA-8 fueron comparables a los de Owen et al. Las rodillas oper-
adas presentaron una mayor area (1,82mm?; p = 0,033) y grosor (0,31 mm; p = 0,043) de la c4psula posterior
en comparacién con las rodillas control.

Conclusiones: Segtin nuestros resultados, el modelo de artrofibrosis postraumatica descrito por Owen et al. es
capaz de inducir rigidez biomecénica y fibrosis histolégica. Nuestros resultados biomecéanicos son comparables
a los de Owen, lo que confirma la reproducibilidad del modelo.

ABSTRACT

Keywords: Purpose: Experimental post-traumatic arthrofibrosis studies have been conducted using mostly rabbit models.

Post-traumatic arthrofibrosis However, there is great interest in developing and validating models in smaller animals, which would allow for

Biomechanical more cost-effective research. The aim is to validate a model in rats recently described by Owen et al.

fRﬁsttOI"giClal Materials and methods: Twenty 14-weeks old Sprague Dawley female rats were used in the study: 10 rats were
at mode.

used to assess biomechanical contracture, as passive extension angle at different torques (PEA-2, PEA-4, PEA-8)
and at capsule disruption, and 10 rats to assess histological fibrosis (area and thickness of posterior capsule). Left
knee acted as control. Index surgery was performed on the right knee (operated knee) as described by Owen at al.:
intra-articular injury, disruption of posterior capsule, and immobilization with a percutaneous suture in flexion.
After a 4-week immobilization period, the suture was removed, followed by another 4-week remobilization period
and euthanasia.
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Results: Operated knees showed lower PEA-4 (-40.6°; P = .011), PEA-8 (-45.6°; P = .044) and PEA at capsule
disruption (—66.5°; P = .043) than the control knees. Mean PEA-2, PEA-4 and PEA-8 from our sample were similar
to those reported by Owen et al. Operated knees showed a larger posterior capsule area (1.82mm?; P = .033)
and thickness (.31 mm; P = .043) than the control knees.

Conclusions: The post-traumatic arthrofibrosis model described by Owen et al. has the capacity to induce biome-
chanical contracture and histological fibrosis. Our biomechanical results are comparable to those of Owen,
supporting the model’s reproducibility.

Introduccion

La rigidez articular tras una lesién traumatica o quirtirgica (artrofi-
brosis postraumatica) se debe, en gran medida, a una fibrosis excesiva
de la cépsula articular. Tras un traumatismo o una cirugia invasiva que
alteren las estructuras articulares, esta rigidez resulta especialmente rel-
evante en articulaciones de elevada congruencia, como la rodilla o el
codo!™. Actualmente, las estrategias terapéuticas para tratar la rigidez
se limitan a la fisioterapia o a la liberacién quirtrgica®'°. Desafor-
tunadamente, més alld de la movilizacién precoz, no existen terapias
preventivas eficaces que reduzcan la fibrosis capsular tras una lesi6n
traumética o una intervencién reconstructiva'!"'®. Las razones por las
cuales algunos pacientes desarrollan fibrosis excesiva tras un trauma-
tismo o cirugfa siguen sin conocerse. En los tltimos afios se ha avanzado
en la comprensién de los mecanismos celulares y moleculares implica-
dos. Se sabe que la limitacién del movimiento se origina en la capsula
articular més que en la musculatura'’"'°. Ademas, se ha observado una
proliferacién de células fibroblasticas denominadas miofibroblastos en
la capsula articular durante las dos primeras semanas tras el trauma,
lo que sugiere que estas células son las principales responsables del
desarrollo de la artrofibrosis?°-22,

Los estudios experimentales se han realizado mayoritariamente en
modelos de conejo. Este modelo ha demostrado ser vélido y repro-
ducible para evaluaciones tanto biomecanicas como histolégicas'”-23-24,
No obstante, existe un gran interés en desarrollar y validar modelos en
animales de menor tamafio, que permitan investigaciones mas econémi-
cas?>2°, En particular, un modelo reproducible de rigidez articular en
ratas reduciria significativamente los costes y facilitaria el estudio de
una amplia variedad de agentes terapéuticos, dado que se dispone de un
conocimiento amplio sobre la farmacocinética de numerosos farmacos
en esta especie.

Algunos autores han intentado utilizar modelos en rata, aunque en
ciertos casos solo se ha empleado inmovilizacién sin inducir lesién
articular, se han omitido periodos de libre movilidad o se ha lesion-
ado el cartilago articular o el misculo®’ 33, Li et al.>* adaptaron a la
rata el modelo de conejo descrito por Hildebrand utilizando suturas
de polipropileno, pero no demostraron que la rigidez persistiera tras el
periodo de libre movilidad. Baranowski et al.'® desarrollaron un mod-
elo en rodilla de rata que incluia una lesién capsular y un defecto
extracartilaginoso, con inmovilizacién mediante una aguja de Kirschner
transésea durante cuatro semanas y posterior libre movilidad. Sin
embargo, no se realizaron evaluaciones histolégicas ni moleculares que
confirmasen la fibrosis capsular, y el uso de agujas transéseas conllev-
aba riesgo de migracién o fractura iatrogénica. Ademads, los estudios
que utilizaron este modelo para ensayar tratamientos farmacoldgicos
no lograron demostrar diferencias con respecto al miembro control,
posiblemente debido a una falta de sensibilidad del modelo®>~%7. Por
ello, Owen et al.?® desarrollaron un nuevo modelo en rata, integrando
conocimientos de estudios previos en conejo, con el objetivo de permitir
investigaciones a mayor escala y més coste-efectivas en el tratamiento de
la artrofibrosis postraumatica. Este modelo incluye una lesién articular
grave, periodos tanto de inmovilizacién como de libre movilidad, eval-
uacién biomecanica bajo pares de torsién estandarizados, y valoracién
histolégica mediante medidas cuantitativas.

El objetivo de este estudio es validar el modelo de artrofibrosis pos-
traumatica descrito por Owen et al., demostrando su capacidad para

inducir rigidez biomecéanica y fibrosis capsular histolégica, asi como su
reproducibilidad.

Material y métodos
Animales y condiciones de alojamiento

Este estudio fue aprobado por el Comité de Experimentacién Ani-
mal de nuestra institucién (PROEX 227.6/23; 29/09/2023). Todos los
animales del estudio fueron adquiridos en Janvier Laboratories, Inc.
(Saint-Berthevin, Francia) y permanecieron en cuarentena durante una
semana tras su llegada antes de ser trasladados a la sala de experi-
mentacién. Las ratas se alojaron en grupo (n = 4 por jaula), con acceso
ad libitum a pienso estandar y agua del grifo filtrada. Las condiciones
ambientales se mantuvieron constantes (temperatura de 21 +2°C y
humedad del 45 + 10%). El fotoperiodo fue de 12horas de luz al dia,
y se proporcionaron elementos de enriquecimiento ambiental.

Disefio del estudio

Estudio experimental prospectivo.

Se utilizaron veinte ratas hembra Sprague Dawley (Rattus norvegicus
domestica) con 14 semanas de edad y un peso medio de 305,1 gramos
(desviacion estandar [DE]: 31,5). Se emple6 un Ginico sexo para reducir
la variabilidad interindividual. Diez ratas se destinaron al estudio
biomecanico y otras diez al estudio histolégico. En cada animal, la
rodilla derecha fue sometida a la intervencién experimental (rodilla
operada), mientras que la rodilla izquierda actué como control interno
(rodilla control).

Procedimiento

Cirugia inicial

Se realiz6 un procedimiento quirtrgico idéntico en la rodilla derecha
de cada rata, siguiendo el protocolo descrito por Owen et al.>°, a
excepcién del sistema de inmovilizacién percutdneo explicado mas ade-
lante. Todas las intervenciones se realizaron bajo anestesia general
con sevofluorano inhalado (8% para induccién y 3,5-4% para man-
tenimiento en 11 de oxigeno) mediante mascarilla nasal. Se administré
profilaxis antibiética con cefazolina (30 mg/kg), analgesia postopera-
toria con buprenorfina (0,1 mg/kg) y anestesia local subcutanea en la
zona de la incisién con bupivacaina (2 ml de una solucién de 2 g/100 ml)
antes de la incisién quirtrgica. Las rodillas se prepararon con solucién de
povidona yodada y se mantuvieron en condiciones estériles. Se realiz6
una incisién cutdnea medial sobre la rodilla y una artrotomia parap-
atelar lateral. Se seccionaron los ligamentos cruzados y se generaron
defectos corticales extracartilaginosos en los céndilos femorales medial
y lateral, utilizando una aguja de calibre 18 G, prestando cuidado de
preservar los ligamentos colaterales. Posteriormente, se hiperextendi6
la rodilla 45° para provocar la rotura de la capsula posterior. La inmovi-
lizacién de la rodilla en flexién completa se realizé siguiendo el método
percuténeo descrito por Dagneaux et al.>®, Se utilizé una aguja intra-
muscular de calibre 22 G para pasar percutineamente una sutura no
reabsorbible (2-0 Prolene; Ethicon, Johnson & Johnson, EE.UU.). La
aguja se introdujo por la cara anterior del fémur a nivel de la diafisis
media, se dirigi6 lateralmente hacia la tibia y emergi6 por la superficie
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anterior de esta. Se pasé la sutura en direccién retrégrada hasta hac-
erla emerger en la cara medial del fémur. La sutura se anud6 rodeando
la tibia anterior junto al hueso. La artrotomia y la piel se cerraron con
suturas reabsorbibles. Se obtuvo una imagen fluoroscépica para con-
firmar la correcta inmovilizacién y descartar fractura iatrogénica. Los
animales recibieron 5ml de suero salino subcuténeo y se trasladaron a
una jaula de recuperacién calida.

Periodo de inmovilizacién

Tras la cirugia indice, las ratas permanecieron en jaulas con libertad
de movimiento durante un periodo de inmovilizacién de 4 semanas. Se
administré buprenorfina oral (0,4 mg/kg), disuelta en crema de choco-
late, durante los primeros dias postoperatorios.

Retirada de la sutura de inmovilizacién y periodo de libre movilidad

Al completar las 4 semanas de inmovilizacién, se realiz6 una segunda
intervencidn para retirar la sutura. La preparacién y la anestesia fueron
idénticas a las de la cirugia inicial. Se obtuvo una imagen fluoroscépica
para verificar la inmovilizacién en flexién completa. A través de una
pequena incisién cuténea, se localizé el nudo en la cara medial del
fémur, se corté la sutura y se extrajo. A continuacion, las ratas per-
manecieron otras 4 semanas con libertad de movimiento en jaula
(periodo de libre movilidad).

Eutanasia y extraccién de las rodillas

Tras el periodo de libre movilidad, los animales fueron sacrificados
mediante inyeccién intraperitoneal de pentobarbital (3 ml de una solu-
cién 1/10), y ambas rodillas (operada y control) se extrajeron mediante
desarticulacién de cadera y tobillo, dejando el fémur y la tibia unidos
por todas las estructuras blandas, excepto la piel.

Procesamiento y andlisis biomecdnico

Los extremos proximales del fémur y distales de la tibia se prepararon
para exponer el hueso cortical, preservando la capsula posterior y los
tejidos periarticulares hasta 1 cm proximal y distal a la articulacién. Las
muestras se transportaron al laboratorio de biomecanica en suero fisi-
olégico, y se evaluaron en un plazo maximo de 6 horas. Los extremos
6seos se fijaron con cemento de polimetilmetacrilato (PMMA; Stryker,
Mahwah, NJ, EE.UU.) en jeringas de 5ml. La rodilla se acoplé a un
soporte impreso en 3D de acido polilactico (PLA), conectado a una
célula de carga dinamica de 10 Nm (Servosis Testing Machines, Madrid,
Espafia), para registrar el par aplicado a una velocidad constante de
1°/s hasta el fallo (fig. 1). Se prest6 especial atencién a alinear el eje de
rotacién de la rodilla con el eje de la maquina. Para cada rodilla se reg-
istré el dngulo de extensién pasiva espontdnea (passive extension angle
[PEA]). La prueba biomecénica se realiz6 hasta que se produjo la rotura
completa de la capsula, generando una curva PEA (grados) - par (Nm).
Los archivos digitales de cada curva se codificaron de forma ciega para
los investigadores principales. A partir de las curvas se determinaron los
valores de PEA a 2N-cm (PEA-2), 4N-cm (PEA-4) y 8 N-cm (PEA-8), asi
como el PEA y el par en el punto de rotura capsular, definido como el
primer pico de la curva con caida brusca de la resistencia torsional®®-,

Procesamiento y andlisis histoldgico

Las rodillas se fijaron inmediatamente en formalina tamponada al
10% y se enviaron al laboratorio de anatomia patolégica de nuestra
institucién. Se realiz6 una diseccién liberando tejidos blandos y hueso
hasta 1 cm por encima y por debajo de la articulacién, preservando la
capsula posterior. Las muestras se descalcificaron en acido nitrico al
10%, se incluyeron en parafina y se seccionaron en plano parasagital,
obteniendo cortes representativos de la regién central y lateral de la
articulacién. Los cortes laterales se consideraron adecuados si se visu-
alizaban el cuerno posterior del menisco, la meseta tibial y el céndilo
femoral. Los cortes centrales debian demostrar ambos ligamentos cruza-
dos. Para cada rodilla, se realizaron tinciones con hematoxilina-eosina
y tricrémico de Masson en ambas regiones, resultando en un total de 4

Revista Espafiola de Cirugia Ortopédica y Traumatologia xxx (Xxxx) XXX—-XXX

cortes tefiidos por rodilla. Las imédgenes se digitalizaron a 20x con un
microscopio 6ptico (Zeiss, Alemania) y un sistema de captura de alta
resolucién. El grosor de la capsula posterior se midi6é sobre una linea
perpendicular al tendén rotuliano, cruzando lo mas préximo posible al
centro del espacio femorotibial*!. El 4rea de tejido capsular posterior se
determiné mediante contorneado manual de sus limites (fig. 2).

Cdlculo del tamafio muestral y andlisis de datos

El anélisis estadistico se realizé con el software SPSS 30.0 (IBM,
Armonk, NY, EE.UU.). El tamafio muestral se calcul6 para el estudio
biomecénico, considerando un error tipo I del 5%, una potencia del 80%,
una diferencia minima detectable de 20° y una DE de 15°. Con un ajuste
por pérdida estimada del 10%, se determiné una muestra de 10 ratas
por grupo. Dado que las rodillas no pueden reutilizarse para ambos
anélisis (biomecanico e histolégico), se duplicé el tamafio muestral a
20 ratas: 10 para el anélisis biomecénico y 10 para el histolégico. Se
evalu6 la normalidad de las variables cuantitativas mediante la prueba
de Shapiro-Wilk. Las variables con distribucién normal se expresaron
como media y DE; las de distribucién no normal, como mediana y rango
intercuartilico (RI). Para comparar caracteristicas basales de la muestra,
se usaron la prueba de chi-cuadrado o Fisher para variables cualitati-
vas y t de Student o U de Mann-Whitney para variables cuantitativas
independientes, segtin su distribucién. Para variables pareadas se uti-
liz6 ANOVA de medidas repetidas, con correccién de Bonferroni cuando
procedia. La capacidad del modelo para generar rigidez y fibrosis se
evaludé comparando rodillas operadas y control mediante t de Student
para muestras pareadas o test de Wilcoxon, segtin su distribucién. Para
comparar nuestros resultados con los de Owen, se calcularon intervalos
de confianza del 95% (IC 95%) a partir del error estandar, para las vari-
ables comunes a ambos estudios (biomecénicas: PEA-2, PEA-4, PEA-8;
histolégicas: area y grosor de la capsula posterior), siguiendo los princi-
pios de la inferencia estadistica. Los datos del estudio de Owen fueron
extraidos de su publicacién original. Para comparar la variabilidad entre
muestras, se analizaron el cociente entre errores estdndar (SEy:SE;) y el
coeficiente de variacién (CV) de cada medida. Por ultimo, se realizé un
anélisis de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para evaluar
la sensibilidad y la especificidad de los métodos cuantitativos emplea-
dos, determinando el area bajo la curva (area under the curve [AUC])
y el valor umbral éptimo mediante el indice de Youden. El nivel de
significacién estadistica se fijé en p < 0,05.

Resultados
Seguimiento: ganancia de peso y pérdidas

Todas las ratas aumentaron de peso adecuadamente después de cada
cirugia (tabla 1 ). Una rata muri6é durante la primera semana debido
al sobrecrecimiento de incisivos, lo que dificulté la alimentacién. Se
excluyeron 5 rodillas adicionales (3 operadas y 2 de control) debido
a problemas durante el procesamiento y andlisis biomecanico o durante
la fijacién histolégica. Esto resulté en una pérdida total de 7 rodillas
durante el estudio (17,5%). Tres animales (15%) presentaron fallos de
inmovilizacién al momento de su retiro, en forma de rotura o aflo-
jamiento del nudo de la sutura. Estos animales no fueron excluidos y
se realiz6 un andlisis por intencién de tratar. Los tres fallos ocurrieron
en rodillas con menos de 140° de flexién al momento de la cirugia indice
(p = 0,036).

Resultados biomecdnicos

Las rodillas operadas presentaron menores valores de PEA-4 (difer-
encia media: 40,6° [IC95%: 12,2 a 69,0; p=0,011]) y PEA-8
(diferencia media: 45,6° [IC95%: 13,43 a 77,45; p = 0,044]) en com-
paracién con las rodillas de control. Sin embargo, no hubo diferencias
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Figura 1. Estudio biomecéanico. El extremo proximal del fémur y el extremo distal de la tibia se cementan dentro de jeringas de 5ml, las cuales se anclan a la maquina
de pruebas (Servosis Testing Machines) utilizando soportes impresos en 3D en PLA.

Tabla 1
Aumento de peso durante el experimento

Cirugfa inicial Retirada de la inmovilizacién Eutanasia
Dia 0 Semana 4 Semana 8 Valor p (28D
Peso (gramos) 305,1 (DE 31,5) 324,5 (DE 18,9) 363,9 (DE 18,5) p = 0,001¢

2 Las comparaciones con un grado de libertad fueron significativas (p < 0,05) en el analisis post hoc con ajustes por comparaciones mdltiples.
2 gl: prueba con dos grados de libertad.
Los valores se presentan como media + desviacién estdndar (DE).

estadisticamente significativas para PEA-2 (diferencia media: 28,3° momento de la rotura capsular (diferencia media: 2,75N-cm [IC 95%:
[IC95%: —4,6 a 61,1; p = 0,082]). Las rodillas operadas presentaron —-14,10 a 8,59; p = 0,588]) (tabla 2 y fig. 3).

menor PEA al momento de la rotura capsular que las de control Los valores medios de PEA-2, PEA-4 y PEA-8 para las rodillas oper-
(mediana: operada = 138,1° [RIL: 33,4] vs. control = 204,6° [RI: 33,6]; adas y de control en nuestra muestra son similares a los publicados por
p = 0,043). No se observaron diferencias en el par de torsién al Owen et al. Ademas, todos los IC95% de nuestra muestra incluyen los
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Figura 2. Mediciones histolégicas. Grosor de la capsula posterior a lo largo de una linea perpendicular al tendén rotuliano, cruzando lo més cerca posible del centro
del espacio entre el fémur y la tibia, y 4rea delineada manualmente contorneando los limites de la capsula posterior.

PEA-2 (degrees) PEA-4 (degrees) PEA-8 (degrees)
200 - 200 = * 250 -
*
150 150 2004
150
100~ 100
100~
50+ 50~ 504
0- 0= 0
PEA disruption Torque disruption
300+ (degrees) (Nem)
* 609 HEl Control knee
200 Bl Operated knee
40+
100 -
0- 0=

Figura 3. Diagrama de barras agrupadas de los resultados biomecanicos (*: p < 0,05).

Tabla 2
Resultados biomecanicos

Rodilla operada Rodilla control

PEA-2 (grados)
PEA-4 (grados)

136,7 (DE 29,5)
153,4 (DE 24,0)
PEA-8 (grados) 159,1 (DE 22,6)
PEA rotura (grados) 204,6 (IR 33,6)
Par de torsién rotura (N-cm) 18,4 (DE 8,9)

107,5 (DE11,6) p = 0,065
112,8 (DE 35,2) p = 0,011
123,7 (DE 34,0) p = 0,044
138,1 (IR 33,4) p = 0,043
21,2 (DE8,9)  p=0,588

Los valores se presentan como media y desviacién estdndar (DE) o mediana y
rango intercuartilico (RI).

IC 95% de la muestra de Owen et al., excepto el limite superior de PEA-2
en rodillas de control. Sin embargo, el error estdndar de nuestra muestra
(SEg) es mayor que el publicado por Owen et al. (SE;), con una media
del cociente SEq/SE; de 6,97 (rango: 5,11 a 8,78), y el coeficiente de
variacién medio (CVj: 23,4%) es también mayor que el de la muestra de
Owen et al. (CV;: 6,6%), reflejando una mayor variabilidad en nuestras
mediciones biomecanicas (tabla 3 y fig. 4).

El andlisis de la curva ROC demuestra que PEA-4, PEA-8 y PEA en la
rotura capsular pueden considerarse buenos predictores de artrofibrosis,
y que PEA-2 es un predictor aceptable. Sin embargo, el par de torsién
en la rotura capsular no tuvo capacidad discriminativa. PEA-2 demostrd
un AUC de 0,76 (IC95%: 0,52 a 1,00), con un umbral de 103,1° que
ofrece 100% de sensibilidad y 55,6% de especificidad. PEA-4 present6
un AUC de 0,83 (IC95%: 0,60 a 1,00), con un umbral de 115,5° que
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Tabla 3
Reproducibilidad de los resultados biomecénicos

Revista Espafiola de Cirugia Ortopédica y Traumatologia xxx (XxxX) XXX—-XXX

Media (IC 95%) n DE EE EE,/EE; Ccv
PEA-2 (grados)
Rodilla control
Owen et al. 161,0 (157,7 a 164,3) 6 10,0 1,7 6,42 6,2%
Palacios-Diaz et al. 136,7 (115,7 a 157,7) 10 28,3 10,7 20,7%
Rodilla operada
Owen et al. 108,0 (105,1 a 110,9) 6 9,0 1,5 7,73 8,3%
Palacios-Diaz et al. 107,5 (84,8 a130,2) 9 35,0 11,6 32,6%
PEA-4 (grados)
Rodilla control
Owen et al. 167,0 (163,7 a 170,3) 6 10,0 1,7 5,29 6,0%
Palacios-Diaz et al. 153,4 (136,1 a 170,7) 10 23,3 8,8 15,2%
Rodilla operada
Owen et al. 115,0 (112,4a117,6) 6 8,0 1,3 8,78 7,0%
Palacios-Diaz et al. 112,8 (89,9 a 135,7) 9 35,2 11,7 31,2%
PEA-8 (grados)
Rodilla control
Owen et al. 174,0 (170,7 a 177,3) 6 10,0 1,7 5,11 5,7%
Palacios-Diaz et al. 169,1 (152,4 a 185,8) 10 22,6 8,5 13,4%
Rodilla operada
Owen et al. 125,0 (122,4 a 127,6) 6 8,0 1,3 8,48 6,4%
Palacios-Diaz et al. 123,7 (101,6 a 145,9) 9 34,0 11,3 27,5%

CV: coeficiente de variacion; DE: desviacién estdndar; EE,: error estdndar de nuestra muestra; EE;: error estdndar de la muestra de Owen et al.; n: tamafio de la

muestra.

Intervalos de confianza del 95% calculados utilizando el error estdndar de la media para PEA-2, PEA-4 y PEA-8 del estudio original de Owen et al. y nuestro estudio

(referido como Palacios-Diaz et al.).

PEA 95%CI (degrees)
A
PEA-2. control knee = P ® Owenetal”
. jos-Di :
PEA-2, operated knee - 1 @ Palacios-Diaz et al
PEA-4. control knee = = 9
A
PEA-4, operated knee = @
PEA-8. control knee = -}.l
PEA-8, operated knee = '—..—|
-I-I-I-l-l-lﬂ-l-l-l-l-l-l-l-'-l-l-l-l-l-l-l-l-l-l-l-l
100 150 200

Figura 4. Intervalos de confianza del 95% para PEA-2, PEA-4 y PEA-8 del estudio original de Owen et al. y nuestro estudio (referido como Palacios-Diaz et al.).

ofrece 100% de sensibilidad y 66,7% de especificidad. PEA-8 tuvo el
mayor valor predictivo con un AUC de 0,86 (IC95%: 0,64 a 1,00), y
un umbral de 133,60° con 100% de sensibilidad y 88,9% de especifi-
cidad. PEA en la rotura capsular demostré6 un AUC de 0,85 (IC95%:
0,64 a 1,00), con un umbral de 155,8° que ofrecié 100% de sensibilidad
y 75,0% de especificidad. El torque en la rotura capsular demostré un
AUC de 0,53 (IC95%: 0,21 a 0,85) (fig. 5).

Resultados histoldgicos

Las rodillas operadas demostraron un 4drea mayor de la capsula pos-
terior en comparacién con las rodillas de control al evaluar el corte
central (diferencia media: 1,82 mm? [IC95%: 0,21 a 3,44; p = 0,033]).
Sin embargo, no hubo diferencias significativas al evaluar el corte lat-
eral (diferencia media: 9,16 mm? [IC95%: —0,12 a 1,96; p = 0,075]).
Las rodillas operadas demostraron un mayor grosor de la capsula poste-
rior que las de control en el corte central (mediana: operadas = 0,84 mm

[RI: 0,53] vs. control = 0,53 mm [RI: 0,33]; p = 0,043). No obstante, las
diferencias no fueron significativas en el corte lateral (mediana: oper-
adas = 0,68 mm [RI: 0,75] vs. control = 0,43 mm [RI: 0,29]; p = 0,063)
(tabla 4 y fig. 6).

El 4rea media de la capsula posterior y su grosor en los cortes cen-
tral y lateral de las rodillas operadas y de control de nuestra muestra no
coinciden generalmente con lo publicado por Owen et al. De los ocho
pares posibles de IC95%, solo uno (grosor del corte lateral en rodillas
de control) demostré superposicién completa entre el estudio de Owen
et al. y el nuestro. En tres casos hubo alguna superposicién, y en los
cuatro restantes no hubo ninguna. No obstante, el error estindar de
nuestra muestra (SEy) fue menor al publicado por Owen et al. (SE;),
con una razén media SEy/SE; de 0,54 (rango: 0,20 a 0,90), y el CV,, fue
menor (42,3% vs. 45,3%), reflejando menor variabilidad en nuestras
mediciones histolégicas (tabla 5 y fig. 7).

El analisis de curva ROC demostrd que el drea y el grosor de la cap-
sula posterior en el corte central pueden clasificarse como predictores
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Figura 5. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para las variables biomecénicas.
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Figura 6. Diagrama de barras agrupadas de los resultados histolégicos (*: p < 0,05).

excelentes de artrofibrosis, mientras que el drea y el grosor en el
corte lateral pueden clasificarse como predictores aceptables. El drea
de la capsula posterior en el corte central presenté un AUC de 0,92
(IC95%: 0,75 a 1,00), con un umbral de 1,89 mm? que ofrecié 100%
de sensibilidad y 85,7% de especificidad. El grosor de la capsula pos-
terior en el corte central demostré un AUC de 0,92 (IC95%: 0,75 a
1,00), con un umbral de 0,61 mm que ofrecié 85,7% de sensibilidad
y 100% de especificidad. El area de la cépsula posterior en el corte
lateral demostré un AUC de 0,78 (IC95%: 0,52 a 1,00) y el grosor
en esta misma seccién tuvo un AUC de 0,79 (IC95%: 0,55 a 1,00)
(fig. 8).

Discusion

Los principales hallazgos de nuestro estudio son que las rodillas
operadas presentaron un menor angulo de extensién pasiva en distintos
niveles (PEA-4, PEA-8 y PEA en la rotura capsular) y una mayor area
y grosor de la capsula posterior en comparacién con las rodillas con-
trol. Ademas, los valores medios obtenidos en nuestra serie para PEA-2,
PEA-4 y PEA-8 fueron comparables a los de Owen et al.

Segtin la evidencia derivada de los modelos de conejo mas utilizados,
consideramos que el modelo mas adecuado para la evaluacién de farma-
cos en la artrofibrosis postraumatica debe incluir una lesién articular
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Tabla 4
Resultados histolégicos

Rodilla control Rodilla operada

Corte central

Area (mm?) 1,63 (DE 0,71) 3,46 (DE 1,37) p = 0,033

Grosor (mm) 0,53 (IR 0,33) 0,84 (IR 0,53) p = 0,043
Corte lateral

Area (mm?) 1,79 (DE 0,75) 2,71 (DE 0,75) p = 0,075

Grosor (mm) 0,43 (IR 0,29) 0,68 (IR 0,75) p = 0,063

Los valores se presentan como media y desviacién estandar (DE) o mediana y
rango intercuartilico (RI).

severa, incorporar periodos de inmovilizacién y libre movilidad, y eval-
uar los resultados biomecénicos bajo torques estandarizados, asi como
los resultados histolégicos mediante mediciones cuantitativas!'”-19-23-26,

Una lesién articular severa que incluya un procedimiento quirdr-
gico abierto para inducir una lesién 6sea directa y una lesién indirecta
de la capsula articular, seguida de un periodo de inmovilizacién, pro-
mueve una pérdida permanente de movilidad articular y se asemeja
estrechamente a la fisiopatologia de la artrofibrosis postraumatica en
humanos'”-19-24.26| En cambio, los modelos no traumaticos o de lesiones
leves provocan rigidez articular que revierte hasta la normalidad tras el
periodo de libre movilidad, dificultando asi demostrar diferencias sig-
nificativas en estudios comparativos?17-18:23.24.42.43 E] modelo descrito
por Owen et al. induce una lesién severa, cumpliendo todos estos crite-
rios. Ademas, tanto sus resultados como los nuestros avalan su validez:
provoca rigidez biomecanica y fibrosis capsular histolégica que no se
resuelve tras un periodo prolongado de libre movilidad.

Algunos estudios han empleado un periodo de inmovilizacién de
8semanas, lo que respalda la idea de que ese es el pico de produccién
de tejido fibroso**>2. En el estudio de Owen et al. se logré artrofi-
brosis articular permanente utilizando dos periodos de inmovilizacién
distintos: 4 y 8semanas”®. En nuestro estudio, validamos el modelo

de 4 semanas basandonos en la evidencia de que la expresién maxima
de miofibroblastos en la capsula articular ocurre a las 2 semanas del
trauma®2. Ademas, estudios previos en ratas utilizando un perfodo de
inmovilizacién de 4 semanas han logrado inducir una rigidez articular
severa y permanente!®%3. Tanto en nuestro estudio como en el orig-
inal, se logré inducir exitosamente una rigidez biomecénica severa y
fibrosis capsular histolégica, con sensibilidad suficiente para diferencia-
rlas del tejido sano con solo 4 semanas de inmovilizacién. Esto también
permite una mayor relacion coste-efectividad en comparacién con perio-
dos mas largos y mejora el bienestar animal al refinar el procedimiento
experimental.

En el estudio original, la aguja de Kirschner utilizada en modelos
previos fue reemplazada por una sutura de acero inoxidable 2.0 atada
alrededor del fémur y la tibia, eliminando asi el riesgo de fractura aso-
ciado con el tinel tibial'7-?°. En 2023, Dagneaux et al.>® demostraron
la induccién de rigidez articular severa en ratones utilizando un nuevo
método de inmovilizacién percutdnea con sutura de polipropileno no
absorbible 3.0 alrededor del fémur y la tibia. Una diferencia clave entre
nuestro estudio y el de Owen et al. radica en la adopcién del método
de inmovilizacién de Dagneaux et al.>%, en sustitucién del protocolo
original. Las principales ventajas de este método son que reduce costes
y evita la incisién lateral adicional del procedimiento de Owen et al.,
refinando el modelo animal y evitando una cicatriz extra que podria
actuar como factor de confusién. Nuestros resultados, junto con los de
otros autores, confirman la efectividad de este método percutaneo, ya
que la rigidez articular generada es severa y claramente distinguible
de los controles®®. Sorprendentemente, el riesgo de rotura de la sutura
de polipropileno parece ser menor que el de la sutura de acero inox-
idable, segtin la literatura y nuestros resultados?>>%-3, Ademaés, en
nuestro estudio la rotura de la sutura se asocié a un angulo de inmovi-
lizacién insuficiente, lo que sugiere que asegurar una inmovilizacién en
flexién completa podria prevenir esta complicacién. Dagneaux et al.>®
reportaron una incidencia del 4,2% de necrosis del pie como princi-
pal complicacién en ratones. Esto no se observé en nuestro estudio, lo
que podria deberse al mayor tamaiio de las ratas comparado con los
ratones.
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Tabla 5
Reproducibilidad de los resultados histolgicos

Revista Espafiola de Cirugia Ortopédica y Traumatologia xxx (Xxxx) XXX—-XXX

Media (IC 95%) n DE EE EEy/EE; CvV
AREA (mm?2)
Corte central
Rodilla control
Owen et al. 3,53 (2,31 a 4,75) 6 1,52 0,62 0,44 43,1%
Palacios-Diaz et al. 1,63 (1,10 a 2,16) 7 0,71 0,27 43,6%
Rodilla operada
Owen et al. 6,16 (5,03 a 7,29) 6 1,41 0,58 0,90 22,9%
Palacios-Diaz et al. 3,46 (2,44 a 4,48) 7 1,37 0,52 39,6%
Corte lateral
Rodilla control
Owen et al. 2,69 (1,81 a 3,57) 6 1,10 0,45 0,62 40,9%
Palacios-Diaz et al. 1,79 (1,24 a 2,34) 7 0,75 0,28 41,9%
Rodilla operada
Owen et al. 4,59 (3,61 a 5,57) 6 1,22 0,50 0,56 26,6%
Palacios-Diaz et al. 2,71 (2,16 a 3,26) 7 0,75 0,28 27,7%
GROSOR (mm)
Corte central
Rodilla control
Owen et al. 1,00 (0,31 a1,69) 6 0,86 0,35 0,20 86,0%
Palacios-Diaz et al. 0,42 (0,28 a 0,56) 7 0,18 0,07 42,9%
Rodilla operada
Owen et al. 2,53 (1,81 a 3,25) 6 0,90 0,37 0,41 35,6%
Palacios-Diaz et al. 0,91 (0,62 a 1,20) 7 0,39 0,15 42,9%
Corte lateral
Rodilla control
Owen et al. 0,47 (0,21 a 0,73) 6 0,33 0,13 0,52 70,2%
Palacios-Diaz et al. 0,46 (0,32 a 0,60) 7 0,20 0,07 43,5%
Rodilla operada
Owen et al. 1,59 (1,12 a 2,06) 6 0,59 0,24 0,71 37,1%
Palacios-Diaz et al. 0,81 0,48 a 1,14) 7 0,46 0,17 56,8%

CV: coeficiente de variacién; DE: desviacion estandar; EE,: error estindar de nuestra muestra; EE;: error estdndar de la muestra de Owen et al.; n: tamafio de la

muestra.

Intervalos de confianza del 95% calculados utilizando el error estdndar de la media para el érea y el grosor de la cépsula posterior del estudio original de Owen et al.

y nuestro estudio (referido como Palacios-Diaz et al.).

Los modelos validados en conejos utilizan un torque estandarizado
de 20N-cm para medir el PEA'-2%24  Sin embargo, dicha
estandarizacién atn no se ha implementado en modelos de rata,
siendo esto un aspecto fundamental. Varios estudios en ratas han
demostrado que utilizar torques de 2, 3,5 o 4 N-cm permite diferenciar
articulaciones operadas de las no operadas’®. En este sentido, los
torques utilizados en nuestro estudio —2, 4 y 8 N-cm— son los mismos
que en el estudio original, y representan un rango que expone los
miembros control desde rangos fisiolégicos (0-170°) hasta suprafisi-
olégicos (> 170°), habiéndose demostrado diferencias estadisticamente
significativas entre las articulaciones experimentales y de control,
excepto con 2N-cm en nuestro estudio®®. Usar un torque de 8 N-cm
parece ser el mas adecuado, ya que ha demostrado la mayor capacidad
predictiva en ambos estudios®®.

En nuestro estudio también se midi6 tanto el PEA como el torque en
el punto de rotura de la capsula posterior>®“°, El1 PEA en la rotura fue
menor en las rodillas operadas, lo que refuerza la capacidad del modelo
para inducir rigidez. Sin embargo, los tejidos rigidos y fibrosos, al ser
menos fisiol6gicos, también pueden ser més fragiles y requerir menos
fuerza para romperse, lo cual podria haber disminuido nuestra sensibil-
idad para detectar diferencias en el par de torsién. Mas alla del valor
exacto del par de torsidn, creemos que analizar las curvas en puntos de
corte predeterminados brinda una visién mas completa y detallada del
comportamiento mecanico y la rigidez articular.

La mayor variabilidad de nuestros resultados biomecédnicos podria
explicarse por diferencias metodolégicas respecto al estudio de Owen
et al. Dado que tanto las rodillas operadas como las de control se ven

afectadas, las diferencias no serian atribuibles a la inmovilizacién medi-
ante sutura de polipropileno en lugar de acero. Por lo tanto, la falta de
precisién en las mediciones biomecéanicas parece ser la principal fuente
de variabilidad. La méquina utilizada por Owen et al. fue disefiada
por ingenieros del Biomechanics Lab Core Facility de la Mayo Clinic
(Minnesota, EE.UU.), mientras que la nuestra fue fabricada por Servosis
(Madrid, Espafia)®®. Esta diferencia podria explicar la disparidad en pre-
cisién. Ademads, en el estudio original la rodilla se fijaba directamente a
una pieza metélica, mientras que en nuestro caso se utilizé un soporte
impreso en 3D de acido polilactico (PLA), un biopléstico con mayor
deformacién que el metal, lo cual también podria haber influido®*. A
pesar de esta variabilidad, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, lo que respalda la validez del modelo experimental.

En el estudio de Owen et al., los cortes centrales demostraron la
mejor capacidad predictiva®®. Nuestros resultados respaldan esta obser-
vacién, ya que solo en esos cortes se observaron diferencias entre las
rodillas operadas y no operadas. Por tanto, el corte sagital central, facil-
mente identificable por los ligamentos cruzados, debe considerarse la
principal seccién histolégica para evaluar fibrosis capsular posterior®.
En el estudio original, los cortes mediales desarrollaron menos fibro-
sis en comparacion con los centrales y laterales. La causa no esté clara,
pero la combinacién de la artrotomia parapatelar lateral y la respuesta
inflamatoria del traumatismo intraarticular podria generar una reaccién
mas intensa en las zonas capsulares central y lateral. Por ello, y para
reducir costos, decidimos no incluir las secciones mediales.

Para lograr mayor precisién y reproducibilidad en la evaluacién
del tejido fibroso, el estudio original empleé mediciones histolégicas
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Figura 8. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para las variables histolégicas.

cuantitativas y objetivas, en lugar de enfoques cualitativos o semicuanti-
tativos. Ademds, estudios previos se han limitado a mediciones lineales
en un corte sagital'®!°. En el estudio de Owen et al., las mediciones
lineales (espesor capsular posterior) demostraron diferencias, pero su
capacidad predictiva fue menor que la de las mediciones bidimension-
ales (&rea capsular posterior), segiin las curvas ROC, ofreciendo mayor
sensibilidad y especificidad®. En nuestra muestra no se observaron tales
diferencias, ya que tanto el drea como el espesor en cortes centrales
mostraron excelente capacidad predictiva. En cambio, las mediciones
en el corte lateral mostraron menor capacidad predictiva, sin diferencias
entre rodillas operadas y no operadas. Esto puede deberse a una mayor
variabilidad al medir el corte lateral, ya que resulta dificil distinguir los
limites entre el borde posterior del menisco lateral y la capsula poste-
rior, al ser esta una extensién capsular®>-°°. Se necesitan méas estudios
para refinar esta medicién con una definicién mas objetiva.

A pesar de una mayor precisién en las mediciones histolégicas en
nuestro estudio (en cortes centrales y laterales), no pudimos demostrar
la reproducibilidad de estas variables: los intervalos de confianza entre

10

ambos estudios difieren considerablemente. Creemos que se requiere
una mayor estandarizacion del procesamiento histolégico y del método
de medicién. Por ejemplo, los limites de la capsula deben definirse con
claridad. Ademas del menisco lateral, debe establecerse con precisién
el limite entre la membrana fibrosa de la cépsula y su continuidad con
la membrana peridstica. También, estudios previos han establecido un
angulo de 90° de flexién para el procesamiento de las muestras, lo cual
permitirfa un pliegue mas homogéneo de tejidos blandos como la cép-
sula®0-57,

En nuestro estudio la mortalidad animal fue baja, aunque la pér-
dida total de extremidades fue algo superior a la reportada globalmente
en modelos preclinicos de artrofibrosis postraumatica®®. No obstante,
el procedimiento se considera seguro, ya que las ratas ganaron peso
adecuadamente tras la cirugia y no se registraron muertes intraoperato-
rias, a diferencia de la pérdida global del 12% por fracturas o anestesia.
La pérdida de extremidades durante el procesamiento o las mediciones
fue algo mayor en nuestro estudio (aunque cercana al 10%), princi-
palmente debido a fracturas durante las pruebas biomecanicas, errores
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histolégicos o valores extremos atipicos®°. Estas complicaciones son fre-
cuentes en la experimentacién animal®8->%,

Otra limitacion de nuestro estudio es que no evaluamos la integridad
del cartilago articular. Owen et al. demostraron la presencia de cam-
bios degenerativos en el cartilago de las rodillas operadas, lo que podria
confundir los resultados relacionados con la investigacién de la artrofi-
brosis?® Este parece ser un fenémeno que ocurre en ratas, pero no en
otros modelos animales, posiblemente porque las ratas cargan peso en
la extremidad lesionada desde el postoperatorio inmediato. Aunque esto
no excluye su uso, debe considerarse cuidadosamente al interpretar los
resultados®®-6!,

Este trabajo tiene unas limitaciones y fortalezas que deben enumer-
arse. Como limitaciones, destaca la mayor variabilidad observada en
los resultados biomecanicos en comparacién con estudios previos, prob-
ablemente atribuible a diferencias metodolédgicas en los dispositivos de
medicién y los materiales utilizados para la fijaciéon de la extremidad.
Ademés, no se evalud la integridad del cartilago articular, lo cual podria
representar un factor de confusién relevante en la interpretacién de los
hallazgos. Tampoco se incluyeron cortes histolégicos mediales, y no se
logré demostrar la reproducibilidad de las mediciones histolégicas, lo
que se podria achacar a la falta de estandarizacién en el procesamiento
y en la definicién de los limites de la cipsula. La pérdida de extrem-
idades durante el estudio, aunque esperada en este tipo de modelos,
fue ligeramente superior a lo publicado en la literatura. A pesar de las
limitaciones, nuestros resultados muestran que el modelo de artrofi-
brosis postraumaética descrito por Owen et al. tiene la capacidad de
inducir rigidez biomecanica (evaluada como PEA-4, PEA-8 y PEA en
la rotura capsular) incluso después de la libre movilidad. Ademas, la
fibrosis capsular histolégica fue diferente entre la rodilla operada y de
control, tanto en una dimensién (espesor) como en dos (area) al evaluar
la seccién central. La adopcién del método de inmovilizacién percutanea
descrito por Dagneaux et al.>® representa una mejora técnica que reduce
costes, evita una incisién adicional y refina el modelo animal. Pese a
la mayor variabilidad en los resultados biomecanicos, nuestros hallaz-
gos son comparables a los de Owen, apoyando la reproducibilidad del
modelo desde el punto de vista biomecénico.

Favorecemos un modelo de artrofibrosis postraumatica en ratas que
incluye una lesién articular grave, un procedimiento de inmovilizacién
percutanea durante un periodo de 4 semanas, la fijacién de la extremi-
dad a la maquina biomecénica directamente sobre una pieza metalica,
un andlisis biomecénico en puntos de corte de torque predetermina-
dos —especialmente a 8 N-cm— y la evaluacién de cortes histoldgicos
centrales mediante mediciones bidimensionales, como el drea de la cap-
sula posterior. Creemos que se requiere una mayor estandarizacién del
procesamiento y de los métodos de medicion histolégicos.

Conclusion

El modelo de artrofibrosis postraumatica descrito por Owen et al.
es valido al inducir rigidez biomecénica y fibrosis capsular histolégica
persistente. La adopcién del método de inmovilizacién percutanea prop-
uesto por Dagneaux et al. representa una mejora significativa, ya que
contribuye a refinar el modelo animal. Nuestros resultados confirman
que este modelo es reproducible desde el punto de vista biomecanico, lo
que refuerza su utilidad en la investigacion preclinica de la artrofibrosis
postraumética.

Nivel de evidencia
Nivel de evidencia V.
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